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1 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 

AAS Atomabsorptions-Spektrometrie 
AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol 
BaSO4 Bariumsulfat 
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat 
CoCr Cobalt-Chrom 
cp Ti commercially pure Titanium (kommerziell hergestelltes Reintitanpulver) 
DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium (Zellkulturmedium) 
DMSO Dimethylsulfoxid 
EDTA Ethylendiaminotetraacetat 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
FCS Fetal Calf Serum (fetales Kälberserum) 
HCl Chlorwasserstoff (Salzäure) 
HOB Humane Osteoblasten 
H-TEP Hüft-Totalendoprothese 
IL Interleukin 
LDH Laktat-Dehydrogenase 
MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid 
NBT Nitro blue tetrazolium chloride 
OAF Osteoclast activating factor 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PBMNC Peripheral blood mononuclear cells 
PC Polycarbonat 
PE Polyethylen 
PFA  Paraformaldehyd 
PGE2 Prostaglandin E2 
PI Propidium-Iodid 
PK Proteinase K 
PMMA Polymethylmetacrylat 
PTFE Polytetrafluorethylen 
REM Raster-Elektronenmikroskop 
SAOS-2 humane Osteosarkomzelllinie 
TBS Tris Buffered Saline 
TGFβ Transforming Growth Factor beta 
Ti Titan 
TiAlV Titan-Aluminium-Vanadium 
TiO2 Titanoxid 
TNFα Tumornekrosefaktor alpha 
UPA Ultrafine Particle Analyser 
ZrO2 Zirkonoxid 
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2 Einleitung 

In der Therapie der Coxarthrose stellt der endoprothetische Hüftgelenkersatz ein wesentliches 

Prinzip der modernen orthopädischen Chirurgie dar. Zurzeit werden weltweit jährlich etwa 

750.000 Hüftgelenkendoprothesen implantiert [Lappalainen et al. 2003], allein für Deutschland 

wird die Anzahl der implantierten Hüftendoprothesen mit 150.000 pro Jahr angegeben [Katzer et 

al. 2003b]. 

Da zunehmend auch jüngere Patienten für einen künstlichen Gelenkersatz in Frage kommen, 

werden an die modernen Endoprothesen immer höhere Ansprüche bezüglich einer möglichst 

langen Standzeit gestellt. Aber gerade bei jungen und körperlich aktiven Patienten liegt die durch-

schnittliche Überlebensrate einer Hüftendoprothese deutlich unterhalb derjenigen bei älteren 

Patienten [Puolakka et al. 2001]. 

Aufgrund der guten Langzeitergebnisse ist die Verankerung des Hüftendoprothesenstiels im 

Femur mittels Knochenzement als Standardverfahren anerkannt, der hierbei meist verwendete 

Werkstoff für die Hüftendoprothesenstiele ist eine Cobalt-Basislegierung oder Cobalt-Chrom 

(CoCr). Wegen ihrer guten physikalischen Eigenschaften sowie der biologischen Verträglichkeit 

zählen 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 Hüftendoprothesenstiel-Modelle aus Titan-Basis-Legierungen (Ti) zum Teil signifikant 

höhere Frühversagensraten als konventionelle zementierte Hüftstiele aus CoCr-Legierungen 

[Lichtinger et al. 2000; Massoud et al. 1997; Maurer et al. 2001]. Einige Autoren raten deshalb 

von der Verwendung zementierter Hüftendoprothesenstiele 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 Hüftendoprothesenstielen aus Titan gegenüber 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 für den langfristigen Erfolg einer Hüf-

tendoprothese ausschlaggebend ist, gilt also noch als ungeklärt. 

 

2.1 Die aseptische Prothesenlockerung 

Die Hauptursache für eine erforderliche Wechseloperation der Hüftendoprothese ist die asepti-

sche Endoprothesenlockerung. Demgegenüber sind andere Ursachen wie etwa Infektionen, 

Luxationen, Knochen- oder Implantatbrüche 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, Körpergewicht, Knochenqualität sowie körperliche Aktivi-

tät [Amstutz et al. 1992; Katzer et al. 2003a] auch Einflüsse 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 Oberflä-

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 Entzündungsreaktion aufrechterhalten, die letztlich zur peripro-

thetischen Osteolyse führt [Amstutz et al. 1992; Doorn et al. 1996]. Bei weiterem Fortschreiten 

der Reaktion lockert sich der Hüftendoprothesenstiel und macht eine Wechseloperation erforder-

lich.  

Die Abriebpartikel entstehen an allen Materialgrenzflächen, überwiegend an der Gleitpaarung 

zwischen künstlichem Hüftkopf und Pfannen-Inlay, aber auch an den Interfacegrenzen zwischen 

Knochen, Implantat und Zement sowie an allen Grenzflächen modular aufgebauter Implantate 

[Elke 2001]. Da vor allem für zementierte Hüftstiele aus Titan massive Frühlockerungen beo-

bachtet wurden, richteten wir unser Hauptaugenmerk in der vorliegenden Arbeit auf die Inter-

facegrenze zwischen dem Hüftendoprothesenstiel und dem ihn umgebenden Zementmantel. 

Eine Vielzahl von Autoren beschreiben zudem eine bei der Revisionsoperation deutlich sichtbare 

Schwärzung 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 führen zur von Willert et al. 

beschriebenen Spalt- und Reibkorrosion [Willert et al. 1996]. Für den anfänglichen Lockerungs-

prozess werden durch das Prothesendesign bedingte hohe Scherkräfte an der Implantat-Zement-

Grenze sowie eine ungenügende 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 Hüftendoprothesenstielen zeigen, dass auch bei intaktem Zementmantel und fest sitzendem 

Hüftendoprothesenstiel Abriebpartikel – in diesem Fall PE-Partikel aus den artikulierenden 

Oberflächen zwischen Prothesenkopf und Pfannen-Inlay – sowohl im Interface zwischen Kno-
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chen und Zementmantel als auch zwischen Hüftendoprothesenstiel 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 Schlüsselrolle 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 Größenverteilung 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 führt durch zahlreiche parakrine Regulationsvorgänge zu einer verminderten Kno-

chenneubildung und zu einer vermehrten Knochenresorption. Das von den Makrophagen sezer-

nierte TNFα beispielsweise führt zu einer vermehrten Produktion von PGE2 durch Osteoblas-

ten, was wiederum zu einer vermehrten Osteoklastenaktivität führt [Horowitz et al. 1994]. Des-

halb wird TNFα auch als „osteoclast activating factor“ (OAF) bezeichnet [Amstutz et al. 1992].  

Demgegenüber führt das von den Makrophagen sezernierte TNFα und andere Interleukine wie 

IL-1 und IL-6 sowie das vermindert gebildete TGFβ zu einer Minimierung der Osteoblastenakti-

vität [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. 

Demgegenüber sind die Auswirkungen von Abriebprodukten auf Fibroblasten und Osteoblasten 

wenig untersucht. 
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2.3 Morphologie und Größenverteilung von Abriebpartikeln in vivo 

Wie bereits erwähnt, entstehen Abriebpartikel überwiegend an der Gleitpaarung zwischen Pro-

thesenkopf und Pfannen-Inlay, aber auch an allen anderen Materialgrenzflächen der Hüft-

endoprothese. Entsprechend finden sich in histologischen Untersuchungen von periprotheti-

schem Gewebe Partikel unterschiedlichster Materialien. Quantitativ den größten Anteil haben 

hier bei PE-Gleitpaarungen PE-Partikel; den volumenmäßig weitaus geringeren Anteil haben 

Partikel aus dem Prothesenwerkstoff (meist Titan oder CoCr), dem Knochenzement (PMMA) 

einschließlich der Röntgenkontrastzusätze (meist ZrO2, früher auch BaSO4). 

Willert et al. berichtete über einen weiten Größenbereich von aus periprothetischem Gewebe 

gewonnenen PE-Partikeln von 0,5 – 300 µm [Doorn et al. 1996; Willert et al. 1993]; jedoch beo-

bachtete er auch vermehrt kleinere Partikel (0,5 – 20 µm), wenn der Abriebpartner nicht Po-

lyethylen, sondern Metall oder Knochenzement war. McGrath et al. konnten in histologischen 

Untersuchungen von periprothetischem Gewebe von gelockerten Titan-

Hüftendoprothesenstielen Partikel überwiegend im Größenbereich von 1-5 µm nachweisen 

[Mcgrath et al. 2001]. Allerdings muss konstatiert werden, dass – wie im Fall der beiden vorge-

nannten Arbeiten – das Auflösungsvermögen der Lichtmikroskopie beim Nachweis von Parti-

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

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der überwiegende 

Anteil der PE-Partikel unter 1 µm Größe misst. So berichten Shanbhag et al., dass 92% aller 

Partikel kleiner als 1 µm waren und eine mittlere Größe von 0,53 ± 0,3 µm 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 überaus 

vielgestaltig, meist in Form von länglichen Scheiben mit einer maximalen Länge von 10-400 µm. 

Auch wird in der Arbeit von Shanbhag et al. erwähnt, dass der Großteil 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 Reibverschleißverfahren hergestellt, indem durch Reibung von zwei oder mehr 

Werkstücken aus dem entsprechenden Metall gegeneinander der entsprechende Metallabrieb 

entsteht. Dieses Verfahren liefert zwar Metallpartikel mit einem konstanten und reproduzierbaren 

Größenspektrum, jedoch ist der Großteil der so hergestellten und eingesetzten Partikel im Grö-

ßenbereich zwischen 1-5 µm oder noch größer [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 

Hüftendoprothesenstielen zeigten, sind die darin vorkommenden Abriebpartikel zum überwie-

genden Teil deutlich unter 1 µm 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 abhängt. Eine entscheidende Rolle spielt neben dem Material der Abriebpartikel auch 

deren Größenverteilung und Form [Amstutz et al. 1992; Choi et al. 2005; Goodman et al. 2006; 

O'Connor et al. 2004; Otto et al. 2006]. Anscheinend wird das Zellwachstum von Osteoblasten 

bzw. Fibroblasten in vitro durch Titanpartikel unter etwa 5 µm Größe mehr beeinträchtigt als 

durch Partikel von größerem Durchmesser [Goodman et al. 1998; Goodman et al. 2006; Papage-

orgiou et al. 2007; Sommer et al. 2005], gleichzeitig bewirken kleinere Partikel eine erhöhte 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 heißt Partikeln mit 

Durchmessern im Bereich unter 100 nm, auf das Zellwachstum von primären Knochzellen un-

terschiedlich. Zum Einen konnte gezeigt werden, dass CoCr-Nanopartikel bei Fibroblasten im 

Vergleich zu Mikropartikeln deutlich mehr Zellschäden 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 erklärt.  

Dem gegenüber wurde von Pioletti et al. die Beobachtung gemacht, dass der zellschädigende 

Effekt auf Osteoblasten, welcher durch Titanpartikel im Größenbereich von 1,5-5 µm verursacht 

wird, am größten ist und unterhalb dieses Größenbereichs wieder abnimmt [Goodman et al. 

2006; Pioletti et al. 1999]. In einer Arbeit von Hou et al. wurden ähnliche Effekte an mesen-

chymalen Stammzellen beobachtet, wobei durch TiO2–Nanopartikel im Größenbereich von 196 

nm die größten negativen Einflüsse auf die Zelladhäsion, -proliferation, -migration und –

differenzierung zu beobachten waren und diese Effekte demgegenüber sich durch noch kleinere 

Partikel im Größenbereich von 108 nm bzw. 14 nm deutlich abgeschwächt darstellten [Hou et al. 

2013]. 

Entsprechend dieser Beobachtungen werden die Mechanismen und die Rolle von Abriebproduk-

ten im Größenbereich 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 inflammatorischen Zellantwort werden hierbei auch direkte schädi-

gende Mechanismen durch oxidativen Stress oder Veränderung des intrazellulären Säuremilieus 

durch phagozytierte Partikel diskutiert [Hou et al. 2013]. Darüber hinaus wird in einigen Arbeiten 

auch ein direkter zytotoxischer Effekt von Abriebpartikeln diskutiert, welcher über einen DNA-

schädigenden Einfluss von Nanopartikeln zum programmierten Zelltod (Apoptose) führt [Gallo 

et al. 2013]. 

 

 

 

2.4 Zellbiologisches In-vitro-Modell der aseptischen Prothesenlockerung 

Sämtliche vorgenannten Arbeiten, in denen die zellbiologischen Auswirkungen von kommerziell 

hergestellten Partikeln untersucht wurden, bieten den Vorteil einer sehr differenzierten Betrach-

tungsmöglichkeit einzelner Teilaspekte des sehr komplexen Vorgangs der aseptischen Prothesen-

lockerung. Jedoch sind hiermit keine direkten Rückschlüsse auf die zellbiologischen und klini-

schen Auswirkungen von Änderungen einzelner Parameter des Prothesendesigns (z.B. Material, 

Oberflächenbeschaffenheit, Abriebverhalten etc.) möglich. In der vorliegenden Arbeit wurde ein 

zellbiologisches In-vitro-Modell der aseptischen Hüftendoprothesenlockerung etabliert. Durch 

die Generierung des Abriebs zwischen verschiedenen Hüftendoprothesenstielen und Zementkö-

chern unterschiedlicher Zusammensetzung bis zur Untersuchung der Auswirkungen des Abriebs 

auf primäre humane Knochenzellen können direkte Rückschlüsse von Unterschieden im Prothe-

sendesign auf die zellbiologischen Auswirkungen gezogen werden. Darüber hinaus lassen sich 

durch die Extraktion und Untersuchung des metallischen Abriebanteils gesonderte Betrachtun-

gen durchführen. 
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3 Problemstellung und Zielsetzung 

Zur Behandlung der fortgeschrittenen Coxarthrose stellt der endoprothetische Hüftgelenkersatz 

ein wesentliches Prinzip der modernen orthopädischen Chirurgie dar, jedoch ist die aseptische 

Endoprothesenlockerung nach wie vor eine der Hauptversagensgründe der Hüftgelenksendopro-

thetik. Durch die Ansammlung von Abriebpartikeln im periprothetischen Gewebe wird dort 

durch eine zellbiologisch vermittelte Immunantwort eine Entzündungsreaktion aufrechterhalten, 

die letztlich zur periprothetischen Osteolyse führt. Durch zahlreiche parakrine Regulationsvor-

gänge kommt es zu einer Störung 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 Größenverteilung ab-

hängig zu sein. Vor allem dem metallischen Anteil der Abriebprodukte kommt für die zellulären 

Auswirkungen eine besondere Bedeutung zu. Für in-vitro-Versuche bietet die Verwendung von 

kommerziell hergestellten Partikeln praktische Vorteile. Um jedoch ein möglichst realitätsnahes 

in-vitro-Modell der partikelinduzierten Hüftendoprothesenlockerung von zementierten Hüften-

doprothesenstielen zu erhalten, wurden in der vorliegenden Arbeit in einem Prothesenprüfstand 

generierte Abriebpartikel verwendet. Neben der Morphologie der Abriebprodukte wurden auch 

die zellulären Auswirkungen auf primäre humane Knochenzellen untersucht. Zudem wurde eine 

Methode zur Isolation des metallischen Anteils des generierten Gesamtabriebs in einer für späte-

re Zellversuche kompatiblen Form etabliert. Durch die Untersuchung der zellulären Auswirkun-

gen speziell des metallischen Anteils des Abriebs auf primäre humane Knochenzellen ergibt sich 

die Möglichkeit 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 Hüftendoprothesenstielen aus Titan-

Aluminium-Vanadium-Legierungen (TiAlVa) sowie aus Cobalt-Chrom-Legierungen in jeweils 

unterschiedlicher Oberflächenbehandlung und –rauheit auf die Proliferation, Nekroserate und 

Apoptoserate von Osteosarkomzellen sowie von primären humanen Knochenzellen untersucht.  

In der vorliegenden Arbeit sollen die folgenden Fragen näher betrachtet werden: 

- Ist der klinisch beobachtete Effekt der Frühlockerung von zementierten Hüftendopro-

thesenstielen aus Titanlegierungen durch Unterschiede in der Zellantwort auf Abriebpar-

tikel unterschiedlicher Legierungen zu erklären? 
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- Inwieweit zeigen sich Unterschiede oder Gemeinsamkeiten in der Zellreaktion auf Ab-

riebpartikel von Hüftendoprothesenstielen unterschiedlicher Legierungen und unter-

schiedlicher Knochenzement-Arten? 

- Welche Rolle spielt die Oberflächenrauheit der Hüftendoprothesenstiele in der Zusam-

mensetzung des entstehenden Abriebs und welche zellulären Auswirkungen werden hier-

durch hervorgerufen? 

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

Produktion und Entwicklung der Hüftendoprothesen-Werkstoffe ableiten? 
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4 Material und Methoden 

4.1 Verwendete Partikelarten 

Um die zellbiologischen Auswirkungen von Abriebprodukten aus dem Interface zwischen Hüft-

endoprothesen-Stiel und Knochenzement untersuchen zu können, wurden neben den eigens in 

einem speziellen Prüfstand generierten Abriebpartikeln auch kommerziell hergestellte Partikel 

zum Vergleich herangezogen. 

4.1.1 Generierte Abriebpartikel 

Die Herstellung der für die späteren Zellversuche verwendeten Abriebprodukte aus dem Prothe-

senstiel-Zement-Interface erfolgte in einem eigens angefertigten Prüfstand (siehe Abbildung 1) 

Hierbei wird in einem realitätsnahen Modell der Zustand eines im Zementköcher gelockerten 

und reibenden Hüftendoprothesen-Stiels simuliert, indem nach vorausgegangener partieller dista-

ler Stiel-Zementierung und anschließendem „Lockern“ des Interfaces zwischen Implantat und 

Zement definierte Relativbewegungen von 0,55 mm zwischen Stiel und fixiertem Zementköcher 

bei definierten Flächenpressungen von 0,64 kN mit Hilfe regelbarer Hydraulikzylinder appliziert 

werden. Relativbewegung und Flächenpressung orientieren sich an aus der Literatur bekannten 

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

Als Prüfobjekte dienten Hüftendoprothesenstiele unterschiedlicher Legierungen und Oberflä-

chenrauheiten (Tab. 1) Zur Herstellung der Zementköcher wurde handelsüblicher 

Hüftendoprothesen-Stiel Knochenzement Stiel-Nr. Menge 

Legierung Oberfläche 

CoCrMo glatt Palacos® R mit ZrO2 9, 21, 22, 55a 
32 mg 

CoCrMo rau Palacos® R mit ZrO2 14, 15 57 mg 

CoCrMo rau CMW 35 622 mg 

TiAlV rau Palacos® R mit ZrO2 19, 27, 44 195 mg 

TiAlV glatt CMW 24 92 mg 

Tabelle 1: Getestete Hüftendoprothesen-Stiele bzw. Knochenzement-Arten zur anschließenden Isolierung des metallischen Anteils des 
Abriebs zur Durchführung von Zellversuchen mit primären humanen Knochenzellen. 
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Knochenzement mit ZrO2 (Palacos R®) sowie ein speziell auf Palacos R Basis angefertigter Kno-

chenzement ohne ZrO2 verwendet. Nach Anmischen und Ausformung in einer speziell angefer-

tigten Zementiervorrichtung wurde der Stiel aus dem Zementköcher entfernt und der Köcher im 

Anschluss zur Realisierung einer gleichmäßig verteilten Flächenpressung in der Grenzfläche 

reproduzierbar in drei Teile aufgetrennt. Die Einzementierung des Stieles erstreckte sich aus 

versuchstechnischen Gründen über das mittlere und distale Stiel-Drittel. Die freigesetzten Ab-

riebpartikel wurden in einem speziellen Behälter aus Polytetrafluorethylen (PTFE) aufgefangen. 

Eine Testung des Prothesenstiels bzw. Zementköchers erfolgte jeweils über 3 Mio. Bewegungs-

zyklen. 

 

4.1.2 Kommerzielle Referenzpartikel 

Für vergleichende zellbiologische Untersuchungen wurden zudem folgende kommerziell herge-

stellte Referenzpartikel verwendet: Reintitan (cpTi; Körnung: 3 µm, Fa. Chemetall), zwei Ti-

tanoxyd-Pulver unterschiedlicher Körnung (TiO
2
; Körnung: 0,5 µm bzw. 1,8 µm, Fa. Sachtleben, 

Duisburg) sowie reines polykristallines ZrO2 (Fa. Heraeus Kulzer, Wertheim). 

 

4.2 Isolierung der metallischen Abriebprodukte 

Wesentliches Ziel dieser Arbeit ist neben der zellbiologischen Untersuchung über die Auswirkung 

von unaufbereitetem (nativem) Grenzflächen-Abriebprodukt auf humane Knochenzellen die 

gesonderte Untersuchung der biologischen Wirkung der metallischen Abriebprodukte. Der  

überwiegende Anteil des im Prüfstand entstehenden Abriebpulvers besteht aus Knochenzement-

Abbildung 1 Partikelprüfstand zur Generierung der Abriebpartikel aus dem Interface zwischen Hüftendoprothesen-Stiel und Knochen-
zement (a). (b): Detailvergrößerung aus (a): ESV-Stiel = Einspannvorrichtung für den Hüftendoprothesen-Stiel; ESV ZK = 
Einspannvorrichtung für den Zementköcher; Fp = Anpresskraft [0,64 kN] (c): Einleitung der Anpresskraft auf den dreiteiligen 
Zementköcher über zwei drehbar gelagerte Pressbacken mittels kraftregelbarer Hydraulikzylinder (aus [Bader et al. 2004]) 
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Abrieb und nur ein verschwindend geringer Anteil des Gesamtabriebs rührt von der Werkstoff-

oberfläche des Hüftendoprothesen-Stiels bzw. dem ZrO2-Anteil des Knochenzements her. ZrO2-

Partikel dienen der Kontrastierung des Zementköchers für radiologische Untersuchungen. Um 

die zellulären Auswirkungen der metallischen Abriebpartikel im Gesamtabrieb gesondert betrach-

ten zu können, musste eine Methode entwickelt werden, die es erlaubt, den PMMA-Anteil im 

generierten Abrieb in einer für spätere Zellversuche kompatiblen Weise zu eliminieren bzw. den 

metallischen Abrieb-Anteil zu extrahieren. Das Hauptaugenmerk lag hierbei auf einer größtmög-

lichen Ausbeute an metallischen Partikeln. 

 

4.2.1 Partikelverlust sowie qualitative Veränderung der Abriebprodukte bei der  

Proben-Aufbereitung 

Um unerwünschte Wirkungen des für die Auflösung des Knochenzements erforderlichen Lö-

sungsmittels DMSO in zellbiologischen Untersuchungen auszuschließen, musste ein Verfahren 

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

Da das vorrangige Ziel dieser Arbeit die Entwicklung eines Extraktionsverfahrens der für nach-

folgende Zellversuche interessanten Partikel im Größenbereich von unter 1 µm ist, sollte eine 

Veränderung der ursprünglich in der Ausgangslösung vorgefundenen Größenverteilung der Par-

tikel ausgeschlossen werden können. 

Im Folgenden sollen zwei Aufbereitungsverfahren vorgestellt werden, die hinsichtlich des dabei 

auftretenden Verlusts an metallischen Abriebprodukten sowie der Größenverteilung der Partikel 

in der Ausgangslösung und in der aufbereiteten Probe untersucht wurden. 

 

4.2.1.1 Zentrifugation 

Die Zentrifugation bietet die Möglichkeit, bedingt durch die höhere Feststoffdichte der Partikel 

im Vergleich zum Lösungsmittel 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-

stammlösung (1 mg/ml) von Reintitan und zwei Titanoxydpartikellösungen mit unterschiedlicher 

Partikelgrößenverteilung (mittlerer Durchmesser: 0,5 µm bzw. 1,8 µm) mittels einer Pasteurpipet-

te aus Glas in ein Eppendorfgefäß pipettiert. Die Zentrifugation erfolgte für 20 min. bei 13.000 

U/min., das entspricht ca. 16060 x g. Der Überstand (1,5 ml) wurde in ein Glasgefäß überführt 

und anschließend mittels AAS (siehe 4.4.1) auf seinen Titangehalt hin analysiert. Das Eppen-
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dorfgefäß mit dem Rückstand (0,5 ml) wurde anschließend mit 1,5 ml Aqua dest. aufgefüllt und 

abermals zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt fünf Mal wiederholt. Zuletzt wurde 

das Eppendorfgefäß mit dem Vortex kräftig geschüttelt und anschließend für 10 min. im Ultra-

schallbad behandelt. Um die Partikelrückstände möglichst gänzlich in Lösung zu bringen, wurden 

die letzten beiden Schritte dreimal wiederholt. Die so gewonnene Lösung wurde anschließend in 

ein Glasgefäß pipettiert und ebenfalls analysiert. 

 

4.2.1.2 Filtration und Resuspension des Filterrückstands 

Im folgenden Versuch wurde eine Partikel-Stammlösung mit einer Konzentration von 1 mg/ml 

eingesetzt, um den Partikelverlust, der durch die Filtration und die anschließende Re-Suspension 

des Filterrückstands auftritt, quantifizieren zu können. Um darüber hinaus den Einfluss der Par-

tikelgröße sowie der Titanlegierung (Titanoxyd oder Reintitan) auf den Partikelverlust studieren 

zu können, kamen Lösungen mit Titanoxydpulver mit einem mittleren Durchmesser von 0,5 µm 

bzw. von 1,8 µm sowie eine Lösung mit Reintitanpulver zum Einsatz. 

Zur Herstellung der Stammlösungen 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 aufgefüllt und anschließend 

für 10 min. im Ultraschallbad behandelt, um die Agglomeration der einzelnen Metallpartikel in 

der Lösung herabzusetzen. 

 

Filtration der Partikellösung und anschließende Re-Suspension des Filterrückstands. Die 

Filtration der Partikellösungen erfolgte mit einem Polycarbonatfilter mit einer Porengröße von 

0,1 µm (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-Stammlösung auf den montierten Filter pipettiert. Als Leerwert diente an-

statt der Partikel-Stammlösung partikelfreies Aqua dest., mit dem ansonsten genauso verfahren 

wurde wie mit den Partikellösungen. Das Filtrat wurde in einem Glasgefäß mit aufschraubbarem 

Deckel aufgefangen und ebenfalls auf seinen Titangehalt sowie auf die Größenverteilung der 

darin enthaltenen Partikel hin untersucht. 

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

Pinzette in ein 15-ml-Schraubglas überführt. Dieses wurde mit 2 ml Aqua dest. aufgefüllt und 10 
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min. im Ultraschallbad behandelt, so dass der metallische Rückstand auf dem Filter in Lösung 

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-Stammlösungen, der Filtrate sowie die Lösungen mit dem rückgewonne-

nen Filterrückstand wurden mit Atomabsorptionsspektrometrie auf ihren Titangehalt hin unter-

sucht sowie einer Bestimmung der Partikelkonzentration unterzogen. 

 

4.2.2 Proben-Aufbereitung 

4.2.2.1 Auflösen des Knochenzements 

In Vorversuchen hat sich das Lösungsmittel DMSO als geeignet erwiesen, den PMMA-Anteil des 

Knochenzements suffizient aufzulösen [Wittmann 2006]. Hierzu wurden Abriebprodukte ver-

schiedener Hüftendoprothesen-Stiele bzw. Knochenzement-Arten mit Hilfe einer Labor-

Feinwaage (Scaltec


 SBC 32) in ein 15 ml-Schraubglas-Gefäß abgewogen (siehe Tabelle 1). Da 

die zu erwartende Menge an metallischem Abrieb im Gesamtabrieb einiger getesteter Hüftendop-

rothesenstiele für anschließende Zellversuche nicht ausgereicht hätte, wurden teilweise die Ab-

riebprodukte mehrerer getesteter Hüftendoprothesenstiele gleicher Legierung (TiAlV bzw. 

CoCrMo) bzw. gleicher Oberflächentopographie (glatt (Rz=7 µm) bzw. rau (Rz=20 µm)) zusam-

mengefasst. Anschließend wurden in das Gefäß jeweils 15 ml DMSO pipettiert und diese Lösung 

kräftig geschüttelt, um eine homogene Suspension zu erreichen. Die Lösungen wurden für ca. 15 

min. im Ultraschallbad behandelt und anschließend über Nacht stehen gelassen, damit der 

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

 

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 Porengröße von 0,1 µm (Nucle-

pore


, Fa. Millipore) montiert wurde. Das Filtersystem steckte mit dem Gummipfropf an seinem 

unteren Ende in einem Erlenmeyer-Kolben, der einen Anschluss für den Schlauch einer Vaku-

um-Pumpe besitzt (ebenfalls Fa. Millipore, siehe Abbildung 2) Nach einer etwa 15minütigen 

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 während der gesamten Filtrationsdauer bestand. Hierzu 
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hatte es sich als notwendig erwiesen, den Übergang zwischen Filterhalter und Erlenmeyer-

Kolben zusätzlich mit Laborfilm abzudichten. 

 

4.2.2.3 Inverse Spülung des Filterrückstands 

Der metallische Filterrückstand musste nun wieder vom Filter in eine für Zellkulturen verträgli-

che Lösung gebracht werden. Anfänglich wurde versucht, durch Umdrehen der Filteranordnung 

den Filterrückstand vom Filter zu spülen. In einer ersten Versuchsanordnung wurde eine Suspen-

sion aus kommerziell hergestelltem Reintitanpulver filtriert und anschließend die Filteranordnung 

umgedreht. Eine Spülung mit Aqua dest. zeigte jedoch keine suffiziente Wirkung, den Filterrück-

Abbildung 2: Isolierung der metallischen Abriebprodukte aus dem nativen Gesamt-Abrieb. Der im Partikelprüfstand entstandene 
Abrieb (a) wurde in 15 ml DMSO aufgelöst und im Ultraschallbad behandelt (b). Diese Lösung wurde in das Filtersystem einge-
bracht (c) und unter Anlegen eines Vakuums filtriert (d). Das Filtrat (e) enthält überwiegend den in DMSO aufgelösten PMMA-
Anteil des Knochenzements. Der metallische Teil des Abriebs verbleibt als Rückstand auf dem Filter (f), der dann anschließend im 
Ultraschallbad in PBS resuspendiert wurde. 
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stand vom Filter zu lösen (Daten nicht gezeigt). Zudem wären hierzu große Mengen an Spülflüs-

sigkeit notwendig gewesen, so dass neben einer hohen Partikelverlustrate auch eine extrem nied-

rige Partikelkonzentration in der Endlösung resultierten. Eine sinnvolle Durchführung von zell-

biologischen Untersuchungen mittels dieser Partikellösung wäre dann unmöglich geworden.  

Aus diesen Gründen musste ein Verfahren gefunden werden, bei dem der Filterrückstand mög-

lichst vollständig und in einer möglichst kleinen Menge Flüssigkeit in Lösung gehen konnte. Nur 

wenn diese beiden Vorgaben erfüllt werden können, ist die Partikelkonzentration in der Endlö-

sung hoch genug, um für anschließende Zellversuche eingesetzt werden zu können. Diese Vor-

gaben konnten mithilfe der Resuspension des Filterrückstands unter Anwendung von Ultraschal-

lenergie realisiert werden. 

 

4.2.2.4 Resuspension des Filterrückstands im Ultraschallbad 

Nach der Filtration wurde der Glas-Filterhalter demontiert und der Polycarbonat-Filter mit dem 

metallischen Abrieb als Rückstand vorsichtig mit einer Pinzette abgenommen und über Nacht 

getrocknet. Anschließend wurde der Filter in ein 15 ml-Schraubglasgefäß gegeben und es wurden 

5 ml PBS hinzu pipettiert. Von einer direkten Suspension des Filterrückstands in Zellkulturmedi-

um wurde aus Gründen der zeitlich nur sehr begrenzten Haltbarkeit dieser Lösung Abstand 

genommen. 

Anschließend wurde das Glasgefäß am Schraubdeckel zusätzlich mit Laborfilm abgedichtet und 

in ein Ultraschallbad gegeben. Nach einer etwa 10minütigen Ultraschallbehandlung konnte der 

Filterrückstand wieder in Lösung gehen. Von diesen 5 ml Partikellösung wurde ein Aliquot von 

500 µl abpipettiert, anhand dessen die Konzentrationsbestimmung des jeweiligen Elements (Co-

balt oder Titan) in der Lösung mittels AAS mit Probenaufschluss (siehe Kapitel 4.4.1) erfolgte. 

Die restlichen 4,5 ml der Partikellösung wurden mit einer Pasteurpipette aus Glas in ein 5-ml-

Schraubglasgefäß pipettiert. Die so gewonnenen Partikellösungen wurden anschließend sterilisiert 

(siehe 4.3) und bis zur weiteren Verwendung im Kühlschrank gelagert. Das Volumen wurde vor 

der Sterilisation mit einem wasserfesten Stift am Glasgefäß markiert. Der während des Sterilisati-

onsvorgangs durch Verdampfen entstandene Volumenverlust in der Partikellösung wurde mit 

sterilem PBS wieder auf 4,5 ml aufgefüllt. 
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4.3 Herstellen der Stammlösungen und Sterilisation der Partikel 

Für die anschließenden Zellversuche wurden Stammlösungen der jeweiligen Partikelart herge-

stellt, welche anschließend sterilisiert wurden und bei Bedarf in einer Verdünnungsreihe mit 

DMEM für Zellversuche zum Einsatz kamen. Zur Herstellung der Stammlösungen wurden je 50 

mg von Reintitan (cpTi; Körnung: 3 µm, Fa. Chemetall), zwei Titanoxyd-Pulver unterschiedlicher 

Körnung (TiO2; Körnung: 0,5 µm bzw. 1,8 µm, Fa. Sachtleben, Duisburg) sowie reinem polykris-

tallinem ZrO2 (Fa. Heraeus Kulzer, Wertheim) mit Hilfe einer Labor-Feinwaage (Scaltec


 SBC 

32) in ein 15 ml-Schraubglasgefäß aus Glas abgewogen. Von den nativen generierten Abriebpro-

dukten wurden je 5 mg in ein 5 ml-Schraubglasgefäß abgewogen. Die Partikel wurden anschlie-

ßend einer Gamma-Sterilisation (Dosis 25 kGy; Fa. Isotron, Allershausen) unterzogen, da sich 

bei einer Dampfsterilisation eine beträchtliche Agglomeration des Knochenzement-Abriebs bei 

den nativen Grenzflächenprodukten beobachten ließ. 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 für die kommerziellen Partikel eine Stammlösung von 10 mg/ml und 

für die nativen generierten Partikel eine Stammlösung 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 durchgeführ-

ten Probenaufschluss gehen die in Feststoffform als Partikel vorliegenden Metalllegierungen 

komplett in Lösung. So werden Sedimentationseffekte, die störende Auswirkungen auf die Re-

produzierbarkeit der Ergebnisse hätten, ausgeschaltet. Je nach Probenzusammensetzung und den 

zu analysierenden Elementen werden verschiedene Aufschlüsse verwendet. Hier kam ein Druck-

aufschluss zur Anwendung, bei dem die Probe in einer Druckaufschlussbombe mit Ammonium-

fluorid und Salpetersäure unter Druck erhitzt wurde. Durch dieses Probenaufschlussverfahren 

werden durch Kochen der Probe in Salpetersäure die in der Probe enthaltenen Metallverbindun-

gen in lösliche Salze überführt und störende Matrixverbindungen zerstört. Durch das enthaltene 

Ammoniumfluorid werden Silikate zerstört, die im Silikat enthaltenen Kationen gehen hierbei in 

Lösung. 

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

Inhalt der Proben, deren Titangehalt es zu bestimmen galt, wurden hinzugefügt und die Gefäße 
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je dreimal mit 1 ml einer 65%igen Salpetersäure ausgespült und ebenfalls in die Aufschlussbombe 

überführt. Mit zwei abschließenden Spülschritten wurden die Aufschlussbomben mit je 1 ml der 

65%igen Salpetersäure gespült, um eventuelle Anhaftungen an der Teflonwand zu vermeiden. 

Der Probenaufschluss erfolgte mit einem Mikrowellenaufschlussgerät bei einer Temperatur von 

ca. 140 bis 160°C über eine Dauer von 60 min. Die aufgeschlossenen Proben wurden in 50-ml-

Kolben überführt. Nach mehrmaligem Nachspülen der Aufschlussbombe mit Aqua dest. wurde 

der 50-ml-Kolben bis zur Eichmarke mit Aqua dest. aufgefüllt. 

Messung ohne Probenaufschluss. Für die Bestimmung des Metallgehalts der nativen Abrieb-

pulver wurde die Messung am Atomabsorptions-Spektrometer ohne Probenaufschluss durchge-

führt. 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 anschließend gemessenen Bruttogewichte. Zu den Glas-

kolben wurde 1 ml einer 37%igen Salzsäure pipettiert und 3g Glycerin abgewogen. Anschließend 

wurden die Glaskolben mit Aqua dest. bis zur Eichmarke aufgefüllt und für 15 bis 30 min. im 

Ultraschallbad behandelt. Das Glycerin diente dazu, durch die erhöhte Viskosität der Lösung 

Sedimentationseffekte der Partikel zu minimieren und so falsch niedrige Messergebnisse zu ver-

hindern. 

Standardlösung, Blanklösung und Modifier. Bei jeder Bestimmung eines Elements dienten 

eine Blanklösung als Leerwert und eine Standardlösung bekannter Titan- bzw. Cobalt-

Konzentration zur Erstellung einer Eichgeraden. Anhand dieser Eichgeraden wurde die Kon-

zentration der Proben durch Extrapolation bestimmt. Bei der Konzentrationsbestimmung von 

Cobalt (Co) war zusätzlich die Verwendung eines Modifiers notwendig. Der Modifier erlaubt eine 

höhere Veraschungstemperatur des Elements und führt so zu einem besseren Signal-Rausch-

Verhältnis und zur Signalverstärkung. Als Modifier diente eine Lösung, die zu gleichen Teilen aus 

Palladium-(II)-chlorid (2g/l) und Hydroxylammoniumchlorid (100 g/l) bestand. 

 

4.4.2 Ultrafine Particle Analyser 

Der Ultrafine Particle Analyser (UPA 150, Microtrac Inc., Montgomeryville, PA, USA) erlaubt 

die Darstellung der Größenverteilung von Partikeln im Größenbereich von 5 nm bis ca. 6 µm. 

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 Viskosität der Suspensionslösung. Die 

Größenbestimmung der Partikel erfolgt durch Berechnung aus der detektierten Frequenz, die 
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sich durch Interferenz der Wellenlänge des ausgestrahlten Lichts einer Lichtquelle und der Wel-

lenlänge des vom Partikel reflektierten Streulichts ergibt. 

Die Einzelmessung erfolgte während 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. Schärfe, Reutlingen) bestimmt. Die 

Messung beruht auf einer Widerstandserhöhung, die die Partikel beim Durchtritt durch eine 

Kapillare verursachen. Zur Messung werden die Partikel in einer schwachen Elektrolytlösung 

suspendiert und mit konstanter Geschwindigkeit durch eine Kapillare gesaugt. Voraussetzung für 

dieses Messverfahren ist, dass die Partikel die Kapillare einzeln passieren. Die Partikel verdrängen 

beim Durchtritt durch die Kapillare eine ihrem Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlö-

sung. Dies führt zu einer Erhöhung des Widerstands zwischen zwei Platin-Elektroden, die an der 

Kapillarstrecke angebracht sind, was als Maß für das Volumen der Partikel dient. Aus den einzel-

nen Signalen wird dann das Integral durch Pulsflächenanalyse berechnet. 

 

 

4.5 Zellbiologische Untersuchungen 

4.5.1 Verwendete Zelllinien und Behandlung der Zellkulturen 

Für die Zellversuche wurden Osteosarkomzellen der Zelllinie SAOS-2 sowie eigens aus Patien-

tenspongiosa angezüchtete primäre humane Knochenzellen (Osteoblasten) eingesetzt.  

Die Osteosarkomzellen dienten zur Durchführung von orientierenden Vorversuchen. Die 

Hauptversuche wurden mit den primären humanen Knochenzellen durchgeführt, um ein mög-

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

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen der Fa. Falcon mit einer Wachstumsoberfläche von 75 

cm2 in ca. 10 ml DMEM mit 10% FCS + 1% Glutamin, welches regelmäßig alle drei bis vier Tage 

gewechselt wurde, kultiviert. Sämtliche Arbeitsschritte, die sterile Umgebungsbedingungen erfor-

dern, wurden unter der Laminar Flow (Herasafe®, Fa. Heraeus, Hanau) durchgeführt. Die Inku-

bation erfolgte im Brutschrank (Heracell®, Fa. Heraeus, Hanau) bei 37°C und 5% CO2-Gehalt bei 

hoher Luftfeuchtigkeit. 
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Zur Durchführung der Zellversuche wurden die Zellen in der jeweils angegebenen Dichte in 96-

well-Mikrotiterplatten ausgesät. 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% CO2-Gehalt inkubiert. Anschließend wurden 2 

ml DMEM hinzu pipettiert, um das Trypsin-EDTA zu inaktivieren. Durch kräftiges Klopfen der 

Zellkulturflasche wurden noch an der Oberfläche haftende Zellen in Suspension gebracht. Die so 

gewonnene Zellsuspension wurde anschließend in ein Falcon Bluecap überführt. Wenige µl der 

Zellsuspension wurden dazu verwendet, mithilfe einer Neubauer-Zählkammer die Zelldichte der 

Suspension zu bestimmen. Die Zellsuspension wurde für 10 min. bei 250*g zentrifugiert (Centri-

fuge 5804 R, Fa. Eppendorf) und der Überstand abpipettiert. Das Zellsediment wurde nun so mit 

DMEM resuspendiert, dass die gewünschte Zelldichte erreicht wurde. Von dieser Suspension 

wurden nun je 100 µl in jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert, wobei durch ständiges 

Schütteln des Falcon-Gefäßes ein Sedimentieren der Zellen verhindert wurde. Nach 24 h Inkuba-

tion bei 37°C und 5% CO2-Gehalt wurde das Medium verworfen und durch das partikelhaltige 

Medium ersetzt. 

 

4.5.1.1 Osteosarkomzellen (SAOS-2) 

Zur Durchführung von orientierenden Vorversuchen dienten Osteoblasten der Zelllinie SAOS-2. 

Diese Zelllinie wurde 1973 aus dem primären Osteosarkom eines 11jährigen Patienten etabliert 

[Fogh et al. 1977b; Fogh et al. 1977a]. Die Versuche mit SAOS-2-Zellen wurden allesamt als 

Vorversuche für spätere Versuche mit humanen Osteoblasten durchgeführt. Durch die kurze 

Verdopplungszeit von ca. 43 h eignen sich Osteosarkomzellen im Gegensatz zu Osteoblasten zur 

Anzucht großer Zellmengen und zur Durchführung von vielen Versuchsansätzen innerhalb kur-

zer Zeit. Dennoch besitzen sie eine große Ähnlichkeit zu Osteoblasten und sind daher zur Be-

trachtung der Abläufe der am Knochenmetabolismus beteiligten Zellen geeignet. 

Die Zellen wurden über 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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4.5.1.2 Primäre humane Knochenzellen (Osteoblasten) 

Anzüchtung der Zellen. Die Anzüchtung der humanen primären Knochenzellen erfolgte aus 

der Kultur von Knochenstücken, die im Rahmen eines alloplastischen Hüftgelenksersatzes 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 Stücke (Größe ca. 0,5 bis 2 cm) des im Rahmen der 

Operation entnommenen Knochens unter streng sterilen Kautelen in ein 50-ml Falcon Bluecap-

Gefäß überführt, dem zuvor ca. 5-10 ml, auf 37°C angewärmtes DMEM zugefügt wurden. Die 

weitere Verarbeitung des Knochens erfolgte unter ebenfalls sterilen Bedingungen unter der La-

minar Flow (Herasafe®, Fa. Heraeus). Zunächst wurde das Nährmedium abgezogen und verwor-

fen. Es folgten zwei Waschschritte mit ca. 10 ml PBS, wobei durch kräftiges Schütteln des Fal-

con-Gefäßes der Knochen von groben Blut- und Fettanhaftungen gereinigt wurde. Anschließend 

wurden die Knochenstücke mit einer Luer-Klemme entnommen und mit einem Einmal-Skalpell 

in ca. 1-2 mm große Stücke zerteilt. Diese wurden dann in ein frisches Falcon Bluecap überführt 

und drei Waschschritten mit PBS unterzogen, so dass das PBS anschließend klar war. Um einer 

eventuell auftretenden bakteriellen Kontamination vorzubeugen, wurden die Knochenstückchen 

nun mit PBS, das 3% Penicillin/Streptomycin enthält, bedeckt und 5 min. inkubiert. Es folgte ein 

Waschschritt mit PBS. Die Knochenstückchen wurden anschließend mit Trypsin-EDTA bedeckt 

und 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteaselösung Trypsin-EDTA wäscht die Au-

ßenseite der Knochenstückchen sauber und löst 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 Knochenstückchen wurden dann 

gleichmäßig 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% CO2-Gehalt bei hoher Luft-

feuchtigkeit. 

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

Platte mit ca. 4 ml DMEM pro well umgesetzt. Hierdurch wird gewährleistet, dass noch vorhan-

Nr. Geschlecht Alter Diagnose OP 

1 weiblich 53 J. Dysplasiecoxarthrose re. H-TEP re. 

2 männlich 59 J. Coxarthrose re. H-TEP re. 

3 männlich 45 J. Coxarthrose bei Coxa vara epiphys. li. > re. H-TEP li. 

Tabelle 2: Patientendaten der Knochenspender zur Anzucht der primären Knochenzellen 
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dene, aber unerwünschte periphere Blutzellen mit der alten 6-well-Platte verworfen werden. Nach 

weiteren 72 h wurden die Knochenstückchen ein zweites Mal umgesetzt. Ab diesem Zeitpunkt 

erfolgte die Kultur ausschließlich in Ca2+-freiem Medium, welches regelmäßig alle 3-4 Tage ge-

wechselt wurde. Dadurch werden die im Knochen vorhandenen und für die Zellkultur uner-

wünschten Fibroblasten im Wachstum weitgehend unterdrückt. Das Zellwachstum wurde regel-

mäßig lichtmikroskopisch überprüft. 

 

Kryokonservierung der Zellen. Die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung in flüssigem 

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 gewährleisten. 

Die adhärent wachsenden Zellen wurden bei subkonfluentem Wachstum (ca. 80% Konfluenz) 

von der Wachstumsoberfläche abtrypsiniert. Hierzu wurde zunächst das Medium in den wells 

abpipettiert und verworfen. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden nun 0,5 ml Trypsin-

EDTA pro well hinzugefügt und für 4 min. im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2-Gehalt inku-

biert. Anschließend 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 abgelöst. Die Zellsuspension wurde anschließend in ein Falcon 

Bluecap überführt. Wenige µl der Zellsuspension wurden dazu verwendet, eine Neubauer-

Zählkammer zu beschicken. Gemäß den Herstellerbeschreibungen ergibt der Mittelwert aus vier 

ausgezählten Quadraten multipliziert mit 104 die Zellanzahl pro ml Medium. Multipliziert man 

diesen Wert mit dem Volumen der Zellsuspension im ml, so erhält man die absolute Zellzahl. 

Die Zellsuspension wurde für 10 min. bei 250*g zentrifugiert (Centrifuge 5804 R, Fa. Eppendorf) 

und der Überstand abpipettiert. Das Falcon-Gefäß 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 106 Zellen pro ml resuspendiert und auf die Einfrier-

röhrchen verteilt. Um einen möglichst langsamen Einfriervorgang von ca. 1°C pro min. zu ge-

währleisten, wurden die Einfrierröhrchen unmittelbar anschließend in eine mit 1-Propanol befüll-

te Einfrierbox gestellt, welche dann in die Tiefkühltruhe (-80°C) gegeben wurde. Nach ca. 24 h 

konnten die Zellen unter den üblichen Sicherheitsmaßnahmen (Tragen von Schutzhandschuhen 

und Schutzbrille) in den flüssigen Stickstoff gestellt werden, wo sie bis zur weiteren Verwendung 

gelagert wurden. 
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4.5.2 Immunhistochemie 

Vorbereitung der Objektträger. Um die in den Tests verwendeten primären humanen Kno-

chenzellen ausreichend mit immunhistochemischen Methoden charakterisieren zu können, müs-

sen diese vorher auf Objektträgern angezüchtet werden. Hierzu wurden Chamber Slides (Fa. 

Falcon, USA) verwendet. Dies sind Objektträger aus Glas, denen je vier Kammern aufgesetzt 

sind. Pro Patient wurden vier solcher Objektträger mit Zellen beschickt. In die Kammern wurde 

je 1 ml einer DMEM-Zellsuspension mit 10.000 Zellen/ml pipettiert. Die Chamber Slides wur-

den nun bei 37°C und 5% CO2-Gehalt in der Luft inkubiert und regelmäßig lichtmikroskopisch 

auf Zellwachstum überprüft. Bei subkonfluentem Wachstum (ca. 80% Konfluenz) wurde das 

Medium abgezogen und der Objektträger zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden mit 

einer Vorrichtung die aufgesetzten Kammern von den Objektträgern getrennt und ca. 3 h bei 

Raumluft getrocknet. Die Objektträger wurden in Alufolie eingewickelt und bis zur Färbung bei -

20°C gelagert. 

Die aus humaner Knochenspongiosa gezüchtete Zellreihe wurde mit immunhistochemischen 

Methoden hinsichtlich für primäre 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 

primärer 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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4.5.3 Einfluss von Abriebpartikeln auf humane Knochenzellen 

Um die Auswirkungen von Abriebpartikeln auf humane Knochenzellen zu untersuchen, wurden 

diese mit den im Prüfstand generierten sowie den daraus extrahierten Metallabriebpartikeln inku-

biert. Da aufgrund von Vorversuchen davon auszugehen war, dass die Ausbeute an metallischem 

Abrieb für Zellversuche extrem gering sein würde, 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 zunächst der Annexin-V Assay wie unter 4.5.4.3 beschrieben 

durchgeführt. Anschließend wurde in demselben Versuchsansatz die Nekroserate mit dem Sytox® 

Assay (siehe 4.5.4.4) gemessen. Zuletzt wurde die Proliferationsrate der Zellen mittels Hexosami-

Schritt Substrat / Reagenz Dauer 

 Fixieren  

1 PBS 5 min. 
2 PFA 4% 20 min. 
3 PBS 5 min. 
4 lufttrocknen  

 Färbung alkalische Phosphatase  

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

 Färbung Kollagen I  

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 Antikörper über Nacht 
13 Brij 0,01% in PBS 2 x 10 min. 
14 biotinylierter Brückenantikörper 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 fließend Leitungswasser  
22 Haemalaun 1 min. 
23 fließend Leitungswasser  
24 eindecken mit Kaiser Glyceringelatine  

Tabelle 3: Vorgehensweise der Fixierung und immunhistochemischen Färbung der Objektträger, auf denen zuvor die verwendeten pri-
mären Knochenzellen gezüchtet wurden. Zur Charakterisierung der Zell-Linie wurde alkalische Phosphatase und Kollagen 1 herangezo-
gen. Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Schritte bei Raumtemperatur durchgeführt. 
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nidase-Test bestimmt. Der Hexosaminidase-Test bietet gegenüber anderen Proliferations-Assays 

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

 

4.5.3.1 Auswirkungen des Lösungsmittels DMSO auf die Proliferation von Osteosar-

komzellen (SAOS-2) 

In späteren Zellversuchen sollte auch der aus dem Gesamtabrieb isolierte metallische Anteil der 

Grenzflächendestruktionsprodukte zum Einsatz kommen. Zur Auflösung des Knochenzemen-

tanteils wurde ein organisches Lösungsmittel (DMSO) verwendet. Zunächst musste von einer 

Zelltoxizität des Lösungsmittels 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 für die Entwicklung einer 

Methode zur Isolierung der metallischen Abriebprodukte dienen. 

Hierzu wurden jeweils 20.000 Zellen pro well in eine 96-well-Mikrotiterplatte ausgesät. 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 durchgeführt. Nach 3, 5, 7 bzw. 10 Tagen Inkubation erfolgte 

die Durchführung des MTT-Tests (siehe 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 Verhältnis 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 Abhängigkeit der Proliferationsaktivität von SAOS-2 

Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen von kommerziellen Reintitan- bzw. Zirkonoxid 

(ZrO2)-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 ausgesät. Nach 24 h Inkubation im Brut-

schrank wurde das Medium verworfen und durch das partikelhaltige Medium ersetzt. Für diesen 

Versuch kam ein Reintitanpulver sowie Zirkonoxidpulver (ZrO2) zum Einsatz (Fa. Chemetall, 

Frankfurt). Zur Herstellung der Verdünnungsreihe wurde zunächst von jeder Partikelart eine 

Stammlösung 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-Falcongefäße 

überführt. (ca. 15 bis 18 mg). Die genauen Mengen ergaben sich aus der Differenz des Bruttoge-

wichts und des zuvor bestimmten Taragewichts des Gefäßes. Entsprechend der Nettomenge 

wurde das Gefäß mit PBS aufgefüllt, so dass sich eine Partikelkonzentration von 10 mg/ml 

ergab. 

Anschließend wurde eine Verdünnungsreihe mit den Konzentrationsstufen 1,0 g/l, 0,5 g/l, 0,1 

g/l, 0,05 g/l, 0,01 g/l, 0,005 g/l und 0,001 g/l durch entsprechende Verdünnung mit DMEM 

hergestellt. Von diesen Lösungen wurden je 100 µl in jedes well pipettiert. 

Nach 72 h Inkubation erfolgte die Durchführung des MTT-Tests (siehe 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 durchgeführt. Die Ergebnisse sind dargestellt als arithmeti-

scher Mittelwert der Einzelmessungen aus zwei Versuchen mit 95%-Konfidenzintervall. Die 

Proliferationsrate ist als Verhältnis 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 möglichst realitätsnahes Zell-Modell der aseptischen Hüftendoprothesenlockerung zu 

schaffen, wurden primäre humane Knochenzellen (Osteoblasten) mit den im Partikelprüfstand 

generierten Abriebpartikeln inkubiert. Um außerdem den Einfluss des metallischen Anteils dieser 

Abriebpartikel auf den Knochenmetabolismus untersuchen zu können, 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 

Für diesen Versuch wurden die Osteoblasten mit einer Dichte von 3200 Zellen pro well in einer 

96-well-Platte ausgesät (siehe 4.5.1). Das entspricht einer Zelldichte von 10.000 Zellen pro cm2. 

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 Partikelstammlösungen wurden im Verhältnis 1:10 mit DMEM 

verdünnt. Von diesen Partikellösungen wurden zu jedem well 200 µl pipettiert. Das entspricht 

einer Partikelkonzentration von 200 mg/l.  

Nach 72 h Inkubation im Inkubator bei 37 °C und 5% CO2-Gehalt in der Luft bei hoher Luft-

feuchtigkeit erfolgte die Durchführung des Annexin-V-Assays (siehe 4.5.4.3). Nach einem 

Waschschritt mit TBS wurde die Messung der Nekroserate mit dem Sytox-Assay durchgeführt 

(siehe 4.5.4.4). Zuletzt wurde mit Hilfe des Hexosaminidase-Test (siehe 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 Verhältnis 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 ausgesät (entsprechend einer Dichte von 10.000 Zellen pro cm2). Nach 24 h Inku-

bation im Brutschrank (37°C, 5% CO2) wurde das Medium verworfen und durch das partikelhal-

tige Medium ersetzt. Die Stammlösung (siehe 4.3) wurde so mit DMEM verdünnt, dass sich die 

Konzentrationsstufen 2,0 mg/l, 0,2 mg/l und 0,02 mg/l ergaben. Beim Abrieb des rauen Titan-

Stiels gegen einen Palacos R® Knochenzement mit ZrO2 war durch die höhere Menge an metalli-

schem Abrieb auch die höchste Konzentrationsstufe von 20 mg/l möglich. Pro Konzentrations-

stufe wurden in jedes well 200 µl der Lösung pipettiert.  

Nach 72 h Inkubation im Brutschrank (37 °C und 5% CO2-Gehalt in der Luft bei hoher Luft-

feuchtigkeit) erfolgte die Durchführung des Annexin-V-Assays (siehe 4.5.4.3) sowie die Messung 

der Nekroserate mit dem Sytox-Assay (siehe 4.5.4.4). Zuletzt wurde mit Hilfe des Hexosami-

nidase-Test (siehe 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 primäre 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 µl der Partikellösung pipettiert. Von 

der Stammlösung (siehe 4.3) wurde mit DMEM eine Verdünnungsreihe hergestellt mit den Kon-

zentrationen 1 g/l, 0,1 g/l sowie 0,01 g/l. Nach 72 h Inkubation erfolgte die Messung der 

Apoptose und Nekrose mittels Annexin-V Assay bzw. Sytox® Green-Färbung 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 primäre Knochenzellen kamen unterschiedliche Assays zum 

Einsatz. Die metabolische Aktivität als Zeichen der Proliferation wurde mittels MTT-Test bzw. 

Hexosaminidase-Test untersucht. Zur Quantifizierung der Apoptoserate diente eine Färbung mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff Annexin V. Die Nekroserate der Zellen wurde mittels Sytox-Assay 

detektiert. 

 

4.5.4.1 MTT-Test 

Der MTT-Test ist ein nicht-radioaktiver Test zur Quantifizierung der Proliferationsaktivität 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-

serunlöslichen Formazankristalle werden durch Zugabe eines Lösungsreagenz in Lösung ge-

bracht. Die Auswertung erfolgt anschließend photometrisch. Es kam ein gebrauchsfertiger Zell-

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

Da sich bei vorschriftsmäßiger Anwendung des MTT-Tests bei hohen Partikelkonzentrationen 

(1,0 mg/ml und 0,5 mg/ml) falsch hohe Extinktionswerte durch Überlagerung von makrosko-

pisch sichtbarem Partikelsediment ergaben, musste der Test modifiziert werden. Nach 72 h bzw. 

96 h Inkubation wurde der Zellkulturüberstand (100 µl) in Eppendorfgefäße pipettiert, wobei 

durch mehrmaliges auf- und abpipettieren versucht wurde, möglichst den gesamten Partikelrück-

stand abzuziehen. 

Anschließend wurde jedem well wieder je 100 µl frisches DMEM sowie 10 µl MTT-

Markerreagenz zugesetzt. Nach 4 h Inkubation im Brutschrank wurden jedem well 100 µl MTT-
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Lösungsreagenz hinzugefügt und über Nacht inkubiert. Die photometrische Auswertung erfolgte 

mit einem ELISA-Reader bei einer Wellenlänge 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. 

Zunächst wurden die wells einem Waschschritt mit PBS unterzogen und anschließend jedem well 

100 µl Hexosaminidase-Reagenz hinzupipettiert. Nach einer Inkubation von 90 min. Dauer im 

Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Gehalt in der Luft bei hoher Luftfeuchtigkeit wurden zu 

jedem Well 100 µl einer 0,2 M NaOH-Lösung mit 5 mM EDTA (= Stopplösung) pipettiert. Da 

sich bei hohen Partikelkonzentrationen falsch hohe Messwerte ergaben, wurden von jedem well 

100 µl Überstand in eine neue 96-well-Platte überführt und gemessen. Die photometrische Aus-

wertung erfolgte bei einer Wellenlänge 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 frühen Phase der Apoptose wird in der Zellmembran ein normaler-

weise nach innen gekehrter Phosphatidylserin-Rest nach außen gekehrt. Annexin V ist ein Pro-

tein, das in Anwesenheit von Ca2+ mit hoher Affinität 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-

schließend für 15 min. mit je 30 µl Annexin-V-Lösung, welche gemäß Herstellerangaben 1:50 in 

Inkubationspuffer verdünnt 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 Wellenlänge 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 Färbung der Zellen erfolgte hierfür mit dem Farbstoff Sytox® Green (Molecular Probes, 

Leiden, Niederlande). Dieser Farbstoff färbt 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 Integrität der Zellmembran gestört und erlaubt so das Eindringen des 

Farbstoffs in das Zellinnere und somit die Anfärbung der DNA. 

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

der Fa. Perkin Elmer bei einer Wellenlänge 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, IL, USA). Die Messwerte sind jeweils als arithmeti-

scher Mittelwert aus den Ergebnissen der Einzelmessungen mit dem 95%-Konfidenzintervall 

angegeben. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Qualitative und Quantitative Analysen der Partikel und Abriebprodukte 

5.1.1 Größenverteilung der kommerziellen Referenzpartikel 

Die bei den Zellversuchen eingesetzten kommerziell hergestellten Partikel wurden mittels UPA 

hinsichtlich ihrer Größenverteilung charakterisiert (siehe Abbildung 3). Die Bezeichnung der 

Tabelle 4: Perzentilen der Größenverteilung der kommerziell hergestellten Partikel. Angegeben sind jeweils die 50% und die 90% 
Perzentile. 

Partikelart 50% Perzentile 90% Perzentile 

TiO2 0,5 µm 0,3546 µm 0,5973 µm 

TiO2 1,8 µm 0,3605 µm 0,6849 µm 

cp Ti 0,0690 µm 0,1042 µm 

Abbildung 3: Größenverteilung der kommerziell hergestell-
ten Referenzpartikel. Titanoxyd mit einem vom Hersteller 
angegebenen mittleren Durchmesser von 0,5 µm (links 
oben), 1,8 µm (rechts oben) sowie Reintitanpulver (links 
unten). Dargestellt sind jeweils die Verteilungsfunktion 
sowie die Durchgangsfunktion als Integral der Verteilung. 

cp Ti

Partikelgröße [µm]

0.001 0.01 0.1 1 10

V
e

rt
e

ilu
n

g
s
fu

n
k
ti
o

n
 [

C
h

a
n

n
e
l 
%

]

0

2

4

6

8

10

12

14

D
u
rc

h
g

a
n
g

s
fu

n
k
ti
o

n
 [

%
]

0

20

40

60

80

100

Verteilungsfunktion

Durchgangsfunktion

TiO2 0,5 µm

Partikelgröße [µm]

0.001 0.01 0.1 1 10

V
e

rt
e

ilu
n

g
s
fu

n
k
ti
o

n
 [

C
h

a
n

n
e
l 
%

]

0

2

4

6

8

10

12

D
u
rc

h
g

a
n
g

s
fu

n
k
ti
o

n
 [

%
]

0

20

40

60

80

100

Verteilungsfunktion

Durchgangsfunktion

TiO2 1,8 µm

Partikelgröße [µm]

0.001 0.01 0.1 1 10

V
e
rt

e
ilu

n
g
s
fu

n
k
ti
o
n
 [
C

h
a
n
n
e
l 
%

]

0

2

4

6

8

10

D
u
rc

h
g
a
n
g
s
fu

n
k
ti
o
n
 [
%

]

0

20

40

60

80

100

Verteilungsfunktion

Durchgangsfunktion



Ergebnisse 

  32 

beiden Titanoxydpulver (TiO2 0,5 µm bzw. TiO2 1,8 µm) 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 auffällig, dass 

die Größenverteilung der Partikel (siehe Abb. 3) im Vergleich zu den Herstellerangaben eine 

deutlich kleinere Partikelgröße zeigt. Vor allem beim Reintitanpulver bewegt sich die Größenver-

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

 

5.1.2 Einfluss der Methoden zur Isolierung des Metallabriebs auf ausgewählte Größen 

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 Ausgangslösung und die Lösung nach Filtration und Resuspension auf 

eine eventuelle Veränderung der Größenverteilung der Partikel untersucht. 

 

5.1.2.1 Partikelverlust bei der Zentrifugation 

Es wurden die Ausgangslösung vor der Zentrifugation, die jeweils abpipettierten Überstände 

sowie die Resuspensionslösung am Ende des Zentrifugationsverfahrens quantitativ auf ihren 

Titangehalt hin mittels AAS (4.4.1) überprüft. Die Ausbeute an Partikeln am Ende des Verfah-

rens ist als Quotient von Resuspensions- und Ausgangslösung in Prozent ausgedrückt (siehe 
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Abbildung 4). Im Gegensatz zur Filtration können bei der Zentrifugation keine Glasgefäße einge- 

setzt werden. Die hohen Beschleunigungskräfte bei der Zentrifugation machen die Verwendung 

von speziellen Gefäßen (Eppendorf-Gefäße) aus Kunststoff notwendig, was jedoch für die Parti-

kelanhaftung problematisch ist. So verbleibt am Ende der Zentrifugationsschritte ein Großteil 

der Partikel an der Gefäßwand haften und sorgt so für eine ungünstige Partikelausbeute, zudem 

kann es durch den selektiven Verlust von kleinen oder großen Partikeln zur Änderung der  

Größenverteilung kommen. 

 

5.1.2.2 Partikelverlust bei der Filtration und Resuspension 

Es wurden die Ausgangslösung vor der Filtration sowie die Resuspensionslösung am Ende des 

Verfahrens quantitativ auf ihren Titangehalt hin mittels AAS (4.4.1) überprüft (Abbildung 5 

links). Außerdem erfolgte eine Partikelzählung der Lösungen 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 Ausgangslösung in Prozent 

ausgedrückt. Hierbei liegt der Titangehalt der Resuspensionslösung im Vergleich zur Ausgangslö-

sung bei 91,5% für cpTi und bei 69,8 % für TiO2. Ebenso beträgt die Partikelanzahl in der Re-

suspensionlösung im Vergleich zur Ausgangslösung 81,4% für cpTi und bei 72,5% für TiO2. Der 

Partikelverlust bei diesem Verfahren muss durch eine nie ganz zu vermeidende Anhaftung der 

Partikel zum einen an den Gefäßwänden der verwendeten Glasgefäße 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 Größenverteilung der Partikel nach Filtration und Resuspension 

Um eine qualitative Veränderung der Partikelsuspensionen durch das Verfahren der Filtration 

und Resuspension weitgehend ausschließen zu können, wurde die Größenverteilung vor und 

nach der Filtration bzw. Resuspension bestimmt. Die Größenverteilung der Suspensionen sind 

Abbildung 6 zu entnehmen. Als „Ausgangslösung“ ist die eingesetzte Stammlösung vor dem 

Verfahren bezeichnet, jeweils darunter (Mitte) befindet sich das Verteilungsprofil der Partikel 

nach dem Verfahren. Ganz unten ist die Größenverteilung der Partikel aufgeführt, welche sich im 

Filtrat befanden. 

Hierbei zeigt sich eine allenfalls unwesentliche Veränderung der Größenverteilung der jeweiligen 

Partikellösung vor und nach der Filtration und Resuspension. Die 50%-Perzentile für die „TiO2-

Partikel 0,5 µm“ liegt vor der Filtration und Resuspension bei 0,36 µm (90%-Perzentile 0,61 µm) 

und nach dem Verfahren bei 0,33 µm (90%-Perzentile 0,54 µm). Für die „TiO2-Partikel 1,8 µm“ 

zeigte sich eine Größenverteilung mit einer 50%-Perzentile von 0,36 µm vor der Filtration und 

Resuspension (90%-Perzentile 0,68 µm) und einer 50%-Perzentile von 0, 24 µm (90%-Perzentile 

0,45µm) nach dem Verfahren. Dem gegenüber findet sich im Filtrat erwartungsgemäß eine Grö-

ßenverteilung der Partikel bei der Lösung „TiO2 0,5 µm“ mit einer 50%-Perzentile von 5,8 nm 

(90%-Perzentile 8,3 nm) und bei der Lösung „TiO2 1,8 µm“ mit einer 50%-Perzentile von 6,7 

nm (90%-Perzentile 8,6 nm). Aufgrund des Verfahrens der Filtration und anschließenden Resus-

pension musste davon ausgegangen werden, dass bedingt durch die Filterporengröße von 0,1 µm 

sehr kleine Partikel mit dem Filtrat verworfen werden müssten. Jedoch zeigen die oben gezeigten 

Ergebnisse, dass sich im Filtrat im Wesentlichen nur Partikel mit einer Größe von kleiner als etwa 

10 nm befinden. Somit stehen in der Resuspension für die anschließenden Zellversuche Partikel 

im zellbiologisch interessanten Größenbereich von 10 bis 100 nm in ausreichendem Anteilsver-

hältnis zur Verfügung. Trotz des zu erwartenden Verlusts sehr kleiner Partikel (< 10 nm) durch 

das Verfahren der Filtration und anschließenden Resuspension kommt es durch das Verfahren 

erstaunlicherweise eher zu einer geringen Verschiebung der Größenverteilung hin zu kleineren 

Partikeldurchmessern. Das bedeutet, dass der Partikelverlust durch die Filtration und Resuspen-

sion gleichermaßen im Bereich sehr kleiner Partikelgrößen wie auch größerer Partikel im „Rand-

bereich“ der Größenverteilung auftritt, wodurch es zu keiner nennenswerten Veränderung der 

Größenverteilung der Partikellösung kommt. 
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Abbildung 6: Größenverteilung der Partikellösungen vor und nach Filtration und Resuspension sowie die Größenverteilung der 
Partikel im Filtrat. Filtration mit einem Polycarbonat-Filter mit 0,1 µm Porengröße. 
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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 

für spätere Versuche mit humanen Osteoblasten durchgeführt. Durch die kurze Verdopplungs-

zeit eignen sich Osteosarkomzellen zur Anzucht großer Zellmengen und zur Durchführung von 

vielen Versuchsansätzen innerhalb kurzer Zeit. Dennoch besitzen sie eine große Ähnlichkeit zu 

Osteoblasten und eignen sich daher zur Betrachtung der Abläufe der am Knochenmetabolismus 

beteiligten Zellen. 

Zunächst galt es in dieser Arbeit, die Auswirkungen des zur Auflösung des organischen Kno-

chenzementanteils verwendeten Lösungsmittels DMSO auf SAOS-2-Zellen zu untersuchen. Des 

Weiteren wurde der Einfluss von kommerziellen Titan- sowie ZrO2-Partikeln auf SAOS-Zellen 

eruiert. Zirkonoxyd (ZrO2) ist ein keramisches Pulver, welches dem Knochenzement als 

Röntgenkontrastmittel beigemischt ist, um postoperativ den Zementmantel radiologisch beurtei-

len zu können. 

 

5.2.2 Auswirkungen des Lösungsmittels DMSO auf das Proliferationsverhalten von 

Osteosarkomzellen (SAOS-2) 

Abbildung 7: Abhän-
gigkeit der Proliferations-
rate humaner Osteosar-
komzellen (SAOS-2) 
bei ansteigender DMSO-
Konzentration nach 3, 5, 
7 und 10 Tagen Inku-
bation. 
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In späteren Zellversuchen sollte auch der aus dem Gesamtabrieb isolierte metallische Anteil der 

Grenzflächendestruktionsprodukte zum Einsatz kommen. Zur Auflösung des Knochenzemen-

tanteils wurde ein organisches Lösungsmittel (DMSO) verwendet, welches sich in vorhergehen-

den Arbeiten als dafür geeignet erwiesen hatte [Wittmann 2006]. Zunächst musste von einer 

Zelltoxizität des Lösungsmittels ausgegangen werden. Als Teil dieser Arbeit wurde auch das 

Proliferationsverhalten von humanen Osteosarkomzellen bei unterschiedlichen Konzentrationen 

DMSO untersucht. Diese Ergebnisse sollten als Orientierung für 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 (siehe Abbildung 

7) Als Kontrolle dienten SAOS-Zellen, welche mit normalem Zellkulturmedium ohne Zugabe 

von DMSO kultiviert wurden. 

Während das Lösungsmittel 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 über 1 Vol.-% deutlich. Für Konzentrationen 

von über 5 Vol.-% DMSO sank die Proliferationsrate auf unter 20%, sodass bei dieser DMSO-

Konzentration von einer deutlichen Zytotoxizität auszugehen ist. Bei sehr geringen DMSO-

Konzentrationen von unter 0,1 Vol.-% zeigte sich sogar vor allem für die frühe Phase nach 3 und 

5 Tagen eine gesteigerte Proliferation im Vergleich zur Kontrollpopulation. Bei der Inkubation 

der Zellen über 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 

erklären. 

 

5.2.3 Auswirkungen der kommerziellen Partikel auf die Proliferation von Osteosar-

komzellen (SAOS-2) 

Es wurden zunächst die Auswirkungen der kommerziellen Referenzpartikel (Titan sowie ZrO2) 

auf das Proliferationsverhalten von humanen Osteosarkomzellen untersucht. Die Ergebnisse 

sollten als Orientierung für spätere Zellversuche mit generierten Abriebpartikeln und humanen 

Osteoblasten dienen. Die Abhängigkeit 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 ZrO2-Partikeln bis zu 

Konzentrationen von 0,1 g/l im Vergleich zur Kontrollpopulation weitgehend unverändert. Erst 
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bei ZrO2-Konzentrationen von über 0,5 g/l kommt es zu einer verminderten Proliferation von 

ca. 80% gegenüber der Kontrollpopulation. 

Demgegenüber lässt sich bei Inkubation von SAOS2-Zellen mit kommerziell hergestelltem Rein-

titanpulver (cpTi) bereits bei wesentlich geringeren Partikelkonzentrationen eine deutlich vermin-

derte Proliferationsrate gegenüber der Kontrollpopulation erkennen. Bereits bei der geringsten 

Konzentration ab 0,001 g/l nimmt die Proliferation mit steigender Partikelkonzentration konti-

nuierlich ab. Bei einer Konzentration von 0,05 g/l sinkt die Proliferationsrate auf 74% und bei 

einer Konzentration von 0,5 g/l 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 

Hüftendoprothesenstiel und Knochenzementmantel auf humane Knochenzellen untersucht 

werden.  

Zunächst mussten die speziell für diesen Zweck angezüchteten primären humanen Knochenzel-

len mit immunhistochemischen Methoden ausreichend charakterisiert werden. In den anschlie-

ßenden Zellversuchen sollten die Apoptose- und Nekroserate sowie das Proliferationsverhalten 

der Knochenzellen in Abhängigkeit von Partikeln aus dem Prothesenprüfstand untersucht wer-

den. Zum einen kam bei den Zellversuchen der Gesamtabrieb zum Einsatz. Der Gesamtabrieb 

Abbildung 8: 
Abhängigkeit der 
Proliferation von 
SAOS-2 Zellen bei 
ansteigender Parti-
kelkonzentration 
nach 72 h Inkubati-
on. Als Partikel 
dienten kommerziell 
hergestellte Titanpar-
tikel (cp Ti) sowie 
ZrO2-Partikel, 
welche dem Knochen-
zement als Röntgen-
kontrastmittel 
zugesetzt sind. 
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enthält neben Destruktionsprodukten von der Werkstoffoberfläche des Hüftendoprothesenstiels 

zum erheblichen Teil auch Partikel, die vom Knochenzement und dessen Zusatzstoffen wie z.B. 

Röntgenkontrastmittel (ZrO2 oder BaSO4) stammen. Zum anderen sollte außerdem nur der 

extrahierte metallische Partikelanteil in den Zellversuchen verwendet werden. 

Die intrazelluläre 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 angezüchteten primären Knochenzellen erfolgte mithilfe der Merk-

male alkalische Phosphatase sowie Kollagen I. Durch diese beiden zellbiologischen Marker lassen 

sich die Zellen hinreichend als primäre Knochenzellen charakterisieren [Rodan et al. 1989; Rodan 

et al. 1987; Zreiqat et al. 1996]. Die Vorgehensweise der Färbung 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 Vergrößerungen. 

Hierbei zeigt sich eine deutliche Anfärbung der jeweils aus der Knochenspongiosa von 3 Patien-

ten angezüchteten Zellen für die für primäre Knochenzellen typischen Zellmarker alkalische 

Phosphatase und Kollagen Typ 1. 
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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-

Abbildung 9: Darstellung der primären humanen Knochenzellen nach immunhistochemischer Darstellung von Kollagen I (rot) und 
Alkalischer Phosphatase (blau) gemäß Tabelle 3. Die Nummern 1-3 beziehen sich auf die Nummern der Patienten aus Tabelle 2. 
Rechte Abbildung jeweils bei doppelter Vergrößerung. 
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Hüftstiels, der gegen einen Zementköcher aus Palacos® R mit ZrO2 gelaufen war, inkubiert wur-

den. Abbildung 10 zeigt den Abrieb mit einer CoCr-Konzentration von 2 mg/l jeweils mit (a) 

und ohne Zellen (b). Darunter ist der Abrieb mit 0,2 mg/l jeweils mit (c) und ohne Zellen (d) 

dargestellt. Zum Vergleich sind in Teilabbildung (e) humane Osteoblasten ohne Partikel gezeigt. 

Abbildung 10: Phagozytose der Partikel nach 72h Inkubation mit humanen Osteoblasten. 200 µl natives Pulver CoCr (rau) mit ZrO2 
mit einer Co-Konzentration von (a) 2 mg/l; (b) 2 mg/l ohne Zellen; (c) 0,2 mg/l; (d) 0,2 mg/l ohne Zellen; (e) Zellen ohne 
Partikel 
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Hierbei zeigen sich die Partikel im gesamten Intrazellulärraum mit Häufung im zentralen Bereich 

um den Zellkern. Zudem zeigen sich im Vergleich mit den Zellen ohne Partikel die Zellen nach 

Phagozytose mit kürzeren Zellausläufern. 

 

5.2.4.3 Auswirkungen der nativen Abriebprodukte auf humane Osteoblasten 

Zunächst wurden die Auswirkungen des im Partikelprüfstand generierten nativen Prothesenab-

riebs auf humane Osteoblasten (HOB) untersucht. Ziel war lediglich ein Vergleich der zellbiolo-

gischen Auswirkungen von Abriebpartikeln innerhalb unterschiedlicher Prothesenwerkstoffe 

sowie Oberflächenverarbeitungen bzw. innerhalb der unterschiedlichen Knochenzementarten als 

Friktionspartner. Aus diesem Grunde wurde jeweils nur eine Konzentrationsstufe (0,2 g/l) des 

gammasterilisierten Abriebs eingesetzt. 

Der Einfluss der Abriebprodukte unterschiedlicher Hüftendoprothesenstiele 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 

Hüftendoprothesestielen gegen Knochenzementköcher unterschiedlicher Zusammensetzung auf 

die Apoptoserate von primären humanen Knochenzellen sind in Abb. 11 dargestellt. Verglichen 

mit der Kontrollpopulation kommt es durch die Abriebprodukte sämtlicher Prothesenwerkstoffe 

und Oberflächenbeschaffenheiten (rau oder glatt) mit unterschiedlichen Knochenzementarten als 

Friktionspartner zu einer Erhöhung der Apoptoserate. Am deutlichsten ist die Erhöhung durch 

den Abrieb des Kohlenstoffbeschichteten CoCr-Stiels auf 168%, durch Abrieb von Ti (rau) bzw. 

Ti (glatt) gegen Palacos-Zement mit ZrO2 kommt es zu einer Erhöhung auf 148% bzw. 149%. 

Der Abrieb der übrigen getesteten Hüftendoprothesenstiele bzw. Knochenzementarten bewirkt 

eine nur geringe Steigerung der Apoptoserate zwischen 110% (CoCr glatt/Palacos ohne ZrO2) 

und 125% (CoCr glatt/Palacos mit ZrO2). 

 

Proliferations-Assay (Hexosaminidase) 

Die Auswirkungen der nativen Abriebprodukte von unterschiedlichen getesteten Hüftendopro-

thesenstielen gegen Knochenzementköcher unterschiedlicher Zusammensetzung auf die Prolife-

rationsrate von primären humanen Knochenzellen sind in Abb. 12 dargestellt. Bei sämtlichen 
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getesteten Abriebprodukten konnte keine signifikante Veränderung der Proliferationsrate der 

primären humanen Knochenzellen im Vergleich zur Kontrollpopulation beobachtet werden. 

 

Nekrose-Assay (Sytox) 

Die Auswirkungen der nativen Abriebprodukte auf die Nekroserate von primären humanen 

Knochenzellen sind in Abb. 13 dargestellt. Durch den Abrieb sämtlicher Prothesen-

stiel/Zementpaarungen kommt es im Vergleich zur Kontrolle zu einer Erhöhung der Sytoxbin-

dung als Ausdruck einer erhöhten Nekroserate. Hierbei sind die stärksten Effekte durch den 

Abrieb des Kohlenstoffbeschichteten CoCr-Stiels mit einer Nekroserate von 179% im Vergleich 

mit der Kontrollpopulation zu beobachten, während durch den Abrieb des Kohlenstoffbeschich-

teten Titanschafts mit einer Nekroserate von 124% bzw. durch den Abrieb des glatten CoCr-

Stiels gegen Palacos-Zement ohne ZrO2 mit einer Nekroserate von 123% die geringsten Effekte 

zu beobachten waren. Durch den Abrieb der übrigen Prothesenstiel/Zementpaarungen kam es 

zu einer unterschiedlich ausgeprägten Erhöhung der Nekroserate, jedoch waren hier die Unter-

schiede zwischen dem Prothesenmaterial (Ti oder CoCr) und der Oberflächenbeschaffenheit 

(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 Einflüsse des Prothesenwerkstoffs bzw. des im Knochenzement enthaltenen 

Röntgenkontrastmittels auf den Knochenmetabolismus. Die Auswirkungen der isolierten metalli-

schen Abriebprodukte auf primäre humane Knochenzellen sind in den Abb. 14-16 dargestellt. 

Der geringe Anteil des metallischen Anteils im generierten Gesamtabrieb erlaubte für die Zellver-

suche als höchste Partikelkonzentration 2,0 mg/l, lediglich vom isolierten Abrieb des rauen Ti-

Schafts gegen den Palacos-Zement mit ZrO2 konnte als höchste Konzentration auch 20 mg/l 

eingesetzt werden. 
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Apoptose-Assay (Annexin-V) 

Die Auswirkungen des isolierten metallischen Abriebs auf die Apoptoserate von primären huma-

nen Knochenzellen sind in Abb. 14 dargestellt. Hierbei lassen sich bei den Abriebprodukten 

sämtlicher Prothesenwerkstoffe und Knochenzementarten in den niedrigsten Partikelkonzentra-

tionen von 0,02 mg/l sowie 0,2 mg/l keine signifikanten Unterschiede der Apoptoserate im Ver-

gleich zur Kontrollpopulation beobachten. Lediglich in der höchsten eingesetzten Konzentration 

von 2,0 mg/l zeigt sich eine Steigerung der Apoptoserate auf 139% durch den metallischen Ab-

rieb des rauen CoCr-Stiels mit CMW-Zementköcher. Dem gegenüber fallen die Effekte durch 

den Abrieb der übrigen Prothesenstiel/Zementköcher-Paarungen weitaus geringer aus (Ti 

glatt/CMW 116%, Ti rau/Palacos mit ZrO2 118%, CoCr glatt/Palacos mit ZrO2 119% bzw. 

CoCr rau/Palacos mit ZrO2 125%). Die Menge des isolierten Abriebs des rauen Ti-Stiels gegen 

den Palacos-Zement mit ZrO2 erlaubte als einzige auch den Einsatz der Konzentration von 20 

mg/l; hier zeigte sich eine Steigerung der Apoptoserate auf 142% (Daten nicht gezeigt). Für das 

eingesetzte kommerziell hergestellte Reintitanpulver (cpTi) zeigte sich auch bei höheren Kon-

zentrationen (10, 100 und 1000 mg/l) keine signifikante Änderung der Apoptoserate im Ver-

gleich zur Kontrollpopulation (Daten nicht gezeigt). 

 

Proliferations-Assay (Hexosaminidase) 

Die Auswirkungen des isolierten metallischen Abriebs auf die Proliferationsrate von primären 

humanen Knochenzellen sind in Abb. 15 dargestellt. Hierbei zeigt sich durch den isolierten me-

tallischen Abrieb des glatten CoCr-Stiels mit Palacos-Zementköcher mit ZrO2 bereits bei der 

geringsten Konzentration von 0,02 mg/l eine Steigerung der Proliferationsrate auf 149% und bei 

0,2 mg/l bzw. 2,0 mg/l eine weitere Steigerung auf 169% bzw 181 %. Durch den isolierten Me-

tallabrieb des glatten Ti-Schaft mit CMW-Zementköcher kam es zu einer Steigerung der Prolife-

rationsrate von 126% bei einer Konzentration von 0,02 mg/l bzw. von 128% bei 0,2 mg/l und 

153% bei 2,0 mg/l. Weitaus weniger Effekt ließ sich durch den isolierten metallischen Abrieb des 

rauen CoCr-Stiels gegen den Palacos-Zement mit ZrO2 (110% bei 0,2 mg/l bzw. 122% bei 2,0 

mg/l) bzw. mit CMW-Zement (126% bei 0,2 mg/l bzw. 144% bei 2,0 mg/l) beobachten, die 

geringsten Effekte verursachte der metallische Abrieb des rauen Ti-Stiels gegen den Palacos-

Zement mit ZrO2. Hier kam es bei der Konzentration von 0,2 mg/l zu einer geringen Hemmung 

der Proliferationsrate (90%) und bei 2,0 mg/l zu einer geringen Erhöhung der Proliferationsrate 

(125%). Durch die auch in höheren Konzentrationen (10, 100 und 1000 mg/l) eingesetzten 

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

nicht gezeigt). 

 

Nekrose-Assay (Sytox) 

Die Auswirkungen des isolierten metallischen Abriebs auf die Nekroserate von primären huma-

nen Knochenzellen sind in Abb. 16 dargestellt. Hierbei lassen sich bei den Abriebprodukten 

sämtlicher Prothesenwerkstoffe und Knochenzementarten in der niedrigsten Partikelkonzentrati-

on von 0,02 mg/l 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/l und 190% bei 2,0 mg/l, 

ähnlich wie durch den Abrieb des rauen Ti-Stiels mit Palacos-Zement mit ZrO2 (133% bei 0,2 

mg/l bzw. 153% bei 2,0 mg/l). Die bei dieser letztgenannten Paarung eingesetzte höchste Kon-

zentration von 20 mg/l führte zu einer Steigerung der Nekroserate von über 240% (Daten nicht 

gezeigt). Weitaus weniger Effekte lassen sich durch den isolierten metallischen Abrieb des glatten 

CoCr-Stiels mit Palacos-Zement mit ZrO2 (109% bei 0,2 mg/l 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/l und 157% bei 2,0 mg/l) beobachten. Die geringsten Auswirkungen hatte der metallische 

Abrieb des rauen CoCr-Stiels mit Palacos-Zement mit ZrO2 (108% bei 0,2 mg/l und 130% bei 

2,0 mg/l). Das auch in höheren Konzentrationen (10, 100 und 1000 mg/l) vergleichsweise einge-

setzte kommerziell hergestellte Reintitanpulver (cpTi) führte nur zu einer geringen gleich blei-

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

Abbildung 13: Abhän-
gigkeit der Nekroserate 
von humanen Osteoblas-
ten (HOB) in Gegenwart 
von Abriebproukten 
verschiedener Paarungen 
Hüftendoprothesenstiel / 
Knochenzement 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Abhän-
gigkeit der Proliferations-
rate von humanen 
Osteoblasten (HOB) in 
Gegenwart von Abriebp-
roukten verschiedener 
Paarungen Hüftendopro-
thesenstiel / Knochenze-
ment 
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Abbildung 14: Apoptoserate von huma-
nen Osteoblasten nach 72 h Inkubation 
mit dem isolierten metallischen Anteil des 
generierten Abriebs verschiedener Hüft-
stiel/Knochenzementpaarungen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Proliferationsrate von 
humanen Osteoblasten nach 72 h Inku-
bation mit dem isolierten metallischen 
Anteil des generierten Abriebs verschiede-
ner Hüftstiel/Knochenzementpaarungen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 



Diskussion 

  48 

6 Diskussion 

Die aseptische Endoprothesenlockerung ist trotz der guten Erfolge der Hüftendoprothetik nach 

wie vor eine der Hauptversagensgründe.  

In der vorliegenden Arbeit wurden die zellulären Auswirkungen von Abriebprodukten, welche in 

einem Prothesenprüfstand durch Reibung von Hüftendoprothesenstielen gegen einen Zement-

köcher erzeugt wurden, untersucht. Um des Weiteren die zellulären Auswirkungen des metalli-

schen Anteils des Gesamtabriebs getrennt untersuchen zu können, wurde in der vorliegenden 

Arbeit erstmalig eine Methode zur Extraktion und Aufbereitung des metallischen Abriebs in für 

Zellversuche kompatibler Weise etabliert. 

 

6.1 Qualitative und quantitative Analysen der Partikel und Abriebprodukte 

In der vorliegenden Arbeit wurden für die Zellversuche mit primären humanen Knochenzellen in 

einem Prothesenprüfstand generierte Abriebprodukte verwendet, zudem wurden als Referenzpar-

tikel kommerziell hergestellte Titanpartikel verwendet. 

 

6.1.1 Größenverteilung der kommerziellen Referenzpartikel 

Bei der Analyse der kommerziellen Titanpartikel war auffällig, dass sich bei der von uns bestimm-

ten Größenverteilung durchwegs kleinere Durchmesser zeigten als die vom Hersteller angegebe-

ne mittlere Größe. Zudem waren die Unterschiede in der Größenverteilung der beiden TiO2-

Pulver, deren mittlere Größe vom Hersteller mit 0,5 µm und 1,8 µm angegeben wurde, nur disk-

ret; bei beiden Pulvern waren 90% der Partikel kleiner als 0,6 µm bzw. 0,7 µm. Besonders auffäl-

lig war der Unterschied der vom Hersteller angegebenen und von uns bestimmten Größenvertei-

lung beim Reintitanpulver (mittlere Größe laut Hersteller 3 µm). Hier waren 90% der Partikel 

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

 

6.1.2 Einfluss der Methoden zur Isolierung des Metallabriebs auf ausgewählte Größen 

der Partikelzusammensetzung 

6.1.2.1 Partikelverlust bei der Zentrifugation 

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

musste zunächst der PMMA-Anteil eliminiert werden. Hierzu hatte sich in Vorarbeiten DMSO 
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als potentes Lösungsmittel 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 für spätere 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-

gungskräfte für die Zentrifugation nur Kunststoffgefäße eingesetzt werden können, ist der Groß-

teil des hierbei auftretenden Partikelverlusts durch Adhäsion der Partikel am Zentrifugengefäß 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 späteren Verwendung der Partikel für Zellversuche.  

 

6.1.2.2 Partikelverlust bei der Filtration und Resuspension 

Gegenüber der Extraktion der Partikel durch Zentrifugation erwies sich die Methode der Filtrati-

on mit einem Polycarbonatfilter und der anschließenden Resuspension der Partikel, welche als 

Rückstand 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 Ausgangslösung erlaubt. Da sich Glasoberflächen als 

relativ unproblematisch im Bezug auf die Anhaftung (Adhäsion) von Partikeln und auf den sys-

temisch bedingten Partikelverlust erwiesen [Wittmann 2006], lässt sich die Filtration zur Extrak-

tion der metallischen Partikel als geeignetes Verfahren einsetzen, da hier - bis auf den Polycarbo-

nat-Filter selbst – sämtliche Teile des Filterhalter-Systems aus Glas gefertigt sind. Der bei der 

Filtration und Resuspension des Filterrückstands in PBS-Lösung dennoch auftretende Partikel-

verlust von ca. 10-30% muss überwiegend durch Anhaftung von Partikeln am Polycarbonatfilter 

vermutet werden, sodass im Ultraschallbad-Verfahren nicht alle Partikel in die Lösung überge-

hen. Dennoch ist die Menge des Partikelverlusts vertretbar, sodass ausreichend Partikel für weite-

re Zellversuche zur Verfügung stehen. 

 

6.1.2.3 Größenverteilung der Partikel nach Filtration und Resuspension 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch diese Methode die Größenverteilung der 

Partikellösung nicht nennenswert verändert wird. Somit tritt der methodisch nie ganz zu vermei-

dende Verlust von Partikeln über den gesamten Größenbereich gleichermaßen verteilt und ohne 

Bevorzugung oder Benachteiligung von kleinen oder großen Partikeln auf. Interessant hierbei ist, 
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dass sich in der Resuspensionslösung auch in erstaunlich großer Menge Partikel unterhalb des 

Größenbereichs der Porengröße des Filters befinden. Das heißt, dass der Filter nur einen gerin-

gen Teil der Partikel, welche kleiner als die Porengröße des Filters sind, passieren lässt und ein 

ausreichend großer Anteil der kleineren Partikel im Bereich des Filters zwischen den Poren „lie-

gen bleibt“. Zu diesem Effekt  trägt vermutlich auch die Adhäsion der Partikel zur Polycar-

bonatoberfläche des Filters einen Teil bei. Dies lässt sich auch durch die Beobachtung stützen, 

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 Größenbereich von kleiner als etwa 10 nm werden durch diese geschlossene Partikel-

schicht sowie die Filterporen hindurchgespült und sind erwartungsgemäß 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 Hüftendoprothesen-

stielen. Vorbereitend auf die Etablierung einer Methode zur isolierten Betrachtung der zellbiolo-

gischen Auswirkungen des metallischen Abrieb-Anteils wurden zunächst die Auswirkungen von 

kommerziellen Titanpartikeln auf Osteosarkomzellen untersucht.  

 

6.2.1 Zellbiologische Untersuchungen mit humanen Osteosarkomzellen (SAOS-2) 

6.2.1.1 Auswirkungen des Lösungsmittels 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 Prothesenprüfstand generierten Abriebprodukten aus dem Interface 

zwischen Hüftendoprothesenstiel und dem Knochenzement auf humane Knochenzellen. In 

Vorarbeiten hatte sich das organische Lösungsmittel DMSO als geeignet herausgestellt, den 

PMMA-Anteil des Abriebs aufzulösen [Wittmann 2006]. 

DMSO ist ein stark polares organisches Lösungsmittel, welches unter anderem auch in der Kryo-

konservierung von Zellkulturen als Gefrierschutzmittel eingesetzt wird. Darüber hinaus ist jedoch 

in der Literatur ein zytotoxischer Effekt von DMSO ab einer bestimmten Konzentration be-

schrieben [Da Violante et al. 2002; Yuan et al. 2014]. So beobachtete Da Violante et al. bei hu-

manen Colon-Tumorzellen (CaCo2/TC7) bei DMSO-Konzentrationen bis zu 10% keine signifi-

kanten Effekte im Vergleich zur Kontrollpopulation, während er bei DMSO-Konzentrationen 
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über 20% einen signifikanten Anstieg der LDH-Aktivität sowie der Zellwandpermeabilität 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 Zellaktivität von Astrozyten der 

Maus nachweisen, bei noch höheren Konzentrationen waren des Weiteren dosisabhängige Schä-

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

In der Literatur existieren hingegen keine ausreichenden Angaben bezüglich einer Zellverträg-

lichkeit des Lösungsmittels DMSO auf humane Knochenzellen. In eigenen Versuchen konnte 

gezeigt werden, dass DMSO in sehr geringen Konzentrationen von 0,01 bzw. 0,1 % [v/v] sogar 

zu einer geringen Aktivierung der Proliferationsrate von humanen Osteosarkomzellen führt. 

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 

über 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 Ähnlichkeit der Osteosarkomzellen mit primären 

humanen Knochenzellen [Murray et al. 1987; Rodan et al. 1987] durchaus auch auf diese übertra-

gen werden. 

 

6.2.1.2 Auswirkungen der kommerziellen Partikel auf das Proliferationsverhalten von 

humanen Osteosarkomzellen 

Einer der wichtigsten Hauptversagensgründe der modernen Hüftendoprothetik ist nach wie vor 

die aseptische Endoprothesenlockerung durch eine durch Abriebpartikel induzierte Osteolyse. 

Bei der Betrachtung der Grenzfläche zwischen Hüftendoprothesen-Stiel und Knochenzement 

entstehen die Abriebprodukte neben dem Knochenzementmaterial auch aus röntgendichten 

Knochenzement-Zusätzen sowie von der Oberfläche des Endoprothesenwerkstoffs. Bei den 

röntgendichten Knochenzement-Zusätzen wird meist Bariumsulfat (BaSO4) oder Zirkonoxid 

(ZrO2) 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/l 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 Kenngrößen der einge-
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setzten Partikel (Materialdichte, Größenverteilung, Partikelvolumen etc.) meist nicht möglich 

[Akisue et al. 2002]. Je nach verwendeter Methodik zur Charakterisierung der eingesetzten Parti-

kellösungen wird die Konzentration als Partikelanzahl pro Volumen oder in Gewichtsprozent 

(%[w/w]) bzw. Volumenprozent (%[v/v]) angegeben. Prinzipiell konnte eine dosis-abhängige 

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 höhere Parti-

kelkonzentrationen weiter ab [O'Connor et al. 2004]. Dieser Effekt ließ sich bereits nach 4 Stun-

den Inkubationszeit beobachten und war nach 72 Stunden Inkubationszeit am ausgeprägtesten. 

O’Connor konnte in seiner Arbeit des Weiteren nachweisen, dass die Hemmung der Proliferati-

onsrate durch Titanpartikel im Größenbereich von 1,5-4 µm am größten ist, während durch 

Titanpartikel im Größenbereich von 10-15 µm die wenigsten Auswirkungen zu beobachten wa-

ren. Dies wird durch die Tatsache erklärt, dass Partikel im Größenbereich von 10-15 µm oder 

darüber kaum mehr von den Zellen phagozytiert werden und die minimalen Effekte bei sehr 

hohen Partikelkonzentrationen durch vor allem mechanische Schäden der Zellwand entstehen. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei dem eingesetzten Reintitanpulver 

(cpTi) 90% der Partikel kleiner als 0,1 µm waren. Somit lässt sich auch die Tatsache erklären, dass 

in der vorliegenden Arbeit bereits ab einer Partikelkonzentration von 0,01 g/l (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 Größenspektrum eingesetzt 

wurden. Hou et al. beobachtete die größten Effekte auf mesenchymale Stammzellen in Bezug auf 

die Proliferationshemmung durch TiO2-Partikel im Größenbereich 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 ZrO2-Partikeln ließ 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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größere Partikelgröße von ZrO2 (10 µm) eine Rolle spielen. Wenngleich der Einfluss von ZrO2-

Partikeln auf humane Knochenzell-Linien im Vergleich zu Titanpartikeln erst bei wesentlich 

höheren Dosierungen auftritt, so kann deren Einfluss und Rolle bei der Entstehung der asepti-

schen Osteolyse keineswegs vernachlässigt werden. Im Vergleich zu reinem Knochenzement 

ohne Röntgenkontrastzusätze (BaSO4 oder ZrO2), welcher aufgrund der überaus geringen negati-

ven Auswirkungen auf Zellen als relativ inert gilt [Ingham et al. 2000; Mitchell et al. 2003], erhöht 

sich im Zellversuch durch die Anwesenheit von Röntgenkontrastzusätzen die Sekretion von 

inflammatorischen Zytokinen. Hierbei konnten Sabokbar et al. durch BaSO4–Partikel eine höhere 

osteolytische Aktivität im Vergleich zu ZrO2-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 

Röntgenkontrastzusatz), CMW1 RO (PMMA mit BaSO4) und Palacos R (PMMA mit ZrO2) war 

im Zellversuch an humanen mononucleären Zellen (PBMNC) durch den Abrieb von Palacos R 

weniger TNFα-Sekretion zu beobachten als durch den Abrieb von CMW1 RO. Hierbei mag das 

unterschiedliche Größenspektrum der BaSO4-Partikel (1 µm) verglichen mit der Größe der ZrO2-

Partikel (10 µm) eine Rolle spielen, wenngleich die vorgenannten Unterschiede der Auswirkung 

von BaSO4 und ZrO2 auch im direkten Vergleich jeweils gleicher Größenspektren (0,1-1 µm, 0,1-

10 µm und 1-10 µm) der Partikellösungen 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 Röntgenkontrastzusätzen BaSO4 und ZrO2 eine 

signifikant höhere TNFα-Sekretion von Makrophagen feststellen, jedoch konnten sie keine signi-

fikanten Unterschiede zwischen den Auswirkungen von CMW copolymer cement 1 (mit 10 µm 

BaSO4), CMW1 RO,  CMW copolymer cement 2 (beide mit 1µm BaSO4) sowie Palacos R (mit 10 

µm ZrO2) beobachten [Ingham et al. 2000]. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Mit-

chell et al. waren durch reinen PMMA-Abrieb ohne Röntgenkontrast-Zusätze (in diesem Fall 

CMW original) keine erhöhten TNFα-Werte messbar, und interessanterweise galt dies auch für 

Partikel von CMW Calcium phosphate cement (mit 10 µm Tri-Calcium-Phosphat). Jedoch waren 

im Gegensatz zur Arbeit von Mitchell et al. keine signifikanten Unterschiede im Größenspektrum 

des Abriebs der einzelnen Knochenzementarten zu erkennen. 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Rolle der Röntgenkontrastzusätze im Knochenzement in 

der Entstehung der aseptischen Hüftendoprothesenlockerung in erster Linie von der entstehen-

den Partikelgröße abhängig zu sein scheint und die Materialunterschiede zwischen BaSO4 und 

ZrO2 eher als nachrangig zu beurteilen sind. Jedoch legen die Ergebnisse ebenfalls nahe, dass 

prinzipiell von Seiten des Knochenzements den hierin enthaltenen Röntgenkontrastzusätzen 



Diskussion 

  54 

erhebliche Bedeutung in der Entstehung und Aufrechterhaltung der aseptischen Endoprothesen-

lockerung zukommt. 

 

6.2.2 Auswirkungen der Abriebprodukte auf primäre humane Knochenzellen 

In den Zellversuchen wurden neben einer etablierten Osteosarkomzelllinie (SAOS-2) auch pri-

märe humane Knochenzellen verwendet, um ein möglichst realitätsnahes In-vitro-Modell der 

aseptischen Endoprothesenlockerung zu etablieren. Im Gegensatz zur Osteosarkomzellinie 

(SAOS-2) wurden die primären humanen Knochenzellen aus humaner Knochenspongiosa im 

Sinne einer Primärkultur gezüchtet. Primäre Zellkulturen weisen naturgemäß 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 abhängig [Herbert et al. 1997]. Die 

in der Zellkultur vorkommenden Makrophagen beispielsweise können sich aus pluripotenten 

Stammzellen entwickeln, sie können sich aber auch aus bereits differenzierten Osteoblasten ent-

wickeln. Zreiqat et al. konnten in einer primären Knochenzell-Kultur bei Phagozytose von Titan-

partikeln eine vermehrte Expression von CD68-positiven Zellen nachweisen, was für das ver-

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

 

6.2.2.1 Immunhistochemische Charakterisierung der primären humanen Knochenzellen 

Die immunhistochemische Charakterisierung der aus menschlicher Knochenspongiosa angezüch-

teten Zellkultur zeigte eine deutliche Anfärbung für 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 frühen Stadium auftritt. Das in der Literatur beschriebene Osteocalcin als spezifi-

scher Osteoblasten-Marker [Weinreb et al. 1999] tritt dem gegenüber in einem relativ späten 

Differenzierungsstadium auf. 

Darüber 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 Präosteoblasten und Osteoblastenähnlichen Zellen (Osteoblast-like cells) synthetisiert 

werden kann. 

Der Nachweis der für Osteoblasten typischen Marker lässt darauf schließen, dass die eingesetzte 

Kultur von primären humanen Knochenzellen ein adäquates Modell zur Untersuchung von Os-
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teoblasten darstellt, wenngleich die primäre 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 Phagozytosetätigkeit von Abrieb-

partikeln stehen, wurde durch mehrere Arbeiten belegt, dass auch Osteoblasten und Fibroblasten 

zur Phagozytose von Partikeln befähigt 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 primären humanen Knochenzellen deutlich eine 

intrazelluläre Aufnahme der Partikel. Hierbei kamen die Partikel vermehrt im Zentrum der Zellen 

im Bereich des Zellkerns zur Darstellung, waren aber im gesamten Intrazellulärraum nachweis-

bar. Zudem war lichtmikroskopisch ein adhärentes, subkonfluentes Wachstum der Knochenzel-

len zu verzeichnen. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Größe der hier eingesetzten 

generierten Partikel zwischen 0,7 µm und 10 µm lag, 90% der Partikel waren kleiner als 8 µm 

[Wittmann 2006]. Somit erlaubt die Größenverteilung prinzipiell die Phagozytose der Partikel 

durch primäre humane Knochenzellen [Goodman et al. 2006; Neale et al. 2000; Pioletti et al. 

1999; Shanbhag et al. 1994a], während Partikel über 10 µm Größe kaum mehr phagozytiert wer-

den können und es hier eher zur Bildung von mehrkernigen Riesenzellen bzw. in vivo zum 

Fremdkörpergranulom 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 Länge der Zellausläufer nach Pha-

gozytose der Partikel vermindert war. Hierfür scheint eine Destabilisierung des Zytoskeletts die 

Ursache zu sein, was wiederum die Adhäsionsfähigkeit der Zellen sowie die Vitalität und Prolife-

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

 

6.2.2.3 Auswirkungen der nativen Abriebprodukte auf primäre humane Knochenzellen 

Bei der Untersuchung der Auswirkungen des nativen, d.h. gesamten generierten Prothesenabriebs 

auf primäre humane Knochenzellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Abriebpro-

dukte unterschiedlicher Prothesenstiel-/Zementpaarungen in Bezug auf die Proliferationsrate.  
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 Proliferation Apoptose Nekrose 

CoCr rau/ZrO2    
CoCr rau/CMW    
CoCr glatt/ZrO2    
CoCr C-beschichtet    

Ti rau/ZrO2 ()   
Ti glatt/CMW    
Ti C-beschichtet    

 

Hier kam es durch sämtliche Abriebprodukte zu einer geringen, nicht signifikanten Erhöhung 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 Erhöhung der Proliferationsrate durch Abriebpartikel 

konnte jedoch auch zumindest in niedrigen Dosierungen von Lacey et al. an Macrophagen ge-

macht werden, wobei die Größenverteilung 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 Erhöhung der Zellzahl nach Inkubation mit 

ZrO2-Partikeln und PMMA-Partikeln [Lohmann et al. 2002].  

Bei der Untersuchung der Apoptose- und der Nekroserate zeigten sich dem gegenüber deutliche 

Unterschiede in den Auswirkungen der Abriebprodukte unterschiedlicher Prothesenstiel-

/Zementpaarungen, insbesondere bei den beiden Kohlenstoffbeschichteten Stielen. Während 

durch den Abrieb des Kohlenstoffbeschichteten CoCr-Stiels die höchste 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 für den beschichteten CoCr-Stiel sind diese Ergebnisse verblüffend, 

da durch die Beschichtung eine sehr harte, abriebfeste Oberfläche erzeugt wird und dadurch im 

Vergleich zu Prothesenschäften ohne diese Oberflächenbehandlung signifikant weniger Gesamt-

abrieb mit sehr geringem metallischem Abriebanteil entsteht [Wittmann 2006]. Vor allem der 

metallische Anteil im Gesamtabrieb wurde bislang für die Entstehungsmechanismen der asepti-

Tabelle 5: Semi-quantitative Übersichts-Darstellung der zellbiologischen Auswirkungen von Humanen Osteoblasten (HOB) auf den 
isolierten metallischen Abrieb der Abriebprodukte unterschiedlicher Prothesenwerkstoff-Legierungen, Oberflächenrauheiten und Knochen-
zement-Zusammensetzungen. Zu beachten ist, dass bei den Kohlenstoffbeschichteten Prothesenschäften der native Gesamtabrieb verwendet 
wurde. 
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schen Endoprothesenlockerung verantwortlich gemacht, da in zahlreichen Arbeiten gezeigt wer-

den konnte, dass die schädigenden Auswirkungen von Metallpartikeln auf Zellkulturen weitaus 

ausgeprägter 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 Prothesenschäfte 

gegen Palacos® Zement mit ZrO2 getestet wurden, müssen die unterschiedlichen Auswirkungen 

der Abriebprodukte im jeweiligen Prothesenwerkstoff begründet sein (CoCr vs. Ti). Dies steht im 

Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeiten, die ebenfalls einen größeren zelltoxischen Effekt 

von CoCr-Partikeln gegenüber Ti-Partikeln beobachteten [Haynes et al. 1993; Lenz et al. 2009; 

Lochner et al. 2011; Neale et al. 2000]. 

Hinüber et al. konnten zeigen, dass Kohlenstoffbeschichtungen von Endoprothesenwerkstoffen 

zu einer geringeren Abriebmenge im Vergleich zu nicht beschichteten Endoprothesenwerkstof-

fen führen. Zudem zeigten sie in Zellversuchen eine hervorragende Biokompatibilität von koh-

lenstoffbeschichteten Endoprothesenwerkstoffen im Sinne einer besseren Adhäsionsfähigkeit 

von Osteoblasten gegenüber nicht beschichteten Oberflächen, auch wenn dieser Effekt nicht 

signifikant war [Hinüber et al. 2010]. Andererseits wird in der Literatur auch von hohen Versa-

gensraten von kohlenstoffbeschichteten Hüftendoprothesenköpfen aus TiAlV-Legierungen ver-

glichen mit nicht beschichteten Hüftendoprothesenköpfen aus Aluminiumlegierungen berichtet 

[Roy et al. 2007]. Hierfür wird eine spontane Delaminierung der Oberflächenbeschichtung vom 

Endoprothesenwerkstoff diskutiert, die letztendlich durch den Dreikörperverschleiß zu einer 

deutlich erhöhten Abriebmenge führen kann [Roy et al. 2007]. Somit könnten die Unterschiede in 

der Zellantwort auf die Abriebprodukte der kohlenstoffbeschichteten Ti- bzw. CoCr-

Hüftendoprothesenstiele auch auf eine unterschiedliche Vulnerabilität der Kohlenstoffbeschich-

tung und schließlich Delaminierung der Beschichtung vom Endoprothesenwerkstoff zurückzu-

führen sein. 

Im direkten Vergleich der Abriebprodukte des Kohlenstoffbeschichteten Ti-Schaft zeigen sich 

sogar geringere Effekte als durch den Abrieb von vergleichbaren nicht beschichteten CoCr-

Schäften, 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-

tät von Titanlegierungen als Endoprothesenwerkstoff weiter zu verbessern [Lichtinger et al. 

2000]. 
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Für die übrigen getesteten (nicht beschichteten) Hüftendoprothesenstiele zeigte sich durch den 

Abrieb von Ti-Endoprothesenstielen eine tendenziell höhere Apoptoserate im Vergleich zum 

Abrieb von CoCr-Stielen, jedoch zeigten sich keine Unterschiede innerhalb der unterschiedlichen 

Oberflächentopographie (glatt vs. rau). In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass durch En-

doprothesenstiele mit rauer Oberfläche mehr Abrieb entsteht als durch Endoprothesenstiele 

gleicher Legierung mit glatter Oberfläche, zudem ist der metallische Anteil des Gesamtabriebs bei 

rauer Prothesenoberfläche signifikant höher als mit glatter Oberfläche [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 Oberflächentopographie zeigt sich durch Abrieb mit Palacos-Zement ohne röntgendich-

te Zusätze eine tendenziell geringere Apoptose- und Nekroserate als durch den Abrieb mit Pala-

cos-Zement, dem ZrO2 zugesetzt wurde. Dieser Unterschied war für den glatten Ti-Schaft aus-

geprägter als beim glatten CoCr-Schaft. Der Zusatz von ZrO2 in den Knochenzement erhöht die 

abrasiven Eigenschaften des Knochenzements, da die keramischen ZrO2-Partikel am  

Endoprothesenstiel-/Knochenzement-Interface gewissermaßen als „Schleifmittel“ fungieren, 

wodurch es zum vermehrten Abrieb der Endoprothesenoberfläche 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 erhöhte osteolytische Aktivität 

durch die verwendeten Röntgenkontrastzusätze beschrieben [Ingham et al. 2000; Mitchell et al. 

2003].  

 

6.2.2.4 Auswirkung der isolierten metallischen Abriebprodukte auf primäre humane 

Knochenzellen 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals nur der metallische Anteil des in einem Prothesen-

prüfstand generierten Abriebs zwischen verschiedenen Hüftendoprothesenstielen und Knochen-

zementköchern extrahiert und die Auswirkungen des Abriebs auf primäre 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 für Zellversuche kompatibler Weise. Die zur Verfügung stehende Partikelmenge 

erwies sich als ausreichend, um im Zellversuch an primären 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 höhere Apoptoserate 

und höhere Nekroserate, während es durch den Abrieb des rauen Ti-Schafts gegen Palacos mit 

ZrO2 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 über direkte zellschädigende Mechanismen zum Zelltod führt, während Ti-Partikel 

weniger Effekt auf das Überleben der Zellpopulation haben und über eine erhöhte Zytokin-

ausschüttung zur Osteolyse führen [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 

zellschädigenden Mechanismus nachwies [Pioletti et al. 1999], legen die Ergebnisse der vorliegen-

den Arbeit die Vermutung nahe, dass für den zytotoxischen Effekt der CoCr-Partikel die 

Apoptose in einem höheren Maße zum Tragen kommt, als dies für Ti-Partikel der Fall ist.  

In der Literatur sind insbesondere für zementierte Hüftendoprothesenstiele aus Titan hohe Früh-

lockerungsraten beschrieben [Lichtinger et al. 2000; Massoud et al. 1997; Maurer et al. 2001; 

Willert et al. 1996], obwohl zahlreiche Arbeiten durch Titanpartikel geringere zellschädigende 

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]. 

Demgegenüber konnte in der vorliegenden Arbeit die klinische Beobachtung der hohen Frühlo-

ckerungsraten von zementierten Hüftendoprothesenstielen aus Titan im Zellversuch bestätigt 

werden, da durch die nativen generierten Abriebprodukte von Titanstielen tendenziell höhere 

Apoptose- und Nekroseraten zu beobachten waren als durch CoCr-Stiele. Diese Ergebnisse 

konnten jedoch mit dem jeweils isolierten metallischen Abriebanteil im Zellversuch nicht bestä-

tigt werden. Hier zeigten sich im Gegenteil durch den isolierten Abrieb von CoCr-Stielen höhere 

Apoptose- und Nekroseraten als durch den isolierten Abrieb von Ti-Stielen, allerdings war durch 

den Abrieb von CoCr-Stielen auch die Proliferationsrate der Zellen erhöht. Insofern scheint für 

zementierte Ti-Schäfte bei der Entstehung der aseptischen Osteolyse insbesondere der Knochen-

zementabrieb und hier besonders die röntgendichten Zusätze wie ZrO2 eine wesentliche Rolle zu 

spielen [Shardlow et al. 2003], wenngleich viele Autoren den zellschädigenden Effekt von ZrO2 

gegenüber 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 Vorgänge, die in vivo bei der Entstehung der aseptischen 

Osteolyse eine Rolle spielen könnten, außer Acht gelassen werden. So wurde als wesentlicher 

Einfluss die durch Mikrobewegungen zwischen Knochenzement und Hüftendoprothesenstiel 
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entstehende Oberflächenoxidation am Prothesenwerkstoff beschrieben. Obwohl Titan sich auf-

grund seiner korrosionsbeständigen Oberfläche gut als Implantatmaterial eignet [Valles et al. 

2006], konnten Willert et al. an explantierten Ti-Schäften erniedrigte pH-Werte messen, was auf 

Korrosionsvorgänge zurückgeführt wurde [Willert et al. 1996]. An der Oberfläche von Endopro-

thesenwerkstoffen aus Titanlegierungen bildet sich eine ca. 4-6 nm dicke, stabile TiO2-Schicht, 

welche für die gute Biokompatibilität des Werkstoffs sorgt [Valles et al. 2006]. Wenn nun durch 

Abrasionsvorgänge die stabile TiO2-Schicht zerstört wird, bekommen die am Knochenmetabo-

lismus beteiligten Zellen Anschluss an eine noch nicht oxidierte Ti-Oberfläche, zudem kommt es 

durch die Oxidation der Oberfläche zum Absinken des pH-Werts. Durch die Veränderung des 

Säuremilieus einerseits [Willert et al. 1996], sowie durch die entstehenden Ti-Partikel andererseits 

kommt es zur Verstärkung der Osteolyse. Zudem konnte für Ti-Partikel eine wesentlich höhere 

Zytotoxizität als für TiO2-Partikel nachgewiesen werden [Valles et al. 2006]. 

Somit können die klinischen Resultate der zementierten Hüftendoprothesen nicht gänzlich im 

Zellkulturversuch nachvollzogen werden, wenngleich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

teilweise Hinweise hierauf geben können. 

Vielmehr als die reine Zellantwort auf die entstehenden Abriebprodukte scheint das Zusammen-

wirken aus Schaftdesign, Oberflächenbearbeitung und Werkstofflegierung für das klinische Er-

gebnis eines Hüftendoprothesenschafts verantwortlich zu sein. 



Zusammenfassung 

  61 

7 Zusammenfassung 

Trotz der guten Erfolge der modernen Hüftendoprothetik bleibt die aseptische Endoprothesen-

lockerung der Hauptversagensgrund, wofür durch Abriebpartikel induzierte Vorgänge der peri-

prothetischen Osteolyse eine wichtige Rolle spielen. Trotz der guten Biokompatibilität von Titan-

legierungen als Endoprothesenwerkstoff wurden vor allem für zementierte Hüftendoprothesen-

stiele aus Titan hohe Frühlockerungsraten beschrieben. Deshalb richtet sich in der vorliegenden 

Arbeit das Hauptaugenmerk auf die zwischen Hüftendoprothesenstiel und Knochenzement 

entstehenden Abriebprodukte und deren Auswirkungen auf primäre humane Knochenzellen.  

In einem Prothesenprüfstand generierte Oberflächendestruktionsprodukte unterschiedlicher 

Hüftendoprothesen- und Knochenzementpaarungen wurden im Zellversuch getestet, hierbei war 

es erstmals möglich, nur den metallischen Anteil der Abriebprodukte in für 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-Hüftendoprothesenstielen eine 

höhere 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-Hüftendoprothesenstielen waren geringere zellschädigende Effekte zu 

verzeichnen als durch den Abrieb von Ti-Schäften ohne Beschichtung, während es durch den 

Abrieb von Kohlenstoffbeschichteten CoCr-Schäften zu den höchsten beobachteten Effekten 

auf die Apoptose- und Nekroserate kam, was durch eine höhere Vulnerabilität der Kohlenstoff-

beschichtung auf CoCr-Hüftendoprothesenstielen mit Delaminierung der Beschichtung im Ab-

riebverhalten sowie der höheren Zytotoxizität des CoCr-Abriebs erklärbar wäre. 

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass durch die Kohlenstoffbeschichtung von Hüften-

doprothesen aus Titanlegierungen für den zementierten Einsatz deren Biokompatibilität und die 

klinische Standzeit der Prothesen weiter verbessert werden kann. Dennoch gibt es im Zellversuch 

keine generellen Hinweise für die Erklärung der hohen Frühversagensraten von zementierten 

Hüftendoprothesen aus Titanwerkstoffen gegenüber denen aus CoCr-Legierungen.  

Schließlich gilt es in weiteren Arbeiten die zahlreichen Einflussfaktoren der Endoprothesen wie 

deren Design, Oberflächen- und Materialbeschaffenheit auf die klinische Standzeit zu untersu-

chen. 
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9 Chemikalienverzeichnis 

 

 

- Aceton, Fa. Merck, Darmstadt 

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

- Annexin-V-FLUOS Staining Kit, Fa. Roche Diagnostics, Penzberg 

- Brij 35 Lösung 30%, Sigma Diagnostics, St. Louis, USA 

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

- Cobalt-Standardlösung 1000 mg/l (Cobalt-(II)-Nitrat in Slapetersäure 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 

- Flusssäure (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-(II)-Chlorid 2 g/l, Fa. Johnson Matthey GmbH, Karlsruhe 

- PBS (Phosphate Buffered Saline), Fa. Biochrom AG, Berlin 

- Penicillin/Streptomycin (25.000 Einheiten Penicillin/ml, 25 mg/ml Streptomy-

cin), Fa. Gibco, Karlsruhe 
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- Pepsin 0,4% in 10 mM HCl, Fa. Sigma, St. Louis, USA 

- PFA (Paraformaldehyd) 4% in PBS, pH 7,4, Fa. Merck, Darmstadt 

- Salzsäure (HCl) rauchend, 37%, Fa. Merck, Darmstadt 

- Titan-Standardlösung 1000 mg/l, Fa. Merck, Darmstadt 

- Tris-Puffer (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), Fa. Sigma, St. Louis, USA 

- Triton X-100 Lösung, Fa. Sigma, St. Louis, USA 

- Trypsin-EDTA, Fa Gibco, Karlsruhe 

- Vectastain ® (Avidin/Biotin-Komplex), Vector Laboratories, Burlingame, USA 
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