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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die Zahl der Patient*innen in Deutschland, die eine Endoprothese bendtigen, ist im Laufe
der letzten Jahre aufgrund des demografischen Wandels und den damit verbundenen al-
tersbedingten Erkrankungen deutlich angestiegen (Kurtz et al. 2007, Maradit Kremers et
al. 2015). Parallel dazu konnte auch ein Anstieg periprothetischer Komplikationen und
Revisionen beobachtet werden (Postler et al. 2018).

Zu den haufigsten Komplikationen nach Implantation einer Endoprothese zahlen die
aseptische Prothesenlockerung, die Periimplantatfraktur und der periprothetische Ge-
lenkinfekt (Izakovicova et al. 2019, Koh et al. 2017, Portillo et al. 2013). Es konnte gezeigt
werden, dass Patient*innen, die von solchen Komplikationen betroffen sind, im Alltag
deutliche Einschrankungen aufgrund ihrer Gelenkschmerzen erleben, da diese zu Bewe-
gungseinschrankungen bis hin zur Immobilitat fuhren (Helwig et al. 2014).

Laut aktueller Literatur ist einer der haufigsten Grunde fur das Versagen einer Prothese
die aseptische Lockerung (Koh et al. 2017, Wooley und Schwarz 2004). Hierbei kommt
es zur fruhzeitigen Lockerung der Prothesenkomponenten, ohne dass ein Infekt vorliegt.
Das Leitsymptom einer aseptischen Prothesenlockerung ist der belastungsabhangige
Schmerz im betroffenen Gelenk.

Die pathophysiologischen Prozesse der aseptischen Lockerung konnten noch nicht voll-
standig geklart werden. Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen eine wichtige Rolle
bei der Entstehung der Lockerung spielen (Yang et al. 2011). Makrophagen werden durch
Abriebpartikel, die durch Abnutzung der Prothese entstehen, angelockt und aktiviert
(Zhang et al. 2020). Makrophagen phagozytieren die Abriebpartikel und sezernieren Zy-
tokine, die wiederum Osteoklasten aktivieren. Diese bauen den Knochen lokal ab,
wodurch die Verankerung der Prothese im Knochen verloren geht (Yang et al. 2011). Eine
aseptische Prothesenlockerung zieht in der Regel eine Revision der Gelenkendoprothese
nach sich, d. h. die gelockerte Prothese muss durch eine neue, meist grof3ere Revisions-
prothese ersetzt werden (Marshall et al. 2008).

Eine weitere Komplikation nach Implantation einer Endoprothese ist der periprothetische
Gelenkinfekt (Portillo et al. 2013, Winkler et al. 2014). Hierunter versteht man die Infektion
eines Gelenks bei einliegender Endoprothese (Izakovicova et al. 2019). Je nachdem,

wann die Infektion auftritt, unterscheidet man zwischen einem Friuhinfekt, verzogertem



Infekt und Spatinfekt. In der Literatur findet man verschiedene Zeiteinteilungen (Winkler
et al. 2014, Zimmerli et al. 2004). Laut Zimmerli et al. (2004) entsteht ein Fruhinfekt inner-
halb der ersten drei Monate nach der Prothesenimplantation. Von einem verzdgerten In-
fekt spricht man, wenn der Infekt im Zeitraum von drei bis 24 Monaten nach Implantation
auftritt. Beim Spatinfekt kommt es erst zwei Jahre nach Primarimplantation zur Gelenkin-
fektion. Des Weiteren wird zwischen low-grade und akuten high-grade Infekten unter-
schieden. Insbesondere die low-grade Infektionen unterscheiden sich in der Anfangs-
phase hinsichtlich der klinischen Symptomatik kaum von aseptischen Prothesenlockerun-
gen (Winkler et al. 2014). Bei Patient*innen mit einem akuten high-grade Infekt findet man
die typischen klinischen Infektionszeichen wie Rétung, Schwellung, Uberwarmung oder
eine schmerzhafte Funktionseinbulle des betroffenen Gelenks (Zimmerli et al. 2004).
Die haufigsten Erreger, die man bei einem akuten periprothetischen Gelenkinfekt findet,
sind der Staphylokokkus aureus, Streptokokken und Enterokokken (Lamagni 2014, Peel
et al. 2012). Bei low-grade Infekten findet man weniger virulente Erreger wie Koagulase-
negative Staphylokokken und Cutibacterium Spezies (lzakovicova et al. 2019, Zimmerli
et al. 2004). Die Patient*innen klagen Uber unspezifische Symptome wie z. B. Gelenk-
schmerzen.

Die Erreger konnen auf verschiedensten Wegen ins Gelenk gelangen (Winkler et al.
2014). Zwei Drittel der Infektionen entstehen durch Kontamination im Rahmen einer Ge-
lenkoperation (Zimmerli et al. 2004). Die Erreger konnen zudem durch Gelenkinfiltration,
Gelenkpunktion oder einen Infektionsherd in der Nahe (Weichteilinfektion, Osteomyelitis)
eingeschleppt werden. Besteht eine Verbindung zwischen dem Gelenk und der AulRen-
welt, z. B. bei einer offenen periprothetischen Fraktur, kdnnen die Erreger auch direkt von
aullen ins Gelenk gelangen. Des Weiteren kdonnen die Erreger Uber die Blutbahn von
einem weit entfernten Infektionsherd ins Gelenk gelangen. Als Folge des periprotheti-
schen Gelenkinfekts konnen sich die Erreger im Blut (Sepsis) oder auf den Knochen (Os-
teomyelitis) ausbreiten (Corvec et al. 2012).

Die Behandlung des periprothetischen Gelenkinfekts ist aufwendig und langwierig. Ist die
Infektion nicht mehr in den Griff zu bekommen, muss die betroffene Extremitat als ,,Ultima
Ratio“ amputiert werden, um das Leben der Patient*innen zu retten (Gehrke et al. 2015,
Orfanos et al. 2020).



Im klinischen Alltag ist es teilweise nicht leicht zwischen einer aseptischen und septischen
Gelenkentzindung zu unterscheiden (Muller et al. 2008). Dies wird auch deutlich an der
Anzahl der Parameter, die zur Differenzierung der Gelenkentziindung herangezogen wer-
den. Dazu zahlen die klinische Untersuchung, Blut-/Gelenkpunktat-Analysen sowie mik-
robiologische und histologische Gewebeanalysen (Gomez-Urena et al. 2017). Zurzeit
werden verschiedene Scoring-Systeme zur Diagnose eines periprothetischen Gelenkin-
fekts (PJI) genutzt, beispielsweise die Kriterien der Musculoskeletal Infection Society
(MSIS). Das Problem ist, dass ein negativer Keimnachweis in einem Gelenkpunktat eine
bakterielle Infektion nicht sicher ausschliel3t (Berbari et al. 2007, Palan et al. 2019). Die
Bakterien konnen sich in einem biologisch inaktiven Zustand auf der Gelenkendoprothese
als sogenannter Biofilm angesiedelt haben und daher in der Gelenkflussigkeit nicht nach-
weisbar sein (Costerton et al. 1999, Gbejuade et al. 2015, Izakovicova et al. 2019). Auch
Entzindungsparameter im Blut sind nicht immer aussagekraftig, da sie durch viele ver-
schiedene Ursachen erhoht sein konnen oder beim low-grade Infekt haufig unauffallig
sind. Durch diese Problematik kommt es im klinischen Alltag haufig zu Widerspruchen
zwischen der klinischen Bewertung sowie den laborchemischen und mikrobiologischen
Befunden und damit zu Schwierigkeiten hinsichtlich der Differentialdiagnose einer asepti-
schen Lockerung und einer Protheseninfektion.

Die Pathophysiologie der aseptischen Lockerung und des periprothetischen Gelenkin-
fekts ist bis heute nicht vollstandig geklart und Gegenstand aktueller Forschung. Die der-
zeitigen Forschungsbemuhungen konzentrieren sich auf das Verstandnis der Beteiligung
des Immunsystems (Warren et al. 2022). Verschiedene Arten von Immunzellen wurden
bereits mit der aseptischen Lockerung und dem PJI in Verbindung gebracht (Del Pozo
und Patel 2009, Koh et al. 2017, Landgraeber et al. 2014). Ein neues Forschungsgebiet
im Bereich der Immunregulation stellen die Immuncheckpoints wie PD-1, PD-L1 und
CTLA-4 dar. Es konnte gezeigt werden, dass sie eine grof3e Rolle in der Immunregulation
bei Krebserkrankungen und chronischen Infekten spielen (Attanasio und Wherry 2016,
Baumeister et al. 2016). Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass PD-1 eine grol3e Be-
deutung in der Immunregulation von chronischen Infektionskrankheiten wie Hepatitis B
und C, HIV und Tuberkulose zukommt (Jubel et al. 2020).

Zunachst ging man davon aus, dass Immuncheckpoints hauptsachlich T-Zellen beeinflus-
sen (Francisco et al. 2009, Patsoukis et al. 2015, Wherry und Kurachi 2015). Inzwischen
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ist bekannt, dass diese immunregulatorischen Marker auch andere Immunzellen wie Mak-
rophagen, Monozyten und B-Zellen regulieren (Huang et al. 2009, Schildberg et al. 2016).
Checkpoint-Molekule kdonnen in kostimulierende und koinhibierende Molekulle unterteilt
werden (Attanasio und Wherry 2016). Am besten ist der Einfluss der Immunmarker auf T-
Zellen untersucht worden (Crawford und Wherry 2009, Lenschow et al. 1996).
Kostimulierende Molekule wie CD27, CD28 und GITR verstarken die T-Zell-Antwort, wah-
rend koinhibierende Molekule wie PD-1 oder CLTA-4 die T-Zellen hemmen (Anderson et
al. 2006, Attanasio und Wherry 2016, Parry et al. 2005, Tang et al. 2016). Es konnte
gezeigt werden, dass sich verschiedene Tumore die Expression dieser Checkpoints
zunutze machen und z. B. durch die Expression von PD-L1 oder CTLA-4 das Immunsys-
tem des Wirts hemmen, um sich so vor diesem zu verstecken (Kim und Ha 2021, Zhang
et al. 2021). Ein sehr bekanntes Beispiel daflr ist das maligne Melanom (Massi et al.
2014). Das gewonnene Wissen Uber Immuncheckpoints hat bereits zu neuen Therapie-
ansatzen und Therapieerfolgen gefuhrt (Cuevas und Daud 2018, Larkin et al. 2019).

In jungster Vergangenheit wurden I6sliche Formen der Checkpoint-Molekule wie sPD-1,
sPD-L2 und sCTLA-4 beschrieben (Gu et al. 2018). Ihre Funktion konnte bisher noch nicht
vollstandig geklart werden, aber erste Untersuchungen zeigen, dass die I6slichen Formen
auch an der Immunregulation beteiligt sind (Cheng et al. 2014, Zhou et al. 2019). Daruber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung, Prognose und Behandlung ver-
schiedener Krebserkrankungen (Lungen-, Magen- oder Nierenzellkrebs) und Infektions-
krankheiten (Hepatitis B) durch Veranderungen der Plasmaspiegel l6slicher Immunmar-
ker beeinflusst werden (Chakrabarti et al. 2019, Cheng et al. 2014, Wang et al. 2019,
Zhou et al. 2019).

Eine im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchung durchgefihrte PubMed-Abfrage
ergab, dass es bisher keine systematische Bewertung der Zusammenhange zwischen
den Konzentrationen I6slicher Checkpoint-Moleklle und Komplikationen im Zusammen-
hang mit Gelenkimplantaten gibt.

1.1.1 Fragestellung
Mit der hier vorgelegten Untersuchung soll die Frage beantwortet werden, ob der Nach-

weis verschiedener Immunmarker und die Bestimmung ihrer Konzentrationen in Gelenk-
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punktaten RuckschlUisse auf das Vorliegen einer aseptischen Lockerung oder eines peri-
prothetischen Gelenkinfekts zulassen. Ein besonderer Fokus liegt hierbei auf 16slichen
Checkpoint-Molekulen. Hierzu erfolgte eine systematische Analyse von Punktaten aus
Knie- und Huftgelenken, um die qualitative und quantitative Zusammensetzung verschie-
dener immunregulatorischer Marker zu bewerten. Zu diesem Zweck wurden Punktate aus
nativen Gelenken (d. h. Gelenke ohne implantierte Prothese), Gelenken mit fester Pro-
these, Gelenken mit aseptischer Prothesenlockerung und Gelenken mit periprotheti-
schem Gelenkinfekt ausgewertet und verglichen.

Die Arbeitshypothese der vorgelegten Untersuchung lautet, dass die qualitative und quan-
titative Zusammensetzung der immunregulatorischen Molekule in Punktaten aus nativen
Gelenken, Gelenken mit fester Prothese, Gelenken mit aseptischer Prothesenlockerung
und Gelenken mit Protheseninfekt spezifische Unterschiede aufweisen. Darlber hinaus
besteht ein weiteres Ziel darin, einen spezifischen Biomarker zu identifizieren, der es er-
laubt, eine aseptische Lockerung von einem periprothetischen Gelenkinfekt zu differen-
zieren. Die |dentifizierung eines solchen Biomarkers kann zu einem besseren Verstandnis
der Pathomechanismen in periprothetischen Komplikationen und weiterfiUhrend zu neuen

diagnostischen und therapeutischen Ansatzen fuhren.

1.2 Material und Methoden
1.2.1 Patient*innenkollektiv
In diese Arbeit wurden 99 Patient*innen eingeschlossen, die im Zeitraum von 2016 bis
2019 in der Klinik fur Orthopadie und Unfallchirurgie der Uniklinik Bonn behandelt wurden.
Die verwendeten Gelenkpunktate wurden im Rahmen diagnostischer oder therapeuti-
scher Verfahren gewonnen. Eingeschlossen wurden Patient*innen zwischen 18 und 100
Jahren. Ausgeschlossen wurden Patient*innen mit Sepsis und extraartikularen Infektio-
nen. Die eingeschlossenen Patient*innen konnten vier Gruppen zugeordnet werden:
1. Die Kontrollgruppe (CO) wurde von Patient*innen mit nativen Gelenken, d. h. Ge-
lenke ohne Prothese oder Gelenkinfekt, gebildet.
2. Die zweite Gruppe (TJA) schloss Patient*innen mit fester Totalendoprothese ein.
3. Der dritten Gruppe wurden Patient*innen mit aseptischer Prothesenlockerung (AlF)
zugeordnet.

4. Die vierte Gruppe bildeten Patient*innen mit periprothetischem Gelenkinfekt (PJI).
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Die Ethikkommission der Universitat Bonn, Deutschland, genehmigte die Studie, die ge-

maf den Richtlinien und der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt wurde.

1.2.2 Klassifikation

Patient*innen mit PJI wurden mithilfe der Musculoskeletal Infection Society (MSIS) Klas-
sifikation identifiziert. Ein PJI wurde diagnostiziert, wenn eines von zwei Hauptkriterien
oder drei von funf Nebenkriterien erfullt waren. Die Hauptkriterien waren erflllt, wenn ent-
weder zwei Mikroorganismen-positive Kulturen (basierend auf Punktat-/Gewebeproben)
mit demselben Erreger vorlagen oder ein mit der Prothese kommunizierender Sinustrakt
vorlag. Zu den Nebenkriterien zahlten eine Konzentration des C-reaktiven Proteins (CRP)
> 10 mg/L, Leukozyten-Zahl > 3000 Zellen/uL im Gelenkpunktat, Anteil neutrophiler Gra-
nulozyten > 85 % im Gelenkpunktat, eine einzige Mikroorganismus-positive Gewebe-
/Punktatprobe und eine positive Histologie. Anhand der MSIS-Kriterien, der klinischen Un-

tersuchung und der Bildgebung wurde eine aseptische Prothesenlockerung diagnostiziert.

1.2.3 Datenerhebung

Es wurden Daten zu Geschlecht, Alter, Body-Mass-Index (BMI) und Komorbiditaten erho-
ben. Zusatzlich wurden verschiedene Laborwerte prainvasiv bestimmt. Dazu zahlten die
CRP-Konzentration im Serum, die Anzahl der praoperativen Leukozyten im Blut und die
Zellzahl im Gelenkpunktat. Des Weiteren wurden den Krankenakten intraoperative Be-
funde, mikrobiologische Ergebnisse der Sonikation und histopathologische Ergebnisse
entnommen. In Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) wurden alle

Daten festgehalten.

1.2.4 Entnahme der Punktate

Die Entnahme der Huft- und Kniegelenkpunktate erfolgte im Rahmen diagnostischer oder
therapeutischer Eingriffe. Das dabei nicht fur die klinische Diagnostik verwendete Material
wurde in dieser Studie untersucht. Nach Entnahme des Punktats wurde dieses 10 Minuten
lang bei 1200 U/min zentrifugiert (Zentrifuge 5810 R; Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land), um die zellularen Bestandteile zu entfernen. AnschlieRend wurde der Uberstand in
0,5 mL-Aliquots uberfuhrt und bei - 80 °C gelagert.
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1.2.5 Bead-basierte Multiplex Assays

Mithilfe des Immuno Oncology Checkpoint 14-plex ProcartaPlex™ (ThermoFisher,
Waltham, MA, USA), einem Bead-basierten Multiplex Assay, wurden 14 verschiedene
I6sliche Molekule gemall den Anweisungen des Herstellers in den Gelenkpunktaten ge-
messen. Untersucht wurden dabei folgende I6sliche Immunmarker: B- und T-Lymphozy-
ten-Attenuator (BTLA), Glukokortikoid-induziertes TNFR-verwandtes Protein (GITR), Her-
pesvirus-Eintrittsmediator (HVEM), Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), Lymphozyten-Ak-
tivierungsgen 3 (LAG-3), programmiertes Zelltodprotein 1 (PD-1), programmierter Zelltod
1 Ligand 1 (PD-L1), programmierter Zelltod 1 Ligand 2 (PD-L2), T-Zell-Immunglobulin und
Muzin-Domane enthaltendes Protein-3 (TIM-3), Differenzierungscluster 28 (CD28), Diffe-
renzierungscluster 80 (CD80), Differenzierungscluster 137 (CD137), Differenzie-
rungscluster 27 (CD27) und zytotoxisches T-Lymphozyten assoziiertes Protein 4 (CTLA-
4). Alle Punktatproben wurden unmittelbar vor der Durchfuhrung des Assays aufgetaut.
Die Wells wurden mit 10 mL Reading Buffer benetzt. Bevor 12,5 mL der antikrpermar-
kierten magnetischen Beads in jedes Well gegeben wurde, wurden die Beads fur 30 Se-
kunden geschuttelt. Es folgte ein Waschgang und anschlie®end wurden 12,5 mL der Pro-
ben oder des mit dem Assay-Kit gelieferten Standards in die Wells hinzugegeben. Diese
wurden 120 Minuten lang im Dunkeln bei Raumtemperatur unter Schuitteln inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen wurden 6,25 mL der Antikorpermischung zum Nachweis der Im-
munmarker in jedes Well gegeben. Darauf folgte eine weitere Inkubation von 30 Minuten
im Dunkeln unter Schatteln. Nach einem erneuten Waschgang wurden 12,5 mL Streptavi-
din-Phycoerythrin in die Wells gegeben und diese fur weitere 30 Minuten im Dunkeln unter
Schutteln inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschgang und die Beads wurden in 50 mL
Reading Buffer fur 5 Minuten unter Schutteln resuspendiert. Schliellich wurden die Pro-
ben mit einem Flexmap 3D®-System (Luminex Corporation, Austin, TX, USA) gemessen.
Die Rohdaten wurden zur weiteren Analyse in eine Microsoft Excel Tabelle (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) Ubertragen.

1.2.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der SPSS-Version 27 (IBM Corpora-
tion, Armonk, NY, USA). Zur Beurteilung der Normalverteilung wurde der Kolmogorov-
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Smirnov-Test durchgefuhrt. Der Kruskal-Wallis-Test wurde zur Berechnung der statisti-
schen Signifikanzen verwendet. AnschlieRend wurde der Dunn-Test als Post-hoc-Test
angewendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt (* < 0,05, ** < 0,01, ***
< 0,001). Mit GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) erfolgte die
deskriptive Statistik. Die Ergebnisse der Multiplex-Assays wurden als Boxplots mit Me-

dian, Interquartilsbereich, oberen/ unteren Whisker und Ausreilern veranschaulicht.

1.3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden die qualitative und quantitative Zusammensetzung 14 verschie-
dener l6slicher immunregulatorischer Marker in Huft- und Kniegelenkpunktaten unter-
sucht. Dabei lag ein besonderer Fokus auf kostimulierenden und koinhibierenden Check-
point-Molekulen. Es wurden die folgenden vier Gruppen miteinander verglichen: die Kon-
trollgruppe, die TJA-Gruppe, die AlIF-Gruppe und die PJI-Gruppe.

Die demographischen Patient*innen-Daten sind in Tabelle 1 dargestellt. Der Kontroll-
gruppe konnten 13, der TJA-Gruppe 23 und der AlIF-Gruppe 24 Patient*innen zugeordnet
werden, wahrend 39 Patient*innen einen periprothetischen Gelenkinfekt aufwiesen.

Im Durchschnitt waren die Patient*innen der Kontrollgruppe junger (y = 48 + 13 Jahre) als
diejenigen mit implantierter Prothese (y = 65 + 10 Jahre) oder periprothetischen Kompli-
kationen (AIF y =72 £+ 9 Jahre, PJI y = 71 + 12 Jahre). Patient*innen der Kontrollgruppe
hatten im Durchschnitt einen niedrigeren BMI (¥ = 26 + 4 kg/m?) als diejenigen der ande-
ren drei Gruppen (TJA ¥ =33 + 6 kg/m?, AIF ¥ = 32 + 6 kg/m?, PJI y = 33 + 11 kg/m?). In
der praoperativen Blutuntersuchung wurden bei Patient*innen mit periprothetischem Ge-
lenkinfekt die hochsten CRP-Konzentrationen (y = 92 + 24 mg/dL) und die hochste Leu-
kozyten-Anzahl (y = 9 + 0,6 G/L) gemessen. Mehr als zwei Drittel der Patient*innen mit
Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) wiesen einen PJI auf und insgesamt waren 44 % der Pati-
ent*innen mit PJl an einem DM2 erkrankt. Zehn Patienten wiesen eine rheumatoide Arth-
ritis auf (Tab.17).
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Tab. 1: Demographische Daten der Patient*innen

Variable Gesamt coO TJA AIF PJI
Anzahl 99 13 23 24 39
Alter (Jahre) | 6713  |48%13 |65+ 10 72:9 7112
(G‘Iﬁ_sf)“h'ec'“ 39:60 76 10:13 7:17 15:24
Hifte 35 2 6 11 16
Knie 64 11 17 13 23

BMI (kg/m?) 32:8 26:4 33:6 32:6 3311
DM2 23 1 3 2 17

RA 10 1 3 2 4

CRP (mg/dL) |46106 |24£07 |14%20 89:89 |92:24
:'gl‘:_';“yte“ 8.6 +3 85+08 |76+16 |82+29 |9+06

Die Messdaten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung oder als absolute Haufigkeit
dargestellt. Patient*innen mit Prothese waren im Durchschnitt alter als Patient*innen
ohne Prothese. Patient*innen mit PJI hatten deutlich hdhere CRP-Konzentrationen als
andere Gruppen. CO = Kontrollgruppe; TJA = Totalendoprothese; AlF = Aseptische Pro-
thesenlockerung; PJI = Periprothetischer Gelenkinfekt; BMI = Body-Mass-Index; CRP =
C-reaktives Protein, DM2 = Diabetes mellitus Typ 2; RA = Rheumatoide Arthritis; Quelle:
in Anlehnung an Jubel et al., 2021

Die Mittelwerte der Konzentrationen der immunregulatorischen Marker sind in Tabelle 2
dargestellt. In Gelenkpunktaten der Kontrollgruppe wurden die geringsten Konzentratio-
nen gemessen. In Gelenkpunktaten der TJA-Gruppe wurden hohere Mittelwerte erreicht
als in der CO-Gruppe, wahrend Patient*innen mit aseptischer Lockerung hohere Mess-
werte aufwiesen als Patient*innen mit fester Prothese. Die hochsten Konzentrationen vie-
ler Marker wurden in Gelenkpunktaten der Patient*innen mit periprothetischem Gelenkin-
fekt bestimmt. Ausnahmen hierbei bildeten sBTLA, sCD80 und sCD27, deren Konzentra-
tionen in der AIF-Gruppe hoher waren als in der PJI-Gruppe (Tab. 2).

Die Boxplots der 14 verschiedenen Immunmarker sind in Abbildung 1 dargestellt. Gezeigt
werden der Median, Interquartilbereich und oberer und unterer Whisker mit einzelnen
Werten. Patient*innen ohne Prothese wiesen die niedrigsten Messwerte auf, wahrend die
hochsten Konzentrationen in Gelenkpunktaten von Patient*innen mit aseptischer Prothe-
senlockerung (sPD-1, sPD-L1, sPD-L2, sBTLA, sCD80 und sCD137) oder mit periprothe-
tischem Gelenkinfekt (sCTLA-4, sTIM-3, sLAG-3, sHVEM, IDO, sCD28, sCD27 und
sGITR) gemessen werden konnten.



Tab. 2: Multiplex-Analysen
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Marker CO (pg/mL) TJA (pg/mL) AIF (pg/mL) PJI (pg/mL)

SCTLA-4 | 5933 % 16,92 | 22252 + 73.29 | 236.20 £ 33.73 | 450,03 * 58.53

SPD-1 32,77+ 1532 | 120,61 £3510 | 171,75+ 28,99 | 253,74 59,44

SPD-L1 | 1531660 | 4083 +1962 | 92.38+2137 | 289,92 + 116,94

PD.Lp | 911377 x| 880878 x| 1551671 % | 15966,54 x
2417. 93 1953,44 1977 11 1948 67

TIN3 653431 + | 843504 + | 1064971  * | 11032,33 x
753,27 931,20 743,64 805,93

SLAG-3 ;?85’;5 * | 208,61+49,94 | 276,38 + 46,48 | 319,69 + 38,40
50492 | 222057 + | 405350

SBTLA 20670 el B4 3716,62 + 674,90

140,00 £ | 541,00 :

SHVEM | 13,31+13,31 | 42000 500463 896,97 + 437,64

IDO 3846 + 16,09 | 171,04 + 83,37 gg?’;g * | 1892,77 £519,09
20058  + | 1956.35 + | 330063 :

sCD28 107 99 Tea s s 4547,46 + 717,21
23823 | 166100 £ 1911,00 ¢

sCD80 oo s 1204 195,57 1671.92 + 184.79

CD27 561023  + | 1057039  + | 3498813  * | 3208836 n
2444 59 2774.63 8975,34 5436,80

sGITR 5908 + 2495 | 5561 +21.63 | 70,79+ 1544 | 175,97 + 46,54

ccD13; | 183283 & | 1189273 % | 1064900 % | 14389,70 x
606,11 3469,32 3051,80 8378 15

Die Konzentrationen der 14 Checkpoint-Molekule sind als Mittelwert mit Standardabwei-
chung in pg/mL fur jede der vier Gruppen angegeben. Der hochste Wert eines Markers
ist in fett dargestellt, der niedrigste Wert in kursiv. CO = Kontrollgruppe; TJA = Totalen-
doprothese; AlIF = Aseptische Prothesenlockerung; PJI = Periprothetischer Gelenkinfekt;
s = Loslich; CTLA-4 = Zytotoxisches T-Lymphozyten assoziiertes Protein 4; PD-1 = Pro-
grammiertes Zelltodprotein 1; PD-L1 = Programmierter Zelltod 1 Ligand 1; PD-L2 = Pro-
grammierter Zelltod 1 Ligand 2; TIM-3 = T-Zell-lmmunglobulin und Muzin-Domane ent-
haltendes Protein-3; LAG-3 = Lymphozyten-Aktivierungsgen 3; BTLA = B- und T-Lym-
phozyten-Attenuator; HVEM = Herpesvirus-Eintrittsmediator; IDO = Indolamin-2,3-Dio-
xygenase; GITR = Glukokortikoid-induziertes TNFR-verwandtes Protein; CD = Differen-
zierungscluster; Quelle: in Anlehnung an Jubel et al., 2021

Was die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests betreffen, so wies die TJA-Gruppe tenden-
ziell hohere Konzentrationen auf als die Kontrollgruppe. Dabei konnten signifikante Werte
fur den kostimulierenden Marker sCD80 berechnet werden (p = 0,015) (Abb. 7). Dartber
hinaus konnten fur die meisten Immunmarker in den Gelenkpunktaten der AlF-Gruppe
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signifikant hohere Konzentrationen gemessen werden als in denen der Kontrollgruppe.
Hierbei erreichten sCD28, sCD80 und sBTLA eine Signifikanz von p < 0,01 (Abb. 7). Au-
Rerdem waren die Messwerte der PJI-Gruppe signifikant hoher als die der Kontrollgruppe.
Dabei erreichten sCTLA-4, IDO, sCD28 und sCD80 eine Signifikanz von p < 0,001 (Abb.
1).
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Abb. 1: Boxplots der Checkpoint-Molekule

Gezeigt sind die Boxplots mit Median, Interquartilbereich und einzelnen Werten. Die
Konzentrationen sind in pg/mL oder ng/mL angegeben. Die niedrigsten Konzentratio-
nen wurden in der Kontrollgruppe gemessen, wahrend die hochsten Konzentrationen in
der Gruppe der AIF (sPD-L2, sBLTA-4, sCD80 und sCD27) oder PJI (sCTLA-4, sPD-1,
sPD-L1, sTIM-3, sLAG-3, sHVEM, IDO, sCD28, sGITR und sCD137) gemessen wur-
den. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt (* < 0,05, ** < 0,01, *** <
0,001). CO = Kontrollgruppe; TJA = Totalendoprothese; AlF = Aseptische Prothesenlo-
ckerung; PJI = Periprothetischer Gelenkinfekt; s = Loslich; CTLA-4 = Zytotoxisches T-
Lymphozyten assoziiertes Protein 4; PD-1 = Programmiertes Zelltodprotein 1; PD-L1 =
Programmierter Zelltod 1 Ligand 1; PD-L2 = Programmierter Zelltod 1 Ligand 2; TIM-3
= T-Zell-lmmunglobulin und Muzin-Domane enthaltendes Protein-3; LAG-3 = Lympho-
zyten-Aktivierungsgen 3; BTLA = B- und T-Lymphozyten-Attenuator; HVEM = Herpes-
virus-Eintrittsmediator; IDO = Indolamin-2,3-Dioxygenase; GITR = Glukokortikoid-indu-
ziertes TNFR-verwandtes Protein; CD = Differenzierungscluster; Quelle: in Anlehnung
an Jubel et al., 2021

Patient*innen mit aseptischer Lockerung wiesen hohere Messwerte der immunregulatori-

schen Marker auf als Patient*innen mit fester Prothese. Eine Ausnahme bildete dabei
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sCD137 (TJA: 11892,73 pg/mL, AlIF: 10649,00 pg/mL) (Tab. 2). Der Mittelwert von sPD-
1 betrug beispielsweise in der AIF-Gruppe 171,75 pg/mL, wahrend in der TJA-Gruppe
eine Konzentration von 120,61 pg/mL gemessen werden konnte. In den Gelenkpunktaten
der AIF-Gruppe konnten im Vergleich zu denen der TJA-Gruppe signifikant hOhere Werte
fur sBTLA bestimmt werden (p = 0,036) (Abb. 7). AuRerdem wiesen Patient*innen mit PJI
hohere Konzentrationen der 14 immunregulatorischen Marker (sCTLA-4, sPD-1, sPD-L1,
sPD-L2, sTIM-3, sLAG-3, sBTLA, sHVEM, IDO, sCD28, sCD80, sCD27, sGITR und
sCD137) auf als Patient*innen mit fester Prothese. Der Kruskal-Wallis-Test zeigte, dass
SCTLA-4 und IDO eine Signifikanz von p < 0,001 erreichten (Abb. 7). Zudem konnten in
Gelenkpunktaten von Patient*innen mit PJl hohere Konzentrationen der Immunmarker
gemessen werden als in der AlIF-Gruppe (Tab. 2). Dabei bildeten sBTLA, sCD80 und
sCD27 eine Ausnahme, da deren hochste Konzentration jeweils in Gelenkpunktaten von
Patient*innen mit aseptischer Lockerung gemessen wurde. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der AlF- und PJI-Gruppe festgestellt werden (Abb. 7).

Es wurden weitere ergdnzende Analysen durchgefihrt. Dabei wurde Uberpruft, ob es ei-
nen Unterschied zwischen Huft- und Kniegelenke gab. Es konnte kein signifikanter Unter-
schied festgestellt werden mit Ausnahme von sLAG-3 in der PJI-Gruppe (Tab. 3). Es
wurde weiter untersucht, inwieweit ein Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) die Konzentration
der Immunmarker beeinflusst. Beim Vergleich von an DM2 erkrankten Patient*innen mit
Patient*innen ohne DM2 konnten keine signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweili-
gen Untergruppe festgestellt werden (Tab. 3). Auch beim Vergleich von Patient*innen mit
und ohne rheumatoide Arthritis (RA) konnten keine signifikanten Unterschiede innerhalb
der jeweiligen Untergruppe festgestellt werden (Tab. 3).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die gemessenen Konzentrationen der im-
munregulatorischen Marker zwischen der CO-, TJA-, AlF- und PJI-Gruppe unterscheiden.
Die niedrigsten Konzentrationen konnten in Gelenkpunktaten der Patient*innen ohne Pro-
these gemessen werden gefolgt von denen der Patient*innen mit fester Prothese. Hohere
Konzentrationen wurden in Gelenkpunktaten von Patient*innen mit aseptischer Locke-
rung ermittelt. Die hochsten Konzentrationen wurden in Gelenkpunktaten von Patient*in-

nen mit periprothetischem Gelenkinfekt bestimmt.
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Tab. 3: Einfluss von Punktionsort, Diabetes mellitus Typ 2 und rheumatoider Arthritis

.. _|DM2 |RA - DM2 | RA
Hiifte Hiifte

Marker | Gruppe | vs. vs: vs: Marker | Gruppe | vs. vs: vs:
Knie kein | kein Knie kein | kein

DM2 | RA DM2 | RA
CO 0,727 | 0,667 | 0,885 CO 0.811 | 0,308 | 0,789
SCTLA- [ TJA 0,865 | 0,457 0,563 | .. |TJA 0,609 | 0,898 0,315
4 AIF 0,531 | 0,797 | 0,531 AIF 0,955 | 0,587 | 0,465
PJI 0,746 | 0,715 | 0,560 PJI 0,765 | 0,440 | 0,450
co 0,161 | 0,308 | 0,561 co 0,937 | 0,462 0,588
Ppq | A 0,286 10,1961 0,301 | .. [TJA 0,201 | 0,355 | 0,545
AIF 0,569 | 0,957 | 0,875 AIF 0,955 | 0,587 | 0,564
PJI 0,091 | 0,190 | 0,274 PJI 0,466 | 0,834 | 0,833
CO 0,217 | 0,462 | 0,361 CO 1,000 | 1,000 | 0,468
TJIA 0,919 | 0,966 | 0,163 TJIA 0,541 | 0,787 | 0,534
SPD-L1 I F 0.392 [ 0652 | 0.551 | SCP137 FAF 0,691 | 0,587 | 0,347
PJI 0,558 | 0,092 | 0,599 PJI 0,860 | 0,715 | 0,962
CO 0,692 | 0,769 | 0,423 CO 0217 | 1,000 | 0,271
TJA 0,759 | 0,689 | 0,201 TJA 1,000 | 0,514 | 0,235
SPD-L2 IoF 0.649 0797 [0.917 | S€P80 [AF 0.459 | 0.406 | 0,835
PJI 0,399 | 0,063 | 0,867 PJI 0,062 | 0,072 | 0,529
co 0,469 | 0,769 | 0,423 co 0,209 | 0,833 0,568
TJA 1,000 | 1,000 | 0,584 TJA 0,865 | 0,457 | 0,475
STIM-3 1A 1F 0.733 0797 | 0.175 | S€P28 [AF 0.865 | 0.652 | 0.754
PJI 0,110 | 0,528 | 0,450 PJI 1,000 | 0,944 | 0,450
CO 0,217 | 0,769 | 0,410 CO 0,371 | 0,154 | 0,574
SLAG.3 [ TOA 0,812 0,230 0,438 | - TJIA 0,609 | 0,698 | 0,259
AlF 0,691 | 1,000 | 0,754 AIF 0,733 | 0,797 | 0,143
PJI 0,028 | 0,333 | 0,401 PJI 0,191 | 0,081 0,644
CO 0,937 | 0,308 | 0,779 CO 0469 | 0,923 0,773
TJA 0,708 | 0,698 | 0,643 TJA 0,319 | 0,514 | 0,343
SBTLA AFF 0.459 | 0.797 | 1.000 | SHVEM [A/F 0.733 | 0.464 | 0462
PJI 0,638 | 0,200 | 0,966 PJI 0432 | 0,255 | 0,423

Untersucht wurde der Einfluss des Punktionsorts, des DM2 und der RA auf das Expres-
sionsprofil der einzelnen Marker. Abgebildet sind die p-Werte. In Fett dargestellt ist der
signifikante Wert. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. DM2 = Diabetes
mellitus Typ 2; RA = Rheumatoide Arthritis; CO = Kontrollgruppe; TJA = Totalendopro-
these; AIF = Aseptische Prothesenlockerung; PJI = Periprothetischer Gelenkinfekt; s =
Loslich; CTLA-4 = Zytotoxisches T-Lymphozyten assoziiertes Protein 4; PD-1 = Pro-
grammiertes Zelltodprotein 1; PD-L1 = Programmierter Zelltod 1 Ligand 1; PD-L2 = Pro-
grammierter Zelltod 1 Ligand 2; TIM-3 = T-Zell-Immunglobulin und Muzin-Domane ent-
haltendes Protein-3; LAG-3 = Lymphozyten-Aktivierungsgen 3; BTLA = B- und T-Lym-
phozyten-Attenuator; HVEM = Herpesvirus-Eintrittsmediator; IDO = Indolamin-2,3-Dio-
xygenase; GITR = Glukokortikoid-induziertes TNFR-verwandtes Protein; CD = Differen-
zierungscluster; Quelle: in Anlehnung an Jubel et al., 2021
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1.4 Diskussion

Die Zahl der Implantationen von Gelenkendoprothesen stieg in den letzten Jahren immer
weiter an (Wengler et al. 2014). Als Grund dafur werden die steigende Lebenserwartung,
die Anderung des Lebensstils und damit der Wunsch nach Mobilitat im hohen Alter ange-
sehen (Maradit Kremers et al. 2015). Die Implantation einer Gelenkendoprothese kann
mit verschiedenen Komplikationen einhergehen. Laut Wooley und Schwarz (2004) tritt
eine aseptische Lockerung bei 20-25 % der endoprothetischen Implantate auf, wahrend
es laut Izakovicova et al. (2019) in 1-2 % der Falle zum Gelenkinfekt kommt.

Die Rolle des Immunsystems bei obengenannten Komplikationen wurde bisher noch nicht
vollstandig geklart und ist Gegenstand aktueller Forschung (Camuzard et al. 2019, Dan
et al. 2021, Warren et al. 2022). Ein neuer immunologischer Forschungsbereich ist durch
die Immuncheckpoints entstanden. Immuncheckpoints sind Molekule, die das Immunsys-
tem an entscheidenden Stellen regulieren (Baumeister et al. 2016, Parry et al. 2005). Sie
wurden vor einigen Jahren v. a. im Rahmen der Tumorforschung bekannt. Checkpoint-
Molekule regulieren verschiedene Immunzellen wie T-Zellen, Makrophagen und Monozy-
ten (Huang et al. 2009, Schildberg et al. 2016). Parry et al. (2005) fanden heraus, dass
die Immuncheckpoints der aktivierten T-Zelle ein weiteres Signal geben, durch welches
sie entweder zusatzlich aktiviert oder stattdessen gehemmt wird (Guerder und Flavell
1995, Uede 1995). Laut aktueller Literatur spielen Immuncheckpoints eine wichtige Rolle
in der Immunregulation von Tumoren und chronischen Infektionskrankheiten (Attanasio
und Wherry 2016, Parry et al. 2005). Zu den bekanntesten Checkpoint-Molekllen zahlt
PD-L1. PD-L1 ist in verschiedenen Tumor- und Infektionskrankheiten hochreguliert (Jubel
et al. 2020, Massi et al. 2014, Rao et al. 2017). Dadurch wird das Immunsystem gehemmt
und die pathologischen Zellen konnen sich vor dem Immunsystem ,verstecken® (Woo et
al. 2012). Dieses Wissen konnte bereits erfolgreich in der Tumortherapie, beispielsweise
des malignen Melanoms, angewandt werden (Baumeister et al. 2016, Hodi et al. 2010).
Neben den zellularen Immunregulatoren sind seit kurzem auch l6sliche Formen der
Checkpoint-Molekule bekannt, die von den Zellen ins Gewebe gegeben werden. So findet
man sie z. B. in Gelenkflussigkeit oder im Blut (Chakrabarti et al. 2019). Sie werden in
ihrer 16slichen Form exprimiert oder von membrangebundenen Proteinen der Zelloberfla-
che abgespalten (Gu et al. 2018, Kakoulidou et al. 2007, Ward et al. 2013). Dabei geht
man davon aus, dass die Konzentration der I6slichen Marker in der Synovialflussigkeit



21

umso grofder ist, je starker die Oberflachenexpression der Marker ist (Gorgulho et al.
2021).

In dieser Arbeit wurden verschiedene I0sliche immunregulatorische Marker in Gelenk-
punktaten bestimmt. Dabei konnte festgestellt werden, dass in den Punktaten ohne Pro-
these im Mittel die niedrigsten Konzentrationen der |6slichen Marker gemessen wurden
und dass in Gelenken mit fester Prothese im Vergleich hohere Konzentrationen gemes-
sen wurden. Wenn man davon ausgeht, dass die Konzentration der |I6slichen Marker mit
der Expression von Checkpoint-Molekulen bzw. der Aktivitat und Anzahl an Immunzellen
korreliert, konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass allein die Prothese im Gelenk, die
fest sitzt und nicht infiziert ist, das Immunsystem moduliert. Gardner et al. (2013) beschrei-
ben, dass eine Endoprothese nach Implantation als fremd erkannt wird und Immunzellen
wie Neutrophile und Makrophagen eine aseptische Entzindung hervorrufen.

Des Weiteren sind die Daten dieser Arbeit ein Hinweis darauf, dass das Immunsystem
bei aseptischer Lockerung und periprothetischem Gelenkinfekt immunregulatorisch star-
ker aktiv ist als bei fester Prothese. Vergleicht man die Konzentrationen der AlIF-Gruppe
mit der PJI-Gruppe, fallt auf, dass hohere Konzentrationen in der PJI-Gruppe gemessen
wurden (Tab. 2). Allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen nachgewiesen werden (Abb. 7). Daher konnte in dieser Untersuchung kein ein-
deutiger Biomarker identifiziert werden, der zwischen einem PJI und einer aseptischen
Lockerung differenziert. Zum einen konnte dies daran liegen, dass das untersuchte Pati-
ent*innenkollektiv zu klein war. Zum anderen konnte eine mogliche Erklarung dafur sein,
dass unter den 14 untersuchten Checkpoint-Molekulen noch nicht der richtige Marker da-
bei war. Eine andere maogliche Erklarung konnte lauten, dass die Immunsystemaktivierung
sowohl bei der aseptischen Lockerung als auch beim periprothetischen Gelenkinfekt so
hoch ist, dass kein Marker einen signifikanten Unterschied in seiner Konzentration zeigt.
Die Untersuchung sollte an einem groReren Kollektiv wiederholt werden. Hierbei konnten
auch weitere Checkpoint-Molekule untersucht werden.

In dieser Arbeit wurden die hochsten Konzentrationen bei Infektion der Prothese gemes-
sen. Dieser Infekt ist meist bakteriell bedingt (Zimmerli et al. 2004). Die Bedeutung im-
munregulatorischer Marker bei verschiedenen Infektionskrankheiten wurde bereits in
mehreren Arbeiten postuliert (Caraballo Cortes et al. 2019, Day et al. 2006, Dong et al.
2019, Jubel et al. 2020). Laut Attanasio und Wherry (2016) waren koinhibierende Marker
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wie PD-1 oder CTLA-4 bei chronischen Infektionskrankheiten erhoht. Es wird diskutiert,
dass durch die hemmende Wirkung der Checkpoints auf das Immunsystem die Infektion
nicht effektiv bekampft und dadurch der chronische Verlauf gefordert wird (Caraballo
Cortes et al. 2019). Warren et al. (2022) konnten zeigen, dass Gewebeproben bei peri-
prothetischem Gelenkinfekt eine deutlich hdhere Expression von PD-1 an der Zelloberfla-
che aufwiesen als Gewebeproben bei aseptischer Lockerung. Diese Untersuchung unter-
stutzt die Ergebnisse dieser Arbeit, in der die hochste Konzentration von sPD-1 in der PJI-
Gruppe gemessen wurde. Dies konnte aul3erdem ein Hinweis darauf sein, dass die Ex-
pression der zellgebundenen Form mit der l16slichen Form von PD-1 positiv korreliert. Ein
periprothetischer Gelenkinfekt kann bei fehlender Behandlung chronisch verlaufen. Ge-
rade dann kann die Bedeutung der koinhibierenden Marker zunehmen. Die gezielte Blo-
ckade der koinhibierenden Marker bei chronischen Gelenkinfekten kdonnte zur erneuten
Aktivierung des Immunsystems und somit zu einer Bekampfung der Infektion fuhren. Es
sind weitere Untersuchungen nétig, um diese Uberlegung zu tberprifen.

Im Folgenden wird auf einige vielversprechende Marker dieser Arbeit genauer eingegan-
gen. Ein interessanter Marker, der sich in dieser Arbeit zeigte, war sCD80. Seine memb-
rangebundene Form CD80 wird von Makrophagen exprimiert und bindet zwei Liganden:
CD28, das v. a. kostimulierend wirkt und CTLA-4, das uberwiegend koinhibierend wirkt
(Cox et al. 2017, Schildberg et al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass die l6sliche
Form sCD80 von Monozyten und B-Zellen exprimiert und durch alternatives Spleil3en ge-
bildet wird (Kakoulidou et al. 2007). In der Literatur findet man Arbeiten, die zu unter-
schiedlichen Ergebnissen der Wirkung von sCD80 kommen. Wahrend Kakoulidou et al.
(2007) eine hemmende Wirkung von sCD80 auf die Lymphozytenreaktion und T-Zell-
proliferation beschreiben, konnte in mehreren anderen Studien eine Steigerung der T-
Zellproliferation und IFN-y-Produktion durch sCD80 beobachtet werden (Haile et al. 2013,
Haile et al. 2014, Ostrand-Rosenberg et al. 2015). Zudem zeigten Haile et al. (2013), dass
durch die Gabe von CD80-Fc, einer I6slichen Form von CD80, der PD-1/PD-L1-Signalweg
stark inhibiert und dadurch das Immunsystem aktiviert wurde. Diese widerspruchlichen
Daten konnten dadurch erklart werden, dass CD80 zwei unterschiedliche Liganden hat.
Zum einen den kostimulierenden Liganden CD28 und zum anderen den koinhibierenden
Liganden CTLA-4. Je nachdem, wie hoch die Konzentration von CD28 oder CTLA-4 in
den Versuchen war, konnte das Ergebnis dadurch beeinflusst worden sein.
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Wie bereits oben erwahnt, wird die nicht-I6sliche Form CD80 von Makrophagen expri-
miert. Makrophagen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der aseptischen Lo-
ckerung. Sie phagozytieren die Abriebpartikel der Prothese und setzen als Reaktion da-
rauf Zytokine frei. Zytokine fordern die Osteoklastendifferenzierung. Die aktivierten Oste-
oklasten bauen den Knochen lokal ab. Als Folge kommt es zur Lockerung des Implantats
(Cherian et al. 2015). In dieser Arbeit konnte in Gelenkpunktaten von Gelenken mit asep-
tischer Lockerung der hochste Mittelwert fur sCD80 im Vergleich zu allen anderen Grup-
pen gemessen werden. Eine statistische Signifikanz von p < 0,001 wurde beim Vergleich
von Patient*innen mit aseptischer Lockerung (AlF) mit der CO-Gruppe erreicht. Die Er-
gebnisse dieser Arbeit unterstiutzen die Vorstellung, dass Makrophagen bei der asepti-
schen Lockerung aktiv sind und somit der Marker CD80/ sCD80 vermehrt vorkommt. Im
nachsten Schritt kdonnte man nun untersuchen, ob die lokale Antikorper-Blockade von
CD80 ein maoglicher Therapieansatz der aseptischen Lockerung sein konnte. Der Ge-
danke dahinter ist, dass durch die Blockade von CD80 Makrophagen gehemmt werden
und somit der lokale Knochenabbau reduziert wird. Um diese Vermutungen zu uberpru-
fen, sind weitere Nachforschungen und Experimente notig.

Zu den interessanten Immunmarkern dieser Arbeit zahlte auerdem sCTLA-4. Die
hochste Konzentration wurde in Gelenkpunktaten infizierter Gelenke (PJI) gemessen. Da-
bei wurde beim Vergleich der PJI- Gruppe mit der Kontrollgruppe eine Signifikanz von p
< 0,001 erreicht. In der Literatur findet man Arbeiten dazu, dass sCTLA-4 von Teg-Zellen,
Monozyten und unreifen dendritischen Zellen freigesetzt wird (Ward et al. 2013). Ein An-
stieg der Konzentration von sCTLA-4 konnte bei Immunaktivierung und verschiedenen
Autoimmun- und Entzundungskrankheiten festgestellt werden, z. B. beim Lupus, bei einer
Autoimmunthyreoiditis, Myasthenia gravis und Zoliakie (Liu et al. 2003, Oaks und Hallett
2000, Simone et al. 2009, Wang et al. 2002). Zudem scheint eine erhohte sCTLA-4 Kon-
zentration in verschiedenen Tumorerkrankungen prognostisch ungunstig zu sein (Erfani
et al. 2010, Mansour et al. 2014). Einige Studien konnten zeigen, dass die Funktion des
I6slichen CTLA-4 mit der Funktion des zellularen CTLA-4 identisch ist, d. h. CTLA-4 und
SCTLA-4 hemmen T-Zellen. Gu et al. (2018) und Ward et al. (2013) konnten unabhangig
voneinander zeigen, dass es durch die Blockade von sCTLA-4 zur Aktivierung des Im-
munsystems kommt. Andere Studien konnten wiederum zeigen, dass sCTLA-4 die hem-
mende Wirkung von CTLA-4 auf T-Zellen aufhebt (Liu et al. 2017, Saverino et al. 2007).
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Eine mogliche Erklarung fur diese widerspruchlichen Ergebnisse konnte sein, dass die
Wirkung von sCTLA-4 vom Aktivierungsstatus der beteiligten Zellen abhangt. Bei einem
periprothetischen Infekt konnte die hemmende Wirkung von sCTLA-4 auf die T-Zellen die
Progression der Infektion fordern. Eine Blockade von sCTLA-4 konnte diesem Effekt ent-
gegenwirken und moglicherweise zur Aktivierung und Proliferation von Immunzellen fuh-
ren, wodurch der Infekt adaquat bekampft werden kdonnte. Dadurch konnte wohlmaoglich
ein neuer Therapieansatz fur periprothetische Gelenkinfekte entstehen.

Auf der Grundlage der Daten dieser Arbeit konnte es sich auch bei sCD28 um einen wei-
teren interessanten Kandidaten handeln, der als therapeutischer Ansatzpunkt des PJls
genutzt werden konnte. Aktuell findet man in der Literatur allerdings nur wenige Informa-
tionen zu sCD28. Es ist bekannt, dass sCD28 von T-Zellen exprimiert wird. Die Konzent-
ration ist bei Autoimmunerkrankungen wie dem Lupus, Sjogren-Syndrom und allergi-
schem Asthma erhoht (Hebbar et al. 2004, Ip et al. 2005, Wong et al. 2005). Es gibt jedoch
noch keine Studie zum genauen Wirkmechanismus. Die membrangebundene Form von
CD28 wirkt stimulierend auf T-Zellen und fordert ihre Aktivitat und Proliferation. In dieser
Arbeit war sCD28 beim Vorliegen eines PJls erhoht. Die erhohte Konzentration konnte
Ausdruck der Immunsystemaktivierung bei PJI sein. CD28 konkurriert mit CTLA-4 um die
Bindung an CD80. Durch die Erhdhung von CD28 kdnnte CTLA-4 aus dem Bindungsspalt
verdrangt werden und durch die nachfolgende Immunaktivierung der Gelenkinfekt besser
bekampft werden. Um diesen Gedanken weiter zu verfolgen, sind weitere Untersuchun-
gen notwendig.

Ein weiteres interessantes Molekul dieser Arbeit ist SBTLA. Die hochste Konzentration
von sBTLA wurde bei der aseptischen Lockerung gemessen. Gorgulho et al. (2021) konn-
ten zeigen, dass die Konzentration von sBTLA mit der BTLA-Expression auf der Zellober-
flache positiv korreliert. Zudem konnte gezeigt werden, dass sBTLA bei Sepsis erhoht ist
(Lange et al. 2017, Monaghan et al. 2018). AuRerdem wurde laut Dong et al. (2020) und
Bian et al. (2019) sBTLA mit einer schlechten Prognose bei HCC und Pankreasadenokar-
zinom sowie bei Patient*innen mit klarzelligem Nierenzellkarzinom in Verbindung ge-
bracht (Wang et al. 2019). Die membrangebundene Form von BTLA wird von T- und B-
Zellen exprimiert und wirkt inhibierend auf T-Zellen, nachdem der Ligand HVEM gebun-

den hat. Es wird angenommen, dass BLTA eine grof3e Bedeutung beim Schutz vor Auto-
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immunerkrankungen tragt. Wie genau die 16sliche Form sBTLA das Immunsystem regu-
liert, ist noch nicht bekannt. Wenn man davon ausgeht, dass sBTLA wie BTLA inhibierend
auf T-Zellen wirkt, kdnnte diesem Molekul eine grof3e Bedeutung bei der aseptischen Lo-
ckerung zukommen, indem es hemmend auf die beteiligten Immunzellen wirkt. Daher
konnte ein gezielter Einsatz dieses Molekuls in der Therapie der aseptischen Lockerung
nutzlich sein.

Ein wichtiger nachster Schritt fir bessere diagnostische und therapeutische Ansatze, die
die Biologie der I6slichen Checkpointinhibitoren nutzen, ist nicht nur ein besseres Ver-
standnis ihrer Expression und ihres Wirkmechanismus, sondern auch die Frage, wie re-
produzierbar sie in verschiedenen Kohorten mit Unterschieden in Bezug auf Alter, Medi-
kation, Operationsort und Begleiterkrankungen sind. Daher wurden in dieser Arbeit die
Einflussfaktoren Ort der Gelenkpunktion, Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) und rheumatoide
Arthritis (RA) auf die Konzentration der Marker innerhalb einer Gruppe untersucht. Um
einen moglichen Einfluss des untersuchten Gelenkortes zu Uberprufen, wurden die Kon-
zentrationen der Checkpoint-Molekule der Huftgelenkpunktate mit denen der Kniegelenk-
punktate verglichen. Es konnten mit Ausnahme von sLAG-3 in der PJI-Gruppe keine sig-
nifikanten Unterschiede festgestellt werden. Wenn sich diese Beobachtung in einer gro-
Reren Kohorte bestatigt, wirde dies eine interessante Diskussion Uber Unterschiede in
der lokalen immunologischen Mikroumgebung erdffnen und fur mogliche Therapieansatze
genutzt werden konnen.

AuRerdem wurde untersucht, inwieweit die rheumatoide Arthritis (RA) einen Einfluss auf
die Konzentrationen innerhalb einer Untersuchungsgruppe hat. Insgesamt wiesen 10 von
99 Patient*innen eine RA auf. In der Literatur findet man Veroffentlichungen, in denen der
Spiegel loslicher Immuncheckpoints wie sCD28, sCTLA-4, sCD80 und sPD-1 bei RA-Pa-
tient*innen im Vergleich zu Patient*innen ohne RA héher waren (Cao et al. 2012, Wan et
al. 2006). In dieser Arbeit konnte jedoch kein signifikanter Unterschied eines Markers in-
nerhalb einer Gruppe zwischen Patient*innen mit und ohne RA festgestellt werden. Auf-
grund der geringen Patient*innenanzahl mit RA ist diese Aussagekraft jedoch sehr be-
grenzt. Es wird eine wesentlich groRere Kohorte bendtigt, um eine ausreichend statisti-
sche Aussagekraft Uber die Auswirkungen der RA zu erreichen. Allerdings kdnnte eine
mogliche Erklarung fur diese Beobachtung sein, dass die implantierte Prothese, die asep-
tische Lockerung oder der periprothetische Gelenkinfekt das Immunsystem und damit das
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Expressionsprofil von Checkpoint-Molekulen so beeinflussen, dass der Einfluss der RA
auf das Immunsystem verschleiert werden konnte.

Es wurde aullerdem untersucht, ob ein Diabetes mellitus Typ 2 Einfluss auf die Konzent-
ration der untersuchten Marker hat. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede fest-
gestellt werden. Auffallig ist, dass die meisten Patient*innen mit DM2 der PJI-Gruppe zu-
geordnet waren. Dies konnte damit zusammenhangen, dass Patient*innen mit DM2 ver-
mehrt zu Infektionen neigen, so beispielsweise auch zu einem PJI (Blanco et al. 2020,
Kunutsor et al. 2016). Daruber hinaus wird ein DM2 im Rahmen des metabolischen Syn-
droms mit Adipositas in Verbindung gebracht. Patient*innen mit hdherem BMI haben ein
hoheres Risiko an Infektionen zu erkranken als Patient*innen mit BMI im Normalbereich
(Blanco et al. 2020, Kunutsor et al. 2016, Namba et al. 2005). Auf3erdem wird durch ein
hohes Korpergewicht der Gelenkverschleil® gefordert und somit die Indikation zur Gelenk-
prothese fruher gestellt (Ackerman und Osborne 2012, Holliday et al. 2011, Wang et al.
2009). Diese Untergruppenanalysen deuten darauf hin, dass Checkpoint-Molekule nicht
oder nur geringfugig durch das Gelenk, eine rheumatoide Erkrankung oder einen Diabe-
tes mellitus Typ 2 beeinflusst werden. Solche Analysen mussen jedoch in grof3eren (mul-
tizentrischen) Studien wiederholt werden, um die Vergleichbarkeit der Patient*innengrup-

pen eindeutig zu Uberprufen.

1.5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Punktate von Knie- und Huftgelenken systematisch zu analysie-
ren und die qualitative und quantitative Zusammensetzung loslicher Checkpoint-Molekule
zu bewerten. Checkpoint-Molekule sind wichtige Regulatoren des Immunsystems, u. a.
bei Tumorerkrankungen und chronischen Infektionen. Die Fragestellung dieser Arbeit lau-
tete, ob die Konzentrationen I6slicher Immuncheckpoints bei den haufigsten periprotheti-
schen Komplikationen, der aseptischen Lockerung und dem periprothetischen Gelenkin-
fekt, im Vergleich zur festen Prothese oder dem nativen Gelenk variieren und ob ein Bio-
marker zur Differentialdiagnostik der aseptische Lockerung und des periprothetischen Ge-
lenkinfekts identifiziert werden kann.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden 14 verschiedene |6sliche Marker mit Hilfe

von Multiplex-Assays bestimmt und vier verschiedene Gruppen miteinander verglichen:
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Patient*innen ohne Prothese, mit fester Prothese, mit aseptischer Lockerung und mit pe-
riprothetischem Gelenkinfekt.

Dabei konnte festgestellt werden, dass sich die Konzentrationen der Checkpoint-Molekule
zwischen den vier Gruppen unterscheiden. Die niedrigsten Konzentrationen konnten in
Punktaten aus Gelenken ohne Prothese gemessen werden, gefolgt von denen mit fester
Prothese. Hohere Konzentrationen wurden in Gelenkpunktaten der aseptischen Locke-
rung und die hochsten Konzentrationen in Gelenkpunktaten bei periprothetischem Ge-
lenkinfekt bestimmt. Es konnte kein eindeutiger Biomarker identifiziert werden, der zur
Differentialdiagnostik der aseptischen Lockerung und des periprothetischen Gelenkinfekts
genutzt werden kann. Es konnten jedoch einige interessante Marker wie sCTLA-4,
sCD80, sCD28 und sBTLA bestimmt werden, die eine Diskussion uber neue diagnosti-
sche und therapeutische Moglichkeiten fur die aseptische Lockerung und den periprothe-
tischen Gelenkinfekt eroffnen.
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Aseptic prosthetic loosening and periprosthetic joint infections (PJI) are among the most
frequent complications after total knee/hip joint arthroplasty (TJA). Current research efforts
focus on understanding the involvement of the immune system in these frequent
complications. Different immune cell types have already been implicated in aseptic
prosthetic loosening and PJI. The aim of this study was to systematically analyze aspirates
from knee and hip joints, evaluating the qualitative and quantitative composition of soluble
immunoregulatory markers, with a focus on co-inhibitory and co-stimulatory markers. It has
been shown that these molecules play important roles in immune regulation in cancer and
chronic infectious diseases, but they have not been investigated in the context of joint
replacement. For this purpose, aspirates from control joints (i.e., native joints without
implanted prostheses), joints with TJA (no signs of infection or aseptic loosening), joints
with aseptic implant failure (AIF; i.e., aseptic loosening), and joints with PJI were collected.
Fourteen soluble immunoregulatory markers were assessed using bead-based multiplex
assays. In this study, it could be shown that the concentrations of the analyzed
immunoregulatory molecules vary between control, TJA, AIF, and PJI joints. Comparing
TJA patients to CO patients, sCD80 was significantly elevated. The marker sBTLA was
significantly elevated in AlF joints compared to TJA joints. In addition, a significant difference
for eight markers could be shown when comparing the AIF and CO groups (sCD27, sCTLA-
4,sCD137, sCD80, sCD28, sTIM-3, sPD-1, sBTLA). A significant difference was also reached
for nine soluble markers when the PJI and CO groups were compared (sSLAG-3, sCTLA-4,
sCD27, sCD80, sCD28, sTIM-3, sPD-1, IDO, sBTLA). In summary, the analyzed
immunoregulatory markers could be useful for diagnostic purposes as well as to develop
new therapeutic approaches for AIF and PJI.
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joint inf immunor y markers, sCD28, sCD80, sCTLA-4,

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 1

August 2021 | Volume 12 | Article 687065



39

Jubel et al

INTRODUCTION

In recent years, the continuously aging population and associated
age-related morbidity have led to a marked increase in the
number of implanted joint endoprostheses (1-3). As a result,
an increase in consequent complications has been observed (2).
These primarily include aseptic prosthetic loosening (referred to
in this study as aseptic implant failure (AIF)) and peri-implant
fractures, and also prosthetic joint infections (PJI), which can
lead to septic prosthetic loosening (4-6). These typical
complications can lead to significant limitations in daily
activities due to pain, immobility, and chronic infections (7).

Current research efforts focus on understanding the immune
system involvement, both qualitatively and quantitatively, in
these frequent complications. Specific cell types of the immune
system have been implicated in AIF (aseptic loosening) and PJL.
As important mediators of osteolysis, macrophages play a
significant role in the former complication (5, 8).

A new field of intensive research is the regulation of the immune
system by immunoregulatory molecules, with a particular focus on
so-called checkpoint molecules. These checkpoint molecules play
an important role in immune regulation in cancer and chronic
infectious diseases (9-12). At first, it was assumed that the main cells
that are influenced by these molecules are T cells (10, 13-15). It is
now known that these immunoregulatory markers also regulate
other immune cells, such as macrophages, monocytes, and B cells
(16, 17). Checkpoint molecules can be classified into co-stimulatory
and co-inhibitory molecules. Co-stimulatory molecules, such as
cluster of differentiation 27 (CD27), CD28, and glucocorticoid-
induced TNFR-related protein (GITR), enhance the T cell response,
while co-inhibitory molecules, such as programmed cell death
protein 1 (PD-1) or cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
(CLTA-4), reduce it (10, 18-20). Recently, soluble forms of
checkpoint molecules, such as sPD-1 (soluble PD-1), sPD-L2
(soluble PD-L2), and sCTLA-4 (soluble CTLA-4) were found
(21). Their role is not yet understood but first studies have shown
that these soluble forms of checkpoint molecules can be involved in
positive or negative immune regulation. Furthermore, the
development, prognosis, and treatment of cancer (lung, gastric or
renal cell cancer) and infectious diseases (hepatitis B) may be
affected by changes in the plasma levels of soluble immune
markers (22-25).

A recent PubMed query showed that there has not yet been a
systematic evaluation of the associations between the
concentrations of soluble immunoregulatory molecules and
joint implant-associated complications.

Differentiation between aseptic and septic joint inflammation is
difficult. Neither clinical nor biochemical markers can distinguish
abacterial from bacterial joint inflammation, despite assessment of
markers obtained from clinical examinations, blood and joint
aspirate analyses, and microbiological and histological tissue
analyses (26). For example, a negative bacterial result in a joint
aspirate does not reliably exclude a bacterial infection (27, 28).
Currently, different scoring systems are used to diagnose a PJI. MSIS
criteria, for example, consist of several major and minor parameters.
Based on this scoring system, a PJI is diagnosed when one out of two
major criteria (two microorganism-positive cultures indicating the
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same pathogen; sinus tract communicating with the prosthesis) or
three out of five minor criteria are fulfilled (CRP >10 mg/L; joint
aspirate: leukocytes >3000 cells/uL, neutrophils >85%; single
microorganism-positive tissue/aspirate sample; positive histology).

It is crucial to diagnose PJI early, differentiating septic from
aseptic implant loosening so that specific therapy can be initiated
at an early stage (29). If inflammation is treated inadequately,
irreversible joint damage can occur, such as cartilage destruction
with subsequent arthrosis and ankylosis (30). These changes can
lead to functional loss of the affected joint and thus to permanent
disabilities that affect everyday life. If the PJI progresses, the
“ultima ratio” is amputation of the affected limb to save the
patient’s life (31, 32).

The aim of this study was to systematically analyze aspirates
from knee and hip joints, evaluating the qualitative and
quantitative composition of soluble immunoregulatory markers
for evaluating their potential as disease markers. For this
purpose, aspirates from control (CO) joints (i.e., native joints
without implanted prostheses), joints with total joint
arthroplasty (TJA, ie., fixed prostheses), joints with aseptic
implant failure (AIF; ie., aseptic loosening), and joints with
periprosthetic joint infection (PJI) were evaluated and compared.
The working hypothesis was that the qualitative and quantitative
composition of soluble immunoregulatory molecules exhibits
specific variations in aspirates from control, TJA, AIF, and PJI
joints. Furthermore, one or more biomarkers may be specific for
AIF or PJI. The identification of such biomarkers could lead to a
better understanding of the pathomechanisms and new
diagnostic and therapeutic approaches.

MATERIAL AND METHODS

Study Population

Consecutive patients (n = 99) treated between 2016 and 2019 at
the Clinic for Orthopedics and Trauma Surgery of the University
Hospital Bonn, Germany, were recruited. The patients were aged
18-100 years and had undergone synovial fluid aspiration for
diagnostic or therapeutic purposes. Patients with sepsis or extra-
articular infection were excluded. The included patients were
divided into four groups: control (CO) patients with native joints
(no prosthesis and no signs of infection); patients with fixed TJA
(no signs of infection or aseptic loosening); patients with AIF
(i.e., aseptic loosening); and patients with PJI. The ethics
committee of the University of Bonn, Germany, approved the
study, which was conducted according to the approved
guidelines and the Helsinki Declaration.

Classification

The classification developed by the Musculoskeletal Infection
Society (MSIS) was used to identify patients with PJI. PJI was
diagnosed when one major criterion (out of two major criteria) or
three minor criteria (out of five minor criteria) were fulfilled. The
major criteria are two microorganism-positive cultures (based on
aspirate/tissue samples), indicating the same pathogen and sinus
tract communicating with the prosthesis. The minor criteria are
CRP >10 mg/L, leukocytes >3000 cells/uUL of joint aspirate,
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neutrophils >85% in joint aspirate, single microorganism-positive
tissue/aspirate sample, and positive histology. The diagnosis of AIF
(aseptic loosening) was determined based on the MSIS criteria,
clinical examination, and radiological signs.

Data Collection

Data were collected on patient gender, age, BMI, and
comorbidities (Table 1). In addition, laboratory results such as
serum C-reactive protein (CRP), preoperative blood leukocyte
counts, joint aspirate cell counts, intraoperative findings,
sonication microbiology, and histopathology results were
obtained from the medical records. All data were recorded in
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).

Aspirate Sample Collection

Preoperative or intraoperative hip or knee joint aspirates had
previously been obtained during diagnostic or therapeutic
procedures, and the material not used for clinical diagnostics was
utilized in this study. Each synovial fluid sample was centrifuged at
1200 rpm for 10 min (Centrifuge 5810 R; Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) to remove the cellular components. The resulting
supernatant was transferred in 0.5-mL aliquots and stored at -80°C.

Bead-Based Multiplex Assays

Various soluble cytokines were measured using Immuno-
Oncology Checkpoint 14-plex ProcartaPlex"" bead-based
assays (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The detected soluble targets were:
B- and T-lymphocyte attenuator (BTLA), glucocorticoid-induced
TNFR-related protein (GITR), herpesvirus entry mediator
(HVEM), indolamin-2,3-dioxygenase (IDO), lymphocyte-
activation gene 3 (LAG-3), programmed cell death protein 1 (PD-
1), programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1), programmed cell
death 1 ligand 2 (PD-12), T-cell immunoglobulin and mucin-
domain containing-3 (TIM-3), cluster of differentiation 28
(CD28), CD80, CD137, CD27, and cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4). All samples were immediately
thawed before conducting the assay. The wells were prewetted
with 10 uL reading buffer and the antibody-labelled magnetic beads
were vortexed for 30 s. Next, 12.5 UL of the beads was added to each
well. After washing the wells, 12.5 uL of samples (or standards
provided with the assay kit) was added to the beads in the wells and
incubated in the dark for 120 min at room temperature, with

TABLE 1 | Patient characteristics (n = 99).
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shaking. The beads were then washed twice. Next, 6.25 pL detection
antibody mixture was added to each well and incubated in the dark
for another 30 min, with shaking. After washing the beads, 12.5 uL
streptavidin-phycoerythrin (PE) was added to the wells and the
beads were again incubated in the dark for 30 min, with shaking.
Following another washing step, the beads were resuspended in 50
UL reading buffer for 5 min, with shaking. Finally, data were
acquired using a Flexmap 3D® system (Luminex Corporation,
Austin, TX, USA). The raw data were transferred to a Microsoft
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) table for
further analysis.

Statistical Analysis

SPSS version 27 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) was used for
statistical analysis. The Kolmogorov-Smirnova test was performed
toassess normality. The Kruskal-Wallis test was used to evaluate the
statistical significance of the differences among the four groups. The
Dunn’s Test was performed as post-hoc-test. The level of
significance was set at p < 0.05 (* < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001).
Descriptive statistics were calculated using GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). All results are presented
using boxplots showing the median and interquartile range (IQR).

RESULTS

The qualitative and quantitative composition of soluble
immunoregulatory markers, focusing on co-inhibitory and co-
stimulatory markers, was evaluated. Aspirates from control
joints, joints with fixed TJA (no signs of infection or aseptic
loosening), joints with AIF (aseptic loosening), and joints with
PJI were compared.

Patient information is presented in Table 1. The overall male-
to-female ratio was 2:3. The control patients were younger (mean
age 48 years) than the patients with TJA (mean age 65 years) and
the patients with periprosthetic complications (AIF: mean age 72
years, PJI: mean age 71 years). Furthermore, the control patients
had a lower BMI (26 kg/m2) than the patients in the other three
cohorts (TJA: 33 kg/m?, AIF: 32 kg/m’, PJI: 33 kg/m?).
Preoperative routine blood analysis showed an increased level
of CRP for PJI patients (92 mg/dl), and 44% of the PJI patients
had diabetes mellitus.

Variable Overall (n = 99) CO (n=13) TJA (n=23) AIF (n = 24) PJI (n = 39)
Age (year) 67 +13 48 + 13 65+ 10 72+9 71+£12
Gender (m:f) 39:60 7:6 10:13 717 16:24
Hip 35 2 6 11 16
Knee 64 11 17 13 23
BMI (kg/m?) 32+8 26+ 4 33+6 32+6 33+ 11
Diabetes mellitus 23 1 3 2 17
Rheumatoid arthritis 10 1 3 2 4
CRP (mg/dl) 46 = 106 24+07 14 £ 20 89+89 92 + 24
Leukocytes (10%/1) 86+3 85+0.8 76+16 82+29 9+0.6

Data are presented as mean + standard deviation or as frequency. Patients with a prothesis were in general older than control patients without one. PJI patients had the highest
concentration of CRP and leukocytes. CO, control group; TJA, total joint arthroplasty; AlF, aseptic implant failure; PJI, periprosthetic joint infection; BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein.
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Table 2 shows the mean concentrations of the 14 soluble
immunoregulatory markers from hip and knee aspirates (based
on bead-based multiplex assays) in each of the four groups. Overall,
the control patients tended to have the lowest mean concentrations
of immunoregulatory markers. TJA patients tended to have higher
mean concentrations than control patients, while AIF patients
tended to have higher concentrations than TJA patients. For many
markers, the highest mean concentration was found in PJI patients,
though sBTLA, sCD80, and sCD27 were higher in AIF patients
than PJI patients (Table 2).

Figure 1 shows boxplots of the data regarding all 14
immunoregulatory markers, expressed as the median and
interquartile range (IQR). In general, the lowest median
concentrations of the markers were found in the control patients,
whereas the highest were found in either AIF patients (sPD-1,
sPD-L1, sPD-L2, sBTLA, sCD80, and sCD137) or PJI patients
(sCTLA-4, sTIM-3, sLAG-3, sHVEM, IDO, sCD28, sCD27,
and sGITR).

Regarding the results of the Kruskal-Wallis test, TJA patients
tended to have higher concentrations than control patients, with
significant levels being reached for the co-stimulatory marker sCD80
(p =0.015) (Figure 1). In addition, the majority of the concentrations
were also significantly higher in AIF patients than in control patients,
with sCD28, sCD80, and sBTLA reaching a significance of p < 0.01
(Figure 1). Moreover, differences in concentrations between the
PJI and control groups were significant, with sCTLA-4, IDO,
sCD28, and sCD80 reaching a significance of p < 0.001 (Figure 1).

As shown in Table 2, the mean concentrations of all
immunoregulatory markers were higher in AIF patients than
in TJA patients, except for sCD137 (TJA: 11892.73 pg/ml, AIF:
10649.00 pg/ml). For example, the mean concentration of the co-
inhibitory markers PD-1 was 171.75 pg/ml in AIF patients and
only 120.61 pg/ml in TJA patients. Regarding the results of the
Kruskal-Wallis test concerning the median concentrations,
significantly higher levels were found in AIF patients
compared to TJA patients for sSBTLA (p = 0.036) (Figure 1).
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Additionally, the mean concentrations of all 14 immunoregulatory
markers (SCTLA-4, sPD-1,sPD-L1, sPD-1.2,sTIM-3,sLAG-3,sBTLA,
sHVEM, IDO, sCD28, sCD80, sCD27, sGITR, and sCD137) were
higher in PJI patients compared to TJA patients. Kruskal-Wallis tests
analyzing the median concentrations showed that sSCTLA-4 and IDO
reached a significance of p < 0.001 (Figure 1).

The mean concentrations in PJI patients were generally
higher than in AIF patients (Table 2). However, AIF patients
had higher levels of sBTLA, sCD80, and sCD27 compared to PJI
patients. Investigating the median concentrations, no significant
differences could be detected (Figure 1).

Additionally, we performed supplemental analyses to compare
the marker concentrations of hip aspirates in comparison to knee
aspirates. No significant trends could be seen, except for sSLAG-3 in
the PJI group (Supplementary Table 1). We also investigated
whether diabetes mellitus (DM) had an influence on the
investigated markers. In this study, only patients with a DM type II
were found. When comparing DM patients with non-DM patients,
we could not detect any significant difference (Supplementary
Table 2). Interesting was the fact that the majority of patients with
DM were in the PJI group. Similarly, also no significant difference
could be found when comparing patients with and without
rheumatoid arthritis (RA) (Supplementary Table 3).

In summary, the concentrations of the measured
immunoregulatory markers differed between control (native),
TJA, AIF, and PJI joints. The lowest levels were generally found
in control joints, followed by TJA joints. Higher concentrations
were generally found in AIF joints and the highest
concentrations were generally found in PJT joints.

DISCUSSION

According to Wengler et al., the number of primary hip arthroplasties
in Germany increased by 10.9% to 155,300 per year between 2005 and
2011 (33). During the same period, primary knee arthroplasty
procedures increased by 21.6% to 152,500 per year (33).

TABLE 2 | Mean concentrations according to bead-based multiplex assays.

Marker CO (pg/ml) TJA (pg/ml) AIF (pg/ml) PJI (pg/ml)
sCTLA-4 59.33 + 16.92 222.52 +73.29 236.29 + 33.73 450.03 = 58.53
sPD-1 32.77 + 16.32 120.61 + 35.10 171.75 £ 28.99 253.74 = 59.44
sPD-L1 156.31 + 6.60 40.83 + 19.62 92.38 + 21.37 289.92 + 116.94
sPD-L2 9118.77 + 2417. 93 8808.78 + 1953.44 16516.71 + 1977.11 15966.54 + 1948.67
sTIM-3 6534.31 + 753.27 8435.04 + 931.20 10649.71 + 743.64 11032.33 = 805.93
sLAG-3 168.15 + 67.58 208.61 + 49.94 276.38 + 46.48 319.69 + 38.40
sBTLA 594.92 + 199.10 2220.57 + 1125.36 4053.50 = 818.41 3716.62 + 674.90
sHVEM 13.31 + 13.31 140.00 + 453.79 541.00 + 2064.83 896.97 + 437.64
IDO 38.46 + 16.09 171.04 + 83.37 675.17 +291.29 1892.77 + 519.09
sCD28 200.58 + 167.92 1956.35 + 764.85 3300.63 + 663.01 4547.46 = 717.21
sCD80 238.23 + 66.18 1661.00 + 450.41 1911.00 + 195.57 1671.92 + 184.79
sCD27 5610.23 + 2444.59 10670.39 + 2774.63 34988.13 + 8975.34 32088.36 + 5436.80
sGITR 59.08 + 24.95 55.61 +21.63 70.79 + 15.44 175.97 + 46.54
sCD137 1832.83 + 606.11 11892.73 + 3469.32 10649.00 + 3051.80 14389.70 = 8378.15

Concentrations (pg/mi) of 14 immunoregulatory markers in hip and knee joint aspirates in each of the four groups are expressed as mean + standard deviation. The highest values in each
row are indicated in bold and the lowest values in italic. CO, control group; TJA, total joint arthroplasty; AlF, aseptic implant failure; PJI, periprosthetic joint infection; s, soluble; CTLA-4,
cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; PD-1, programmed cell death protein 1; PD-L1, programmed cell death 1 ligand 1; PD-L2, programmed cell death 1 ligand 2; TIM-3, T-cell
immunoglobulin and mucin-domain containing-3; LAG-3, lymphocyte-activation gene 3; BTLA, B- and T-lymphocyte attenuator; HVEM, herpesvirus entry mediator; IDO, indolamin-2,3-
dioxygenase; GITR, glucocorticoid-induced TNFR-related protein; CD, cluster of differentiation.
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FIGURE 1 | Boxplots of the analyzed immunoregulatory markers. Boxplots show the median and interquartile range for each marker. Concentrations are given in
pg/mil or ng/ml. In general, the control (CO) patients tended to have the lowest concentrations, whereas the highest concentrations were measured in AIF (sPD-1,
sPD-L1, sPD-L2, sBTLA, sCD80, and sCD137) or PJI (sCTLA-4, sTIM-3, sLAG-3, sHVEM, IDO, sCD28, sCD27, and sGITR) patients. CO, control group; TJA, total
joint arthroplasty; AlF, aseptic implant failure; PJI, periprosthetic joint infection; s, soluble; CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; PD-1, programmed
cell death protein 1; PD-L1, programmed cell death 1 ligand 1; PD-L2, programmed cell death 1 ligand 2; TIM-3, T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing-3; LAG-3, lymphocyte-activation gene 3; BTLA, B- and T-lymphocyte attenuator; HVEM, herpesvirus entry mediator; IDO, indolamin-2,3-dioxygenase;
GITR, glucocorticoid-induced TNFR-related protein; CD, cluster of differentiation. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.

One complication of endoprosthesis is aseptic joint
inflammation, which can lead to AIF (aseptic implant failure).
Another complication is septic joint inflammation caused by a
bacterial infection (PJI), which can lead to septic prosthetic
loosening. Wooley et al. reported that aseptic prosthetic loosening
occurs in 20-25% of endoprosthetic implants (34), and
approximately 1-2% of primary implants become infected,
according to Trampuz et al. (2). These complications play
significant roles in routine clinical practice, as patients experience
severe reductions in quality oflife, and the costs of treatment burden
the healthcare system (2, 35, 36).

The variations in human immune responses related to joint
endoprostheses, AIF, and PJI are not yet fully understood. This
study presents an analysis of various soluble immunoregulatory
markers (focusing on checkpoint molecules) in joint aspirates
obtained during diagnostic or therapeutic procedures.

Checkpoint molecules play an essential role in modulating
immune cells (11, 18). They are best known for regulating T cells,

though it is now recognized that other immune cells, such as
macrophages and monocytes, are also controlled by these
molecules (16, 17). T cells are part of the adaptive immune
system, ie., the acquired immune response that acts against
specific pathogens. Antigen-presenting cells present previously
phagocytosed antigens via the major histocompatibility complex
(MHC) (37, 38). The MHC binds to the T cell receptor on T cells,
which activates them (38-40). Parry et al. found that MHC-
dependent antigen presentation alone is not sufficient for T cell
activation. A second immunoregulatory signal, a so-called
checkpoint molecule, is necessary (41, 42). These molecules
either have activating (i.e., co-stimulatory) or inhibiting (i.e.,
co-inhibitory) effects. Co-stimulatory markers promote T cell
activation, proliferation, and differentiation; co-inhibitory
markers inhibit T cell functioning and activation (43-45).

In tumors and various chronic infectious diseases, checkpoint
molecules play important roles in regulating the immune
response (10, 18). For example, in these diseases, PD-1 is
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upregulated. This results in the inhibition of immune cell activity
so that pathological cells can hide from the immune system (46).
This finding has already been applied in tumor therapy. For
example, anti-PD-1 antibodies are used to treat melanomas and
non-small cell lung cancer (11, 47).

Recently, soluble forms of checkpoint molecules were also
found. In contrast to checkpoint molecules on the cell surface,
they are less well studied and their role in immune regulation is
not well understood. They can be generated via expression of the
soluble form or by the cleavage of membrane-bound proteins by
immune cells or tumor cells (21, 48, 49). There are no robust data
for the correlation between the concentration of the soluble
markers in synovial fluid or serum with their expression on the
surface of immune cells. However, it is assumed that the stronger
the surface expression of the markers, the greater the number of
soluble markers found in synovial fluid.

In this study, we found that the mean concentrations of soluble
immunoregulatory markers were generally lowest in control joints,
TJA joints generally had lower concentrations than AIF joints, and
PJI joints tended to have the highest concentrations, while sCD27,
sBTLA, and sCD80 were the exceptions.

Our study revealed a significant difference for sCD80
comparing the CO and TJA groups, with higher mean
concentrations in the TJA group. sCD80 is expressed by
monocytes and B cells and is generated by alternative splicing
(49). Whereas Kakoulidou et al. found an inhibitory effect on
lymphocyte reactions and T cell proliferation, various other
studies could describe an enhancement of T cell proliferation
and IFN-y production (21, 49-52). Furthermore, Haile et al.
showed that a soluble form of CD80, CD80-Fc, was more
effective in preventing the coinhibitory effect of the PD-1/PD-
L1 pathway and in restoring T cell activation in comparison to
blocking either PD-1 or PD-L1 with antibodies (52). Overlaying
this finding with our data, the increased concentration of sCD80
in the TJA group compared to the CO group supports the idea
that the prosthesis might activate the local immune system in
the joint.

CD80 is expressed by macrophages, which are known to play
an important role in aseptic loosening. Particles abraded from
the prosthesis activate macrophages and promote osteoclast
differentiation (53). This leads to local bone loss, which, in
turn, can lead to aseptic loosening of the implant. In our data
set, AIF patients showed a higher mean concentration of sCD80
than any other group and reached a statistical significance of
< 0.001 when comparing AIF patients with the CO group. These
findings suggest a role of macrophages and sCD80 in aseptic
loosening. Furthermore, these data also suggest that blocking
sCD80 to reduce an activation of the immune system activation
could be a possible therapeutic option.

Another interesting soluble checkpoint molecule in our
study is SCTLA-4. This marker presented the highest mean
concentration in the PJI group and reached a significance
< 0.001 when comparing the PJI and CO groups. sCTLA-4 is
released by Treg cells, monocytes and immature DCs (48).
Higher levels were found during immune activation and in
different autoimmune and inflammatory diseases such as

Immunoregulatory Molecules in Arthroplasty

lupus, autoimmune thyroiditis, myasthenia gravis, and celiac
disease (54-57). Furthermore, in different tumors a high level of
sCTLA-4 was associated with a poor prognosis (58, 59). It could
be shown that sCTLA-4, similarly to CTLA-4, inhibits T cells.
Blocking sCTLA-4 led to elevated levels of cytokines, especially
IFN-y (21, 60). In contrast, other studies found that sCTLA-4
inhibits the inhibitory effect of CTLA-4 on T cells (61, 62). One
possible explanation for these contradictory findings might be
that the effects of SCTLA-4 depend on the activation status of the
involved cells. Whereas sCTLA-4 might inhibit the CD80-CD28
interaction on resting cells, it may inhibit the CD80-CTLA-4
interaction on activated T cells, thereby preventing the inhibition
of T cells. In PJI, inhibitory effects on T cells might promote the
persistence of the infection. Thus, blocking sCTLA-4 may
possibly lead to T cell activation and proliferation and
represent a possible therapy.

Based on our data, sCD28 could also be another therapeutic
avenue. However, not much is known about this molecule in the
current literature. sCD28 is expressed by T cells and increased in
autoimmune diseases such as lupus, Sjégren’s syndrome, allergic
asthma and SLE (63-65). There are, however, as yet no data
regarding its mechanism of action.

Our analysis of sSBTLA found a significant difference between
the AIF with TJA group (p = 0.036). Gorgulho et al. could show a
positive correlation of sSBTLA and BTLA expression on the cell
surface (66). Soluble BTLA is increased in sepsis (67, 63). Dong
et al. and Bian et al. showed that sSBTLA correlated with a poor
prognosis in HCC and pancreatic adenocarcinoma (69, 70).
Furthermore, it correlated with the risk of death in clear cell
renal cell carcinoma patients (22). There are different hypotheses
how sBTLA could regulate the immune system. One possibility is
that sBTLA could competitively bind HVEM on antigen
presenting cells. On the other hand, it’s plausible that sSBTLA
mimics the inhibitory effect of sSCTLA-4 (66). Thinking along
this line, the elevated sBTLA in our study could regulate the
immune system activation in aseptic loosening. Therefore,
targeting this molecule might be useful in the therapy of AIF.

Differentiation between aseptic and septic loosening (which
are related to AIF and PJI, respectively) is a big problem in
everyday clinical practice; currently, neither clinical nor
laboratory parameters can be used to clearly differentiate them
(26). Various diagnostic tools, such as the MSIS criteria, are
currently being used to diagnose PJI (2, 71). However, there is
still no proper gold standard for diagnosis. The distinction
between aseptic and septic joint inflammation is vital for
subsequent treatment. In cases of AIF, the aseptically loosened
prostheses can generally be immediately exchanged. PJI must
typically be addressed several times (31). For the patient, PJI also
means taking antibiotics and experiencing chronic health
complaints (31). Comparing the mean concentration of the PJI
and AIF group in this study, the PJI group showed higher levels.
However, using the Kruskal-Wallis test, no significant difference
between the two groups could be shown. Therefore, it could not
be found a useful biomarker to differ a PJI from an AIF.

As mentioned earlier, PJI is usually a chronic infection. The
role of immunoregulatory markers has already been investigated
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multiple times in other chronic diseases (9, 10, 72). In chronic
infectious diseases such as HIV or HCV infections, co-inhibitory
molecules, e.g., PD-1, show increased concentration (73, 74).
Based on previous findings and the current findings, the
assumption arises that these co-inhibitory markers play an
important role in the immune response during PJI. By
inhibiting the immune system, they pave the way for chronic
disease. The infection persists within the joint and is not
effectively resolved. Targeted blocking of these co-inhibitory
markers using antibodies might neutralize the inhibition of the
immune system. The infection may then be better addressed by
the subsequent increased immune response and thus,
satisfactorily treated.

However, one important next step for better diagnostic and
therapeutic approaches utilizing the biology of soluble
checkpoint inhibitors is not only a better understanding of
their expression and mechanism of action but also how
reproducible they are across different patient cohorts with
differences in age, medication, site of surgery or comorbidities.

To address a potential influence of the site of surgery, we
compared the level of checkpoint molecules of hip aspirates in
comparison to knee aspirates. No significant trends could be
found, except for SLAG-3 in the PJI group. If such an effect can
be confirmed in a larger cohort, this would open up a very
interesting discussion about differences of the local
immunological microenvironment and how this could be used
for targeted therapy.

As mentioned before, other comorbidities also need to be
investigated in more detail. In this study, 10 patients out of 99
patients presented a RA. Previous publications could show that
the levels of soluble immune checkpoints, such as sCD28,
sCTLA-4, sCD80, and sPD-1 were higher in RA patients
compared to patients without RA (75, 76). In our study, there
was no significant difference between patients with and without
RA. It is possible that the effect of an implanted protheses, aseptic
loosening or PJI on the immune system might influence the
expression profile of checkpoint molecules and disguise the
influence of the RA. However, the value of this subgroup
analysis is very limited due to the few numbers of RA patients.
A significantly larger cohort is needed to allow for sufficient
statistical power to perform meaningful statistics on the effect of
RA. We also investigated whether DM type 2 had an influence on
the investigated markers but could not find significant
differences. It is noteworthy that most patients with DM type 2
were in the PJI group. This could be explained by the fact that
patients with DM type 2 are prone to infections, especially
periprosthetic joint infections (77, 78). In addition, DM type 2
is associated with obesity in the context of the metabolic
syndrome and patients with a higher BMI have a higher risk
for infections (77-79). These subgroup analyses imply that
checkpoint molecules are not or only slightly influenced by the
site of surgery, RA or DM type 2; however, such analyses have to
be repeated in larger (multi-center) studies to clearly verify the
comparability of patient groups.

Future studies should continue to investigate the roles of
soluble immunoregulatory markers in aseptic and septic joint

Immunoregulatory Molecules in Arthroplasty

inflammation. There is hope that this could result in new
diagnostic and therapeutic approaches for aseptic and septic
joint inflammation. Targeted inhibition of particular markers
with antibodies may also influence the chronic course of PJI and
result in successful eradication of the infection.

In summary, this study demonstrates that the concentrations
of the analyzed immunoregulatory molecules varied between
control, TJA, AIF, and PJI joints. Ultimately, this study suggests
that immunoregulatory markers, such as sSBTLA (AIF vs. TJA) or
sCD28 and sCTLA-4 (PJI vs. TJA), could be useful for diagnostic
purposes as well as to develop new therapeutic approaches for
AIF and PJL.
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