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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

1 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

AAS
AEC
BaSO,
BCIP
CoCr
cp Ti
DMEM
DMSO
EDTA
ELISA
FCS
HCl
HOB
H-TEP
1L
LDH
MTT
NBT
OAF
PBS
PBMNC
PC

PE
PFA
PGE2
PI

PK
PMMA
PTFE
REM
SAOS-2
TBS
TGEB
Ti
TiAIV
TiO,
TNFo
UPA
710,

Atomabsorptions-Spektrometrie
3-Amino-9-Ethylcarbazol

Bariumsulfat
5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
Cobalt-Chrom

commercially pure Titanium (kommerziell hergestelltes Reintitanpulver)
Dulbeccos Modified Eagles Medium (Zellkulturmedium)
Dimethylsulfoxid
Ethylendiaminotetraacetat

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Fetal Calf Serum (fetales Kilberserum)
Chlorwasserstoff (Salzdure)

Humane Osteoblasten
Hift-Totalendoprothese

Interleukin

Laktat-Dehydrogenase
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl|-2,5-diphenyl tetrazolium bromid
Nitro blue tetrazolium chloride
Osteoclast activating factor

Phosphate Buffered Saline

Peripheral blood mononuclear cells
Polycarbonat

Polyethylen

Paraformaldehyd

Prostaglandin E2

Propidium-Iodid

Proteinase K

Polymethylmetacrylat
Polytetrafluorethylen
Raster-Elektronenmikroskop

humane Osteosarkomzelllinie

Tris Buffered Saline

Transforming Growth Factor beta
Titan

Titan-Aluminium-Vanadium

Titanoxid

Tumornekrosefaktor alpha

Ultrafine Particle Analyser

Zirkonoxid
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2 Einleitung

In der Therapie der Coxarthrose stellt der endoprothetische Hiiftgelenkersatz ein wesentliches
Prinzip der modernen orthopiddischen Chirurgie dar. Zurzeit werden weltweit jihrlich etwa
750.000 Hiiftgelenkendoprothesen implantiert [Lappalainen et al. 2003], allein fir Deutschland
wird die Anzahl der implantierten Hiftendoprothesen mit 150.000 pro Jahr angegeben [Katzer et
al. 2003b].

Da zunehmend auch jiingere Patienten fiir einen kinstlichen Gelenkersatz in Frage kommen,
werden an die modernen Endoprothesen immer héhere Anspriiche beziiglich einer moglichst
langen Standzeit gestellt. Aber gerade bei jungen und korperlich aktiven Patienten liegt die durch-
schnittliche Uberlebensrate einer Hiiftendoprothese deutlich unterhalb derjenigen bei ilteren

Patienten [Puolakka et al. 2001].

Aufgrund der guten Langzeitergebnisse ist die Verankerung des Huftendoprothesenstiels im
Femur mittels Knochenzement als Standardverfahren anerkannt, der hierbei meist verwendete
Werkstoff fir die Hiftendoprothesenstiele ist eine Cobalt-Basislegierung oder Cobalt-Chrom
(CoCr). Wegen ihrer guten physikalischen Figenschaften sowie der biologischen Vertraglichkeit
zihlen neben diesen Materialien auch Titan-Legierungen zu den bevorzugt eingesetzten Werk-
stoffen in der Endoprothetik [Willert et al. 1996]. Im Gegensatz dazu zeigen jedoch einige ze-
mentierte Hiuftendoprothesenstiel-Modelle aus Titan-Basis-Legierungen (T1) zum Teil signifikant
hohere Frithversagensraten als konventionelle zementierte Huftstiele aus CoCr-Legierungen
[Lichtinger et al. 2000; Massoud et al. 1997; Maurer et al. 2001]. Einige Autoren raten deshalb
von der Verwendung zementierter Hiiftendoprothesenstiele aus Titan ab [Willert et al. 1996] oder
beurteilen deren Verwendung zumindest kritisch [Lichtinger et al. 2000]. In anderen Untersu-
chungen wiederum konnte kein signifikanter Unterschied in der mittel- und langfristigen Locke-
rungsrate von zementierten Hiftendoprothesenstielen aus Titan gegentiber solchen aus Cobalt-
Legierungen beobachtet werden [Eingartner et al. 1997; Eingartner et al. 2002; Rader et al. 2000].
Die Frage, ob allein die Auswahl des Prothesenwerkstoffs fir den langfristigen Erfolg einer Hiif-

tendoprothese ausschlaggebend ist, gilt also noch als ungeklirt.

2.1 Die aseptische Prothesenlockerung

Die Hauptursache fiir eine erforderliche Wechseloperation der Hiiftendoprothese ist die asepti-
sche Endoprothesenlockerung. Demgegeniiber sind andere Ursachen wie etwa Infektionen,

Luxationen, Knochen- oder Implantatbriiche eher nachrangig [Andersson et al. 2000; Elke 2001;
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Haynes et al. 1993; Mann et al. 1991; Puolakka et al. 2001; Rader et al. 1999; Shanbhag et al. 1995;
Sun et al. 2000; Verdonschot et al. 1998]. Zu dieser Lockerung tragen neben patientenspezifi-
schen Faktoren wie Alter, Geschlecht, Korpergewicht, Knochenqualitit sowie korperliche Aktivi-
tat [Amstutz et al. 1992; Katzer et al. 2003a] auch Einfliisse bei, die durch die Verankerungs- und
Operationstechnik bedingt sind [Meek et al. 2002]. Besonders hervorzuheben sind prothesenspe-
zifische Faktoren, deren Optimierung Gegenstand intensiver Forschungsarbeit ist. Hier spielen
neben dem Werkstoff des alloplastischen Materials auch das Prothesendesign sowie die Oberfla-

chenbeschaffenheit eine wesentliche Rolle [Meek et al. 2002].

Bei der aseptischen Endoprothesenlockerung scheinen Abriebpartikel eine wesentliche Rolle zu
spielen, die sich im periprothetischen Gewebe ansammeln und dort durch eine zellbiologisch
vermittelte Immunantwort eine Entzindungsreaktion aufrechterhalten, die letztlich zur peripro-
thetischen Osteolyse fuhrt [Amstutz et al. 1992; Doorn et al. 1996]. Bei weiterem Fortschreiten
der Reaktion lockert sich der Hiiftendoprothesenstiel und macht eine Wechseloperation erforder-

lich.

Die Abriebpartikel entstehen an allen Materialgrenzflichen, iberwiegend an der Gleitpaarung
zwischen kinstlichem Huftkopf und Pfannen-Inlay, aber auch an den Interfacegrenzen zwischen
Knochen, Implantat und Zement sowie an allen Grenzflichen modular aufgebauter Implantate
[Elke 2001]. Da vor allem fir zementierte Hiftstiele aus Titan massive Frithlockerungen beo-
bachtet wurden, richteten wir unser Hauptaugenmerk in der vorliegenden Arbeit auf die Inter-

facegrenze zwischen dem Hiiftendoprothesenstiel und dem ihn umgebenden Zementmantel.

Eine Vielzahl von Autoren beschreiben zudem eine bei der Revisionsoperation deutlich sichtbare
Schwirzung des umgebenden Granulationsgewebes [Agins et al. 1988; Haynes et al. 1993; Scholl
et al. 2000; Witt et al. 1991]. In mehreren Arbeiten konnte histologisch nachgewiesen werden,

dass es sich hierbei um eine Ansammlung von Abriebpartikeln handelt.

Initiale Mikrobewegungen zwischen Implantat und Zementmantel fihren zur von Willert et al.
beschriebenen Spalt- und Reibkorrosion [Willert et al. 1996]. Fir den anfinglichen Lockerungs-
prozess werden durch das Prothesendesign bedingte hohe Scherkrifte an der Implantat-Zement-
Grenze sowie eine ungenigende Dicke des Zementmantels verantwortlich gemacht [Meek et al.
2002]. Kommt es zum Bruch des Zementmantels, gewinnen die als Folge der Reibkorrosion
entstandenen Abriebpartikel Anschluss an die am Knochenmetabolismus beteiligten Zellen.
Jedoch konnten Massin et al. in einer Untersuchung von im Rahmen einer Autopsie entnomme-
nen Hiuftendoprothesenstielen zeigen, dass auch bei intaktem Zementmantel und fest sitzendem
Huftendoprothesenstiel Abriebpartikel — in diesem Fall PE-Partikel aus den artikulierenden

Oberflichen zwischen Prothesenkopf und Pfannen-Inlay — sowohl im Interface zwischen Kno-
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chen und Zementmantel als auch zwischen Hiftendoprothesenstiel und Zementmantel nach-

weisbar waren [Massin et al. 2004].

2.2 Pathophysiologie der partikelinduzierten Prothesenlockerung

Pathogenetisch kommt den Makrophagen bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der parti-
kelinduzierten Osteolyse eine Schlisselrolle zu [Amstutz et al. 1992; Goodman et al. 1998; Otto
et al. 2006]. Wie in zahlreichen Arbeiten gezeigt werden konnte, erlaubt die Morphologie sowie
die GroBenverteilung der Abriebpartikel deren Phagozytose [Goodman et al. 2006; Neale et al.
2000; Pioletti et al. 1999; Shanbhag et al. 1994a; Shanbhag et al. 1995]. Die Phagozytose der Ab-
riebpartikel fihrt durch zahlreiche parakrine Regulationsvorginge zu einer verminderten Kno-
chenneubildung und zu einer vermehrten Knochenresorption. Das von den Makrophagen sezer-
nierte TNFa beispielsweise fiihrt zu einer vermehrten Produktion von PGE2 durch Osteoblas-
ten, was wiederum zu einer vermehrten Osteoklastenaktivitit fihrt [Horowitz et al. 1994]. Des-

halb wird TNFa auch als ,,osteoclast activating factor” (OAF) bezeichnet [Amstutz et al. 1992].

Demgegentiber fithrt das von den Makrophagen sezernierte TNFa und andere Interleukine wie
IL-1 und IL-6 sowie das vermindert gebildete TGFJ zu einer Minimierung der Osteoblastenakti-

vitit [Goodman et al. 1998; Horowitz et al. 1993; Sabokbar et al. 1995].

Wenngleich Makrophagen im Zentrum des zellbiologischen Geschehens bei der aseptischen
Prothesenlockerung stehen, so sind die Interaktionen sowie die dabei beteiligten Zellpopulatio-
nen sehr vielgestaltig [Goodman et al. 1998; Horowitz et al. 1994]. Neben Makrophagen sind an
der Pathogenese der aseptischen Prothesenlockerung auch alle anderen Zellarten des Knochen-
metabolismus wie Osteoblasten, Osteoklasten und Fibroblasten beteiligt. Die Auswirkungen von
Abriebpartikeln auf Makrophagen [Amstutz et al. 1992; Glant et al. 1993; Haynes et al. 1993;
Horowitz et al. 1994; Ingham et al. 2000; Nakashima et al. 1999] bzw. Monozyten [Rogers et al.
1997; Shanbhag et al. 1997] sind in der Literatur gut untersucht.

Demgegentber sind die Auswirkungen von Abriebprodukten auf Fibroblasten und Osteoblasten

wenig untersucht.
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2.3 Morphologie und Gré3enverteilung von Abriebpartikeln in vivo

Wie bereits erwihnt, entstehen Abriebpartikel tiberwiegend an der Gleitpaarung zwischen Pro-
thesenkopf und Pfannen-Inlay, aber auch an allen anderen Materialgrenzflichen der Huft-
endoprothese. Entsprechend finden sich in histologischen Untersuchungen von periprotheti-
schem Gewebe Partikel unterschiedlichster Materialien. Quantitativ den groBten Anteil haben
hier bei PE-Gleitpaarungen PE-Partikel; den volumenmiBig weitaus geringeren Anteil haben
Partikel aus dem Prothesenwerkstoff (meist Titan oder CoCr), dem Knochenzement (PMMA)

einschlief3lich der Rontgenkontrastzusitze (meist ZrO2, friher auch BaSO4).

Willert et al. berichtete tiber einen weiten Groflenbereich von aus periprothetischem Gewebe
gewonnenen PE-Partikeln von 0,5 — 300 um [Doorn et al. 1996; Willert et al. 1993]; jedoch beo-
bachtete er auch vermehrt kleinere Partikel (0,5 — 20 pm), wenn der Abriebpartner nicht Po-
lyethylen, sondern Metall oder Knochenzement war. McGrath et al. konnten in histologischen
Untersuchungen von periprothetischem Gewebe von gelockerten Titan-
Hiftendoprothesenstielen Partikel tberwiegend im GroBenbereich von 1-5 um nachweisen
[Mcgrath et al. 2001]. Allerdings muss konstatiert werden, dass — wie im Fall der beiden vorge-
nannten Arbeiten — das Auflésungsvermogen der Lichtmikroskopie beim Nachweis von Parti-

keln im Sub-Mikrometerbereich an seine methodischen Grenzen st6f3t [Goodman et al. 1998].

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der iiberwiegende
Anteil der PE-Partikel unter 1 um GréBe misst. So berichten Shanbhag et al., dass 92% aller
Partikel kleiner als 1 um waren und eine mittlere Gré3e von 0,53 £ 0,3 um aufwiesen [Shanbhag
et al. 1994b]. Des Weiteren wurden ca. 5-10% der Gesamt-Partikelmenge mittels quantitativer
Energie-Dispersions-Radiografie (EDX) als Titanpartikel identifiziert. Deren Form war iiberaus
vielgestaltig, meist in Form von linglichen Scheiben mit einer maximalen Linge von 10-400 pum.
Auch wird in der Arbeit von Shanbhag et al. erwihnt, dass der GroBteil der Partikel in der
Lichtmikroskopie nicht sichtbar gemacht werden konnte und es sich bei den Beobachtungen von

anderen Autoren wahrscheinlich um Aggregate kleinerer Partikel handelte.

In den Arbeiten, die die zellbiologischen Auswirkungen von Abriebpartikeln in vitro untersuch-
ten, wurden zumeist kommerziell hergestellte Metallpartikel verwendet. Diese werden in der
Regel durch Reibverschlei3verfahren hergestellt, indem durch Reibung von zwei oder mehr
Werkstiicken aus dem entsprechenden Metall gegencinander der entsprechende Metallabrieb
entsteht. Dieses Verfahren liefert zwar Metallpartikel mit einem konstanten und reproduzierbaren
GroBenspektrum, jedoch ist der Grofiteil der so hergestellten und eingesetzten Partikel im Gro-

Benbereich zwischen 1-5 pm oder noch gréBer [Glant et al. 1996; Haynes et al. 1993; Lee et al.
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1997; Maloney et al. 1998; Neale et al. 2000; Palmbos et al. 2002; Pioletti et al. 1999; Rader et al.
1999; Rogers et al. 1997; Shanbhag et al. 1995; Shida et al. 2000; Tsutsui et al. 1999; Vermes et al.
2001; Yao et al. 1995]. Wie Analysen von periprothetischem Gewebe von aseptisch gelockerten
Hiftendoprothesenstielen zeigten, sind die darin vorkommenden Abriebpartikel zum tberwie-
genden Teil deutlich unter 1 um im Durchmesser [Akisue et al. 2002; Manlapaz et al. 1996; Mit-
chell et al. 2003; Shanbhag et al. 1994b; Shanbhag et al. 1997].

In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die zellbiologische Reaktion der am Kno-
chenmetabolismus beteiligten Zellen von unterschiedlichen Charakteristika der jeweiligen Ab-
riebpartikel abhingt. Eine entscheidende Rolle spielt neben dem Material der Abriebpartikel auch
deren GrofBenverteilung und Form [Amstutz et al. 1992; Choi et al. 2005; Goodman et al. 2000;
O'Connor et al. 2004; Otto et al. 2006]. Anscheinend wird das Zellwachstum von Osteoblasten
bzw. Fibroblasten in vitro durch Titanpartikel unter etwa 5 um GrofB3e mehr beeintrichtigt als
durch Partikel von groBerem Durchmesser [Goodman et al. 1998; Goodman et al. 2006; Papage-
orgiou et al. 2007; Sommer et al. 2005], gleichzeitig bewirken kleinere Partikel eine erhohte Sekre-
tion von inflammatorischen Zytokinen [Glant et al. 1996; Nakashima et al. 1999; Shanbhag et al.

1994a].

Jedoch sind die beobachteten Effekte von so genannten Nanopartikeln, das hei3t Partikeln mit
Durchmessern im Bereich unter 100 nm, auf das Zellwachstum von primiren Knochzellen un-
terschiedlich. Zum FEinen konnte gezeigt werden, dass CoCr-Nanopartikel bei Fibroblasten im
Vergleich zu Mikropartikeln deutlich mehr Zellschiden hervorrufen [Papageorgiou et al. 2007].
Dies wurde unter anderem durch indirekte Effekte wie der vermehrten Bildung von freien Radi-

kalen durch die Anwesenheit von Nanopartikeln im Zellkulturmedium erklirt.

Dem gegeniiber wurde von Pioletti et al. die Beobachtung gemacht, dass der zellschidigende
Effekt auf Osteoblasten, welcher durch Titanpartikel im GréBenbereich von 1,5-5 um verursacht
wird, am gréfiten ist und unterhalb dieses GroBlenbereichs wieder abnimmt [Goodman et al.
20006; Pioletti et al. 1999]. In einer Arbeit von Hou et al. wurden dhnliche Effekte an mesen-
chymalen Stammzellen beobachtet, wobei durch TiO,—Nanopartikel im GréBenbereich von 196
nm die grofiten negativen FEinflisse auf die Zelladhision, -proliferation, -migration und —
differenzierung zu beobachten waren und diese Effekte demgegentiber sich durch noch kleinere
Partikel im GroBenbereich von 108 nm bzw. 14 nm deutlich abgeschwicht darstellten [Hou et al.

2013].

Entsprechend dieser Beobachtungen werden die Mechanismen und die Rolle von Abriebproduk-
ten im GroBenbereich unter 100 nm bei der Entstehung der aseptischen Prothesenlockerung zur

Zeit noch kontrovers beurteilt [Goodman et al. 2006; Hou et al. 2013; Papageorgiou et al. 2007].
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Neben der oben genannten inflaimmatorischen Zellantwort werden hierbei auch direkte schidi-
gende Mechanismen durch oxidativen Stress oder Verinderung des intrazelluliren Siuremilieus
durch phagozytierte Partikel diskutiert [Hou et al. 2013]. Dartiber hinaus wird in einigen Arbeiten
auch ein direkter zytotoxischer Effekt von Abriebpartikeln diskutiert, welcher tiber einen DNA-
schidigenden Einfluss von Nanopartikeln zum programmierten Zelltod (Apoptose) fithrt [Gallo

et al. 2013].

2.4 Zellbiologisches In-vitro-Modell der aseptischen Prothesenlockerung

Simtliche vorgenannten Arbeiten, in denen die zellbiologischen Auswirkungen von kommerziell
hergestellten Partikeln untersucht wurden, bieten den Vorteil einer sehr differenzierten Betrach-
tungsmoglichkeit einzelner Teilaspekte des sehr komplexen Vorgangs der aseptischen Prothesen-
lockerung. Jedoch sind hiermit keine direkten Riickschliisse auf die zellbiologischen und klini-
schen Auswirkungen von Anderungen einzelner Parameter des Prothesendesigns (z.B. Material,
Oberflichenbeschaffenheit, Abriebverhalten etc.) moglich. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
zellbiologisches In-vitro-Modell der aseptischen Hiftendoprothesenlockerung etabliert. Durch
die Generierung des Abriebs zwischen verschiedenen Hiuftendoprothesenstielen und Zementko-
chern unterschiedlicher Zusammensetzung bis zur Untersuchung der Auswirkungen des Abriebs
auf primire humane Knochenzellen kénnen direkte Riickschliisse von Unterschieden im Prothe-
sendesign auf die zellbiologischen Auswirkungen gezogen werden. Dartiber hinaus lassen sich
durch die Extraktion und Untersuchung des metallischen Abriebanteils gesonderte Betrachtun-

gen durchfihren.
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3 Problemstellung und Zielsetzung

Zur Behandlung der fortgeschrittenen Coxarthrose stellt der endoprothetische Hiiftgelenkersatz
ein wesentliches Prinzip der modernen orthopadischen Chirurgie dar, jedoch ist die aseptische
Endoprothesenlockerung nach wie vor eine der Hauptversagensgriinde der Huftgelenksendopro-
thetik. Durch die Ansammlung von Abriebpartikeln im periprothetischen Gewebe wird dort
durch eine zellbiologisch vermittelte Immunantwort eine Entztindungsreaktion aufrechterhalten,
die letztlich zur periprothetischen Osteolyse fihrt. Durch zahlreiche parakrine Regulationsvor-
ginge kommt es zu einer Stérung des physiologischen Gleichgewichts zwischen Knochenneubil-
dung und Knochenabbau, wobei neben Macrophagen und Osteoklasten auch Osteoblasten eine

wesentliche Rolle spielen.

Die Zellantwort auf derartige Abriebprodukte scheint neben der Abriebmenge nicht unwesent-
lich vom Material der Abriebpartikel sowie von deren Morphologie und Groflenverteilung ab-
hingig zu sein. Vor allem dem metallischen Anteil der Abriebprodukte kommt fir die zelluliren
Auswirkungen eine besondere Bedeutung zu. Fiir in-vitro-Versuche bietet die Verwendung von
kommerziell hergestellten Partikeln praktische Vorteile. Um jedoch ein moglichst realitidtsnahes
in-vitro-Modell der partikelinduzierten Hiiftendoprothesenlockerung von zementierten Huften-
doprothesenstielen zu erhalten, wurden in der vorliegenden Arbeit in einem Prothesenpriifstand
generierte Abriebpartikel verwendet. Neben der Morphologie der Abriebprodukte wurden auch
die zelluliren Auswirkungen auf primire humane Knochenzellen untersucht. Zudem wurde eine
Methode zur Isolation des metallischen Anteils des generierten Gesamtabriebs in einer fiir spate-
re Zellversuche kompatiblen Form etabliert. Durch die Untersuchung der zelluliren Auswirkun-
gen speziell des metallischen Anteils des Abriebs auf primire humane Knochenzellen ergibt sich
die Moglichkeit einer gesonderten Betrachtung der Rolle des metallischen Abriebs in der Entste-
hung der aseptischen Endoprothesenlockerung. Im Speziellen wurden die zellbiologischen Aus-
wirkungen der Abriebprodukte von zementierten Huftendoprothesenstielen aus Titan-
Aluminium-Vanadium-Legierungen (TiAlVa) sowie aus Cobalt-Chrom-Legierungen in jeweils
unterschiedlicher Oberflichenbehandlung und —rauheit auf die Proliferation, Nekroserate und

Apoptoserate von Osteosarkomzellen sowie von primaren humanen Knochenzellen untersucht.
In der vorliegenden Arbeit sollen die folgenden Fragen niher betrachtet werden:

- Ist der klinisch beobachtete Effekt der Frithlockerung von zementierten Hiftendopro-
thesenstielen aus Titanlegierungen durch Unterschiede in der Zellantwort auf Abriebpar-

tikel unterschiedlicher Legierungen zu erkliren?
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Inwieweit zeigen sich Unterschiede oder Gemeinsamkeiten in der Zellreaktion auf Ab-
riebpartikel von Hiuftendoprothesenstielen unterschiedlicher Legierungen und unter-

schiedlicher Knochenzement-Arten?

Welche Rolle spielt die Oberflichenrauheit der Hiiftendoprothesenstiele in der Zusam-
mensetzung des entstehenden Abriebs und welche zelluliren Auswirkungen werden hier-

durch hervorgerufen?

Inwieweit lassen sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Verbesserungen in der

Produktion und Entwicklung der Hiftendoprothesen-Werkstoffe ableiten?




Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Partikelarten

Um die zellbiologischen Auswirkungen von Abriebprodukten aus dem Interface zwischen Hift-
endoprothesen-Stiel und Knochenzement untersuchen zu kénnen, wurden neben den eigens in
einem speziellen Prifstand generierten Abriebpartikeln auch kommerziell hergestellte Partikel

zum Vergleich herangezogen.
411 Generierte Abriebpartikel

Die Herstellung der fiir die spiteren Zellversuche verwendeten Abriebprodukte aus dem Prothe-
senstiel-Zement-Interface erfolgte in einem eigens angefertigten Prifstand (siche Abbildung 1)
Hierbei wird in einem realititsnahen Modell der Zustand eines im Zementkécher gelockerten
und reibenden Hiftendoprothesen-Stiels simuliert, indem nach vorausgegangener partieller dista-
ler Stiel-Zementierung und anschlieBendem ,,LLockern® des Interfaces zwischen Implantat und
Zement definierte Relativbewegungen von 0,55 mm zwischen Stiel und fixiertem Zementkécher
bei definierten Flichenpressungen von 0,64 kN mit Hilfe regelbarer Hydraulikzylinder appliziert
werden. Relativbewegung und Flichenpressung orientieren sich an aus der Literatur bekannten

Werten [Mann et al. 1991; Ramaniraka et al. 2000].

Als Priifobjekte dienten Hiftendoprothesenstiele unterschiedlicher Legierungen und Oberfla-

chenrauheiten (Tab. 1) Zur Herstellung der Zementkécher wurde handelstblicher

Tabelle 1: Getestete Hiiftendoprothesen-Stiele bzw. Knochenzement-Arten ur anschliefenden Isolierung des metallischen Anteils des
Abriebs zur Durchfiibrung von Zellversuchen mit primdiren humanen Knochenzellen.

Hiftendoprothesen-Stiel Knochenzement Stiel-Nr. Menge
Legierung Oberfliche

CoCrMo glatt Palacos® R mit ZrO, 9,21,22, 55 32 mg
CoCrMo rau Palacos” R mit ZrO, 14, 15 57 mg
CoCrMo rau CMW 35 622 mg
TiAIV rau Palacos” R mit ZrO, 19,27, 44 195 mg
TiAIV glatt CMW 24 92 mg
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Pressbacke starr

Zement

| Interface
@
-

Pressbacken beweglich

Abbildung 1 Partikelpriifstand zur Generierung der Abriebpartikel aus dem Interface wischen Hiiftendoprothesen-Stiel und Knochen-
gement (@). (b): Detailvergriferung aus (a): ESV-Stiel = Einspannvorrichtung fiir den Hiiftendoprothesen-Stiel; ES1” ZK =
Einspannvorrichtung fiir den Zementkicher; Fp = Anpresskraft [0,64 £N] (c): Einleitung der Anpresskraft auf den dreiteiligen
Zementkacher iiber zwei drehbar gelagerte Pressbacken mittels kraftregelbarer Hydraulikzylinder (auns [Bader et al. 2004])

Knochenzement mit ZrO, (Palacos R®) sowie ein speziell auf Palacos R Basis angefertigter Kno-
chenzement ohne ZrO, verwendet. Nach Anmischen und Ausformung in einer speziell angefer-
tigten Zementiervorrichtung wurde der Stiel aus dem Zementkocher entfernt und der Kocher im
Anschluss zur Realisierung einer gleichmaf3ig verteilten Flichenpressung in der Grenzfliche
reproduzierbar in drei Teile aufgetrennt. Die Einzementierung des Stieles erstreckte sich aus
versuchstechnischen Griinden iber das mittlere und distale Stiel-Drittel. Die freigesetzten Ab-
riebpartikel wurden in einem speziellen Behilter aus Polytetrafluorethylen (PTFE) aufgefangen.
Eine Testung des Prothesenstiels bzw. Zementkochers erfolgte jeweils iiber 3 Mio. Bewegungs-

zyklen.

4.1.2  Kommerzielle Referenzpartikel

Fir vergleichende zellbiologische Untersuchungen wurden zudem folgende kommerziell herge-
stellte Referenzpartikel verwendet: Reintitan (cpTi; Koérnung: 3 um, Fa. Chemetall), zwei Ti-

tanoxyd-Pulver unterschiedlicher Kérnung (TiO,; Kérnung: 0,5 um bzw. 1,8 um, Fa. Sachtleben,

Duisburg) sowie reines polykristallines ZrO, (Fa. Heracus Kulzer, Wertheim).

4.2 Isolierung der metallischen Abriebprodukte

Wesentliches Ziel dieser Arbeit ist neben der zellbiologischen Untersuchung iiber die Auswirkung
von unaufbereitetem (nativem) Grenzflichen-Abriebprodukt auf humane Knochenzellen die
gesonderte Untersuchung der biologischen Wirkung der metallischen Abriebprodukte. Der

tberwiegende Anteil des im Priifstand entstehenden Abriebpulvers besteht aus Knochenzement-
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Abrieb und nur ein verschwindend geringer Anteil des Gesamtabriebs rithrt von der Werkstoff-
oberfliche des Huftendoprothesen-Stiels bzw. dem ZrO,-Anteil des Knochenzements her. ZrO,-
Partikel dienen der Kontrastierung des Zementkochers fiir radiologische Untersuchungen. Um
die zelluliren Auswirkungen der metallischen Abriebpartikel im Gesamtabrieb gesondert betrach-
ten zu konnen, musste eine Methode entwickelt werden, die es erlaubt, den PMMA-Anteil im
generierten Abrieb in einer fiir spitere Zellversuche kompatiblen Weise zu eliminieren bzw. den
metallischen Abrieb-Anteil zu extrahieren. Das Hauptaugenmerk lag hierbei auf einer gro3tmog-

lichen Ausbeute an metallischen Partikeln.

421  Partikelverlust sowie qualitative Verinderung der Abriebprodukte bei der

Proben-Aufbereitung

Um unerwinschte Wirkungen des fiir die Auflésung des Knochenzements erforderlichen Lo-
sungsmittels DMSO in zellbiologischen Untersuchungen auszuschlieSen, musste ein Verfahren

zur Extraktion der metallischen Produkte aus oben hergestellter Losung gefunden werden.

Da das vorrangige Ziel dieser Arbeit die Entwicklung eines Extraktionsverfahrens der fir nach-
folgende Zellversuche interessanten Partikel im GroéBenbereich von unter 1 um ist, sollte eine
Verinderung der urspringlich in der Ausgangslésung vorgefundenen GréBenverteilung der Par-

tikel ausgeschlossen werden kénnen.

Im Folgenden sollen zwei Aufbereitungsverfahren vorgestellt werden, die hinsichtlich des dabei
auftretenden Verlusts an metallischen Abriebprodukten sowie der GroB3enverteilung der Partikel

in der Ausgangslésung und in der aufbereiteten Probe untersucht wurden.

4.21.1 Zentrifugation

Die Zentrifugation bietet die Moglichkeit, bedingt durch die héhere Feststoffdichte der Partikel
im Vergleich zum Losungsmittel die Sedimentation zu beschleunigen. In Vorversuchen hatte sich
die alleinige Sedimentation der Partikel ohne Zentrifugation zur Isolierung der Partikel als unzu-
reichend erwiesen [Wittmann 2006]. Im folgenden Versuchsaufbau wurden je 2 ml der Partikel-
stamml6sung (1 mg/ml) von Reintitan und zwei Titanoxydpartikelldsungen mit unterschiedlicher
Partikelgrolenverteilung (mittlerer Durchmesser: 0,5 um bzw. 1,8 pm) mittels einer Pasteurpipet-
te aus Glas in ein Eppendorfgefil3 pipettiert. Die Zentrifugation erfolgte fiir 20 min. bei 13.000
U/min., das entspricht ca. 16060 x g. Der Uberstand (1,5 ml) wurde in ein Glasgefif3 tiberfiihrt
und anschlieBend mittels AAS (siche 4.4.1) auf seinen Titangehalt hin analysiert. Das Eppen-
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dorfgefill mit dem Riickstand (0,5 ml) wurde anschlieBend mit 1,5 ml Aqua dest. aufgefiillt und
abermals zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt fiinf Mal wiederholt. Zuletzt wurde
das Eppendorfgefil3 mit dem Vortex kriftig geschtttelt und anschlieBend fir 10 min. im Ultra-
schallbad behandelt. Um die Partikelriickstinde moglichst ganzlich in Losung zu bringen, wurden
die letzten beiden Schritte dreimal wiederholt. Die so gewonnene Loésung wurde anschlielend in

ein Glasgefil3 pipettiert und ebenfalls analysiert.

4.2.1.2 Filtration und Resuspension des Filterriickstands

Im folgenden Versuch wurde eine Partikel-Stammlosung mit einer Konzentration von 1 mg/ml
eingesetzt, um den Partikelverlust, der durch die Filtration und die anschlieBende Re-Suspension
des Filterriickstands auftritt, quantifizieren zu kénnen. Um dartber hinaus den Einfluss der Par-
tikelgro3e sowie der Titanlegierung (Titanoxyd oder Reintitan) auf den Partikelverlust studieren
zu kénnen, kamen Loésungen mit Titanoxydpulver mit einem mittleren Durchmesser von 0,5 pm

bzw. von 1,8 um sowie eine Lésung mit Reintitanpulver zum Einsatz.

Zur Herstellung der Stammlosungen wurden je 100 mg der drei o.g. Pulver in je einen 100-ml-

Erlenmeyerkolben aus Glas mit Hilfe einer Labor-Feinwaage (Scaltec® SBC 32) abgewogen. Der
Erlenmeyerkolben wurde nun mit Aqua dest. bis zur 100-ml-Marke aufgefillt und anschlieBend
fir 10 min. im Ultraschallbad behandelt, um die Agglomeration der einzelnen Metallpartikel in

der Losung herabzusetzen.

Filtration der Partikellosung und anschlieBende Re-Suspension des Filterriickstands. Die
Filtration der Partikelldsungen erfolgte mit einem Polycarbonatfilter mit einer Porengréfie von
0,1 um (Nuclepore®, Fa. Millipore, Billerica, Massachusetts, USA), der in einen Glas-Filterhalter
eingesetzt wurde. Mit einer Pasteurpipette wurden nun 2 ml der zuvor 10 min. im Ultraschallbad
behandelten Partikel-Stamml6sung auf den montierten Filter pipettiert. Als Leerwert diente an-
statt der Partikel-Stammlésung partikelfreies Aqua dest., mit dem ansonsten genauso verfahren
wurde wie mit den Partikellosungen. Das Filtrat wurde in einem Glasgefd3 mit aufschraubbarem
Deckel aufgefangen und ebenfalls auf seinen Titangehalt sowie auf die GréBenverteilung der

darin enthaltenen Partikel hin untersucht.

Der Glasfilterhalter wurde anschlieBend demontiert und der Filter wurde vorsichtig mit einer

Pinzette in ein 15-ml-Schraubglas tiberfithrt. Dieses wurde mit 2 ml Aqua dest. aufgefiillt und 10
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min. im Ultraschallbad behandelt, so dass der metallische Rickstand auf dem Filter in Losung

gehen konnte.

Am Ende der Behandlung im Ultraschallbad wurde der Filter langsam aus dem Schraubglas her-
ausgezogen und bis zur weiteren Untersuchung in einem leeren 15-ml-Schraubglas aufbewahrt.
Die Proben der Partikel-Stamml6sungen, der Filtrate sowie die Losungen mit dem riickgewonne-
nen Filterriickstand wurden mit Atomabsorptionsspektrometrie auf ihren Titangehalt hin unter-

sucht sowie einer Bestimmung der Partikelkonzentration unterzogen.

4.2.2 Proben-Aufbereitung
4.2.2.1 Auflésen des Knochenzements

In Vorversuchen hat sich das Losungsmittel DMSO als geeignet erwiesen, den PMMA-Anteil des
Knochenzements suffizient aufzulosen [Wittmann 2006]. Hierzu wurden Abriebprodukte ver-
schiedener Hiuftendoprothesen-Stiele bzw. Knochenzement-Arten mit Hilfe einer Labor-
Feinwaage (Scaltec® SBC 32) in ein 15 ml-Schraubglas-Gefial3 abgewogen (siche Tabelle 1). Da
die zu erwartende Menge an metallischem Abrieb im Gesamtabrieb einiger getesteter Hiftendop-
rothesenstiele fiir anschlieBende Zellversuche nicht ausgereicht hitte, wurden teilweise die Ab-
riebprodukte mehrerer getesteter Huftendoprothesenstiele gleicher Legierung (TiAlV bzw.
CoCrMo) bzw. gleicher Oberflichentopographie (glatt (R,=7 um) bzw. rau (R,=20 um)) zusam-
mengefasst. AnschlieBend wurden in das Gefal3 jeweils 15 ml DMSO pipettiert und diese Losung
kriftig geschittelt, um eine homogene Suspension zu erreichen. Die Lésungen wurden fiir ca. 15
min. im Ultraschallbad behandelt und anschlieBend tiber Nacht stehen gelassen, damit der

PMMA-Anteil des Knochenzements ausreichend Zeit hatte, sich aufzuldsen.

4.2.2.2 Filtration

Zur Filtration der Proben diente ein Filterhalter-System aus Glas der Fa. Millipore (Billerica,
Massachusetts, USA), auf das ein Polycarbonat-Filter mit einer Porengréfie von 0,1 um (Nucle-
pore®, Fa. Millipore) montiert wurde. Das Filtersystem steckte mit dem Gummipfropf an seinem
unteren Ende in einem Erlenmeyer-Kolben, der einen Anschluss fir den Schlauch einer Vaku-
um-Pumpe besitzt (ebenfalls Fa. Millipore, siche Abbildung 2) Nach einer etwa 15minitigen
Behandlung der Proben im Ultraschall-Bad wurden diese mit einer Pasteurpipette in das Filtersys-
tem pipettiert. Mit Hilfe einer Vakuumpumpe (MINI-VAC E1, Axon Lab AG, Schweiz) wurde

an das System ein Vakuum angelegt, das wihrend der gesamten Filtrationsdauer bestand. Hierzu
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Abbildung 2: Isolierung der metallischen Abriebprodukte aus dem nativen Gesamt-Abrieb. Der im Partikelpriifstand entstandene
Abrieb (a) wurde in 15 ml DMSO aunfgelost und im Ultraschallbad bebandelt (b). Diese Liosung wurde in das Filtersystem einge-
bracht (c) und unter Anlegen eines Vakunums filtriert (d). Das Filtrat (€) enthalt iiberwiegend den in DMSO aufgelisten PMN.A-
Abnteil des Knochengements. Der metallische Teil des Abriebs verbleibt als Riickstand auf dem Filter (£), der dann anschliefend im
Ultraschallbad in PBS resuspendiert wurde.

hatte es sich als notwendig erwiesen, den Ubergang zwischen Filterhalter und Erlenmeyer-

Kolben zusatzlich mit Laborfilm abzudichten.

4.2.2.3 Inverse Spiilung des Filterriickstands

Der metallische Filterriickstand musste nun wieder vom Filter in eine fiir Zellkulturen vertrigli-
che Losung gebracht werden. Anfinglich wurde versucht, durch Umdrehen der Filteranordnung
den Filterriickstand vom Filter zu spiilen. In einer ersten Versuchsanordnung wurde eine Suspen-
sion aus kommerziell hergestelltem Reintitanpulver filtriert und anschlieBend die Filteranordnung

umgedreht. Eine Spilung mit Aqua dest. zeigte jedoch keine suffiziente Wirkung, den Filterriick-
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stand vom Filter zu 16sen (Daten nicht gezeigt). Zudem wiren hierzu grole Mengen an Spulflis-
sigkeit notwendig gewesen, so dass neben einer hohen Partikelverlustrate auch eine extrem nied-
rige Partikelkonzentration in der Endlésung resultierten. Eine sinnvolle Durchfithrung von zell-

biologischen Untersuchungen mittels dieser Partikellosung wire dann unméglich geworden.

Aus diesen Griinden musste ein Verfahren gefunden werden, bei dem der Filterriickstand mog-
lichst vollstindig und in einer méglichst kleinen Menge Flissigkeit in Losung gehen konnte. Nur
wenn diese beiden Vorgaben erfiillt werden kénnen, ist die Partikelkonzentration in der Endl6-
sung hoch genug, um fir anschlieBende Zellversuche eingesetzt werden zu kénnen. Diese Vor-
gaben konnten mithilfe der Resuspension des Filterriickstands unter Anwendung von Ultraschal-

lenergie realisiert werden.

4.2.2.4 Resuspension des Filterriickstands im Ultraschallbad

Nach der Filtration wurde der Glas-Filterhalter demontiert und der Polycarbonat-Filter mit dem
metallischen Abrieb als Ruckstand vorsichtig mit einer Pinzette abgenommen und tber Nacht
getrocknet. AnschlieBend wurde der Filter in ein 15 ml-Schraubglasgefil3 gegeben und es wurden
5 ml PBS hinzu pipettiert. Von einer direkten Suspension des Filterriickstands in Zellkulturmedi-
um wurde aus Grinden der zeitlich nur sehr begrenzten Haltbarkeit dieser Losung Abstand

genommen.

AnschlieBend wurde das Glasgefdl am Schraubdeckel zusitzlich mit Laborfilm abgedichtet und
in ein Ultraschallbad gegeben. Nach einer etwa 10miniitigen Ultraschallbehandlung konnte der
Filterriickstand wieder in Lésung gehen. Von diesen 5 ml Partikellosung wurde ein Aliquot von
500 pl abpipettiert, anhand dessen die Konzentrationsbestimmung des jeweiligen Elements (Co-
balt oder Titan) in der Losung mittels AAS mit Probenaufschluss (siche Kapitel 4.4.1) erfolgte.
Die restlichen 4,5 ml der Partikellésung wurden mit einer Pasteurpipette aus Glas in ein 5-ml-
Schraubglasgefil3 pipettiert. Die so gewonnenen Partikelldsungen wurden anschlieSend sterilisiert
(siehe 4.3) und bis zur weiteren Verwendung im Kiihlschrank gelagert. Das Volumen wurde vor
der Sterilisation mit einem wasserfesten Stift am Glasgefi3 markiert. Der wihrend des Sterilisati-
onsvorgangs durch Verdampfen entstandene Volumenverlust in der Partikellésung wurde mit

sterilem PBS wieder auf 4,5 ml aufgefillt.
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4.3 Herstellen der Stammldsungen und Sterilisation der Partikel

Fir die anschlieBenden Zellversuche wurden Stamml6ésungen der jeweiligen Partikelart herge-
stellt, welche anschlieBend sterilisiert wurden und bei Bedarf in einer Verdinnungsreihe mit
DMEM fiir Zellversuche zum Einsatz kamen. Zur Herstellung der Stammlésungen wurden je 50
mg von Reintitan (cpTi; Kérnung: 3 um, Fa. Chemetall), zwei Titanoxyd-Pulver unterschiedlicher
Kornung (TiO,; Kornung: 0,5 um bzw. 1,8 um, Fa. Sachtleben, Duisburg) sowie reinem polykris-
tallinem ZrO, (Fa. Heraeus Kulzer, Wertheim) mit Hilfe einer Labor-Feinwaage (Scaltec® SBC
32) in ein 15 ml-Schraubglasgefial aus Glas abgewogen. Von den nativen generierten Abriebpro-
dukten wurden je 5 mg in ein 5 ml-Schraubglasgefil3 abgewogen. Die Partikel wurden anschlie-
Bend einer Gamma-Sterilisation (Dosis 25 kGy; Fa. Isotron, Allershausen) unterzogen, da sich
bei einer Dampfsterilisation eine betrichtliche Agglomeration des Knochenzement-Abriebs bei
den nativen Grenzflichenprodukten beobachten lie3. Unter nunmehr sterilen Bedingungen wur-
den zu den kommerziellen Partikeln je 5 ml und zu den nativen generierten Partikeln je 2,5 ml
PBS pipettiert, sodass sich fur die kommerziellen Partikel eine Stammlésung von 10 mg/ml und
fur die nativen generierten Partikel eine Stammlésung mit einer Konzentration von 2 mg/ml

ergab.

4.4 Quantitative und qualitative Analyse der Abriebprodukte

4.4.1  Atomabsorptionsspektrometrie

Messung mit Probenaufschluss. Die Atomabsorptionsspektrometrie erlaubt die Konzentrati-
onsbestimmung von chemischen Elementen bis in den Spurenbereich. Beim vorher durchgefiihr-
ten Probenaufschluss gehen die in Feststoffform als Partikel vorliegenden Metalllegierungen
komplett in Loésung. So werden Sedimentationseffekte, die storende Auswirkungen auf die Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse hitten, ausgeschaltet. Je nach Probenzusammensetzung und den
zu analysierenden Elementen werden verschiedene Aufschlisse verwendet. Hier kam ein Druck-
aufschluss zur Anwendung, bei dem die Probe in einer Druckaufschlussbombe mit Ammonium-
fluorid und Salpetersdure unter Druck erhitzt wurde. Durch dieses Probenaufschlussverfahren
werden durch Kochen der Probe in Salpetersiure die in der Probe enthaltenen Metallverbindun-
gen in 16sliche Salze tberfihrt und stérende Matrixverbindungen zerstért. Durch das enthaltene
Ammoniumfluorid werden Silikate zerstort, die im Silikat enthaltenen Kationen gehen hierbei in

Losung.

Zunichst wurde in die Aufschlussbomben aus Teflon je 1 g Ammoniumfluorid abgewogen. Der

Inhalt der Proben, deren Titangehalt es zu bestimmen galt, wurden hinzugefigt und die Gefial3e
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je dreimal mit 1 ml einer 65%igen Salpetersidure ausgespilt und ebenfalls in die Aufschlussbombe
tberfiihrt. Mit zwei abschlieBenden Spiilschritten wurden die Aufschlussbomben mit je 1 ml der
65%igen Salpetersiure gespult, um eventuelle Anhaftungen an der Teflonwand zu vermeiden.
Der Probenaufschluss erfolgte mit einem Mikrowellenaufschlussgerit bei einer Temperatur von
ca. 140 bis 160°C tber eine Dauer von 60 min. Die aufgeschlossenen Proben wurden in 50-ml-
Kolben tberftihrt. Nach mehrmaligem Nachspiilen der Aufschlussbombe mit Aqua dest. wurde
der 50-ml-Kolben bis zur Eichmarke mit Aqua dest. aufgefiillt.

Messung ohne Probenaufschluss. Fir die Bestimmung des Metallgehalts der nativen Abrieb-
pulver wurde die Messung am Atomabsorptions-Spektrometer ohne Probenaufschluss durchge-
fihrt. Hierzu wurde an einer Feinwaage das jeweilige Abriebpulver in einen 10 ml-Glaskolben
abgewogen. Die Pulvermenge errechnete sich durch Differenzbildung der zuvor bestimmten
Taragewichte der Glaskolben und der anschlieBend gemessenen Bruttogewichte. Zu den Glas-
kolben wurde 1 ml einer 37%igen Salzsdure pipettiert und 3g Glycerin abgewogen. AnschlieBend
wurden die Glaskolben mit Aqua dest. bis zur Eichmarke aufgefillt und fir 15 bis 30 min. im
Ultraschallbad behandelt. Das Glycerin diente dazu, durch die erhohte Viskositit der Losung
Sedimentationseffekte der Partikel zu minimieren und so falsch niedrige Messergebnisse zu ver-

hindern.

Standardlésung, Blanklésung und Modifier. Bei jeder Bestimmung eines Elements dienten
cine Blankl6sung als Leerwert und eine Standardldsung bekannter Titan- bzw. Cobalt-
Konzentration zur Erstellung einer Fichgeraden. Anhand dieser Eichgeraden wurde die Kon-
zentration der Proben durch Extrapolation bestimmt. Bei der Konzentrationsbestimmung von
Cobalt (Co) war zusitzlich die Verwendung eines Modifiers notwendig. Der Modifier erlaubt eine
hohere Veraschungstemperatur des Elements und fiithrt so zu einem besseren Signal-Rausch-
Verhiltnis und zur Signalverstirkung. Als Modifier diente eine Losung, die zu gleichen Teilen aus

Palladium-(IT)-chlorid (2g/1) und Hydroxylammoniumchlorid (100 g/1) bestand.

4.4.2  Ultrafine Particle Analyser

Der Ultrafine Particle Analyser (UPA 150, Microtrac Inc., Montgomeryville, PA, USA) erlaubt
die Darstellung der GroBlenverteilung von Partikeln im GréBenbereich von 5 nm bis ca. 6 um.
Dem Messprinzip liegt die Brown'sche Bewegung von in Suspension befindlichen Partikeln zu-
grunde. Der Betrag der Geschwindigkeit dieser Molekularbewegung ist direkt proportional zur
Temperatur und indirekt proportional zur dynamischen Viskositit der Suspensionslosung. Die

GroBlenbestimmung der Partikel erfolgt durch Berechnung aus der detektierten Frequenz, die

18



Material und Methoden

sich durch Interferenz der Wellenlinge des ausgestrahlten Lichts einer Lichtquelle und der Wel-

lenlinge des vom Partikel reflektierten Streulichts ergibt.

Die Einzelmessung erfolgte wihrend der Dauer von 180 s. Die dargestellten Messwerte ergaben

sich aus dem arithmetischen Mittelwert von drei Einzelmessungen.

4.4.3 Cell-Counter

Zur Quantifizierung des Partikelverlusts, der durch die Probenaufbereitung entsteht, wurde die
Partikelanzahl der Proben mit dem Cell-Counter Casy” 1 (Fa. Schirfe, Reutlingen) bestimmt. Die
Messung beruht auf einer Widerstandserhohung, die die Partikel beim Durchtritt durch eine
Kapillare verursachen. Zur Messung werden die Partikel in einer schwachen Elektrolytlosung
suspendiert und mit konstanter Geschwindigkeit durch eine Kapillare gesaugt. Voraussetzung fir
dieses Messverfahren ist, dass die Partikel die Kapillare einzeln passieren. Die Partikel verdringen
beim Durchtritt durch die Kapillare eine ihrem Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlo-
sung. Dies fithrt zu einer Erhéhung des Widerstands zwischen zwei Platin-Elektroden, die an der
Kapillarstrecke angebracht sind, was als Mal3 fiir das Volumen der Partikel dient. Aus den einzel-

nen Signalen wird dann das Integral durch Pulsflichenanalyse berechnet.

4.5 Zellbiologische Untersuchungen

451  Verwendete Zelllinien und Behandlung der Zellkulturen

Fir die Zellversuche wurden Osteosarkomzellen der Zelllinie SAOS-2 sowie eigens aus Patien-
tenspongiosa angezichtete primidre humane Knochenzellen (Osteoblasten) eingesetzt.
Die Osteosarkomzellen dienten zur Durchfithrung von orientierenden Vorversuchen. Die
Hauptversuche wurden mit den primiren humanen Knochenzellen durchgeftihrt, um ein mog-

lichst realitdtsnahes in-vitro-Modell der partikelinduzierten Osteolyse zu schaffen.

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen der Fa. Falcon mit einer Wachstumsoberfliche von 75
cm’in ca. 10 ml DMEM mit 10% FCS + 1% Glutamin, welches regelmiBig alle drei bis vier Tage
gewechselt wurde, kultiviert. Simtliche Arbeitsschritte, die sterile Umgebungsbedingungen erfor-
dern, wurden unter der Laminar Flow (Herasafe®, Fa. Heraeus, Hanau) durchgefiihrt. Die Inku-
bation erfolgte im Brutschrank (Heracell®, Fa. Heraeus, Hanau) bei 37°C und 5% CO,-Gehalt bei
hoher Luftfeuchtigkeit.
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Zur Durchfiihrung der Zellversuche wurden die Zellen in der jeweils angegebenen Dichte in 96-
well-Mikrotiterplatten ausgesit. Hierzu wurde das Medium aus der Zellkulturflasche abpipettiert
und verworfen. Nach einem Waschschritt mit ca. 2 ml PBS wurden 2 ml Trypsin-EDTA hinzu
pipettiert und die Zellen 2 min. bei 37°C und 5% CO,-Gehalt inkubiert. AnschlieBend wurden 2
ml DMEM hinzu pipettiert, um das Trypsin-EDTA zu inaktivieren. Durch kriftiges Klopfen der
Zellkulturflasche wurden noch an der Oberfliche haftende Zellen in Suspension gebracht. Die so
gewonnene Zellsuspension wurde anschlieSend in ein Falcon Bluecap tberfihrt. Wenige ul der
Zellsuspension wurden dazu verwendet, mithilfe einer Neubauer-Zihlkammer die Zelldichte der
Suspension zu bestimmen. Die Zellsuspension wurde fur 10 min. bei 250*g zentrifugiert (Centri-
fuge 5804 R, Fa. Eppendorf) und der Uberstand abpipettiert. Das Zellsediment wurde nun so mit
DMEM resuspendiert, dass die gewtnschte Zelldichte erreicht wurde. Von dieser Suspension
wurden nun je 100 pl in jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert, wobei durch stindiges
Schiitteln des Falcon-Gefilles ein Sedimentieren der Zellen verhindert wurde. Nach 24 h Inkuba-
tion bei 37°C und 5% CO,-Gehalt wurde das Medium verworfen und durch das partikelhaltige

Medium ersetzt.

4.5.1.1 Osteosarkomzellen (SAOS-2)

Zur Durchfiihrung von orientierenden Vorversuchen dienten Osteoblasten der Zelllinie SAOS-2.
Diese Zelllinie wurde 1973 aus dem primiren Osteosarkom eines 11jdhrigen Patienten etabliert
[Fogh et al. 1977b; Fogh et al. 1977a]. Die Versuche mit SAOS-2-Zellen wurden allesamt als
Vorversuche fir spitere Versuche mit humanen Osteoblasten durchgeftihrt. Durch die kurze
Verdopplungszeit von ca. 43 h eignen sich Osteosarkomzellen im Gegensatz zu Osteoblasten zur
Anzucht grofler Zellmengen und zur Durchfithrung von vielen Versuchsansitzen innerhalb kur-
zer Zeit. Dennoch besitzen sie eine groBe Ahnlichkeit zu Osteoblasten und sind daher zur Be-

trachtung der Ablaufe der am Knochenmetabolismus beteiligten Zellen geeignet.

Die Zellen wurden iiber die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

(DSMZ) in Braunschweig bezogen und unter den unter 4.5.1 genannten Bedingungen kultiviert.
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Tabelle 2: Patientendaten der Knochenspender zur Anzucht der primdren Knochenzellen

Nr. | Geschlecht Alter | Diagnose oP

1 weiblich 53 ].  Dysplasiecoxarthrose re. H-TEP re.
2 mannlich 59 J.  Coxarthrose re. H-TEP re.
3 miannlich 45]. | Coxarthrose bei Coxa vara epiphys. li. > re. H-TEP li.

4.5.1.2 Primire humane Knochenzellen (Osteoblasten)

Anziichtung der Zellen. Die Anziichtung der humanen primiren Knochenzellen erfolgte aus
der Kultur von Knochenstiicken, die im Rahmen eines alloplastischen Hiuiftgelenksersatzes dem
Patienten aus dem Schenkelhals entnommen worden waren. Geschlecht, Alter sowie die jeweilige
Diagnose und die darauf beruhende operative Therapie der Patienten sind Tabelle 2 zu entneh-

men.

Im Operationssaal wurden etwa 1-3 kleine Stiicke (GroBe ca. 0,5 bis 2 cm) des im Rahmen der
Operation entnommenen Knochens unter streng sterilen Kautelen in ein 50-ml Falcon Bluecap-
Gefil3 Uberfithrt, dem zuvor ca. 5-10 ml, auf 37°C angewirmtes DMEM zugefiigt wurden. Die
weitere Verarbeitung des Knochens erfolgte unter ebenfalls sterilen Bedingungen unter der La-
minar Flow (Herasafe®, Fa. Heraeus). Zunichst wurde das Nihrmedium abgezogen und verwor-
fen. Es folgten zwei Waschschritte mit ca. 10 ml PBS, wobei durch kriftiges Schiitteln des Fal-
con-Gefilles der Knochen von groben Blut- und Fettanhaftungen gereinigt wurde. AnschlieBend
wurden die Knochenstiicke mit einer Luer-Klemme entnommen und mit einem Einmal-Skalpell
in ca. 1-2 mm grof3e Stiicke zerteilt. Diese wurden dann in ein frisches Falcon Bluecap tberfihrt
und drei Waschschritten mit PBS unterzogen, so dass das PBS anschlielend klar war. Um einer
eventuell auftretenden bakteriellen Kontamination vorzubeugen, wurden die Knochenstiickchen
nun mit PBS, das 3% Penicillin/Streptomycin enthilt, bedeckt und 5 min. inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt mit PBS. Die Knochenstiickchen wurden anschlieSend mit Trypsin-EDTA bedeckt
und 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteaselosung Trypsin-EDTA wischt die Au-
Benseite der Knochenstiickchen sauber und 16st dort anhaftende Fibroblasten ab. Es folgten zwei
Waschschritte mit PBS sowie ein letzter Waschschritt mit DMEM. Das verwendete DMEM
inaktiviert eventuell noch vorhandenes Trypsin-EDTA. Die Knochenstiickchen wurden dann
gleichmiBig auf die wells einer 6-well-Platte mit ca. 4 ml DMEM pro well verteilt. Die Inkubation
erfolgte im Brutschrank (Heracell®, Fa. Heraeus) bei 37°C und 5% CO,-Gehalt bei hoher Luft-

tfeuchtigkeit.

Nach ca. 72 h wurden die Knochenstuckchen mit einer sterilen Pinzette in eine frische 6-well-

Platte mit ca. 4 ml DMEM pro well umgesetzt. Hierdurch wird gewihrleistet, dass noch vorhan-
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dene, aber unerwtnschte periphere Blutzellen mit der alten 6-well-Platte verworfen werden. Nach
weiteren 72 h wurden die Knochenstlickchen ein zweites Mal umgesetzt. Ab diesem Zeitpunkt
erfolgte die Kultur ausschlieBlich in Ca*'-freiem Medium, welches regelmiBig alle 3-4 Tage ge-
wechselt wurde. Dadurch werden die im Knochen vorhandenen und fir die Zellkultur uner-
winschten Fibroblasten im Wachstum weitgehend unterdriickt. Das Zellwachstum wurde regel-

miBig lichtmikroskopisch tuberpriift.

Kryokonservierung der Zellen. Die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung in flissigem
Stickstoff konserviert und sind so nahezu unbegrenzt haltbar. Die Methode erlaubt des Weiteren,
einen Pool von Zellen mehrerer Patienten und gleicher Passagezahl zu bilden, um den Einfluss
individueller Zellmerkmale auf die Tests weitgehend zu umgehen und so die Reproduzierbarkeit

der Daten zu gewihrleisten.

Die adhirent wachsenden Zellen wurden bei subkonfluentem Wachstum (ca. 80% Konfluenz)
von der Wachstumsoberfliche abtrypsiniert. Hierzu wurde zunichst das Medium in den wells
abpipettiert und verworfen. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden nun 0,5 ml Trypsin-
EDTA pro well hinzugefligt und fiir 4 min. im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO,-Gehalt inku-
biert. AnschlieBend wurden zu jedem well ebenfalls 0,5 ml DMEM pipettiert, um das vorgelegte
Trypsin-EDTA zu inaktivieren. Lose am Boden der wells anhaftende Zellen wurden durch vor-
sichtiges Kratzen mit der Pipette abgelost. Die Zellsuspension wurde anschlieend in ein Falcon
Bluecap iberfithrt. Wenige ul der Zellsuspension wurden dazu verwendet, eine Neubauer-
Ziahlkammer zu beschicken. Gemil3 den Herstellerbeschreibungen ergibt der Mittelwert aus vier
ausgezihlten Quadraten multipliziert mit 10* die Zellanzahl pro ml Medium. Multipliziert man
diesen Wert mit dem Volumen der Zellsuspension im ml, so erhilt man die absolute Zellzahl.
Die Zellsuspension wurde fiir 10 min. bei 250*g zentrifugiert (Centrifuge 5804 R, Fa. Eppendorf)
und der Uberstand abpipettiert. Das Falcon-Gefi3 mit dem Zellsediment sowie das Einfrierme-
dium mit 10% DMSO (Fa. Gibco) wurden nun auf Eis gestellt. Die Zellen wurden in dem kalten
Einfriermedium mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen pro ml resuspendiert und auf die Einfrier-
r6hrchen verteilt. Um einen mdoglichst langsamen Einfriervorgang von ca. 1°C pro min. zu ge-
wihrtleisten, wurden die Einfrierréhrchen unmittelbar anschlieSend in eine mit 1-Propanol befill-
te Einfrierbox gestellt, welche dann in die Tiefkihltruhe (-80°C) gegeben wurde. Nach ca. 24 h
konnten die Zellen unter den tiblichen SicherheitsmaB3nahmen (Tragen von Schutzhandschuhen
und Schutzbrille) in den fliissigen Stickstoff gestellt werden, wo sie bis zur weiteren Verwendung

gelagert wurden.
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4.5.2 Immunhistochemie

Vorbereitung der Objekttriger. Um die in den Tests verwendeten primiren humanen Kno-
chenzellen ausreichend mit immunhistochemischen Methoden charakterisieren zu konnen, mus-
sen diese vorher auf Objekttrigern angeziichtet werden. Hierzu wurden Chamber Slides (Fa.
Falcon, USA) verwendet. Dies sind Objekttriger aus Glas, denen je vier Kammern aufgesetzt
sind. Pro Patient wurden vier solcher Objekttriger mit Zellen beschickt. In die Kammern wurde
je 1 ml einer DMEM-Zellsuspension mit 10.000 Zellen/ml pipettiert. Die Chamber Slides wut-
den nun bei 37°C und 5% CO,-Gehalt in der Luft inkubiert und regelmiBig lichtmikroskopisch
auf Zellwachstum uberpriift. Bei subkonfluentem Wachstum (ca. 80% Konfluenz) wurde das
Medium abgezogen und der Objekttriger zweimal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden mit
einer Vorrichtung die aufgesetzten Kammern von den Objekttrigern getrennt und ca. 3 h bei
Raumluft getrocknet. Die Objekttriger wurden in Alufolie eingewickelt und bis zur Farbung bei -

20°C gelagert.

Die aus humaner Knochenspongiosa geziichtete Zellrethe wurde mit immunhistochemischen
Methoden hinsichtlich fiir primare Knochenzellen typischer Merkmale charakterisiert. Die im-
munhistochemische Darstellung von alkalischer Phosphatase (AP) und Kollagen Typ I erfolgte
wie in Tabelle 3 ersichtlich. Alkalische Phosphatase und Kollagen Typ I sind typische Marker
primirer Knochenzellen und erlauben eine ausreichende Charakterisierung dieser Zellreihe [Ro-

dan et al. 1989; Rodan et al. 1987; Zreiqat et al. 1996].
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Tabelle 3: 1V orgehensweise der Fixierung und immunbistochemischen Farbung der Objekttrager, anf denen uvor die verwendeten pri-
maren Knochenzellen gezdichtet wurden. Zur Charakterisierung der Zell-Linie wurde alkalische Phosphatase und Kollagen 1 herangego-
gen. Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Schritte bei Ranmtemperatur durchgefiibrt.

Schritt  Substrat / Reaienz Dauer

1 PBS 5 min.

2 PFA 4% 20 min.

3 PBS 5 min.

4 lufttrocknen

5 Tris-Puffer 10 min.

6 BCIP 15-20 min.; mikroskopische Kontrolle
7 Tris-Puffer 10 min.

8 PBS 10 min.

9 Pepsin 0,4% in 10 mM HCl 40 min. bei 37°C
10 PBS 2 x 5 min.

11 FCS 5% in PBS 30 min.

12 Kollagen I Antikorper tiber Nacht

13 Brij 0,01% in PBS 2 x 10 min.

14 biotinylierter Briickenantikorper 1:200 30 min.

15 PBS 2 x 5 min.

16 Avidin/Biotin-Komplex (Vectastain®) 30 min.

17 Brij 0,01% in PBS 2 x 10 min.

18 PBS 5 min.

19 AEC Substrat mikroskopische Kontrolle
20 PBS 5 min.

21 flieBend Leitungswasser

22 Haemalaun 1 min.

23 flieBend Leitungswasser

24 eindecken mit Kaiser Glyceringelatine

4.5.3  Einfluss von Abriebpartikeln auf humane Knochenzellen

Um die Auswirkungen von Abriebpartikeln auf humane Knochenzellen zu untersuchen, wurden
diese mit den im Priifstand generierten sowie den daraus extrahierten Metallabriebpartikeln inku-
biert. Da aufgrund von Vorversuchen davon auszugehen war, dass die Ausbeute an metallischem
Abrieb fur Zellversuche extrem gering sein wirde, war eines der Hauptziele, innerhalb eines
einzigen Versuchsansatzes unter Einsatz geringster Mengen an Partikeln sowohl Proliferation als
auch die Apoptoserate bzw. die Nekroserate der Zellpopulation zu bestimmen. Hierzu wurde
nach 72 h Inkubation der Zellen zunichst der Annexin-V Assay wie unter 4.5.4.3 beschrieben
®

durchgefiihrt. AnschlieBend wurde in demselben Versuchsansatz die Nekroserate mit dem Sytox

Assay (siche 4.5.4.4) gemessen. Zuletzt wurde die Proliferationsrate der Zellen mittels Hexosami-
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nidase-Test bestimmt. Der Hexosaminidase-Test bietet gegentiber anderen Proliferations-Assays

den Vorteil einer kurzen Inkubationszeit (90 min.) und eine einfache Handhabung,.

4.5.3.1 Auswirkungen des Losungsmittels DMSO auf die Proliferation von Osteosar-

komzellen (SAOS-2)

In spiteren Zellversuchen sollte auch der aus dem Gesamtabrieb isolierte metallische Anteil der
Grenzflichendestruktionsprodukte zum Einsatz kommen. Zur Auflésung des Knochenzemen-
tanteils wurde ein organisches Losungsmittel (DMSO) verwendet. Zunichst musste von einer
Zelltoxizitit des Losungsmittels ausgegangen werden. Als Teil dieser Arbeit wurde auch das
Proliferationsverhalten von humanen Osteosarkomzellen bei unterschiedlichen Konzentrationen
DMSO (0,01; 0,1; 1; 5 und 10 Vol.-%) und bei unterschiedlich langen Inkubationszeiten (3, 5, 7
und 10 Tage) untersucht. Diese Ergebnisse sollten als Orientierung fiir die Entwicklung einer

Methode zur Isolierung der metallischen Abriebprodukte dienen.

Hierzu wurden jeweils 20.000 Zellen pro well in eine 96-well-Mikrotiterplatte ausgesit. Pro Inku-
bationszeit wurde eine eigene 96-well-Platte angesetzt. Nach 24 Stunden wurde das Medium
verworfen und durch das DMSO-haltige Medium ersetzt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit
DMSO-freiem Medium inkubiert wurden. Jeder Messwert wurde dreifach bestimmt und der
Versuch wurde insgesamt zweimal durchgefithrt. Nach 3, 5, 7 bzw. 10 Tagen Inkubation erfolgte
die Durchfithrung des MTT-Tests (siche 4.5.4.1). Die Ergebnisse sind als arithmetische Mittel-
werte der Einzelmessungen aus zwei Versuchsreihen mit 95%-Konfidenzintervall dargestellt. Die

Proliferation ist als Prozentangabe im Verhiltnis zur Proliferation der Kontrolle angegeben.

4.5.3.2 Einfluss von kommerziellen Titan- und Zirkonpartikeln auf das Proliferations-

verhalten von Osteosarkomzellen (SAOS-2)

Als orientierender Vorversuch wurde die Abhingigkeit der Proliferationsaktivitit von SAOS-2
Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen von kommerziellen Reintitan- bzw. Zirkonoxid
(Z1O,)-Partikeln untersucht. Hierzu wurden SAOS-2 Zellen in einer Dichte von 3000 Zellen pro
well wie unter 4.5.1 beschrieben in eine 96-well-Platte ausgesit. Nach 24 h Inkubation im Brut-
schrank wurde das Medium verworfen und durch das partikelhaltige Medium ersetzt. Fiir diesen
Versuch kam ein Reintitanpulver sowie Zirkonoxidpulver (ZrO2) zum Einsatz (Fa. Chemetall,
Frankfurt). Zur Herstellung der Verdiinnungsreihe wurde zunichst von jeder Partikelart eine
Stamml6sung mit einem Gehalt von 10 mg/ml hergestellt. Hierzu wurden die bereits bei 25,0 bis

35,0 kGy gammasterilisierten (Fa. Isotron Deutschland GmbH, Allershausen) Partikel unter
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sterilen Bedingungen unter der Laminar Flow (Herasafe®, Fa. Heraeus) in 15-ml-Falcongefale
Uberfiihrt. (ca. 15 bis 18 mg). Die genauen Mengen ergaben sich aus der Differenz des Bruttoge-
wichts und des zuvor bestimmten Taragewichts des GefiB3es. Entsprechend der Nettomenge
wurde das Gefil mit PBS aufgefiillt, so dass sich eine Partikelkonzentration von 10 mg/ml

ergab.

AnschlieBend wurde eine Verdunnungsreihe mit den Konzentrationsstufen 1,0 g/1, 0,5 g/1, 0,1
g/1, 0,05 g/1, 0,01 g/1, 0,005 g/1 und 0,001 g/1 durch entsprechende Verdiinnung mit DMEM

hergestellt. Von diesen Losungen wurden je 100 ul in jedes well pipettiert.

Nach 72 h Inkubation erfolgte die Durchfihrung des MTT-Tests (siche 4.5.4.1). Pro Partikelart
und Konzentrationsstufe erfolgte eine dreifache Messwertbestimmung. Als Kontrolle dienten
Zellen, die unter sonst gleichen Bedingungen mit partikelfreiem Medium inkubiert wurden. Der
Versuch wurde insgesamt zweimal durchgefithrt. Die Ergebnisse sind dargestellt als arithmeti-
scher Mittelwert der Einzelmessungen aus zwei Versuchen mit 95%-Konfidenzintervall. Die
Proliferationsrate ist als Verhiltnis der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle in Prozent ange-

geben.

4.5.3.3 Einfluss von generierten Abriebpartikeln aus dem Prothesen-Zement-Interface
sowie kommerziellen Referenzpartikeln auf das Proliferationsverhalten und die

Apoptoserate von humanen Osteoblasten

Um ein moglichst realititsnahes Zell-Modell der aseptischen Huftendoprothesenlockerung zu
schaffen, wurden primire humane Knochenzellen (Osteoblasten) mit den im Partikelpriifstand
generierten Abriebpartikeln inkubiert. Um auBlerdem den Einfluss des metallischen Anteils dieser
Abrtiebpartikel auf den Knochenmetabolismus untersuchen zu kénnen, wurden Osteoblasten mit
isoliertem metallischem Abrieb inkubiert. Als Referenz dienten Osteoblasten, die mit kommerzi-

ell hergestellten Titanpartikeln kultiviert wurden.

4.5.3.3.1 Native generierte Abriebpartikel

Fir diesen Versuch wurden die Osteoblasten mit einer Dichte von 3200 Zellen pro well in einer
96-well-Platte ausgesit (siche 4.5.1). Das entspricht einer Zelldichte von 10.000 Zellen pro cm”.
Nach 24 h Inkubation im Brutschrank wurde das Medium verworfen und durch das partikelhalti-

ge Medium ersetzt.
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Die wie unter 4.3 beschriebenen Partikelstammldsungen wurden im Verhiltnis 1:10 mit DMEM
verdinnt. Von diesen Partikellésungen wurden zu jedem well 200 pl pipettiert. Das entspricht

einer Partikelkonzentration von 200 mg/1.

Nach 72 h Inkubation im Inkubator bei 37 °C und 5% CO,-Gehalt in der Luft bei hoher Luft-
feuchtigkeit erfolgte die Durchfiihrung des Annexin-V-Assays (siche 4.5.4.3). Nach einem
Waschschritt mit TBS wurde die Messung der Nekroserate mit dem Sytox-Assay durchgefiihrt
(siche 4.5.4.4). Zuletzt wurde mit Hilfe des Hexosaminidase-Test (siche 4.5.4.2) die Proliferati-

onsrate der Zellen bestimmt.

Pro Partikelart und Versuch erfolgte eine dreifache Messwertbestimmung. Als Kontrolle dienten
Zellen, die mit partikelfreiem Medium kultiviert wurden. Die Messwerte sind dargestellt als
arithmetischer Mittelwert der Einzelmesswerte aus drei Versuchen mit 95%-Konfidenzintervall.
Die Proliferations-, Apoptose- sowie die Nekroserate sind als Prozentangabe im Verhiltnis zur

Proliferation bzw. Apoptose oder Nekrose der Kontrolle angegeben.

4.5.3.3.2 Isolierter Metallabrieb

Die hierbei verwendeten Osteoblasten wurden in einer Dichte von 3200 Zellen pro well in eine
96-well-Platte ausgesit (entsprechend einer Dichte von 10.000 Zellen pro cm?). Nach 24 h Inku-
bation im Brutschrank (37°C, 5% CO,) wurde das Medium verworfen und durch das partikelhal-
tige Medium ersetzt. Die Stammldsung (siche 4.3) wurde so mit DMEM verdiinnt, dass sich die
Konzentrationsstufen 2,0 mg/1, 0,2 mg/1 und 0,02 mg/1 ergaben. Beim Abrieb des rauen Titan-
Stiels gegen einen Palacos R® Knochenzement mit ZrO, war durch die héhere Menge an metalli-
schem Abrieb auch die hochste Konzentrationsstufe von 20 mg/1 moglich. Pro Konzentrations-

stufe wurden in jedes well 200 ul der Losung pipettiert.

Nach 72 h Inkubation im Brutschrank (37 °C und 5% CO,-Gehalt in der Luft bei hoher Luft-
feuchtigkeit) erfolgte die Durchfithrung des Annexin-V-Assays (siche 4.5.4.3) sowie die Messung
der Nekroserate mit dem Sytox-Assay (siche 4.5.4.4). Zuletzt wurde mit Hilfe des Hexosami-

nidase-Test (siche 4.5.4.2) die Proliferationsrate der Zellen bestimmt.

Pro Partikelart und Versuch erfolgte eine dreifache Messwertbestimmung. Als Kontrolle dienten
Zellen, die mit partikelfreiem Medium kultiviert wurden. Die Messwerte sind dargestellt als

arithmetischer Mittelwert der Einzelmesswerte aus drei Versuchen mit 95%-Konfidenzintervall.
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4.5.3.3.3 Kommerziell hergestellte Referenzpartikel

Als Vergleichsmessungen wurden humane primire Knochenzellen mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von kommerziell hergestellten Reintitan-Partikeln inkubiert. Unter den unter
4.5.3.3.2 genannten Bedingungen wurden in jedes well 200 pl der Partikellosung pipettiert. Von
der Stammlosung (siehe 4.3) wurde mit DMEM eine Verdiinnungsreihe hergestellt mit den Kon-
zentrationen 1 g/1, 0,1 g/1 sowie 0,01 g/l. Nach 72 h Inkubation erfolgte die Messung der
Apoptose und Nekrose mittels Annexin-V Assay bzw. Sytox® Green-Firbung sowie die Messung

der Proliferation mit dem Hexosaminidase-Test.

4.5.4  Proliferations- und Apoptose-Assays

Zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Partikelarten auf das Proliferationsverhalten
sowie die Apoptoserate auf humane primire Knochenzellen kamen unterschiedliche Assays zum
Einsatz. Die metabolische Aktivitit als Zeichen der Proliferation wurde mittels MTT-Test bzw.
Hexosaminidase-Test untersucht. Zur Quantifizierung der Apoptoserate diente eine Farbung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Annexin V. Die Nekroserate der Zellen wurde mittels Sytox-Assay

detektiert.

4.5.41 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein nicht-radioaktiver Test zur Quantifizierung der Proliferationsaktivitit von
Zellen. Dem Test liegt die Spaltung des gelb erscheinenden Tetrazoliumsalzes MTT (Markerrea-
genz) in rot erscheinende Formazankristalle durch metabolisch aktive Zellen zugrunde. Die was-
serunl6slichen Formazankristalle werden durch Zugabe eines Losungsreagenz in Ldsung ge-
bracht. Die Auswertung erfolgt anschlieBend photometrisch. Es kam ein gebrauchsfertiger Zell-

proliferations-Kit der Fa. Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) zur Anwendung.

Da sich bei vorschriftsmiBiger Anwendung des MTT-Tests bei hohen Partikelkonzentrationen
(1,0 mg/ml und 0,5 mg/ml) falsch hohe Extinktionswerte durch Uberlagerung von makrosko-
pisch sichtbarem Partikelsediment ergaben, musste der Test modifiziert werden. Nach 72 h bzw.
96 h Inkubation wurde der Zellkulturiiberstand (100 ul) in Eppendorfgefille pipettiert, wobei
durch mehrmaliges auf- und abpipettieren versucht wurde, méglichst den gesamten Partikelriick-

stand abzuziehen.

AnschlieBend wurde jedem well wieder je 100 upl frisches DMEM sowie 10 ul MTT-
Markerreagenz zugesetzt. Nach 4 h Inkubation im Brutschrank wurden jedem well 100 ul MTT-
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Lésungsreagenz hinzugefiigt und Gber Nacht inkubiert. Die photometrische Auswertung erfolgte

mit einem ELISA-Reader bei einer Wellenlinge von 560 nm.

4.5.4.2 Hexosaminidase-Test

Der Hexosaminidase-Test erlaubt die Messung der Proliferation einer Zellpopulation. Dem Test
liegt die enzymatische Spaltung eines Test-Reagens durch das lysosomale Enzym Hexosaminidase

zugrunde.

Zunichst wurden die wells einem Waschschritt mit PBS unterzogen und anschlieBend jedem well
100 ul Hexosaminidase-Reagenz hinzupipettiert. Nach einer Inkubation von 90 min. Dauer im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Gehalt in der Luft bei hoher Luftfeuchtigkeit wurden zu
jedem Well 100 pl einer 0,2 M NaOH-L6ésung mit 5 mM EDTA (= Stopplésung) pipettiert. Da
sich bei hohen Partikelkonzentrationen falsch hohe Messwerte ergaben, wurden von jedem well
100 ul Uberstand in eine neue 96-well-Platte iiberfiihrt und gemessen. Die photometrische Aus-

wertung erfolgte bei einer Wellenlinge von 405 nm.

4.5.4.3 Annexin-V-Assay

Die Messung der Apoptoserate erfolgte mit Hilfe eines Annexin-V-FLUOS Staining Kit (Fa.
Roche, Mannheim). In der frithen Phase der Apoptose wird in der Zellmembran ein normaler-
weise nach innen gekehrter Phosphatidylserin-Rest nach auflen gekehrt. Annexin V ist ein Pro-
tein, das in Anwesenheit von Ca®" mit hoher Affinitit an Phosphatidylserin bindet. Die Kopplung
von Annexin V mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszein erlaubt dann die fluoreszenzphoto-

metrische Auswertung.

Die wells der Zellkulturplatten wurden zuerst drei Waschschritten mit TBS unterzogen und an-
schlieBend fiir 15 min. mit je 30 pul Annexin-V-Lésung, welche gemil3 Herstellerangaben 1:50 in
Inkubationspuffer verdinnt wurde, inkubiert. Durch erneutes dreimaliges Waschen der wells mit

TBS wurde nicht gebundenes Annexin-V entfernt.

Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenz-Photometer (Victor 3° 1420 Multilabel Counter)

der Fa. Perkin Elmer bei einer Wellenldnge von 485 nm (Anregung) bzw. 535 nm (Emission).
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4.5.4.4 Sytox-Assay

Zur Bestimmung der Nekroserate kam ein fluoreszenzphotometrischer Assay zur Anwendung.
Die Firbung der Zellen erfolgte hierfiir mit dem Farbstoff Sytox® Green (Molecular Probes,
Leiden, Niederlande). Dieser Farbstoff fiarbt die DNA der Zellen an und eignet sich daher zur
Quantifizierung nekrotischer Zellen. Bei nekrotischen Zellen ist im Gegensatz zu vitalen oder
apoptotischen Zellen die Integritit der Zellmembran gestort und erlaubt so das Eindringen des

Farbstoffs in das Zellinnere und somit die Anfirbung der DNA.

Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenz-Photometer (Victor 3* 1420 Multilabel Counter)

der Fa. Perkin Elmer bei einer Wellenldnge von 485 nm (Anregung) bzw. 535 nm (Emmission).

4.5.5 Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Bilder wurden mit einem Lichtmikroskop der Fa. Zeiss (AxioVert 25)
angefertigt, an das eine Kamera (AxioCam MRc, Fa. Zeiss) angeschlossen war. Die elektronische

Bildverarbeitung und —speicherung erfolgte mit der Software AxioVision 3.1 (ebenfalls Fa. Zeiss)

4.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit der Software SPSS 12.0 (Apache
Software Foundation, SPSS Inc., Chicago, I, USA). Die Messwerte sind jeweils als arithmeti-
scher Mittelwert aus den Ergebnissen der Einzelmessungen mit dem 95%-Konfidenzintervall

angegeben.
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Tabelle 4: Perzentilen der Grofienverteilung der kommerziell hergestellten Partikel. Angegeben sind jeweils die 50% nnd die 90%
Perzentile.

Partikelart 50% Perzentile 90% Perzentile
TiO, 0,5 um 0,3546 um 0,5973 um
TiO, 1,8 pm 0,3605 um 0,6849 um
cp Ti 0,0690 um 0,1042 pm

Verteilungsfunktion [Channel %]

Verteilungsfunktion [Channel %]

5 Ertgebnisse

5.1 Qualitative und Quantitative Analysen der Partikel und Abriebprodukte

5.1.1 Groflenverteilung der kommerziellen Referenzpartikel

Die bei den Zellversuchen eingesetzten kommerziell hergestellten Partikel wurden mittels UPA

hinsichtlich ihrer Gréflenverteilung charakterisiert (sieche Abbildung 3). Die Bezeichnung der

TiO, 0,5 pm TiO, 1,8 ym
12 i m T = 100 10 | — 100
—— Verteilungsfunktion —— Verteilungsfunktion
— — - Durchgangsfunktion n — — - Durchgangsfunktion '\ /|
10
1 80 8 I F 80
3
<y T ! <y
8 4 = £ &
Leo & g 4 beo 8
i S s §
| B < [ £
6 i % 2 ! %
| 2 < ! 2
1 g 2 ! g
I F 40 £ 2 44 U F40 2
4 =1 5 g
a 3 a
[ g ',
21 { P20 21 | F 20
p ]
/ : "
0 4 N 0 0 o
0.001 0.01 01 1 10 0.001 0.01 0.1 1 10
PartikelgroRe [um] PartikelgréRe [um]
cpTi
I 1 J=7T1 100
14 4 Verteilungsfunktion /’
— — - Durchgangsfunktion
12 4 F 80
10 1 g
i =
I 6o S
g
81 E
3
i g
6 | Fo g Abbildung 3: Grifenverteilung der kommerziell hergestell-
< . . Lo
N a ten Referenzpartikel. Titanoxyd mit einem vom Hersteller
h | 20 angegebenen  mittleren Durchmesser von 0,5 um (links
21 ' oben), 1,8 um (rechts oben) sowie Reintitanpulver (links
o - . unten). Dargestellt sind jeweils die 1 erteilungsfunktion
0.001 0.01 01 1 10 sowie die Durchgangsfunktion als Integral der V erteilung.

PartikelgroRe [pm]

31



Ergebnisse

beiden Titanoxydpulver (TiO, 0,5 pm bzw. TiO, 1,8 um) bezieht sich auf den jeweils vom Her-
steller angegebenen mittleren Durchmesser der Partikel. Bei unseren eigenen Messungen ergaben
sich jedoch die aus Tabelle 4 ersichtlichen 50%- bzw. 90%-Perzentilen. Hierbei ist auffillig, dass
die GroBlenverteilung der Partikel (siehe Abb. 3) im Vergleich zu den Herstellerangaben eine
deutlich kleinere Partikelgrof3e zeigt. Vor allem beim Reintitanpulver bewegt sich die GroB3enver-

teilung durchaus im Nanopartikelbereich (Bereich < 0,1 um).

5.1.2  Einfluss der Methoden zur Isolierung des Metallabriebs auf ausgewihlte Gré3en

der Partikelzusammensetzung

Um den Einfluss der Isolierung des metallischen Abriebs auf die Partikelzusammensetzung so-
wohl quantitativ als auch qualitativ zu untersuchen, wurden die beiden Methoden ,,Zentrifugati-
on® und ,,Filtration und Resuspension auf den dabei auftretenden Partikelverlust untersucht.
Des Weiteren wurden die Ausgangslosung und die Losung nach Filtration und Resuspension auf

eine eventuelle Verinderung der GréBenverteilung der Partikel untersucht.

5.1.2.1 Partikelverlust bei der Zentrifugation

Es wurden die Ausgangslésung vor der Zentrifugation, die jeweils abpipettierten Uberstinde
sowie die Resuspensionslosung am Ende des Zentrifugationsverfahrens quantitativ auf ihren
Titangehalt hin mittels AAS (4.4.1) tberprift. Die Ausbeute an Partikeln am Ende des Verfah-

rens ist als Quotient von Resuspensions- und Ausgangslosung in Prozent ausgedrickt (siehe

Partikelverlust bei Zentrifugation
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Partikelverlust durch Filtration

Resuspension des Filterriickstands
und Resuspension des Filterriickstands o
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Abbildung 5: Partikelverlust durch Filtration und Resuspension. Die Prozentangaben beziehen sich auf die Partikelansbente der
Endlosung im Vergleich zur Ausgangslosung.

Abbildung 4). Im Gegensatz zur Filtration konnen bei der Zentrifugation keine Glasgefil3e einge-
setzt werden. Die hohen Beschleunigungskrifte bei der Zentrifugation machen die Verwendung
von speziellen Gefillen (Eppendorf-Gefille) aus Kunststoff notwendig, was jedoch fiir die Parti-
kelanhaftung problematisch ist. So verbleibt am Ende der Zentrifugationsschritte ein GroBteil
der Partikel an der Gefillwand haften und sorgt so fur eine ungiinstige Partikelausbeute, zudem
kann es durch den selektiven Verlust von kleinen oder groBen Partikeln zur Anderung der

GroBlenverteilung kommen.

5.1.2.2 Partikelverlust bei der Filtration und Resuspension

Es wurden die Ausgangslésung vor der Filtration sowie die Resuspensionslésung am Ende des
Verfahrens quantitativ auf ihren Titangehalt hin mittels AAS (4.4.1) Uberprift (Abbildung 5
links). AuBerdem erfolgte eine Partikelzihlung der Losungen mittels CASY® (Abbildung 5
rechts). Die Ausbeute an Partikeln am Ende des Verfahrens ist als Quotient der Titankonzentra-
tionen bzw. der Partikelkonzentrationen von Resuspensions- und Ausgangslésung in Prozent
ausgedruckt. Hierbei liegt der Titangehalt der Resuspensionslosung im Vergleich zur Ausgangslo-
sung bei 91,5% fur cpTi und bei 69,8 % fir TiO2. Ebenso betragt die Partikelanzahl in der Re-
suspensionlésung im Vergleich zur Ausgangslésung 81,4% fur cpTi und bei 72,5% fir TiO2. Der
Partikelverlust bei diesem Verfahren muss durch eine nie ganz zu vermeidende Anhaftung der
Partikel zum einen an den GefiBwinden der verwendeten Glasgefil3e und zum anderen am ver-

wendeten Polycarbonatfilter vermutet werden.
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Aufgrund der besseren Partikelausbeute sowie der einfachen Handhabung wurde im Folgenden
zur Isolierung der metallischen Partikel dem Verfahren der Filtration und Resuspension der Vor-

zug gegeben.

5.1.2.3 GroBenverteilung der Partikel nach Filtration und Resuspension

Um eine qualitative Verinderung der Partikelsuspensionen durch das Verfahren der Filtration
und Resuspension weitgehend ausschlieBen zu kénnen, wurde die Gro3enverteilung vor und
nach der Filtration bzw. Resuspension bestimmt. Die GroBlenverteilung der Suspensionen sind
Abbildung 6 zu entnehmen. Als ,,Ausgangslosung® ist die eingesetzte Stammldsung vor dem
Verfahren bezeichnet, jeweils darunter (Mitte) befindet sich das Verteilungsprofil der Partikel
nach dem Verfahren. Ganz unten ist die GroéBenverteilung der Partikel aufgefithrt, welche sich im

Filtrat befanden.

Hierbei zeigt sich eine allenfalls unwesentliche Veranderung der GroBlenverteilung der jeweiligen
Partikellosung vor und nach der Filtration und Resuspension. Die 50%-Perzentile fir die ,,TiO2-
Partikel 0,5 um* liegt vor der Filtration und Resuspension bei 0,36 um (90%-Perzentile 0,61 pum)
und nach dem Verfahren bei 0,33 um (90%-Perzentile 0,54 um). Fur die ,, TiO2-Partikel 1,8 um*
zeigte sich eine GroBenverteilung mit einer 50%-Perzentile von 0,36 um vor der Filtration und
Resuspension (90%-Perzentile 0,68 um) und einer 50%-Perzentile von 0, 24 um (90%-Perzentile
0,45um) nach dem Verfahren. Dem gegentiber findet sich im Filtrat erwartungsgemal eine Gro-
Benverteilung der Partikel bei der Losung ,, TiO2 0,5 um* mit einer 50%-Perzentile von 5,8 nm
(90%-Perzentile 8,3 nm) und bei der Losung ,, TiO2 1,8 um* mit einer 50%-Perzentile von 6,7
nm (90%-Perzentile 8,6 nm). Aufgrund des Verfahrens der Filtration und anschlieBenden Resus-
pension musste davon ausgegangen werden, dass bedingt durch die Filterporengréfie von 0,1 um
sehr kleine Partikel mit dem Filtrat verworfen werden miissten. Jedoch zeigen die oben gezeigten
Ergebnisse, dass sich im Filtrat im Wesentlichen nur Partikel mit einer Gré3e von kleiner als etwa
10 nm befinden. Somit stehen in der Resuspension fir die anschlieBenden Zellversuche Partikel
im zellbiologisch interessanten GroBenbereich von 10 bis 100 nm in ausreichendem Anteilsver-
hiltnis zur Verfigung. Trotz des zu erwartenden Verlusts sehr kleiner Partikel (< 10 nm) durch
das Verfahren der Filtration und anschlieBenden Resuspension kommt es durch das Verfahren
erstaunlicherweise echer zu einer geringen Verschiebung der Gréflenverteilung hin zu kleineren
Partikeldurchmessern. Das bedeutet, dass der Partikelverlust durch die Filtration und Resuspen-
sion gleichermallen im Bereich sehr kleiner Partikelgréflen wie auch groBerer Partikel im ,,Rand-
bereich® der Groflenverteilung auftritt, wodurch es zu keiner nennenswerten Verinderung der

GroBenverteilung der Partikellésung kommt.
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Abbildung 6: Grofenverteilung der Partikellisungen vor und nach Filtration und Resuspension sowie die Grofienverteilung der
Partikel im Filtrat. Filtration mit einem Polycarbonat-Filter mit 0,1 um Porengrife.
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5.2 Zellbiologische Untersuchungen

5.2.1  Zellbiologische Untersuchungen mit Osteosarkomzellen (SAOS-2)

Im Folgenden sind die Ergebnisse der zellbiologischen Untersuchungen an humanen Osteosar-
komzellen (SAOS-2) dargestellt. Diese Versuche wurden allesamt als orientierende Vorversuche
fur spitere Versuche mit humanen Osteoblasten durchgefiihrt. Durch die kurze Verdopplungs-
zeit eignen sich Osteosarkomzellen zur Anzucht grofler Zellmengen und zur Durchfihrung von
vielen Versuchsansitzen innerhalb kurzer Zeit. Dennoch besitzen sie eine groe Ahnlichkeit zu
Osteoblasten und eignen sich daher zur Betrachtung der Abldufe der am Knochenmetabolismus

beteiligten Zellen.

Zunichst galt es in dieser Arbeit, die Auswirkungen des zur Auflésung des organischen Kno-
chenzementanteils verwendeten Losungsmittels DMSO auf SAOS-2-Zellen zu untersuchen. Des
Weiteren wurde der Einfluss von kommerziellen Titan- sowie ZrO,-Partikeln auf SAOS-Zellen
eruiert. Zirkonoxyd (ZrO,) ist ein keramisches Pulver, welches dem Knochenzement als
Rontgenkontrastmittel beigemischt ist, um postoperativ den Zementmantel radiologisch beurtei-

len zu konnen.

5.2.2  Auswirkungen des Losungsmittels DMSO auf das Proliferationsverhalten von

Osteosarkomzellen (SAOS-2)
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In spiteren Zellversuchen sollte auch der aus dem Gesamtabrieb isolierte metallische Anteil der
Grenzflichendestruktionsprodukte zum Einsatz kommen. Zur Auflésung des Knochenzemen-
tanteils wurde ein organisches Losungsmittel (DMSO) verwendet, welches sich in vorhergehen-
den Arbeiten als dafiir geeignet erwiesen hatte [Wittmann 2000]. Zunichst musste von einer
Zelltoxizitit des Losungsmittels ausgegangen werden. Als Teil dieser Arbeit wurde auch das
Proliferationsverhalten von humanen Osteosarkomzellen bei unterschiedlichen Konzentrationen
DMSO untersucht. Diese Ergebnisse sollten als Orientierung fiir die Entwicklung einer Methode

zur Isolierung der metallischen Abriebprodukte dienen.

Untersucht wurde die Proliferationsrate von SAOS-Zellen mithilfe des MTT-Assays nach 3, 5, 7
und 10 Tagen in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von DMSO (siche Abbildung
7) Als Kontrolle dienten SAOS-Zellen, welche mit normalem Zellkulturmedium ohne Zugabe

von DMSO kultiviert wurden.

Wihrend das Losungsmittel DMSO in einer Konzentration unterhalb von 1 Vol.-% keine nen-
nenswerten Auswirkungen auf die Proliferationsrate von SAOS-Zellen hat, so sinkt die
Prolifertaionsrate bei DMSO-Konzentrationen von tiber 1 Vol.-% deutlich. Fir Konzentrationen
von uber 5 Vol.-% DMSO sank die Proliferationsrate auf unter 20%, sodass bei dieser DMSO-
Konzentration von einer deutlichen Zytotoxizitit auszugehen ist. Bei sehr geringen DMSO-
Konzentrationen von unter 0,1 Vol.-% zeigte sich sogar vor allem fiir die frithe Phase nach 3 und
5 Tagen eine gesteigerte Proliferation im Vergleich zur Kontrollpopulation. Bei der Inkubation
der Zellen iber 10 Tage zeigt sich ein relativer Anstieg der Proliferation bei den DMSO-
Konzentrationen von 1 Vol.-%, 5 Vol.-% und 10 Vol.-%. Dies ist durch eine ebenso relative
Proliferationshemmung der Kontrollpopulation durch konfluentes Wachstum nach 10 Tagen zu

erkliren.

5.2.3  Auswirkungen der kommerziellen Partikel auf die Proliferation von Osteosar-

komzellen (SAOS-2)

Es wurden zunichst die Auswirkungen der kommerziellen Referenzpartikel (Titan sowie ZrO,)
auf das Proliferationsverhalten von humanen Osteosarkomzellen untersucht. Die Ergebnisse
sollten als Orientierung fiir spitere Zellversuche mit generierten Abriebpartikeln und humanen
Osteoblasten dienen. Die Abhingigkeit der Proliferation von der Partikelkonzentration nach 72 h

Inkubation ist in Abbildung 8 dargestellt.

Hierbei zeigt sich die Proliferation von SAOS2-Zellen bei Inkubation mit ZrO,-Partikeln bis zu

Konzentrationen von 0,1 g/I im Vergleich zur Kontrollpopulation weitgehend unverindert. Erst
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bei ZtrO,-Konzentrationen von uber 0,5 g/l kommt es zu einer verminderten Proliferation von

ca. 80% gegeniiber der Kontrollpopulation.

Demgegentiber lisst sich bei Inkubation von SAOS2-Zellen mit kommerziell hergestelltem Rein-
titanpulver (cpTi) bereits bei wesentlich geringeren Partikelkonzentrationen eine deutlich vermin-
derte Proliferationsrate gegeniiber der Kontrollpopulation erkennen. Bereits bei der geringsten
Konzentration ab 0,001 g/1 nimmt die Proliferation mit steigender Partikelkonzentration konti-
nuierlich ab. Bei einer Konzentration von 0,05 g/1 sinkt die Proliferationsrate auf 74% und bei

einer Konzentration von 0,5 g/1 auf 53% der Proliferationsrate der Kontrollpopulation.

5.2.4  Auswirkungen der Abriebprodukte auf humane Knochenzellen

Im Folgenden sollten die Auswirkungen von generierten Partikeln aus dem Interface zwischen
Hiftendoprothesenstiel und Knochenzementmantel auf humane Knochenzellen untersucht

werden.

Zunichst mussten die speziell fiir diesen Zweck angeziichteten primiren humanen Knochenzel-
len mit immunhistochemischen Methoden austeichend charakterisiert werden. In den anschlie-
Benden Zellversuchen sollten die Apoptose- und Nekroserate sowie das Proliferationsverhalten
der Knochenzellen in Abhingigkeit von Partikeln aus dem Prothesenpriifstand untersucht wer-

den. Zum einen kam bei den Zellversuchen der Gesamtabrieb zum Einsatz. Der Gesamtabrieb
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enthilt neben Destruktionsprodukten von der Werkstoffoberfliche des Hiftendoprothesenstiels
zum erheblichen Teil auch Partikel, die vom Knochenzement und dessen Zusatzstoffen wie z.B.
Rontgenkontrastmittel (ZrO, oder BaSO,) stammen. Zum anderen sollte aullerdem nur der

extrahierte metallische Partikelanteil in den Zellversuchen verwendet werden.

Die intrazellulire Aufnahme der eingesetzten Abriebpartikel durch die Zellen wurde zudem

lichtmikroskopisch dokumentiert.

5.2.4.1 Immunhistochemische Charakterisierung der humanen Knochenzellen

Die immunhistochemische Charakterisierung der aus der Knochenspongiosa aus dem Ober-
schenkelhals von Patienten angeziichteten primiren Knochenzellen erfolgte mithilfe der Merk-
male alkalische Phosphatase sowie Kollagen I. Durch diese beiden zellbiologischen Marker lassen
sich die Zellen hinreichend als primare Knochenzellen charakterisieren [Rodan et al. 1989; Rodan
et al. 1987; Zreiqat et al. 1996]. Die Vorgehensweise der Firbung ist aus Tabelle 3 ersichtlich.
Abbildung 9 zeigt die humanen Osteoblasten (HOB) nach immunhistochemischer Darstellung
von alkalischer Phosphatase (blau) und Kollagen I (rot) bei unterschiedlichen VergroB3erungen.
Hierbei zeigt sich eine deutliche Anfirbung der jeweils aus der Knochenspongiosa von 3 Patien-
ten angeziichteten Zellen fur die fiir primire Knochenzellen typischen Zellmarker alkalische

Phosphatase und Kollagen Typ 1.
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Abbildung 9: Darstellung der primdaren humanen Knochenzellen nach immunbistochemischer Darstellung von Kollagen I (rot) und
Alkalischer Phosphatase (blan) gemaf§ Tabelle 3. Die Nummern 1-3 beziehen sich auf die Nummern der Patienten aus Tabelle 2.
Rechte Abbildung jeweils bei doppelter VergrofSerung.

5.2.4.2 Phagozytose der Abriebprodukte

Die Aufnahme der Partikel in die Zellen wurde nach 72 h Inkubation lichtmikroskopisch doku-

mentiert. Exemplarisch sind Osteoblasten gezeigt, die mit dem nativen Abrieb eines rauen CoCr-
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Abbildung 10: Phagogytose der Partikel nach 72h Inkubation mit humanen Osteoblasten. 200 ! natives Pulver CoCr (ran) mit ZrO,
wit einer Co-Kongentration von (a) 2 mg/l; (b) 2 mg/! obne Zellen; (c) 0,2 mg/l; (d) 0,2 mg/! obne Zellen; (e) Zellen obne
Partikel

Hiiftstiels, der gegen einen Zementkécher aus Palacos® R mit ZrO, gelaufen war, inkubiert wur-
den. Abbildung 10 zeigt den Abrieb mit einer CoCr-Konzentration von 2 mg/1 jeweils mit (a)
und ohne Zellen (b). Darunter ist der Abrieb mit 0,2 mg/1 jeweils mit (c) und ohne Zellen (d)

dargestellt. Zum Vergleich sind in Teilabbildung (e) humane Osteoblasten ohne Partikel gezeigt.
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Hierbei zeigen sich die Partikel im gesamten Intrazellulirraum mit Hiaufung im zentralen Bereich
um den Zellkern. Zudem zeigen sich im Vergleich mit den Zellen ohne Partikel die Zellen nach

Phagozytose mit kiirzeren Zellausliufern.

5.2.4.3 Auswirkungen der nativen Abriebprodukte auf humane Osteoblasten

Zunichst wurden die Auswirkungen des im Partikelprifstand generierten nativen Prothesenab-
riebs auf humane Osteoblasten (HOB) untersucht. Ziel war lediglich ein Vergleich der zellbiolo-
gischen Auswirkungen von Abriebpartikeln innerhalb unterschiedlicher Prothesenwerkstoffe
sowie Oberflichenverarbeitungen bzw. innerhalb der unterschiedlichen Knochenzementarten als
Friktionspartner. Aus diesem Grunde wurde jeweils nur eine Konzentrationsstufe (0,2 g/1) des

gammasterilisierten Abriebs eingesetzt.

Der Einfluss der Abriebprodukte unterschiedlicher Hiiftendoprothesenstiele bzw. Knochenze-

mentarten ist in Abb. 11 bis 13 dargestellt.

Apoptose-Assay (Annexin-V)

Die Auswirkungen der nativen (d.h. Gesamt-)Abriebprodukte von unterschiedlichen getesteten
Hiftendoprothesestielen gegen Knochenzementkdcher unterschiedlicher Zusammensetzung auf
die Apoptoserate von primaren humanen Knochenzellen sind in Abb. 11 dargestellt. Verglichen
mit der Kontrollpopulation kommt es durch die Abriebprodukte simtlicher Prothesenwerkstoffe
und Oberflichenbeschaffenheiten (rau oder glatt) mit unterschiedlichen Knochenzementarten als
Friktionspartner zu einer Erhohung der Apoptoserate. Am deutlichsten ist die Erhéhung durch
den Abrieb des Kohlenstoffbeschichteten CoCt-Stiels auf 168%, durch Abrieb von Ti (rau) bzw.
Ti (glatt) gegen Palacos-Zement mit ZrO, kommt es zu einer Erhohung auf 148% bzw. 149%.
Der Abrieb der tibrigen getesteten Hiftendoprothesenstiele bzw. Knochenzementarten bewirkt
eine nur geringe Steigerung der Apoptoserate zwischen 110% (CoCr glatt/Palacos ohne ZrO,)
und 125% (CoCr glatt/Palacos mit ZrO,).

Proliferations-Assay (Hexosaminidase)

Die Auswirkungen der nativen Abriebprodukte von unterschiedlichen getesteten Hiuftendopro-
thesenstielen gegen Knochenzementkdcher unterschiedlicher Zusammensetzung auf die Prolife-

rationsrate von primiren humanen Knochenzellen sind in Abb. 12 dargestellt. Bei simtlichen
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getesteten Abriebprodukten konnte keine signifikante Verinderung der Proliferationsrate der

primiren humanen Knochenzellen im Vergleich zur Kontrollpopulation beobachtet werden.

Nekrose-Assay (Sytox)

Die Auswirkungen der nativen Abriebprodukte auf die Nekroserate von primiren humanen
Knochenzellen sind in Abb. 13 dargestellt. Durch den Abrieb simtlicher Prothesen-
stiel/Zementpaarungen kommt es im Vergleich zur Kontrolle zu einer Erthéhung der Sytoxbin-
dung als Ausdruck einer erhohten Nekroserate. Hierbei sind die stirksten Effekte durch den
Abrieb des Kohlenstoftbeschichteten CoCr-Stiels mit einer Nekroserate von 179% im Vergleich
mit der Kontrollpopulation zu beobachten, wahrend durch den Abrieb des Kohlenstoffbeschich-
teten Titanschafts mit einer Nekroserate von 124% bzw. durch den Abrieb des glatten CoCr-
Stiels gegen Palacos-Zement ohne ZrO, mit einer Nekroserate von 123% die geringsten Effekte
zu beobachten watren. Durch den Abrieb der tbrigen Prothesenstiel/Zementpaarungen kam es
zu einer unterschiedlich ausgeprigten Erhohung der Nekroserate, jedoch waren hier die Unter-
schiede zwischen dem Prothesenmaterial (Ti oder CoCr) und der Oberflichenbeschaffenheit

(glatt oder rau) nicht signifikant.

5.2.4.4 Auswirkungen der isolierten metallischen Abriebprodukte auf humane Osteo-

blasten

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war, die Auswirkungen des aus dem generierten Gesamtab-
rieb isolierten metallischen Anteils auf humane Osteoblasten (HOB) zu untersuchen. Die Elimi-
nierung des organischen PMMA-Anteils im Knochenzement erlaubt somit eine gesonderte Be-
trachtung der Einflisse des Prothesenwerkstoffs bzw. des im Knochenzement enthaltenen
Rontgenkontrastmittels auf den Knochenmetabolismus. Die Auswirkungen der isolierten metalli-
schen Abriebprodukte auf primire humane Knochenzellen sind in den Abb. 14-16 dargestellt.
Der geringe Anteil des metallischen Anteils im generierten Gesamtabrieb erlaubte fir die Zellver-
suche als hochste Partikelkonzentration 2,0 mg/1, lediglich vom isolierten Abrieb des rauen Ti-
Schafts gegen den Palacos-Zement mit ZrO, konnte als hochste Konzentration auch 20 mg/1

eingesetzt werden.
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Apoptose-Assay (Annexin-V)

Die Auswirkungen des isolierten metallischen Abriebs auf die Apoptoserate von primiren huma-
nen Knochenzellen sind in Abb. 14 dargestellt. Hierbei lassen sich bei den Abriebprodukten
samtlicher Prothesenwerkstoffe und Knochenzementarten in den niedrigsten Partikelkonzentra-
tionen von 0,02 mg/1 sowie 0,2 mg/1 keine signifikanten Unterschiede der Apoptoserate im Ver-
gleich zur Kontrollpopulation beobachten. Lediglich in der héchsten eingesetzten Konzentration
von 2,0 mg/1 zeigt sich eine Steigerung der Apoptoserate auf 139% durch den metallischen Ab-
rieb des rauen CoCr-Stiels mit CMW-Zementkdcher. Dem gegeniiber fallen die Effekte durch
den Abtieb der ubrigen Prothesenstiel/ZementkOcher-Paarungen weitaus geringer aus (Ti
glatt/CMW 116%, Ti rau/Palacos mit ZrO, 118%, CoCr glatt/Palacos mit ZtrO, 119% bzw.
CoCr rau/Palacos mit ZrO, 125%). Die Menge des isolierten Abtiebs des rauen Ti-Stiels gegen
den Palacos-Zement mit ZrO2 erlaubte als einzige auch den Einsatz der Konzentration von 20
mg/1; hier zeigte sich eine Steigerung der Apoptoserate auf 142% (Daten nicht gezeigt). Fir das
eingesetzte kommerziell hergestellte Reintitanpulver (cpTi) zeigte sich auch bei hoheren Kon-
zentrationen (10, 100 und 1000 mg/1) keine signifikante Anderung der Apoptoserate im Ver-

gleich zur Kontrollpopulation (Daten nicht gezeigt).

Proliferations-Assay (Hexosaminidase)

Die Auswirkungen des isolierten metallischen Abriebs auf die Proliferationsrate von primiren
humanen Knochenzellen sind in Abb. 15 dargestellt. Hierbei zeigt sich durch den isolierten me-
tallischen Abrieb des glatten CoCr-Stiels mit Palacos-Zementkocher mit ZrO, bereits bei der
geringsten Konzentration von 0,02 mg/1 eine Steigerung der Proliferationsrate auf 149% und bei
0,2 mg/1 bzw. 2,0 mg/1 eine weitere Steigerung auf 169% bzw 181 %. Durch den isolierten Me-
tallabrieb des glatten Ti-Schaft mit CMW-Zementkocher kam es zu einer Steigerung der Prolife-
rationsrate von 126% bei einer Konzentration von 0,02 mg/1 bzw. von 128% bei 0,2 mg/1 und
153% bei 2,0 mg/1. Weitaus weniger Effekt lie3 sich durch den isolierten metallischen Abrieb des
rauen CoCr-Stiels gegen den Palacos-Zement mit ZrO, (110% bei 0,2 mg/1 bzw. 122% bei 2,0
mg/l) bzw. mit CMW-Zement (126% bei 0,2 mg/1 bzw. 144% bei 2,0 mg/l) beobachten, die
geringsten Effekte verursachte der metallische Abrieb des rauen Ti-Stiels gegen den Palacos-
Zement mit ZrO, Hier kam es bei der Konzentration von 0,2 mg/1 zu einer geringen Hemmung
der Proliferationsrate (90%) und bei 2,0 mg/1 zu einer geringen Erhéhung der Proliferationsrate
(125%). Durch die auch in hoheren Konzentrationen (10, 100 und 1000 mg/l) eingesetzten

kommerziell hergestellten Reintitanpartikel (cpTi) wurde bei 100 mg/l eine Erhéhung der
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Proliferationsrate von 119% erzielt mit etwa gleich bleibendem Effekt bei 1000 mg/1 (Daten

nicht gezeigt).

Nekrose-Assay (Sytox)

Die Auswirkungen des isolierten metallischen Abriebs auf die Nekroserate von primaren huma-
nen Knochenzellen sind in Abb. 16 dargestellt. Hierbei lassen sich bei den Abriebprodukten
samtlicher Prothesenwerkstoffe und Knochenzementarten in der niedrigsten Partikelkonzentrati-
on von 0,02 mg/1 keine signifikanten Unterschiede der Apoptoserate im Vergleich zur Kontroll-
population beobachten. Durch den metallischen Abrieb des rauen CoCr-Stiels mit CMW-Zement
kommt es zu einer Steigerung der Nekroserate von 121% bei 0,2 mg/1 und 190% bei 2,0 mg/1,
dhnlich wie durch den Abrieb des rauen Ti-Stiels mit Palacos-Zement mit ZrO2 (133% bei 0,2
mg/1 bzw. 153% bei 2,0 mg/1). Die bei dieser letztgenannten Paarung eingesetzte héchste Kon-
zentration von 20 mg/1 fihrte zu einer Steigerung der Nekroserate von tUber 240% (Daten nicht
gezeigt). Weitaus weniger Effekte lassen sich durch den isolierten metallischen Abrieb des glatten
CoCr-Stiels mit Palacos-Zement mit ZrO, (109% bei 0,2 mg/1 und 136% bei 2,0 mg/l) bzw.
durch den isolierten metallischen Abrieb des glatten Ti-Stiels mit CMW-Zement (112% bei 0,2
mg/1 und 157% bei 2,0 mg/1) beobachten. Die geringsten Auswirkungen hatte der metallische
Abrieb des rauen CoCr-Stiels mit Palacos-Zement mit ZrO, (108% bei 0,2 mg/1 und 130% bei
2,0 mg/1). Das auch in hoheren Konzentrationen (10, 100 und 1000 mg/1) vergleichsweise einge-
setzte kommerziell hergestellte Reintitanpulver (cpTi) fihrte nur zu einer geringen gleich blei-

benden Erhchung der Nekroserate von maximal 120% (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Abhdn-
gigkeit der Apoptoserate
von humanen Osteoblas-
ten (HOB) in Gegenwart
von Abriebproukten
verschiedener  Paarungen
Hiiftendoprothesenstiel '/
Knochenzement

Abbildung 12: Abbén-
gigkeit der Proliferations-
rate  von  humanen
Osteoblasten (HOB) in
Gegenwart von Abriebp-
ronkten  verschiedener
Paarungen Hiiftendopro-
thesenstiel | Knochenze-
ment

Abbildung 13: Abhdn-
gigkeit der Nekroserate
von humanen Osteoblas-
ten (HOB) in Gegenwart
von Abriebpronkten
verschiedener  Paarungen
Hiiftendoprothesenstiel |
Knochenzement
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Abbildung 14: Apoptoserate von huma-
nen Osteoblasten nach 72 b Inkubation
mit dem isolierten metallischen Anteil des
generierten Abriebs verschiedener Hiift-
stiel/ Knochengementpaarungen.

Abbildung 15:  Proliferationsrate  von
bumanen Osteoblasten nach 72 b Inkun-
bation mit dem isolierten metallischen
Anteil des generierten Abriebs verschiede-
ner Hiiftstiel/ Knochengementpaarungen

Abbildung 16: Nekroserate von huma-
nen Osteoblasten nach 72 b Inkubation
mit dem isolierten metallischen Anteil des
generierten Abriebs verschiedener Hiift-
stiel/ Knochenzementpaarungen.
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6 Diskussion

Die aseptische Endoprothesenlockerung ist trotz der guten Erfolge der Huftendoprothetik nach

wie vor eine der Hauptversagensgriinde.

In der vorliegenden Arbeit wurden die zelluliren Auswirkungen von Abriebprodukten, welche in
einem Prothesenprifstand durch Reibung von Hiftendoprothesenstielen gegen einen Zement-
kocher erzeugt wurden, untersucht. Um des Weiteren die zelluliren Auswirkungen des metalli-
schen Anteils des Gesamtabriebs getrennt untersuchen zu konnen, wurde in der vorliegenden
Arbeit erstmalig eine Methode zur Extraktion und Aufbereitung des metallischen Abriebs in fir

Zellversuche kompatibler Weise etabliert.

6.1 Qualitative und quantitative Analysen der Partikel und Abriebprodukte

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Zellversuche mit primiren humanen Knochenzellen in
einem Prothesenpriifstand generierte Abriebprodukte verwendet, zudem wurden als Referenzpar-

tikel kommerziell hergestellte Titanpartikel verwendet.

6.1.1 GroBenverteilung der kommerziellen Referenzpartikel

Bei der Analyse der kommerziellen Titanpartikel war auffallig, dass sich bei der von uns bestimm-
ten GroBenverteilung durchwegs kleinere Durchmesser zeigten als die vom Hersteller angegebe-
ne mittlere Grofle. Zudem waren die Unterschiede in der GroBenverteilung der beiden TiO2-
Pulver, deren mittlere Gréfle vom Hersteller mit 0,5 um und 1,8 um angegeben wurde, nur disk-
ret; bei beiden Pulvern waren 90% der Partikel kleiner als 0,6 um bzw. 0,7 um. Besonders auffil-
lig war der Unterschied der vom Hersteller angegebenen und von uns bestimmten Grof3envertei-
lung beim Reintitanpulver (mittlere GroBe laut Hersteller 3 um). Hier waren 90% der Partikel

kleiner als 0,1 um und somit bereits im zellbiologisch interessanten Nanopartikelbereich.

6.1.2  Einfluss der Methoden zur Isolierung des Metallabriebs auf ausgewihlte Gr63en

der Partikelzusammensetzung
6.1.2.1 Partikelverlust bei der Zentrifugation

Um den metallischen Anteil der im Prothesenpriifstand erzeugten Abriebprodukte zu isolieren,

musste zunachst der PMMA-Anteil eliminiert werden. Hierzu hatte sich in Vorarbeiten DMSO
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als potentes Losungsmittel erwiesen [Wittmann 2006]. DMSO wiederum wirkt in Konzentratio-
nen ab etwa 1 Vol.-% zelltoxisch (siehe 5.2.1.1). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine
Methode zur Isolierung des metallischen Anteils der Abriebprodukte in fir spitere Zellversuche

kompatibler Weise etabliert.

Bei der Etablierung einer Methodik zur Extraktion des metallischen Abriebs aus dem Gesamtab-
rieb erwies sich die reine Zentrifugation als ungeeignet. Da bedingt durch die hohen Beschleuni-
gungskrifte fir die Zentrifugation nur Kunststoffgefille eingesetzt werden konnen, ist der Grof3-
teil des hierbei auftretenden Partikelverlusts durch Adhision der Partikel am Zentrifugengefil3 zu
verzeichnen, wie bereits in Vorarbeiten gezeigt werden konnte [Wittmann 2006]. Durch den
hierdurch bedingten Verlust von 30-60% der eingesetzten Partikelmenge eignet sich das Verfah-

ren nicht zur spiteren Verwendung der Partikel fir Zellversuche.

6.1.2.2 Partikelverlust bei der Filtration und Resuspension

Gegeniiber der Extraktion der Partikel durch Zentrifugation erwies sich die Methode der Filtrati-
on mit einem Polycarbonatfilter und der anschlieBenden Resuspension der Partikel, welche als
Riickstand auf dem Filter verblieben, mit Hilfe eines Ultraschallbads als praktikabel. Es konnte
gezeigt werden, dass das Verfahren eine hohe Partikelausbeute von ca. 70-90% im Vergleich zur
Partikelanzahl bzw. des Titangehalts der Ausgangslésung erlaubt. Da sich Glasoberflichen als
relativ unproblematisch im Bezug auf die Anhaftung (Adhision) von Partikeln und auf den sys-
temisch bedingten Partikelverlust erwiesen [Wittmann 20006], lasst sich die Filtration zur Extrak-
tion der metallischen Partikel als geeignetes Verfahren einsetzen, da hier - bis auf den Polycarbo-
nat-Filter selbst — simtliche Teile des Filterhalter-Systems aus Glas gefertigt sind. Der bei der
Filtration und Resuspension des Filterriickstands in PBS-L6ésung dennoch auftretende Partikel-
verlust von ca. 10-30% muss tiberwiegend durch Anhaftung von Partikeln am Polycarbonatfilter
vermutet werden, sodass im Ultraschallbad-Verfahren nicht alle Partikel in die Losung tberge-
hen. Dennoch ist die Menge des Partikelverlusts vertretbar, sodass ausreichend Partikel fir weite-

re Zellversuche zur Verfiigung stehen.

6.1.2.3 GroBBenverteilung der Partikel nach Filtration und Resuspension

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch diese Methode die GroBenverteilung der
Partikellosung nicht nennenswert verindert wird. Somit tritt der methodisch nie ganz zu vermei-
dende Verlust von Partikeln tiber den gesamten Grof3enbereich gleichermal3en verteilt und ohne

Bevorzugung oder Benachteiligung von kleinen oder grof3en Partikeln auf. Interessant hierbei ist,
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dass sich in der Resuspensionslésung auch in erstaunlich grofler Menge Partikel unterhalb des
GroBenbereichs der Porengrofle des Filters befinden. Das heif3t, dass der Filter nur einen gerin-
gen Teil der Partikel, welche kleiner als die Porengrée des Filters sind, passieren lasst und ein
ausreichend groBler Anteil der kleineren Partikel im Bereich des Filters zwischen den Poren |, lie-
gen bleibt“. Zu diesem Effekt trigt vermutlich auch die Adhision der Partikel zur Polycar-
bonatoberfliche des Filters einen Teil bei. Dies ldsst sich auch durch die Beobachtung stitzen,
dass sich auf dem Filter makroskopisch sichtbar eine geschlossene Partikelschicht bildete, die
vermutlich ihrerseits noch kleinere Partikel daran hindert, in das Filtrat zu gelangen. Lediglich
Partikel im GroB3enbereich von kleiner als etwa 10 nm werden durch diese geschlossene Partikel-

schicht sowie die Filterporen hindurchgespiilt und sind erwartungsgemal3 im Filtrat nachweisbar.

6.2 Zellbiologische Untersuchungen

Ein zentrales Anliegen der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der zellbiologischen Aus-
wirkungen von Abriebprodukten aus dem Prothesen-Zement-Interface von Hiiftendoprothesen-
stielen. Vorbereitend auf die Etablierung einer Methode zur isolierten Betrachtung der zellbiolo-
gischen Auswirkungen des metallischen Abrieb-Anteils wurden zunichst die Auswirkungen von

kommerziellen Titanpartikeln auf Osteosarkomzellen untersucht.

6.2.1  Zellbiologische Untersuchungen mit humanen Osteosarkomzellen (SAOS-2)

6.2.1.1 Auswirkungen des Losungsmittels DMSO auf das Proliferationsverhalten von

humanen Osteosarkomzellen (SAOS-2)

Ein Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung speziell des metallischen Ab-
rieb-Anteils von in einem Prothesenprifstand generierten Abriebprodukten aus dem Interface
zwischen Hiftendoprothesenstiel und dem Knochenzement auf humane Knochenzellen. In
Vorarbeiten hatte sich das organische Loésungsmittel DMSO als geeignet herausgestellt, den

PMMA-Anteil des Abriebs aufzulésen [Wittmann 2000].

DMSO ist ein stark polares organisches Losungsmittel, welches unter anderem auch in der Kryo-
konservierung von Zellkulturen als Gefrierschutzmittel eingesetzt wird. Dartber hinaus ist jedoch
in der Literatur ein zytotoxischer Effekt von DMSO ab eciner bestimmten Konzentration be-
schrieben [Da Violante et al. 2002; Yuan et al. 2014]. So beobachtete Da Violante et al. bei hu-
manen Colon-Tumotzellen (CaCo2/TC7) bei DMSO-Konzentrationen bis zu 10% keine signifi-

kanten Effekte im Vergleich zur Kontrollpopulation, wihrend er bei DMSO-Konzentrationen
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tber 20% einen signifikanten Anstieg der LDH-Aktivitit sowie der Zellwandpermeabilitit be-
obachten konnte [Da Violante et al. 2002]. Yuan et al. hingegen konnte bereits ab DMSO-
Konzentrationen von 1 % im MTT-Test eine um 16% reduzierte Zellaktivitit von Astrozyten der
Maus nachweisen, bei noch héheren Konzentrationen waren des Weiteren dosisabhingige Scha-

digungen der Zellmembran sowie der mitochondrialen Integritit festzustellen [Yuan et al. 2014].

In der Literatur existieren hingegen keine ausreichenden Angaben beztglich einer Zellvertrig-
lichkeit des Losungsmittels DMSO auf humane Knochenzellen. In eigenen Versuchen konnte
gezeigt werden, dass DMSO in sehr geringen Konzentrationen von 0,01 bzw. 0,1 % [v/v] sogat
zu einer geringen Aktivierung der Proliferationsrate von humanen Osteosarkomzellen fihrt.
Dieser nur minimale Effekt tritt nach 3 Tagen Inkubationszeit am deutlichsten auf und stellt sich
bei 5 und 7 Tagen Inkubation nicht mehr dar. Hingegen konnte bei DMSO-Konzentrationen
Uber 5 %][v/v] eine signifikante Hemmung der Proliferationsrate von humanen Osteosarkomzel-
len (SAOS-2) auf unter 20% verglichen mit der Kontrollpopulation beobachtet werden. Dieser
gezeigte zytotoxische Effekt kann aufgrund der Ahnlichkeit der Osteosarkomzellen mit primiren
humanen Knochenzellen [Murray et al. 1987; Rodan et al. 1987] durchaus auch auf diese tibertra-

gen werden.

6.2.1.2 Auswirkungen der kommerziellen Partikel auf das Proliferationsverhalten von

humanen Osteosarkomzellen

Einer der wichtigsten Hauptversagensgriinde der modernen Huftendoprothetik ist nach wie vor
die aseptische Endoprothesenlockerung durch eine durch Abriebpartikel induzierte Osteolyse.
Bei der Betrachtung der Grenzfliche zwischen Hiftendoprothesen-Stiel und Knochenzement
entstehen die Abriebprodukte neben dem Knochenzementmaterial auch aus rontgendichten
Knochenzement-Zusitzen sowie von der Oberfliche des Endoprothesenwerkstoffs. Bei den
rontgendichten Knochenzement-Zusitzen wird meist Bariumsulfat (BaSO,) oder Zirkonoxid

(ZrO,) verwendet.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Proliferationsrate von Osteosarkom-
zellen durch kommerzielle Titanpartikel (cpTi) oberhalb einer Konzentration von 0,01 g/1 nach
72 Stunden Inkubationszeit abnimmt. Des Weiteren konnte bei weiter ansteigenden Partikel-

Konzentrationen eine weitere Hemmung der Proliferationsrate beobachtet werden.

Ein direkter Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit denen anderer Arbeiten wird hierbei
jedoch durch die Verwendung unterschiedlicher Einheiten bei der Angabe der Partikelkonzentra-

tionen erschwert, eine Umrechnung ist aufgrund der unterschiedlichen Kenngrof3en der einge-
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setzten Partikel (Materialdichte, GroBenverteilung, Partikelvolumen etc.) meist nicht mdglich
[Akisue et al. 2002]. Je nach verwendeter Methodik zur Charakterisierung der eingesetzten Parti-
kellosungen wird die Konzentration als Partikelanzahl pro Volumen oder in Gewichtsprozent
(%[w/w]) bzw. Volumenprozent (%[v/v]) angegeben. Prinzipiell konnte eine dosis-abhingige
Hemmung der Zellproliferation durch ansteigende Partikelkonzentrationen auch in zahlreichen
anderen Arbeiten nachgewiesen werden. O’Connor et al. konnten eine Hemmung der Proliferati-
onsrate von Osteoblasten der Ratte durch cpTi-Partikel bereits mit der geringsten getesteten
Konzentration von 0,1 %[w/w] beobachten und die Proliferationsrate nahm durch héhere Parti-
kelkonzentrationen weiter ab [O'Connor et al. 2004]. Dieser Effekt liel3 sich bereits nach 4 Stun-
den Inkubationszeit beobachten und war nach 72 Stunden Inkubationszeit am ausgeprigtesten.
O’Connor konnte in seiner Arbeit des Weiteren nachweisen, dass die Hemmung der Proliferati-
onsrate durch Titanpartikel im GroBlenbereich von 1,5-4 um am grof3ten ist, wiahrend durch
Titanpartikel im GroBenbereich von 10-15 um die wenigsten Auswirkungen zu beobachten wa-
ren. Dies wird durch die Tatsache erklirt, dass Partikel im GroéBenbereich von 10-15 pm oder
dariiber kaum mehr von den Zellen phagozytiert werden und die minimalen Effekte bei sehr

hohen Partikelkonzentrationen durch vor allem mechanische Schiden der Zellwand entstehen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei dem eingesetzten Reintitanpulver
(cpTi) 90% der Partikel kleiner als 0,1 wm waren. Somit lasst sich auch die Tatsache erkliren, dass
in der votliegenden Arbeit bereits ab einer Partikelkonzentration von 0,01 g/1 (entsprechend etwa
0,001 %[w/w]) eine signifikante Reduktion der Proliferationsrate von Osteosarkomzellen zu
beobachten war, was etwa einem Hundertstel der geringsten Konzentration in der vorgenannten
Arbeit von O’Connor entspricht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit decken sich mit den
Ergebnissen anderer Arbeiten, in denen Partikel mit vergleichbarem Groflenspektrum eingesetzt
wurden. Hou et al. beobachtete die grofiten Effekte auf mesenchymale Stammzellen in Bezug auf
die Proliferationshemmung durch TiO,-Partikel im GroBenbereich um 196 nm. Bereits bei der
geringsten eingesetzten Konzentration von 0,05 mg/ml (entsprechend 0,005 %[w/w]) war eine
signifikante Reduktion der Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrollpopulation zu verzeich-
nen. Interessanterweise waren hier durch noch kleinere Partikel im Bereich von 108 nm bzw. 14

nm wieder geringere Effekte auf die Proliferationshemmung zu beobachten.

Bei den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten ZrO,-Partikeln lie} sich erst ab einer Partikel-
konzentration von 0,5 g/l eine Hemmung der Proliferationsrate beobachten, unterhalb dieser
Konzentration war kein wesentlicher Effekt im Vergleich zur Kontrollpopulation nachzuweisen.
Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen anderer Autoren [Ingham et al. 2000; Sabok-

bar et al. 1997]. Hierbei mag die im Vergleich zu den eingesetzten cpTi-Partikeln wesentlich
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groBBere PartikelgroBBe von ZrO, (10 um) eine Rolle spielen. Wenngleich der Einfluss von ZrO,-
Partikeln auf humane Knochenzell-Linien im Vergleich zu Titanpartikeln erst bei wesentlich
héheren Dosierungen auftritt, so kann deren Einfluss und Rolle bei der Entstehung der asepti-
schen Osteolyse keineswegs vernachlissigt werden. Im Vergleich zu reinem Knochenzement
ohne Rontgenkontrastzusitze (BaSO, oder ZrO,), welcher aufgrund der tiberaus geringen negati-
ven Auswirkungen auf Zellen als relativ inert gilt [Ingham et al. 2000; Mitchell et al. 2003], erh6ht
sich im Zellversuch durch die Anwesenheit von Rontgenkontrastzusitzen die Sekretion von
inflammatorischen Zytokinen. Hierbei konnten Sabokbar et al. durch BaSO,—Partikel eine hohere
osteolytische Aktivitit im Vergleich zu ZrO,-Partikel beobachten [Sabokbar et al. 1997]. Auch
Mitchell et al. konnten einen Unterschied der Zellantwort auf Partikel unterschiedlicher Kno-
chenzementarten feststellen: von den drei getesteten Zementarten CMW (reines PMMA ohne
Rontgenkontrastzusatz), CMW1 RO (PMMA mit BaSO,) und Palacos R (PMMA mit ZrO,) war
im Zellversuch an humanen mononucleiren Zellen (PBMNC) durch den Abrieb von Palacos R
weniger TNFa-Sekretion zu beobachten als durch den Abrieb von CMW1 RO. Hierbei mag das
unterschiedliche GroBenspektrum der BaSO,-Partikel (1 um) verglichen mit der Grof3e der ZrO,-
Partikel (10 um) eine Rolle spielen, wenngleich die vorgenannten Unterschiede der Auswirkung
von BaSO, und ZrO, auch im direkten Vergleich jeweils gleicher Gréenspektren (0,1-1 pum, 0,1-
10 pm und 1-10 um) der Partikellésungen evident waren [Mitchell et al. 2003].

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der Arbeit von Ingham et al. die durch die getesteten
Abriebpartikel von PMMA-Zementarten mit den Réntgenkontrastzusitzen BaSO, und ZrO, eine
signifikant hohere TNFa-Sekretion von Makrophagen feststellen, jedoch konnten sie keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Auswirkungen von CMW copolymer cement 1 (mit 10 pm
BaSO,), CMW1 RO, CMW copolymer cement 2 (beide mit 1um BaSO,) sowie Palacos R (mit 10
um ZrO,) beobachten [Ingham et al. 2000]. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Mit-
chell et al. waren durch reinen PMMA-Abrieb ohne Roéntgenkontrast-Zusitze (in diesem Fall
CMW original) keine erhéhten TNFa-Werte messbar, und interessanterweise galt dies auch fir
Partikel von CMW Calcium phosphate cement (mit 10 um Tri-Calcium-Phosphat). Jedoch waren
im Gegensatz zur Arbeit von Mitchell et al. keine signifikanten Unterschiede im GroBenspektrum

des Abriebs der einzelnen Knochenzementarten zu erkennen.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Rolle der Rontgenkontrastzusitze im Knochenzement in
der Entstehung der aseptischen Huftendoprothesenlockerung in erster Linie von der entstehen-
den Partikelgréle abhingig zu sein scheint und die Materialunterschiede zwischen BaSO, und
71O, cher als nachrangig zu beurteilen sind. Jedoch legen die Ergebnisse ebenfalls nahe, dass

prinzipiell von Seiten des Knochenzements den hierin enthaltenen Rontgenkontrastzusitzen
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erhebliche Bedeutung in der Entstehung und Aufrechterhaltung der aseptischen Endoprothesen-

lockerung zukommt.

6.2.2  Auswirkungen der Abriebprodukte auf primire humane Knochenzellen

In den Zellversuchen wurden neben einer etablierten Osteosarkomzelllinie (SAOS-2) auch pri-
mire humane Knochenzellen verwendet, um ein moglichst realititsnahes In-vitro-Modell der
aseptischen Endoprothesenlockerung zu etablieren. Im Gegensatz zur Osteosarkomzellinie
(SAOS-2) wurden die primiren humanen Knochenzellen aus humaner Knochenspongiosa im
Sinne einer Primarkultur geztichtet. Primare Zellkulturen weisen naturgemil} ein heterogenes
Spektrum von unterschiedlichen Zellarten auf, so zum Beispiel neben Osteoblasten auch Fib-
roblasten und Makrophagen [Herbert et al. 1997]. Hierbei ist die Zusammensetzung unter ande-
rem auch vom Alter und der Passagezahl der Zellpopulation abhingig [Herbert et al. 1997]. Die
in der Zellkultur vorkommenden Makrophagen beispielsweise kénnen sich aus pluripotenten
Stammzellen entwickeln, sie kénnen sich aber auch aus bereits differenzierten Osteoblasten ent-
wickeln. Zreiqat et al. konnten in einer primiren Knochenzell-Kultur bei Phagozytose von Titan-
partikeln eine vermehrte Expression von CDG68-positiven Zellen nachweisen, was fur das ver-

mehrte Vorkommen von Makrophagen spricht [Zreiqat et al. 1996].

6.2.2.1 Immunhistochemische Charakterisierung der primidren humanen Knochenzellen

Die immunhistochemische Charakterisierung der aus menschlicher Knochenspongiosa angeziich-
teten Zellkultur zeigte eine deutliche Anfirbung fiir die knochenspezifischen Marker alkalische
Phosphatase sowie Kollagen 1. Die Alkalische Phosphatase ist ein membrangebundenes Plasma-
protein, welches von Osteoblasten gebildet wird und in der Differenzierung der Osteoblasten in
einem relativ frithen Stadium auftritt. Das in der Literatur beschriebene Osteocalcin als spezifi-
scher Osteoblasten-Marker [Weinreb et al. 1999] tritt dem gegeniiber in einem relativ spiten

Differenzierungsstadium auf.

Dartiber hinaus eignet sich Kollagen Typ 1 als Hauptprotein der Osteoblasten zur Charakterisie-
rung dieser Zellart [Rodan et al. 1989; Rodan et al. 1987], wenngleich es auch von anderen Zellar-
ten wie Pridosteoblasten und Osteoblastenahnlichen Zellen (Osteoblast-like cells) synthetisiert

werden kann.

Der Nachweis der fiir Osteoblasten typischen Marker ldsst darauf schlieBen, dass die eingesetzte

Kultur von primiren humanen Knochenzellen ein adiquates Modell zur Untersuchung von Os-
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teoblasten darstellt, wenngleich die primire humane Knochenzellkultur nicht mit einer Osteo-

blasten-Zelllinie gleichgesetzt werden sollte.

6.2.2.2 Phagozytose der Abriebprodukte

Wenngleich Makrophagen und Osteoklasten im Zentrum der Phagozytosetitigkeit von Abrieb-
partikeln stehen, wurde durch mehrere Arbeiten belegt, dass auch Osteoblasten und Fibroblasten
zur Phagozytose von Partikeln befihigt sind [Lohmann et al. 2000; Lohmann et al. 2002; O'Con-
nor et al. 2004; Pioletti et al. 1999; Vermes et al. 2001]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
lichtmikroskopisch nach 72 Std. Inkubation von primaren humanen Knochenzellen deutlich eine
intrazellulire Aufnahme der Partikel. Hierbei kamen die Partikel vermehrt im Zentrum der Zellen
im Bereich des Zellkerns zur Darstellung, waren aber im gesamten Intrazellulirraum nachweis-
bar. Zudem war lichtmikroskopisch ein adhirentes, subkonfluentes Wachstum der Knochenzel-
len zu verzeichnen. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die GroB3e der hier eingesetzten
generierten Partikel zwischen 0,7 pm und 10 um lag, 90% der Partikel waren kleiner als 8 um
[Wittmann 20006]. Somit erlaubt die Groflenverteilung prinzipiell die Phagozytose der Partikel
durch primire humane Knochenzellen [Goodman et al. 2006; Neale et al. 2000; Pioletti et al.
1999; Shanbhag et al. 1994a], wihrend Partikel tber 10 pm Grée kaum mehr phagozytiert wer-
den konnen und es hier eher zur Bildung von mehrkernigen Riesenzellen bzw. in vivo zum
Fremdkorpergranulom kommt [Ingham et al. 2000; Mcgrath et al. 2001; O'Connor et al. 2004].
Die Phagozytose der Partikel konnte in anderen Arbeiten bereits 2-4 Stunden nach Inkubation
nachgewiesen werden, das Maximum der Phagozytoserate ist nach etwa 24 Stunden erreicht
[Pioletti et al. 1999; Vermes et al. 2001]. Pioletti et al. beschreiben auch eine weniger elongierte
Form der Zellen nach Phagozytose von Partikeln [Pioletti et al. 1999]. In der vorliegenden Arbeit
konnte zumindest die Beobachtung gemacht werden, dass die Linge der Zellausldufer nach Pha-
gozytose der Partikel vermindert war. Hierftr scheint eine Destabilisierung des Zytoskeletts die
Ursache zu sein, was wiederum die Adhasionsfahigkeit der Zellen sowie die Vitalitit und Prolife-

rationsrate der Zellpopulation hemmt [O'Connor et al. 2004].

6.2.2.3 Auswirkungen der nativen Abriebprodukte auf primire humane Knochenzellen

Bei der Untersuchung der Auswirkungen des nativen, d.h. gesamten generierten Prothesenabriebs
auf primdre humane Knochenzellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Abriebpro-

dukte unterschiedlicher Prothesenstiel-/Zementpaarungen in Bezug auf die Proliferationsrate.
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Tabelle 5: Semi-quantitative Ubersichts-Darstellung der zellbiologischen Auswirkungen von Humanen Osteoblasten (HOB) anf den
isolierten metallischen Abrieb der Abriebprodukte unterschiedlicher Prothesenwerkstoff-Legierungen, Oberflachenranbeiten und Knochen-
gement-ZLusammensetungen. Zu beachten ist, dass bei den Koblenstoffbeschichteten Prothesenschaften der native Gesantabrieb verwendet

wurde.

CoCr rau/Z+O, 1 1

CoCr rau/CMW 1 T 1

CoCr glatt/ZrO, T

Ti rau/ZrO, (l)

Ti glatt/ CMW

1
1
1

CoCr C-beschichtet 1 1M1 111
1
1
1

Ti C-beschichtet 1 11

Hier kam es durch simtliche Abriebprodukte zu einer geringen, nicht signifikanten Erhéhung der
Proliferationsrate verglichen mit der Kontrollpopulation. In zahlreichen Arbeiten wurde eine
Verminderung der Proliferationsrate durch Abriebpartikel beobachtet [Choi et al. 2005; Good-
man et al. 2006; O'Connor et al. 2004; Papageorgiou et al. 2007; Yao et al. 1997]. Die hierzu im
Kontrast stehende Beobachtung einer Erhohung der Proliferationsrate durch Abriebpartikel
konnte jedoch auch zumindest in niedrigen Dosierungen von Lacey et al. an Macrophagen ge-
macht werden, wobei die GréBlenverteilung der dabei eingesetzten generierten Partikel mit der
der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Partikel vergleichbar ist [Lacey et al. 2009]. Auch
Lohmann et al. beobachteten an Osteoblasten eine Erh6éhung der Zellzahl nach Inkubation mit

2r0O,-Partikeln und PMMA-Partikeln [Lohmann et al. 2002].

Bei der Untersuchung der Apoptose- und der Nekroserate zeigten sich dem gegeniiber deutliche
Unterschiede in den Auswirkungen der Abriebprodukte unterschiedlicher Prothesenstiel-
/Zementpaarungen, insbesondere bei den beiden Kohlenstoffbeschichteten Stielen. Wihrend
durch den Abrieb des Kohlenstoffbeschichteten CoCr-Stiels die héchste Apoptose- und auch
Nekroserate zu verzeichnen war, waren die Auswirkungen der Abriebprodukte des Kohlenstoff-
beschichteten Ti-Stiels weitaus geringer und mit denen anderer Prothesen-/Zementpaarungen
vergleichbar. Insbesondere fiir den beschichteten CoCt-Stiel sind diese Ergebnisse verbliiffend,
da durch die Beschichtung eine sehr harte, abriebfeste Oberfliche erzeugt wird und dadurch im
Vergleich zu Prothesenschiften ohne diese Oberflichenbehandlung signifikant weniger Gesamt-
abrieb mit sehr geringem metallischem Abriebanteil entsteht [Wittmann 2006]. Vor allem der

metallische Anteil im Gesamtabrieb wurde bislang fir die Entstehungsmechanismen der asepti-
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schen Endoprothesenlockerung verantwortlich gemacht, da in zahlreichen Arbeiten gezeigt wer-
den konnte, dass die schidigenden Auswirkungen von Metallpartikeln auf Zellkulturen weitaus
ausgeprigter sind als der Abrieb des Knochenzements [Lenz et al. 2009; Lohmann et al. 2000;
Lohmann et al. 2002; Maloney et al. 1996; Neale et al. 2000; Pioletti et al. 1999; Shanbhag et al.
1995; Shanbhag et al. 1997]. Da im hier vorliegenden Fall beide beschichteten Prothesenschifte
gegen Palacos® Zement mit ZrO, getestet wurden, mussen die unterschiedlichen Auswirkungen
der Abriebprodukte im jeweiligen Prothesenwerkstoff begriindet sein (CoCr vs. Ti). Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeiten, die ebenfalls einen gréleren zelltoxischen Effekt
von CoCr-Partikeln gegentiber Ti-Partikeln beobachteten [Haynes et al. 1993; Lenz et al. 2009;
Lochner et al. 2011; Neale et al. 2000].

Hintber et al. konnten zeigen, dass Kohlenstoffbeschichtungen von Endoprothesenwerkstoffen
zu einer geringeren Abriebmenge im Vergleich zu nicht beschichteten Endoprothesenwerkstof-
fen fihren. Zudem zeigten sie in Zellversuchen eine hervorragende Biokompatibilitit von koh-
lenstoffbeschichteten Endoprothesenwerkstoffen im Sinne einer besseren Adhisionsfihigkeit
von Osteoblasten gegentiber nicht beschichteten Oberflichen, auch wenn dieser Effekt nicht
signifikant war [Hintiber et al. 2010]. Andererseits wird in der Literatur auch von hohen Versa-
gensraten von kohlenstoffbeschichteten Huftendoprothesenképfen aus TiAlV-Legierungen ver-
glichen mit nicht beschichteten Hiiftendoprothesenképfen aus Aluminiumlegierungen berichtet
[Roy et al. 2007]. Hierfiir wird eine spontane Delaminierung der Oberflichenbeschichtung vom
Endoprothesenwerkstoff diskutiert, die letztendlich durch den Dreik6rperverschleill zu einer
deutlich erhohten Abriebmenge fithren kann [Roy et al. 2007]. Somit kénnten die Unterschiede in
der Zellantwort auf die Abriebprodukte der kohlenstoffbeschichteten Ti- bzw. CoCt-
Hiftendoprothesenstiele auch auf eine unterschiedliche Vulnerabilitit der Kohlenstoffbeschich-
tung und schlieBlich Delaminierung der Beschichtung vom Endoprothesenwerkstoff zurtickzu-

fihren sein.

Im direkten Vergleich der Abriebprodukte des Kohlenstoffbeschichteten Ti-Schaft zeigen sich
sogar geringere Effekte als durch den Abrieb von vergleichbaren nicht beschichteten CoCt-
Schiften, wenngleich diese Unterschiede nicht signifikant sind. Dennoch lassen diese Ergebnisse
sowie die Tatsache, dass die entstehende Abriebmenge des Kohlenstoffbeschichteten Ti-
Endoprothesenstiels weitaus geringer ist als bei anderen Prothesen-/Zementpaarungen, die Koh-
lenstoffbeschichtung von Titan als viel versprechendes Verfahren erscheinen, die Biokompatibili-
tit von Titanlegierungen als Endoprothesenwerkstoff weiter zu verbessern [Lichtinger et al.

2000].
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Fir die Gbrigen getesteten (nicht beschichteten) Huftendoprothesenstiele zeigte sich durch den
Abrieb von Ti-Endoprothesenstielen eine tendenziell héhere Apoptoserate im Vergleich zum
Abrieb von CoCr-Stielen, jedoch zeigten sich keine Unterschiede innerhalb der unterschiedlichen
Oberflichentopographie (glatt vs. rau). In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass durch En-
doprothesenstiele mit rauer Oberfliche mehr Abrieb entsteht als durch Endoprothesenstiele
gleicher Legierung mit glatter Oberfliche, zudem ist der metallische Anteil des Gesamtabriebs bei
rauer Prothesenoberfliche signifikant hoher als mit glatter Oberfliche [Bader et al. 2004; Witt-
mann 2006]. Diese Unterschiede in den Abriebprodukten spiegeln sich jedoch nicht in gleicher

Weise in einer unterschiedlichen Zellantwort wider.

Im direkten Vergleich unterschiedlicher Zementarten bei gleichem Endoprothesenwerkstoff und
gleicher Oberflichentopographie zeigt sich durch Abrieb mit Palacos-Zement ohne réntgendich-
te Zusitze eine tendenziell geringere Apoptose- und Nekroserate als durch den Abrieb mit Pala-
cos-Zement, dem ZrO, zugesetzt wurde. Dieser Unterschied war fir den glatten Ti-Schaft aus-
geprigter als beim glatten CoCr-Schaft. Der Zusatz von ZrO, in den Knochenzement erhoht die
abrasiven Eigenschaften des Knochenzements, da die keramischen ZrO,-Partikel am
Endoprothesenstiel-/Knochenzement-Interface gewissermallen als ,,Schleifmittel fungieren,
wodurch es zum vermehrten Abrieb der Endoprothesenoberfliche kommt [Bader et al. 2004;
Willert et al. 1996; Wittmann 2006]. Zudem ist neben den zytotoxischen Auswirkungen durch die
vermehrt entstehenden metallischen Abriebprodukte auch eine erhohte osteolytische Aktivitit
durch die verwendeten Rontgenkontrastzusitze beschrieben [Ingham et al. 2000; Mitchell et al.

2003].

6.2.2.4 Auswirkung der isolierten metallischen Abriebprodukte auf primire humane

Knochenzellen

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals nur der metallische Anteil des in einem Prothesen-
prifstand generierten Abriebs zwischen verschiedenen Hiftendoprothesenstielen und Knochen-
zementkdchern extrahiert und die Auswirkungen des Abriebs auf primire humane Knochenzel-
len untersucht. Trotz der sehr begrenzten Menge der generierten Abriebprodukte und des ver-
schwindend geringen Anteils des metallischen Anteils am Gesamtabrieb von unter 1% gelang die
Aufbereitung in fiir Zellversuche kompatibler Weise. Die zur Verfigung stehende Partikelmenge
erwies sich als ausreichend, um im Zellversuch an primiren humanen Knochenzellen einen Ef-

fekt auf die Proliferationsrate, die Apoptose- und Nekroserate zu beobachten.
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Abweichend zu den eingesetzten nativen Abriebprodukten zeigte sich bei den isolierten metalli-
schen Abriebprodukten des rauen CoCr-Schaft gegen CMW-Zement eine héhere Apoptoserate
und hohere Nekroserate, wihrend es durch den Abrieb des rauen Ti-Schafts gegen Palacos mit
71O, tendenziell zu einer Verminderung der Proliferationsrate kam. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den Beschreibungen anderer Autoren, wonach der zytotoxische Effekt von CoCr-
Partikeln eher Gber direkte zellschidigende Mechanismen zum Zelltod fuhrt, wihrend Ti-Partikel
weniger Effekt auf das Uberleben der Zellpopulation haben und iiber eine erhdhte Zytokin-
ausschittung zur Osteolyse fithren [Doorn et al. 1998; Glant et al. 1996; Haynes et al. 1993; Pio-
letti et al. 1999]. Wenngleich Pioletti et al. auch bei Titanpartikeln die Apoptose als wesentlichen
zellschidigenden Mechanismus nachwies [Pioletti et al. 1999], legen die Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit die Vermutung nahe, dass fir den zytotoxischen Effekt der CoCr-Partikel die

Apoptose in einem héheren Malle zum Tragen kommit, als dies fiir Ti-Partikel der Fall ist.

In der Literatur sind insbesondere fiir zementierte Hiiftendoprothesenstiele aus Titan hohe Friih-
lockerungsraten beschrieben [Lichtinger et al. 2000; Massoud et al. 1997; Maurer et al. 2001;
Willert et al. 1996], obwohl zahlreiche Arbeiten durch Titanpartikel geringere zellschidigende
Effekte als durch CoCr-Partikel nachweisen konnten [Goodman et al. 2006; Lohmann et al. 2000;
O'Connor et al. 2004; Pioletti et al. 1999; Pioletti et al. 2002; Shida et al. 2000].

Demgegentiber konnte in der vorliegenden Arbeit die klinische Beobachtung der hohen Friihlo-
ckerungsraten von zementierten Huftendoprothesenstielen aus Titan im Zellversuch bestitigt
werden, da durch die nativen generierten Abriebprodukte von Titanstielen tendenziell hohere
Apoptose- und Nekroseraten zu beobachten waren als durch CoCr-Stiele. Diese Ergebnisse
konnten jedoch mit dem jeweils isolierten metallischen Abriebanteil im Zellversuch nicht besti-
tigt werden. Hier zeigten sich im Gegenteil durch den isolierten Abrieb von CoCr-Stielen héhere
Apoptose- und Nekroseraten als durch den isolierten Abrieb von Ti-Stielen, allerdings war durch
den Abrieb von CoCr-Stielen auch die Proliferationsrate der Zellen erhoht. Insofern scheint fur
zementierte Ti-Schifte bei der Entstehung der aseptischen Osteolyse insbesondere der Knochen-
zementabrieb und hier besonders die rontgendichten Zusitze wie ZrO, eine wesentliche Rolle zu
spielen [Shardlow et al. 2003], wenngleich viele Autoren den zellschidigenden Effekt von ZrO,
gegeniiber den metallischen Abriebprodukten als nachrangig ansehen [Lenz et al. 2009; Wang et
al. 2002].

Allerdings ist zu bedenken, dass reine zellbiologische Betrachtungen gewisse tribologische Me-
chanismen und physikalisch-chemische Vorginge, die in vivo bei der Entstehung der aseptischen
Osteolyse eine Rolle spielen konnten, auller Acht gelassen werden. So wurde als wesentlicher

Einfluss die durch Mikrobewegungen zwischen Knochenzement und Hiftendoprothesenstiel
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entstehende Oberflichenoxidation am Prothesenwerkstoff beschrieben. Obwohl Titan sich auf-
grund seiner korrosionsbestindigen Oberfliche gut als Implantatmaterial eignet [Valles et al.
2000], konnten Willert et al. an explantierten Ti-Schiften erniedrigte pH-Werte messen, was auf
Korrosionsvorginge zuriickgefithrt wurde [Willert et al. 1996]. An der Oberfliche von Endopro-
thesenwerkstoffen aus Titanlegierungen bildet sich eine ca. 4-6 nm dicke, stabile TiO,-Schicht,
welche fiir die gute Biokompatibilitit des Werkstoffs sorgt [Valles et al. 2006]. Wenn nun durch
Abrasionsvorginge die stabile TiO,-Schicht zerstort wird, bekommen die am Knochenmetabo-
lismus beteiligten Zellen Anschluss an eine noch nicht oxidierte Ti-Oberfliche, zudem kommt es
durch die Oxidation der Oberfliche zum Absinken des pH-Werts. Durch die Verdnderung des
Sauremilieus einerseits [Willert et al. 1996], sowie durch die entstehenden Ti-Partikel andererseits
kommt es zur Verstirkung der Osteolyse. Zudem konnte fiir Ti-Partikel eine wesentlich héhere

Zytotoxizitit als fur TiO,-Partikel nachgewiesen werden [Valles et al. 20006].

Somit konnen die klinischen Resultate der zementierten Huftendoprothesen nicht ginzlich im
Zellkulturversuch nachvollzogen werden, wenngleich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

teilweise Hinweise hierauf geben konnen.

Vielmehr als die reine Zellantwort auf die entstehenden Abriebprodukte scheint das Zusammen-
wirken aus Schaftdesign, Oberflichenbearbeitung und Werkstofflegierung fir das klinische Er-

gebnis eines Hiiftendoprothesenschafts verantwortlich zu sein.
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7 Zusammenfassung

Trotz der guten Erfolge der modernen Hiuftendoprothetik bleibt die aseptische Endoprothesen-
lockerung der Hauptversagensgrund, woftr durch Abriebpartikel induzierte Vorginge der peri-
prothetischen Osteolyse eine wichtige Rolle spielen. Trotz der guten Biokompatibilitit von Titan-
legierungen als Endoprothesenwerkstoff wurden vor allem fir zementierte Hifftendoprothesen-
stiele aus Titan hohe Frihlockerungsraten beschrieben. Deshalb richtet sich in der vorliegenden
Arbeit das Hauptaugenmerk auf die zwischen Hiiftendoprothesenstiel und Knochenzement

entstehenden Abriebprodukte und deren Auswirkungen auf primire humane Knochenzellen.

In einem Prothesenpriifstand generierte Oberflichendestruktionsprodukte unterschiedlicher
Hiftendoprothesen- und Knochenzementpaarungen wurden im Zellversuch getestet, hierbei war
es erstmals méglich, nur den metallischen Anteil der Abriebprodukte in fiir Zellversuche kompa-
tibler Weise zu extrahieren und deren Auswirkungen auf die Proliferation, Apoptose und Nekro-

se von humanen Osteoblasten zu bestimmen.

Hierbei war durch den isolierten metallischen Abrieb von CoCr-Hiuftendoprothesenstielen eine
hohere Apoptose- und Nekroserate als durch den Abrieb von Ti-Stielen zu verzeichnen, durch

deren Abrieb es wiederum eher zu einer Hemmung der Proliferation kam.

Durch den nativen (d.h. gesamten metallischen und Knochenzementanteil) Abrieb von Kohlen-
stoffbeschichteten Ti-Huftendoprothesenstielen waren geringere zellschidigende Effekte zu
verzeichnen als durch den Abrieb von Ti-Schiften ohne Beschichtung, wihrend es durch den
Abrieb von Kohlenstoffbeschichteten CoCr-Schiften zu den héchsten beobachteten Effekten
auf die Apoptose- und Nekroserate kam, was durch eine hohere Vulnerabilitit der Kohlenstoff-
beschichtung auf CoCr-Huftendoprothesenstielen mit Delaminierung der Beschichtung im Ab-

riebverhalten sowie der héheren Zytotoxizitit des CoCr-Abriebs erklirbar wire.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass durch die Kohlenstoftbeschichtung von Huften-
doprothesen aus Titanlegierungen fiir den zementierten Einsatz deren Biokompatibilitit und die
klinische Standzeit der Prothesen weiter verbessert werden kann. Dennoch gibt es im Zellversuch
keine generellen Hinweise fiir die Erklirung der hohen Frithversagensraten von zementierten

Hiftendoprothesen aus Titanwerkstoffen gegeniiber denen aus CoCr-Legierungen.

SchlieBlich gilt es in weiteren Arbeiten die zahlreichen Einflussfaktoren der Endoprothesen wie
deren Design, Oberflichen- und Materialbeschaffenheit auf die klinische Standzeit zu untersu-

chen.
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- Aceton, Fa. Merck, Darmstadt

- AEC Subtrat-Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA

- Annexin-V-FLUOS Staining Kit, Fa. Roche Diagnostics, Penzberg
- Brij 35 Loésung 30%, Sigma Diagnostics, St. Louis, USA

- Cell Proliferation Kit 1 (MTT), Fa. Roche Diagnostics, Mannheim

- Cobalt-Standardlésung 1000 mg/1 (Cobalt-(IT)-Nitrat in Slapetersiure 0,5 Mol/l,
Fa. Merck, Darmstadt

- Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Fa. Roche Diagnostics, Penzberg

- DMEM (dulbeccos Modifies Eagle’s Medium, Fa. Biochrom AG, Berlin
- DMSO (Dimethyl-Sulfoxid), Fa. Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

- FCS (Fetal Calf Serum), Fa. Biochrom AG, Berlin

- Flusssdure (HF) 40%, Fa. Merck, Darmstadt

- Glyerin, Fa. Merck, Darmstadt

- L-Glutamin 200 mM, Fa. Biochrom AG, Berlin

- NBT/BCIP (Substrat der alkalischen Phophatase) Ready-to-use-tablets,

Fa. Roche Diagnostics, Penzberg
- Palladium-(IT)-Chlorid 2 g/1, Fa. Johnson Matthey GmbH, Katlsruhe
- PBS (Phosphate Buffered Saline), Fa. Biochrom AG, Berlin

- Penicillin/Streptomycin (25.000 Einheiten Penicillin/ml, 25 mg/ml Streptomy-
cin), Fa. Gibco, Katlsruhe
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Pepsin 0,4% in 10 mM HCI, Fa. Sigma, St. Louis, USA

PFA (Paraformaldehyd) 4% in PBS, pH 7,4, Fa. Merck, Darmstadt
Salzsdure (HCI) rauchend, 37%, Fa. Merck, Darmstadt
Titan-Standardlésung 1000 mg/1, Fa. Merck, Darmstadt

Tris-Puffer (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), Fa. Sigma, St. Louis, USA
Triton X-100 Lésung, Fa. Sigma, St. Louis, USA

Trypsin-EDTA, Fa Gibco, Karlsruhe

Vectastain ® (Avidin/Biotin-Komplex), Vector Laboratoties, Butlingame, USA
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