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VERWENDETE ABKURZUNGEN

AAS Atomabsorptionsspektroskopie

DMEM  Dulbecco’s Modifziertes Eagles Medium
EDX Energy Dispersive X-ray spectroscopy
ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
FCS Fetal Calf Serum, Fetales Kélberserum
LDH Lactatdehydrogenase

MTT (3-[4,5-diMethyIThiazol-2-yl]-2,5-diphenyl] Tetrazolium bromid)

NK Negativkontrolle
PBS Phosphate Buffered Saline, Phosphatpuffer-Losung
PK Positivkontrolle

REM Rasterelektronenmikroskopie
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KAPITEL

1. EINLEITUNG

Die Zahl von implantierten Endoprothesen, insbesondere Hift- und Knie-
endoprothesen, nimmt stetig zu. Momentan werden weltweit schatzungsweise eine
Million Endoprothesen pro Jahr implantiert. Der Hifttotalendoprothesenersatz muss
einer biomechanischen, biochemischen und biophysikalischen korrosiven Umgebung
sowie Millionen von Last- und Bewegungszyklen wéhrend der Standzeit widerstehen.
Dabei spielen flr die in situ Lebensdauer der Endoprothesen die Materialien unter
verschiedenen Gesichtspunkten eine wichtige Rolle. In den letzten Jahren wurden
bezuglich der tribologischen Anforderungen immer haltbarere Implantate entwickelt,
wobei folgende Gleitpaarungskombinationen von Materialien fur Pfanne und Kopf
eingesetzt wurden:
Metall/Metall, Keramik/Keramik, Metall/Polyethylen und Keramik/Polyethylen. Dabei
gibt es verschiedene Verankerungsmaoglichkeiten der Endoprothesen im Knochen
basierend auf Metalllegierungen von Titan oder Cobalt-Chrom-Molybdén:
- zementiert in Kombination mit Polymethyl-Metacrylat oder
- zementlos mit verschiedenen Oberflachenvariationen: makro-, medi- oder
mikroporische Tripoden.

Als eine Hauptursache fiir Endoprothesenlockerungen werden Abriebpartikel angesehen,
die zur sogenannten ,,Wear Disease* flihren und damit Revisionsoperationen mit einem
erhohten 6konomischen Aufwand und einer zusatzlichen Belastung fiir den Patienten
erforderlich machen.

Im Rahmen des Forschungsprojekts ,,Schadensanalyse in der Endoprothetik” der Klinik
fur Orthopddie und Sportorthopédie der TU Minchen, Klinikum Rechts der Isar,
sollen die Mechanismen und Ursachen der aseptischen Lockerung von Endoprothesen
wissenschaftlich untersucht werden, um Schlussfolgerungen fiir die Weiterentwicklung
der Endoprothetik ziehen zu kénnen. Vorgesehen sind verschiedene Untersuchungen
mit intraoperativ gewonnenem Patientengewebe bezliglich Histologie bzw. Histochemie
sowie Abriebanalysen.

Abriebpartikel von Materialien, die h&ufig in der Produktion von Endoprothesen
verwendet werden, spielen eine wichtige Rolle in dem Prozess der aseptischen Lockerung.
Makrophagen und Osteoblasten kénnen diese feingranuldren entstandenen Partikel
phagozytieren und zahlreiche Mediatoren freisetzen, die unter Umstédnden eine
Knochenresorption verursachen. Dadurch kommt es zu einer langsam fortschreitenden
Instabilitat der Verankerung des Implantats im Knochen mit der Folge eines verstarkten
Abriebs, was schlie3lich zu einem Circulus vitiosus fuhrt.

In dieser Arbeit sollen Titanpartikel, die ebenfalls im Abrieb von Endoprothesen-
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materialien aus Titanlegierungen beobachtet wurden, auf ihre zellschadigende Wirkung
n&her untersucht werden. Es galt, Titanabrieb aus Patientengewebe zu isolieren und
parallel dazu industriell hergestellte Titanpartikel in vitro zur Testung des Einflusses der
Partikel auf Osteoblasten &hnliche Zellen einzusetzen.
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2. PROBLEMSTELLUNG

Im Interfacegewebe um aseptisch gelockerte Endoprothesen sind verschiedene
Abriebpartikel des Endoprothesenmaterials enthalten, deren Rolle hinsichtlich mdglicher
Zellschadigungen zur Untersuchung ansteht.

In bisherigen Arbeiten werden ausschlie3lich industriell hergestellte Partikel eingesetzt,
was den realen Bedingungen nicht voll entspricht. Es wdre wiinschenswert, aus
Patientengewebe gewonnene Partikel einzusetzen, da dies bisher noch nicht gelang.

Ziele der vorliegenden Arbeit waren deshalb:

- Aufbau einer Methode zur Testung der Einflusse von Titanabriebpartikeln auf
Osteoblasten &hnliche Zellen (SaOS-2 Zellen)

- Durchfthrung von Versuchen zur Gewinnung von Titanabriebpartikeln aus
Patienteninterfacegewebe

- Bestimmung der Mengen und der Zusammensetzung von aus Patientengewebe
gewonnenen Partikeln (REM, AAS)

- Untersuchung des Einflusses der Titanabriebpartikel auf SaOS-2 Zellen
hinsichtlich Proliferation (MTT-Test), Zytotoxizitat (LDH-Test) und schlie3lich
Nachweis der Anzahl abgettteter Zellen (Trypanblau-Test).
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3. LITERATURUBERSICHT

Knochenresorption und aseptische Lockerung um Endoprothesen sind ernste und
verbreitete Komplikationen in der Orthopédie. Abriebpartikel von Materialien, die haufig
in der Produktion von Endoprothesen verwendet werden, scheinen eine Hauptrolle in
diesem Prozess zu spielen. Zur Problematik der Abriebpartikel in der Endoprothetik
und deren Untersuchungsmethoden in vitro und in vivo liegen eine Reihe von
Ubersichtsarbeiten vor ([4] S. 7, [5] S. 75, [7] S. 66, [11] S. 25, [13] S. 1235, [15] S.
337, [40] S. 51).

Abriebpartikel bestehend aus Metallen, Polyethylen, Keramik und Knochenzement
haben alle fiir sich gezeigt, dass sie biologische Reaktionen im die Endoprothese
umgebenden Gewebe hervorrufen. Wie in verschiedenen Untersuchungen bisher
nachgewiesen wurde, fiihren die Abriebpartikel auch zur Induktion der Freisetzung
von Zytokinen, Interleukinen und osteolytisch wirksamen Enzymen aus Makrophagen,
Fibroblasten, Fremdkdorperriesenzellen, sowie Osteoklasten und Osteoblasten ([9] S.
456, [14] S. 393, [20] S. 95, [27] S. 467, [29] S. 356, [36] S. 8, [47] S. 32, [49] S. 203).
Es wurden zahlreiche Versuche an verschiedenen Zelllinien unter Zusatz von
Abriebpartikeln durchgefuhrt, um bestimmte Zellreaktionen in vitro zu stimulieren
und genauer zu erforschen.

Wiéhrend die Knochenresorption sicherlich zum Netto-Knochenverlust beitrégt, der
mit einer aseptischen Lockerung von Implantaten als Antwort auf Abrieb assoziiert ist
([18] S. 1436), scheint auch eine verminderte Knochenbildung eine Rolle zu spielen.
Das Knochen-Implantat-Interface gewahrt Abriebpartikeln Zutritt zum periprothe-
tischen Gewebe ([10] S. 836, [44] S. 849) und fuhrt damit zum direkten Kontakt der
Partikel mit Osteoblasten.

Osteoblasten sind einer der Hauptzelltypen, die im Knochengewebe die Endoprothese
direkt umgeben. Sie halten zusammen mit Osteoklasten den physiologischen
Knochenumbau durch eine balancierte Koordination von Knochenaufbau und
Knochenabbau aufrecht. In neueren Untersuchungen wurde deutlich, dass Osteoblasten
Titanpartikel phagozytieren konnen, wenn diese Partikel einen mittleren Durchmesser
im Bereich um 5um haben ([21] S. 169, [23] S. 554, [37] S. 401, [49] S. 203, [53] S.
107). Die Phagozytose initiiert eine Reihe von intrazelluldren Signalprozessen. Dadurch
andern sich in den Osteoblasten verschiedene Zellfunktionen, die das Wachstum
beeinflussen bzw. zum Absterben der Zellen und damit zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts zu Gunsten der Osteoklasten flihren kdnnen.

Um Abriebpartikel aus intraoperativ gewonnenem Patienteninterfacegewebe untersuchen
zu kdnnen, muss dieses zunéchst durch eine geeignete Methode aufgeschlossen werden.
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Am héufigsten wurden folgende Methoden bisher angewandt:

- Auflésung des Gewebes mit konzentrierten Basen, wie z.B. mit 5 N Natronlauge
([30] S. 354, [35] S. 246, [52] S. 58)

- ErschlieBung des Gewebes mit konzentrierten Sauren, wie z.B. mit Salpetersaure
([28] S. 1665, [42] S. 857), NaOCI ([6] S. 191) oder mit Salzsdure ([28] S. 1665,
[35] S. 246)

- Enzymatische Spaltung des Gewebes durch Papain ([9] S. 453, [26] S. 1303)
bzw. durch sequentielle enzymatische Verdauung ([22] S. 381, [25] S. 269, [35]
S. 246)

In den meisten bisher verdffentlichten Untersuchungen wurden die Partikel (Kobalt-
Chrom, Titan, Polyethylen, Knochenzement) nach GroRe, Form, Vorkommen und
Zusammensetzung untersucht ([22] S. 380, [26] S. 1303, [28] S. 1664, [42] S. 856).
Dabei wurden die Partikel mittels REM oder histologischen Methoden sichtbar gemacht
oder mittels Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt.

Die Exposition der aus in vivo Gewebe gewonnenen Metallpartikel auf Knochenzellen
in vitro wurde bisher noch nicht durchgefiihrt, wére aber wiinschenswert.

Bei den Versuchen zur Testung des Einflusses von Metallpartikeln auf verschiedene
Zellkulturen wurden haufig industriell hergestellte Partikel verwendet, deren mittlerer
Durchmesser meist < 5um war, wobei die Partikel von den Zellen phagozytiert werden
konnten ([12] S. 826, [14] S. 393, [53] S. 107).

Kritischerweise ist anzumerken, dass die industriell hergestellten Partikel nicht genau
der Situation bei den Patienten entsprechen und somit nur als Modell gelten.

Exemplarisch fur die durchgefiihrten Untersuchungen mit Titanpartikeln sollen hier
einige Arbeiten vorgestellt werden.

Kwon et al. (2001) inkubierten aus Knochenspongiosa neugeborener Ratten gewonnene
Osteoblasten mit industriell hergestellten Titanpartikeln (d., = 18,66um) in Konzen-
trationen von 0,02, 0,03, 0,06, 0,13, 0,25, 0,5mg/100ul fur 24h, 48h und 72h. Es
wurden konzentrationsabhangige Verdnderungen in der Zellproliferation und —funktion
gemessen. Zum Teil wurden extrem hohe Konzentrationen in den Modellversuchen
eingesetzt, um deutliche Effekte zu erreichen. So konnte die Phagozytose auch grofer
Partikel festgestellt werden, als auch die Abnahme der Kollagen I-Synthese, sowie eine
erhohte Apoptoserate der Osteoblasten nach Zugabe von Titanpartikeln ([21] S. 161).

Lohmann et al. (2000) inkubierten Osteoblasten dhnliche MG-63 Zellen und primére

humane Osteoblasten mit industriell hergestellten Titanpartikeln (< 1,5um) fir 24h.
Auch sie wiesen die Phagozytose der Partikel und Effekte auf Zellwachstum und
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Differenzierung nach ([23], S. 551).

Vermes et al. (2001) behandelten ebenfalls MG-63 Osteoblasten mit industriell
hergestellten Titanpartikeln < 3um in Konzentrationen von 0,0125% bis 0,2% fur 48h
bis 96h. In den Konzentrationen bis 0,05% Titanpartikel konnten sie keinen Einfluss
auf die Zellvitalitat feststellen. Es wurde aber die Zellproliferation eingeschrankt,
ProKollagen I vermindert exprimiert und ein Interleukin 6 Anstieg beobachtet. Diese
Zellveranderungen kénnen bereits zu einer Osteoklastentransformation und damit zur
vermehrten Osteolyse fiihren ([49] S. 201).

Pioletti et al. (1999) inkubierten aus neugeborenen Ratten gewonnene Osteoblasten
mit industriell hergestellten Titanpartikeln in den hohen Konzentrationen 0,5, 1,5, 5,
7,5 und 10mg/ml fir 72h. Dabei lie3 sich nachweisen, dass die Zellen die Partikel
phagozytierten. Die Vitalitait nahm mit steigender Partikelkonzentration und
verldngerten Inkubationszeiten ab. Es wurde eine signifikante Zunahme der Apoptose
im Gegensatz zur Kontrolle gemessen. Dabei waren die Effekte erst ab einer Schwellen-
konzentration von 0,75 - 1% sicher nachweisbar ([37] S. 399).

Yao et al. (1997) verwendeten MG-63 Osteoblasten und humane Osteosarkomzellen,
sowie industriell hergestellte Titanpartikel mit einem mittleren Durchmesser < 3um. In
der Konzentration von 1mg/ml (= 0,1%) wurden die Partikel zusammen mit den Zellen
fur 48h und 72h inkubiert. Obwohl nachweislich eine Phagozytose der Partikel zu
beobachten war, konnte kein Effekt auf die Vitalitdt der genannten Zellkulturen
festgestellt, jedoch eine Abnahme der mRNA Level fiir ProKollagen I und I11 gemessen
werden ([53] S. 107).

Wang et al. (1997) inkubierten humane Osteosarkomzellen mit Titanpartikeln in den
extrem niedrigen Konzentrationen von 1,10 und 100ng/ml fir 72h. Trotz dieser sehr
niedrig gewdhlten Konzentrationen, die keinen Effekt auf die Zellvitalitat hatten, zeigte
sich ein Anstieg von Interleukin 108 und TNF a, sowie eine Abnahme von Kollagen Typ
I. Daraus kann man auf eine beginnende Dysregulation der Zellen schlieBen ([51] S.
216).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass an verschiedenen Zellkultursystemen mittels
Titanpartikeln ein Einfluss auf die Aktivitdt der Zellen nachweisbar war. Damit ergaben
sich Ausgangspunkte fr unsere Versuche hinsichtlich PartikelgroRe, Konzentration,
Auswahl der Zelllinie und Methodik. Der Nachweis der Phagozytose von Titanpartikeln
in Osteoblasten &hnlichen Zellen stellt eine wichtige Vorraussetzung fur die
Aussagefahigkeit entsprechender in vitro Untersuchungen dar.
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4. UNTERSUCHUNGSMATERIALIEN

4.1. Interfacegewebe von Patienten mit Hiftendoprothesen zur
Gewinnung von Titanabrieb

Untersucht wurden Gewebeproben von 5 Patienten mit ehemals zementlos
implantierten, aseptisch gelockerten Hiiftendo-prothesen, die in der Klinik fir

Orthopadie und Sportorthopidie, Rechts der Isar

Miinchen, intraoperativ bei Revisionen ge-

wonnen wurden.

Die Gewebeproben bestanden aus
Fragmenten der Sekundirkapseln und
Weichgewebsmembranen, die sich
zwischen der Prothese und dem
knochernen Anteil ausgebildet hatten,
und mit genauer Dokumentation der

Interfacegewebe Lokalisation enthommen wurden.

Stiel
Abb. 1
Skizze einer Verschiedene Informationen uber die
Hiiftgelenksendo- . ..
prothese mit dem Patienten, deren Gewebeproben fur
umgebenden unsere Untersuchungen verwendet
sekundar ge- . 1
bildeten Interface- wurden, beziuglich Alter, Geschlecht,
gewebe, aus dem Indikation und ndheren Angaben die
die Gewebeproben .
fiir die Endoprothese betreffend, kénnen der
nachfolgenden folgenden Tabelle entnommen werden.
Versuche ge-
wonnen wurden.
Tab. 1 Nr. | Alter |Geschlecht | Standzeit | Urspriingliche Diagnose Prothesentyp gelockerter Teil
: 1 7 w 15a Coxarthrose Pfanne: Endler-PE Pfanne
Patientendaten Stiel: Zweymiller Titan
2 7 m 11a8m Coxarthrose Pfanne: Weill-Schraubring|  Stiel u. Pfanne
Stiel: Spotorno
3 69 m 9a 3m Coxarthrose Pfanne: Synthes-Spreiz Pfanne
Stiel: Spotorno
4 70 m 10a 3m Coxarthrose Pfanne: Weill-Schraubring|  Stiel u. Pfanne
Stiel: CS-Titanschaft
5 62 m 5a4m Coxarthrose Zweymuller Titan Stiel u. Pfanne
Prothese

Die Indikation zur Erstimplantation war in allen Fillen eine degenerativ bedingte
Coxarthrose. Die Erstimplantationen waren auch in anderen auswirtigen Kliniken

durchgefithrt worden. Von der Auswahl ausgeschlossen wurden mit Endoprothesen
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versorgte Tumorpatienten, septische Patienten und Patienten, bei denen es zu einem
Prothesenbruch gekommen war. Wir verwendeten nur Patientenmaterial aseptisch
gelockerter Titan-Endoprothesen mit radiologisch gesicherten Lockerungszeichen,

wie Osteolysen, Positionsinderungen und Saumbildung um die Prothese.

Die intraoperativ gewonnenen bis mehrere Kubikzentimeter groBen Fragmente des
Interfacegewebes aus dem Femur und dem Beckenknochen wurden entsprechend den
Angaben des Operateurs nach definierten Lokalisationen getrennt asserviert. Das
Untersuchungsmaterial wurde sofort nach der Entnahme bei —80°C tiefgefroren. Zur
Gewebeanalyse wurden nur makroskopisch auffillige Anteile der Proben verwendet

(Schwarzfirbung).

4.2. Industriell hergestellte Modell-Titanpartikel

Um den FEinfluss von Titanpartikeln auf die biochemischen Prozesse von Osteo-
blastenzellen untersuchen zu kénnen, wurde Titanpulver der Firma TLS Technik GmbH
& Co, Spezialpulver KG, Bitterfeld (D), verwendet. Es handelte sich dabei um 99,99%
reines feinstes Titanpulver (Titan Grade 1) mit einem O,-Gehalt von 0,15g/100g
Partikel (d,, = 6,11um, d, = 18,66um und d,, = 45,57um). Die Partikel wurden mit
dem EIGA-Verfahren (Electrode Induction-melting Gas Atomization) durch
Schutzgasverdiisen mit Argon gewonnen. Durch das tiegellose Aufschmelzen von
stangenformigen Elektroden unter Inertgas-Atmosphire konnen sehr reine, sphirische
Pulver hergestellt werden (Prospekt der Firma TLS Technik GmbH & Co, Spezialpulver
KG Bitterfeld).

Die Partikel wurden entsprechend der Arbeitsvorschriften unter Punkt 5.2.3. entweder
mit Salzsaure behandelt und fiinfmal gewaschen, analog der Partikel, die aus dem
Inter-facegewebe mit Salzsdure extrahiert werden konnten, oder nach alleinigem 5-
maligem Waschen eingesetzt. Damit sollte untersucht werden, ob eine Salzsiure-
Behandlung die Partikel verindert und dadurch einen zusitzlichen biochemischen

Effekt hervorruft.



KAPITEL
5. METHODIK UND
VERSUCHSANORDNUNGEN

5.1. Zellkultur von osteoblastenahnlichen Osteosarkomzellen

5.1.1. Sa0S-2 Zelllinie

In in vitro Versuchen sollten moglichst die gleichen oder dhnliche Zellen verwendet
werden, die in vivo, also im Patienten, Kontakt zum Implantat haben, um spezifische
biochemische Reaktionen zu simulieren, die am Implantationsort stattfinden kénnen.
Die SaOS-2 Zelllinie wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. Neumeier, Max Planck-
Institut Minchen-Martinsried, zur Verfligung gestellt. Es handelt sich um Osteo-
sarkomzellen, die aus dem intraoperativ gewonnenen Tumor einer 15-jahrigen Patientin
gezlichtet werden konnten. Nach wiederholter Passagierung der priméren Tumorzellen
wurde eine phanotypisch charakteristische Zellklonserie isoliert ([1] S. 121, [2] S. 475,
[50] S. 923).

Abb. 2
Zellkultur von
Sa0S-2 Zellen




Kapitel 5. Methodik und Versuchsanordnung

Es wurde eine Zellkultur mit Osteoblasten dhnlichen Tumorzellen verwendet, da solche
bereits in der Vergangenheit gute Modelle zum Studium der Osteoblasten und ihrer
Molekularbiologie darstellten. SaOS-2 Zellen produzieren viele osteoblastenspezifische
Enzyme und Proteine, wie die Alkalische Phosphatase, Osteocalcin und Vitamin D3
induziertes Kollagen, so dass eine hohe Ubereinstimmung mit der Biochemie von
Osteoblasten vorliegt.

Die Vorteile dieser Zelllinien liegen im Vergleich zu priméaren Osteoblastenkulturen in
ihrer phanotypischen Homogenitat und dem hochdifferenzierten Stadium der Zellen,
so dass auch langandauernde Versuchsreihen ohne eine biochemische Verdnderung der
Zellen durchgefiihrt werden kénnen.

5.1.2.  Allgemeine Arbeitsvorschriften und Zellkulturbedingungen

Um die strikte Einhaltung steriler Arbeitsbedingungen gewahrleisten zu kdnnen und
zum Schutz der Kulturen vor einer Kontamination mit Bakterien oder Mykoplasmen,
wurde immer unter der sterilen Laminar flow Herasafe der Firma Heraeus gearbeitet.
Alle Arbeitsutensilien und Arbeitsflichen wurden vor und nach der Benutzung mit
70%igem Ethanol gereinigt.

Um Zellen in vitro zu kultivieren, muss man die entscheidenden Kulturparameter den
in vivo vorherrschenden Bedingungen so weit wie moglich angleichen. Entscheidende
Faktoren sind dabei die Oberflache, auf der die Zellen wachsen, das Medium, in dem
sie kultiviert werden, und die Temperatur. Die meisten Medien enthalten nur wenige
Grundkomponenten, wie ein isotonisch gepuffertes Grundndhrmedium mit
anorganischen Salzen, Energie liefernden Né&hrstoffen, Aminosduren und verschiedenen
Zusatzstoffen. In den vorliegenden Versuchen wurde Dulbeccos Modifiziertes Eagles
Medium (DMEM) verwendet, weil es sich besonders fur Zelllinien eignet, die als
festsitzende Monolayer-Kulturen wachsen. Hinzugegeben wurde noch fetales
Kaélberserum (FCS), welches vor allem wachstumsfordernde Substanzen, wie Polypeptide,
Hormone, Lipide und Spurenelemente enthéalt. Weiterhin ist es Standard, dem Medium
eine Kombination aus Penicillin und Streptomycin zuzugeben, um Kontaminationen
frihzeitig vorzubeugen, die eine Verfalschung aller Ergebnisse verursachen konnten,
sowie 1% DMEM-Vitamine beizuftigen, die eine wachstumsfordernde Wirkung auf
die Zellen haben. Der pH-Wert des Mediums wird vom Hersteller zwischen 7,0 und
7,2 eingestellt. Die Zellkulturen bendtigen zum optimalen Wachstum eine Temperatur
von 37°C £ 1K, eine hohe Luftfeuchtigkeit und einen CO,-Anteil an der Luft von 5%.
Es wurde mit dem Inkubator Heracell der Firma Heraeus gearbeitet. Diese Bedingungen
bleiben wahrend aller Versuchsreinen unveréndert.

Die in den folgenden Versuchen verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind mit
ihrer Zusammensetzung im Anhang unter Punkt 9.4. aufgelistet.
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Arbeitsvorschrift Nr. 1

Herstellung des Mediums:

Es werden mit der Pipette zu 450,0mlI DMEM-Medium hinzugegeben: 50,00ml FCS,
5,00ml der Penicillin/Streptomycin-Kombination und 5,00ml der DMEM-Vitamine.
Danach wird die Flasche vorsichtig zur Durchmischung geschwenkt und auf 37°C £
1K in einem Wasserbad der Firma Grant, USA, erwarmt.

Bei Nichtgebrauch sollte das hergestellte Medium maximal vier Wochen im Kihlschrank
aufbewahrt werden, da sich bei Uberschreitung dieser Zeitspanne die Inhaltsstoffe
verandern konnen.

Arbeitsvorschrift Nr. 2
Aussden der Zellen in Zellkulturflaschen:

Verwendet werden Zellkultur-
flaschen der Firma Falcon, USA, mit

Abb. 3
Zellkulturflasche

einer Wachstumsflache von 75¢cm2.

~rv—v Aus einer bereits vorhandenen Flasche

werden die Zellen nach Arbeitsvorschrift
Nr. 4 und Nr. 5 (Punkt 5.1.3.1.) gewonnen und danach 1,00ml der entstandenen
Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche pipettiert. Man fligt nun noch 9,00mi
des hergestellten Mediums (nach Arbeitsvorschrift Nr. 1) hinzu. Anschlie3end werden
die Zellkulturflaschen in den Inkubator gestellt, bei taglicher Kontrolle des Wachstums
unter dem Durchlichtmikroskop, Axiovert 25 der Firma Zeiss Jena. Das Medium muss
jeden dritten Tag gewechselt werden, da sonst die optimale Nahrstoffversorgung der
Zellen nicht ausreichend gewéhrleistet ist. Auerdem sollten die Zellen einmal pro
Woche zur Verringerung der Zelldichte neu ausgesat werden.

5.1.3. Optimierung der Zellkulturbedingungen

Um das Wachstum der kultivierten Zellen Uberprifen zu kénnen, ist es sehr wichtig,
eine Wachstumskurve anzufertigen. Dadurch nutzen wir eine einfache Methode zur
Abschdtzung des Zeitpunkts, an dem genugend Zellen firr eine Versuchsreihe zur
Verfligung stehen.

Arbeitsvorschrift Nr. 3

Aussden der Zellen zur Erstellung einer Wachstumskurve:

Es werden 4 x 10* Zellen in 5,00ml Medium pro Zellkulturflasche der Firma Falcon,
USA, mit einer Wachstumsflache von 25cm? nach Arbeitsvorschrift Nr. 2 ausgesat. Fir
jeden der 7 Tage, an denen man die Zellzahl bestimmen will, sollte man eine Kultur
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bereitstellen, d.h. am Tag 0 werden insgesamt sieben einzelne Kulturflaschen vorbereitet.

Diese Anzahl an Zellkulturflaschen ist n6tig, da man adhdrente Zellen zur Zellzahl-
bestimmung von der Plastikoberflache abldsen muss und somit jede Flasche nur einmal
verwenden kann. Die Gewinnung einer Zellsuspension ldsst sich am einfachsten mit
Hilfe einer Trypsin-EDTA-L6sung erreichen. Das Trypsin hat dabei die Aufgabe, die
Adhésionsproteine zu spalten, wahrend EDTA alle zweiwertigen Kationen bindet.

Arbeitsvorschrift Nr. 4

Herstellen einer Zellsuspension:

Man entfernt das Kulturmedium vorsichtig mit einer Pipette aus der Zellkulturflasche
und gibt 5,00ml PBS-Puffer hinein, um alle Reste des im Medium enthaltenen FCS
heraus zu waschen. Man schwenkt die Flissigkeit dabei vorsichtig tiber die von Zellen
besiedelte Kulturoberfldche. Nachdem man den Puffer mit der Pipette wieder entfernt
hat, gibt man 5,00ml der Trypsin-EDTA-L6sung zu und verteilt sie wie beschrieben.
Man stellt nun die Zellkulturflasche fuir 3min zurtick in den Inkubator. Danach versucht
man mit leichten seitlichen Schldgen auf die Flasche, alle Zellen von der Oberflache zu
I6sen. Anschliel3end figt man mit der Pipette 5,00ml Medium hinzu, um zu verhindern,
dass die Zellen durch Mangel an Néhrstoffsubstraten wahrend der Weiterverarbeitung
geschadigt werden, und mischt die Suspension durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren. Man fillt nun die gewonnene Zellsuspension in ein 15ml Blue Cap-
Rohrchen der Firma Falcon, USA, um.

Die Trypsinaktivitdt wird dabei durch Serumproteine gehemmt, die dem Enzym
einerseits als Substrat dienen kénnen, andererseits aber auch als direkte Inhibitoren
wirken.

Im Verlauf der Erstellung einer Wachstumskurve vermehren sich die ausgesaten Zellen
in den Zellkulturflaschen standig, wodurch es zum Verbrauch von Nahrstoffen des
Mediums und zu Platzmangel kommt, und somit die Zellen mit zunehmender
Versuchsdauer im ihrem Wachstum stagnieren bzw. vermehrt absterben.

Um die noch vitalen Zellen einfacher z&hlen zu kénnen, farbt man die avitalen Zellen
mit dem Farbstoff Trypanblau an. Die Zellzahlung erfolgt anschlieBend unter dem
Durchlichtmikroskop Axiovert 25 der Firma Zeiss Jena standardisiert mit einem
Hamozytometer nach Neubauer. Im Fall der Wachstumskurve werden nur die vitalen,
ungefarbten Zellen berticksichtigt.
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Die Zellkonzentration pro Milliliter lasst sich dann wie folgt bestimmen:

Mittelwert der Anzahl Zellen aller Felder (A+B+C+D)
4

Faktor aus der Verdiinnung 4
; X 10
der Zellsuspension

Arbeitsvorschrift Nr. 5

Zellz&hlung:

0,50ul der nach Arbeitsvorschrift Nr. 4 gewonnenen Zellsuspension werden in ein 2mi
Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt und dann das gleiche Volumen an 0,5%iger
Trypanblau-Lésung hinzugegeben und mit einem Minischittler der Firma Vortex,
USA, fur 30 Sekunden bei 1000U/min ausreichend vermischt. Die Inkubationszeit
betragt 10min, da nach Uberschreitung dieser Zeit auch vitale Zellen blau gefarbt werden
und das Ergebnis verfélscht wiirde.

250l der geférbten Zellsuspension werden nun vorsichtig zwischen Deckglas und
gerasterte Fl&chen der Z&hlkammer nach Neubauer pipettiert bis diese komplett gefullt
ist. Unter dem Durchlichtmikroskop zahlt man nun alle farblosen und blauen (nur fiir

1mm
Alo [o ] @ ?l;/lgzl)e Zelle
50 pl Zellsuspension im Medium £ ° 0d ®ho
50 pl Trypanblau £ ry
- - vitale Zelle
100 pl Gesamtvolumen Ole p (farblos)
A\ '
il ]
Al ‘
. '
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- - E1E Cm CU3
.- ed =zl ¢ 00, R
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| r—— 8 ——
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Zahlkammer nach Neubauer C D

Berechnung der Zellkonzentration:

Anzahl Zellen pro Feld A, B, C oder D
Abb. 4 ¥

Zahlkammer fir die Mittelwert der Anzahl Zellen aller Felder

: 114 x (A+B+C+D)
Bestimmung der
Zellzahl ([31] S. 109)

X y X 104 = Zellen pro ml Suspension

Faktor aus Faktor aus definiertem
Verdiinnung der Volumen der Zihlkammer
Zellsuspension

Trypanblau-Test) Zellen, die sich in den vier markierten duReren Quadranten befinden.
Dabei lasst man die Zellen, welche die duf3eren Rasterlinien auf der unteren und der
rechten Seite berthren, auBer Acht, beriicksichtigt aber jene Zellen, welche die gleiche
Linie auf der linken oder oberen Seite des Quadrats berlhren.
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Zur Erstellung einer Wachstumskurve tragt man die Anzahl der gezéhlten Zellen entlang
der y-Achse und die Zeit, die seit dem Ansetzen der Kulturen verstrichen ist, auf der x-
Achse auf. Die resultierende Kurve zeigt oft eine anféangliche lag-Phase, wahrend der
sich die Zellen kaum

vermehren. Dann
sollte die Zellzahl 6,9 —
exponentiell ansteigen

.. = 68
(log-Phase), bis die §
Kurve schlieRlich in E, 67 _ _ _ _ _ __
eine Gerade Ubergeht. §, 6,6 -
Nach einigen Tagen ~— .

sinkt die Wachstums-
geschwindigkeit der p %47

Kultur ab und die 6,3 —

Zellzahl nimmt nicht

weiter zu (Plateauphase), I | ! I J Abb. 5
.. . . 20 60 100 140 Typische

wobei in einigen Fallen C E Wachstumskurve

sogar ein Absinken der Zeit (Stunden) ([31] S. 77)

Zellzahl zu beobachten ist.

»Die Kultur erreicht die logarithmische Phase am Punkt A und weicht ab Punkt B
wieder vom logarithmischen Wachstum ab. Der dem Punkt A entsprechende Zeitpunkt
ist C (gemessen in Stunden), zu welchem sich die dem Punkt D entsprechende Zellzahl
in der Kultur befindet. Zum Zeitpunkt E hat die Zellzahl einen Wert von 2 x D erreicht.
Die Verdoppelungszeit betrdgt demnach E-C.

Ist die Kulturverdoppelungszeit fir eine bestimmte Zelllinie einmal ermittelt, so lasst
sich die voraussichtliche Zellkonzentration fiir jeden beliebigen Zeitpunkt in der Zukunft
voraussagen. Der Punkt, an dem die Wachstumskurve die exponentielle Phase verlasst,
ist das Stadium, in dem die Geschwindigkeit des Zellwachstums bis zur Plateauphase
abnimmt. Das kann zum einen daran liegen, dass das Kulturmedium verbraucht ist,
zum anderen daran, dass die Kultur konfluent gewachsen ist, so dass sich eine
Wachstumshemmung bemerkbar macht. Die Zellen sollten deshalb immer subkultiviert
werden, bevor sie eine Zellkonzentration erreichen, bei der sie ihr Wachstum
einschrénken. Die Verdoppelungszeit einer Zellkultur ist ein Charakteristikum des
jeweiligen Zelltyps unter den jeweiligen Kulturbedingungen und sollte sich nicht
wesentlich verdndern® ([31] S. 76).
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Um die Wachstumsbedingungen der vorliegenden SaOS-2 Zelllinie zu optimieren,
wurden mit drei verschiedenen Chargen des verwendeten FCS drei Wachstumskurven
erstellt. Da FCS ein Naturprodukt ohne festgeschriebene Zusammensetzung der
Bestandteile ist, war es unser Ziel, die Charge zu bestimmen, bei der die Zellen am
optimalsten wachsen und sich vermehren wirden. Daflir mussten zunéchst drei
verschiedene Medien nach Arbeitsvorschrift Nr. 1 hergestellt.

- Medium 1 mit FCS der Charge 258x
- Medium 2 mit FCS der Charge 440x
- Medium 3 mit FCS der Charge 135x

Die Durchfuhrung des Versuchs erfolgte wie unter Punkt 5.1.3.1. beschrieben.

Wir entschieden uns nach der Auswertung der Ergebnisse aus diesen Wachstumskurven
(Punkt 6.1.) nur noch FCS der Charge 258x einzusetzen. Deshalb wird in der weiteren
Arbeit DMEM mit Zusatz von 10% FCS der Charge 258x als Medium 1 bezeichnet.

Zellkulturen sind h&ufig mit Mykoplasmen kontaminiert. Durch den Befall der
Zellkulturen kénnen Mykoplasmen den Stoffwechsel, die Lebensfahigkeit und die
Morphologie der Zellen verdndern, d.h. dass sie die Aussagefahigkeit eines Tests
unzuverldssig machen. Diese Kontaminationen werden aber oft nicht festgestellt, da
die Zellkulturen meist ein normales Wachstum zeigen. Der Enzym-Immunoassay
Mycoplasma Detection Kit der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, gestattet
die routinemaRige Kontrolle von Zellkulturen, Seren, Medien etc. auf Mykoplasmen.
Das Testprinzip basiert auf der ELISA-Technik und beinhaltet polyklonale Antikdrper
zum Nachweis der verbreitetsten Mykoplasmen/Acholeplasmen-Spezies in Zellkulturen
(M. arginini, M. hyorhinis, A. laidlawii, M. orale). Laut Angaben der Firma Roche
kdnnen durch diesen Test mit bis zu 94%iger Genauigkeit infizierte Kulturen identifiziert
werden.

Sind die Zellen mit Bakterien kontaminiert, so zeigen die Zellkulturen meist sichtbare
Verdnderungen. In Anwesenheit von antibakteriellen Agenzien kann es jedoch zu einer
persistierenden Kontamination ohne sichtbare Verdnderungen kommen. Mit einiger
Ubung lassen sich diese im Durchlichtmikroskop erkennen. Dariiber hinaus kdnnen
Bakterien durch eine entsprechende Farbung (z.B. Gramféarbung) von Mykoplasmen
unterschieden werden.
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Da es in unserem Labor bei der Durchfiihrung von Vorversuchen einmal zu einer
Kontamination der SaOS-2 Zellkulturen mit Mykoplasmen und Bakterien gekommen
ist, wurden bei den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen vor jeder neuen Testreihe
Kontrollen mit oben genannten Tests durchgefuhrt, um Verfalschungen der Ergebnisse
durch Verunreinigungen ausschlieen zu kénnen.

5.2. Analyse und Isolierung von Metallpartikeln aus Interfacegewebe

Es erfolgte die Austestung verschiedener Maglichkeiten zur Aufldsung des Interface-
gewebes. Dazu sind prinzipiell drei verschiedene in der Literatur beschriebene
Isolationsmethoden fur Partikel aus Gewebe anwendbar: die enzymatische Methode,
die Basen-Auflésungsmethode und die Sduren-Auflésungsmethode.

5.2.1. Inkubation des Gewebes mit proteolytischen Enzymen

Wir setzten in Vorversuchen folgende Enzyme zur Gewebeauflosung einzeln oder in
einer Mischung ein:

- Pronase

- DNAse 1

- Collagenase A,B,D
- Trypsin

- Papain

- Hyaluronidase

Da bei diesen Vorversuchen entgegen der Literatur ([9] S. 452, [12] S. 825, [22] S.
380, [25] S. 268, [26] S. 1301, [27] S. 457) keine vollstandige Gewebeauflosung erfolgte,
wie u.a. in REM-Aufnahmen (Abb. 12) sichtbar wurde, werden diese Versuche hier
nicht im Detail aufgefiihrt. Protokolle zu diesen Versuchen kénnen bei Frau Tubel im
Zellkulturlabor der Klinik fir Orthopadie und Sportorthopddie der TU Munchen,
Klinikum Rechts der Isar, eingesehen werden.
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5.2.2. Inkubation des Gewebes mit verschieden konzentrierten
S4uren und Laugen

Da die Enzymauflésungsmethode nicht zum gewtinschten Ergebnis flihrte, wurde nach
neuen Maglichkeiten gesucht, die Partikel aus Patientengewebe zu extrahieren.

Arbeitsvorschrift Nr. 6

Gewebeaufldsung mit verschiedenen Sduren und Laugen:

Ca. 0,5cm? groBe Gewebeproben aus Patientengewebe werden in 2ml Eppendorf-
ReaktionsgefaRe gegeben und jeweils 1,00ml einer der nachfolgenden S&uren bzw.
Laugen mit der Pipette hinzugeflgt.

- 1 N Natronlauge (NaOH)

- 5 N Natronlauge (NaOH)

- 1 N Salzsdure (HCI) 3,65%

- Salzsaure (HCI) 5%

- Salzsaure (HCI) 10%

- Ameisensdure (HCOOH) 10%

AnschlieRend wurden die Reaktionsgefél3e fiir 36h in einen Thermomixer der Firma
Eppendorf gestellt und bei 37°C £ 1K und permanentem Schuitteln inkubiert.

Auch diese Versuche fiihrten nicht zur vollstandigen Auflésung des Gewebes.

Nach DIN 17869 flir Werkstoffeigenschaften von Titan und Titanlegierungen vom
Juni 1992 wurden beztiglich Korrosionsbestandigkeit von Titan Tests Gber den Zeitraum
eines Jahres durchgefuhrt, bei denen Titanblocke in verschiedenen hochprozentigen
Salzsaurelosungen inkubiert und auf 20°C bis zum Kochen erhitzt wurden. In diesen
Untersuchungen fuhrte 5-10%ige Salzsdure kochend zu einem Abtrag von weniger als
0,1mm/Jahr. Dies erscheint bei einer Inkubationszeit von wenigen Stunden
vernachldssigbar, weshalb wir die Gewebeauflosung mit Salzsdure bei hoheren
Temperaturen testeten.

5.2.3. Inkubation des Gewebes mit Salzsdure

Patientengewebe wurde mit 5%iger bzw. 10%iger Salzsdure bei 150°C bzw. 200°C
Uber einen Zeitraum von ein oder zwei Stunden erhitzt. Herkunft und Lagerung des
Gewebes konnen Punkt 4.1. entnommen werden.

Arbeitsvorschrift Nr. 7
Gewebeaufldsung mit Salzséure:
Jeweils drei bis vier 0,5cm? groRe Gewebestlicke (ca. 4g) des vorher aufgetauten
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Patientenmaterials werden in ein 10ml Schraubglasgeféf? gegeben. Es wird soviel Salzsdure
(5%ig bzw. 10%ig) dazugegeben, bis die Gewebeproben vollstdéndig eintauchen.
Anschliel3end werden die GeféRe vorsichtig unter dem Abzug mit einem Heizrihrer
der Firma Ikamag erhitzt.

- Gewebe mit 5%iger HCI fur 1 h bei 150°C £ 1K

- Gewebe mit 10%iger HCI fir 1 h bei 150°C + 1K
- Gewebe mit 10%iger HCI flr 1 h bei 200°C + 1K
- Gewebe mit 10%iger HCI flr 2 h bei 200°C + 1K

Bei Bedarf muss Salzsdure nachgefiillt werden, da diese mit der Zeit verdampft. Nach
Ablauf der Versuchszeit wartet man auf die Abkihlung der GlasgefdRe und fillt
anschlieRend die resultierende Losung zur Weiterverarbeitung mit der Pipette in mehrere
2ml Eppendorf-ReaktionsgefaRe um. Die ReaktionsgefdRe werden vorher mit der
Analysenwaage gewogen, um deren Tara zu bestimmen.

Zur Trennung der Restbestdnde der Salzsdure von den Partikeln, missen mehrere
Wiaschschritte durchgefuhrt werden. Es hat sich in verschiedenen Vorversuchen gezeigt,
dass sich erst mit finf Waschschritten eine klare Losung erreichen lasst. Dabei werden
die Partikel mit destilliertem Wasser, Aceton und PBS gewaschen.

Hierbei gilt es zu beachten, dass man im Interfacegewebe neben Titanpartikeln fast
immer Polyethylenabrieb finden kann, da es tblich ist, Inlays aus Polyethylen fur die
Pfanne als Gleitpaarung zu verwenden.

Laut Hirakawa et al. ([13] S. 1236) sorgt Aceton dafur, dass sich die ebenfalls in den
Gewebeproben enthaltenen Polyethylenpartikel nach dem Zentrifugieren durch ihre
im Vergleich mit den Metallpartikeln geringere Masse an der Oberflache der Ldsung
ansammeln und mit der Pipette beim Entfernen des Uberstands ebenfalls beseitigt
werden konnen. Es ist wichtig, diese Partikel zu entfernen, da in Versuchen mit
Zellkulturen gezeigt wurde, dass Polyethylenpartikel die Zellen in ihrer Aktivitt
beeinflussen kdnnen ([8] S. 9, [9] S. 452).

Arbeitsvorschrift Nr. 8

Waschen der Metallpartikel:

Die 2ml Eppendorf-Reaktionsgefél3e werden fiir 30min bei 16060g und 20°C + 1K in
der Biofuge Fresco der Firma Heraeus zentrifugiert. Danach wird der Uberstand
vorsichtig mit der Pipette entfernt und die Reaktionsgefél3e mit 1,00ml destilliertem
Wasser wieder aufgefiillt. Um einen ausreichenden Reinigungseffekt fir die Partikel zu
erreichen, werden nun alle GefaRe im Eppendorf-Thermomixer bei 20°C + 1K und
1250 U/min fur 10min geschittelt. Danach zentrifugiert man die Reaktionsgefélde
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wieder in der Biofuge unter 0.g. Bedingungen und wiederholt das Ganze einmal. Beim
dritten Waschgang fligt man 1,00ml Aceton mit der Pipette hinzu. Es folgt ein erneutes
Schutteln, nochmals ein Waschschritt mit destilliertem Wasser und dann ein letzter
Waschschritt mit 1,00ml PBS, pH-Wert 7,4, um alle fiir die Zellkultur sch&digenden
Einflusse der verwendeten Reagenzien zu beseitigen. Anschlieend werden die einzelnen
Klaren Losungen aus den Reaktionsgeféal3en wieder in einem 45ml Blue Cap-Réhrchen
der Firma Falcon, USA, vereinigt (ca. 20ml).

Diese Versuche zeigten, dass sich nur mit 10%iger Salzsdure und Erhitzen der Losung
fur 2h eine vollstandige Gewebeaufldsung erreichen lief3, weshalb die dabei gewonnenen
Partikel fir weitere Untersuchungen, z.B. in der AAS und im REM, eingesetzt wurden.
Kontrollgewebe wurde von einer Gelenkkapsel entnommen, die intraoperativ wahrend
der Erstimplantation einer Hufttotalendoprothese eines Patienten mit degenerativer
Coxarthrose gewonnen wurde (siehe auch [13] S. 1237, [28] S. 1627). Das Gewebe
wurde ebenfalls mit 10%iger Salzsaure fir 2h bei 200°C £ 1K inkubiert und von dieser
vollstandig aufgeldst. Es war anschliel3end kein Sediment in den SchraubglasgefaRen
sichtbar, wodurch sich die Waschschritte ertibrigten.

5.2.4. Untersuchung der aus dem Gewebe extrahierten Titanpartikel

Von der Partikelsuspension nach Arbeitsvorschrift Nr. 8 (Punkt 5.2.3.) wurden mit der
Pipette 100,00ul auf ein mit Ethanol gereinigtes Deckglaschen gegeben und luftge-
trocknet.

Die Proben wurden dann im Rasterelektronenmikroskop (REM) der Firma Cam Scan
Electron Optics Ltd., UK, am Lehrstuhl fiir Metallurgie und Metallkunde der TU
Miinchen, Garching, unter Leitung der Direktorin, Frau Prof. Gregory, untersucht.
Das Auflosungsvermdgen lag unter 1nm. Zusétzlich erfolgte zu jeder Aufnahme eine
EDX-Analyse (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) mit dem Rontgendetektor PV
9100 der Firma EDAX International, USA, um die Zusammensetzung der gefundenen
Partikel verifizieren zu kbnnen.

Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe der Zeemann-Graphitrohr-Atomabsorptions-
spektroskopie Spectra A 30 der Firma Varion, Australien, an der FH Miinchen im
Fachbereich 06 unter Leitung von Herrn Dittmann.

Das Verfahren eignet sich zur Bestimmung von Substanzmengen im Nanogrammbereich
und wurde ausgewdhlt, da bei den hier durchgefiihrten Versuchen nur geringe Mengen
an Titan zu erwarten waren. Vorteile der AAS sind die kurze Messzeit sowie kein Auftreten
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nennenswerter Beeintrachtigungen bzw. Verfalschungen der Ergebnisse.
Far die Messung wurde jeweils 1,00ml Partikelsuspension aus der erhaltenen
Gesamtlosung von ca. 20ml (Punkt 5.2.3.) eingesetzt.

5.3. Testung des Einflusses von verschieden behandelten Titanpartikeln
auf Zellkulturen im Rahmen der Durchftihrung standardisierter
Zellkulturtests

In den n&chsten Punkten werden die Testprinzipien zur Messung des Einflusses von
Titanpartikeln auf das Wachstum und die Letalitat von Zellen prinzipiell erldutert.

5.3.1. Kriterien zur Auswahl der Standardtests

Zellkulturen sollten in unserer Arbeit eingesetzt werden, um die Effekte von
Titanpartikeln auf deren Entwicklung zu messen. Je genauer die physiologischen
Bedingungen im menschlichen Kérper im Zellkulturtest nachgeahmt werden, desto
besser sind die beobachteten Reaktionen auf die Situation in vivo Ubertragbar, weshalb
diese Tests in simulierten physiologischen Lésungen durchgefuhrt werden. Bei in vitro
Untersuchungen werden biochemische Effekte auf die basalen Zellfunktionen und
-bestandteile, z.B. Stérungen der Membranintegritdt und des Stoffwechselapparats,
mittels quantitativer und qualitativer Tests bestimmt.

Die unter Punkt 5.3.2. beschriebenen Zellkulturtests wurden aufgrund ihrer bisherigen
Relevanz in der Literatur ausgewéhlt ([2] S. 476, [8] S. 11, [19] S. 83, [29] S. 355, [36]
S.7,[43]S.382,[53] S. 109), auch weil sie eine eindeutige Aussage dartiber ermdglichen,
ob die Zellvitalitdt und Zellproliferation der in diesen Versuchen eingesetzten
Osteosarkomzellen beeinflusst wird oder nicht. Die verschiedenen Titan-
partikelkonzentrationen haben wir entsprechend Literaturangaben ([21] S. 166, [23]
S. 554, [37] S. 400, [49] S. 203, [51] S. 217, [53] S. 107) und eigenen Vorversuchen
ausgewdhit.

5.3.2. Bestimmung des Einflusses von Titanpartikeln auf SaOS-2
Zellen mittels spezifischer Aktivitats-/ Differenzierungstests

In dieser Testreihe wurden mit Salzsdure behandelte industriell hergestellte Titanpartikel
und nur gewaschene Titanpartikel eingesetzt.

Nach Inkubation der Zellkulturen mit Titanpartikeln wurden folgende Tests
durchgefihrt:

- MTT - Test

- LDH - Test
- Trypanblau - Test
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Zunéchst wurde dieses nicht radioaktive, colorimetrische, MTT (3-[4,5-
diMethylThiazol-2-yl]-2,5-diphenyl] Tetrazolium bromid) verwendende Versuchssystem
1983 von Mosmann ([32] S. 55) beschrieben. Im vorliegenden Fall wurde der Cell
Proliferation Kit 1 (MTT) der Firma Boehringer, Mannheim, verwendet.

MT T-Farbstoff, eine Tetrazoliumverbindung (gelb), wird durch die mitochondriale
Succinat-Dehydrogenase (Enzym des Zitratzyklus, das durch Dehydrierung die
Umwandlung von Succinat zu Fumarat katalysiert) in Formazan (blau) umgewandelt,
wodurch sich die Wellenl&dnge der maximalen Absorption im sichtbaren Spektrum &ndert.
Die Konzentration des gebildeten Formazans kann spektroskopisch bestimmt werden
und ist direkt proportional zur zelluldren Aktivitdt und der Anzahl vitaler Zellen.

1.0

0.8 1

0.6

1O
1
N=N
r—'
0.2 5\?

Absorption

Abb. 6
Verstoffwechselung
von MTT zu
Formazansalz in
vitalen Zellen

Formazan CH,

T | |
380 448 516 584 652 720

Wellenlange [nm]

Der MTT-Test eignet sich v.a. fir die Messung kleiner Zellzahlen. Die Absorption
korreliert streng mit der Zellzahl. Durch die Verwendung von Multiwell-ELISA-Readern
kdnnen grof3e Versuchsreihen ziigig durchgefiihrt werden. Des weiteren werden keine
Waschschritte bzw. zusatzlichen Reagenzien bendtigt.

Zelltod wird klassischerweise beurteilt nach der Schadigung der Plasmamembran einer
Zelle. Dabei kann man die Aktivitét der freigesetzten, sich normalerweise im Zytoplasma
befindlichen Enzyme messen. Die Menge der Enzymaktivitat, welche im Kultur-
uberstand festgestellt wurde, korreliert proportional zur Menge der lysierten Zellen.
Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein stabiles Enzym, das im Zytoplasma aller Zellen
vorkommt und fur die Dehydrierung von L-2-Hydroxymonocarbonsauren und die
Katalyse der Reaktion - Pyruvat zu Lactat - zustandig ist. Kommt es zu einer Schadigung
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der Plasmamembran, wird es zligig in den Zellkulturtberstand freigesetzt. Durch
Verwendung des Cytotoxicity Detection Kit der Firma Roche Diagnostics GmbH
Mannheim kann die LDH-AKktivitadt einfach mit einer einzigen Messung im
Kulturiberstand bestimmt werden.

1. Schritt

coo" CO0O"
I LDH |
HO—C—H P (I: -0
|
CH,4 CH,
Lactat Pyruvat
+
NAD NADH + H+
2. Schritt
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N—:/O N—N

O o O~1 -
NN=N: Katalysator N =N

H@ @ Abb. 7
NO. NO. Testprinzip des

Formazan (rot) Tetrazoliumsalz (gelb) LDH - Test

Der Kulturtiberstand wird zellfrei gesammelt und mit einer Reaktionsmischung des
Kits inkubiert. Die LDH-Aktivitat I&sst sich anschlieend mit einem enzymatischen
Test bestimmen. Im ersten Schritt wird NAD* zu NADH/H* reduziert, aufgrund der
LDH-katalysierten Umwandlung von Lactat zu Pyruvat. Im zweiten Schritt tbertragt
dann der Katalysator H/H* von NADH/H* auf das gelbe Tetrazoliumsalz INT, welches
dabei zu Formazan reduziert wird. Eine erhdhte Anzahl von toten oder geschédigten
Zellen resultiert in einer gesteigerten LDH-Enzymaktivitat im Uberstand. Dieser Anstieg
der Enzymaktivitdt korreliert direkt mit der Menge des wahrend eines bestimmten
Zeitraums gebildeten Formazans. Deshalb ist die Stérke der gebildeten Farbung
proportional zur Anzahl der lysierten Zellen. Der entstehende Formazanfarbstoff ist
wasserloslich und hat ein breites Absorptionsspektrum bei 500nm, wohingegen das
Tetrazoliumsalz INT keine signifikante Absorption in diesem Wellenlangenbereich zeigt.
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Abb. 8
Chemische Formel
von Trypanblau
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Trypanblau ist ein nicht toxischer Farbstoff, der bei intakter Zellmembran nicht in die
Zelle eindringen kann. Damit sind nur avitale Zellen farbbar und erscheinen blau.
Vitale Zellen weisen eine intakte Zellmembran auf und schlieRen damit den Farbstoff
aus. Die Zelle erscheint farblos und transparent.

Die guantitative Bestimmung der vitalen und avitalen Zellen kann durch Z&hlung in
einer Zahlkammer, im vorliegenden Fall mit dem Hamozytometer nach Neubauer,
unter einem Durchlichtmikroskop erfolgen. Dieser Test ist eines der am héufigsten
durchgefiihrten Verfahren, um die Gesamtzellzahl und den prozentualen Anteil an vitalen
und avitalen Zellen zu bestimmen. In Gegenwart des Probenmaterials kann man durch
die direkte Bestimmung der abgestorbenen Zellen, im Vergleich zu unbehandelten
Zellen, Ruckschlisse auf die toxischen Einflusse ziehen.

Das gewahlte Verfahren ist relativ anféllig fir Fehler, vor allem beim Pipettieren und
beim Zéhlen der Zellen unter dem Durchlichtmikroskop. Der Vorteil liegt jedoch in
einer sehr einfachen und schnellen Durchfiihrung.

5.3.3. Testung von Titanpartikeln mit Salzsaure-Behandlung im
Vergleich zu unbehandelten Titanpartikeln

Da zur Extraktion von Titanpartikeln aus dem Interfacegewebe 10%ige Salzséure
verwendet werden sollte, musste untersucht werden, ob solchermaf3en behandelte Partikel
auf Zellkulturen die gleichen Effekte haben wie nicht behandelte industriell hergestellte
Titanpartikel. Dazu wurden Zellkulturen von SaOS-2 Zellen einmal mit HCI-
exponiertem Titanstaub und einmal mit nicht HCI-exponiertem Titanstaub inkubiert.
Nach 72h und 96h wurden dann mit Hilfe der oben vorgestellten Zellkulturtests Vitalitat
und Zellzytotoxizitét tberpriift und verglichen.

Als Material wurde 99,9% reines Titanpulver (< 45um) der Firma TLS-Technik Bitterfeld
verwendet (siehe Punkt 4.2.).

Um eine standardisierte Testdurchfihrung zu gewahrleisten, wurden alle Tests nach
einem vorher festgelegten Plan durchgefiihrt und die Parameter der einzelnen Tests
jeweils dreifach bestimmt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte unter sterilen und immer
gleich bleibenden Bedingungen.
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Zunéchst muss man die erforderliche Menge an Zellen fiir die Versuchsdurchfiihrung
berechnen. Aus den Schemen 1 und 2 (Abb. 9 Punkt 5.3.3.3. und Abb. 10 Punkt
5.3.3.5.) kann man die Anzahl der Wells pro Testplatte berechnen. Man benétigt flr
MTT-Test und LDH-Test zusammen vier Mikrotestplatten mit jeweils 96 Wells, wobei
pro Platte je 54 Wells belegt werden. Pro Well sollen 5.000 Zellen ausgesat werden. Des
Weiteren werden vier Testplatten mit je 12 Wells verwendet. Da bei der 12-Well Testplatte
die Wachstumsflache 3,8cm?2 betrégt, was 12x der Wachstumsflache der 96-Well
Testplatte (0,32cm?) entspricht, werden hier pro Well 50.000 Zellen ausgesat.

Berechnung der Zellzahl fir MTT- und LDH-Test:
5.000 Zellen/100,00ul Medium x 54 Wells x 4 Testplatten
= 1.080.000 Zellen/21,60ml Medium 1

Um eventuelle Fehler beim Pipettieren ausgleichen zu kénnen, sollte man die bendtigte
Anzahl an Zellen auf 1,5Mio. Zellen/30,00ml Medium 1 aufrunden.

Berechnung der Zellzahl fir den Trypanblau-Test:
50.000 Zellen/1,00mI Medium x 10 Wells x 4 Testplatten
=2.000.000 Zellen/40ml Medium 1

Aufgerundet bendétigt man ca. 2,5Mio. Zellen in 42,50ml Medium 1.

Damit sich die Zellen wéahrend der Versuchsreihe in der aufsteigenden Phase ihrer
Wachstumskurve befinden, muissen sie 48h vor Versuchsbeginn nach Arbeitsvorschrift
Nr. 2 (Punkt5.1.2.) in neue Zellkulturflaschen mit frischem Medium 1 diinn ausgesat
und bei den Ublichen Bedingungen inkubiert werden.

Danach erfolgt die Zellablésung von der Kulturflaschenoberfldche nach Arbeitsvorschrift
Nr. 4 (Punkt5.1.3.1.) und eine Zellz&hlung nach Arbeitsvorschrift Nr. 5 (Punkt 5.1.3.1.).

Die Gesamtzahl wird wie folgt berechnet:

Anzahl der gezéhlten Zellen/4 x 10000

= Konzentration/ml x Anzahl der ml im Blue-Cap-Réhrchen
= Gesamtzahl der Zellen

Die Zellen in dem 15ml Blue Cap-R6hrchen der Firma Falcon, USA, werden nun fiir
10min bei 1000U/min in der Zentrifuge 5804 R mit Ausschwingrotor fiir Zellkulturen
der Firma Eppendorf, Hamburg, zentrifugiert. Dann wird der Uberstand mit der Pipette
vorsichtig entfernt und die entsprechende Menge an Medium 1 hinzugegeben, um
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5.000 Zellen/100,00ul bzw. 50.000 Zellen/ml zu erhalten.

Nach den Schemen 1 und 2 (Abb. 9 Punkt 5.3.3.3. und Abb. 10 Punkt 5.3.3.5.) lasst
sich die erforderliche Titanstaubmenge fiir jeden Test exakt berechnen.

Berechnung fur die 96-Well Mikrotestplatte:
Ca. 186pg Titanstaub je mit bzw. ohne HCI-Behandlung x 4 Testplatten
= je 742g.

Aufgerundet bendtigt man je 1mg pro Titanpartikelart fir MTT- und LDH-Test zu-
sammen.

Da beim Trypanblau-Test im Vergleich zum LDH- und MTT-Test die Wells der Test-
platten um den Faktor 12 groRer sind und deshalb auch deutlich mehr Zellen bendétigt
werden, ist es einleuchtend, die Titanpartikelkonzentrationen ebenfalls angepasst zu
erhohen. Dabei entsteht jedoch das Problem eines massiven Materialverbrauchs an Zellen
sowie Partikeln, weshalb die Ergebnisse von nur vier Titanpartikelkonzentrationen in
zweifacher Bestimmung ermittelt wurden.

Berechnung fur die 12-Well Testplatte:
Ca. 1,1mg Titanstaub pro Platte x je 2 Testplatten mit HCI- und ohne HCI-Behandlung
=je2,2mg.

Aufgerundet sind das 2,5mg je Titanpartikelart.

Damit ein Vergleich zu den aus dem Interfacegewebe von Patienten gewonnenen
Titanpartikeln gezogen werden kann, mussen vor Versuchsbeginn auch die industriell
hergestellten Partikel mit Salzsdure inkubiert und den entsprechenden Waschschritten
der Versuchsanordnung unterzogen werden.

Arbeitsvorschrift Nr. 9

Inkubation der industriell hergestellten Titanpartikel mit Salzsaure:

Man wiegt zundchst 1,00g Titanstaub in ein 10ml Schraubglasgefal mit der
Analysenwaage der Firma Scaltec ab. Anschliel3end werden die Partikel mit der 10%igen
Salzs&ure inkubiert und vorsichtig unter dem Abzug auf 200°C + 1K fur 2h erhitzt. Bei
Bedarf muss Salzsdure-Losung nachgefiillt werden, da diese mit der Zeit verdampft.
Nach Ablauf der Versuchszeit wartet man auf die Abktihlung des Glasgefél3es und fullt
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anschlieBend den Inhalt zur Weiterverarbeitung mit der Pipette in mehrere 2ml
Eppendorf-Reaktionsgefdle um. Die Reaktionsgefdlie werden zuvor mit der
Analysenwaage gewogen, um deren Tara zu bestimmen. Im Anschluss erfolgen die
Wiaschschritte wie in Arbeitsvorschrift Nr. 8 (Punkt 5.2.3.) beschrieben. Nun werden
die Partikel getrocknet. Dazu werden die gedffneten Reaktionsgefal3e mit ihrem Inhalt
fur 24h im Eppendorf-Thermomixer bei 37°C + 1K alle Smin fur 1min geschiittelt.
Anschliel3end erfolgt ein erneutes Wiegen der Reaktionsgefal3e, um einen eventuell
aufgetretenen Partikelverlust messen zu kénnen. Dann mussen die Partikel in den
Reaktionsgeféal3en fir 20min bei 215kPa autoklaviert werden, um die Sterilitats-
bedingungen fir die Versuche mit der Zellkultur herzustellen.

Fur die Untersuchungen mit unbehandelten Titanpartikeln, werden entsprechende
Mengen Titanstaub direkt in 2ml Eppendorf-Reaktionsgefalie eingewogen, in 5
Wiaschschritten gewaschen und anschlieend getrocknet.

Schlussfolgerungen aus mehreren Vorversuchen mit Metallpartikeln und Zellkulturen
fur die weitere Durchfiihrung:

- Bei Konzentrationen kleiner 0,01pg Titanpartikeln pro Well werden die
Messungen ungenau.

- Nach dem Anwachsen der Zellen nach 24h missen alle Wells mit frischem
Medium 1 versorgt werden, um eine optimale Né&hrstoffversorgung der Zellen
wahrend der Versuchsdurchfiihrung gewéhrleisten zu kénnen.

- Metallpartikel dirfen nur in Medium 1 verdiinnt werden, da es sonst zu einer
Anderung der Medienzusammensetzung bei den durchgefiinrten Tests und damit
zur Schédigung der Zellkulturen kommt.

- Man sollte nicht mehr als 10mg Titanpartikel in die 2ml Eppendorf-
Reaktionsgefélie einwiegen, da sonst Ungenauigkeiten beim Pipettieren und
Herstellen der Verdiinnungsreihe auftreten kdnnen.

- Metallpartikel haften an allen Plastikoberflachen (Reaktionsgefalle,
Pipettenspitzen) und lassen sich nur schwer wieder l6sen.

- Metallpartikel konnen aufgrund ihrer Schwerkraft und Adhé&sionskréfte
untereinander nur pipettiert werden, wenn die Reaktionsgefal3e wahrend des
Entnehmens der Partikellosung permanent geschiittelt werden.

Nachdem die Zellen, wie unter Punkt 5.3.3.1. beschrieben, flr die Versuchsreihe
vorbereitet wurden, erfolgt nun die Durchfihrung des M T T-Test.
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Arbeitsvorschrift Nr. 10

Vorbereitung der Testplatten fir den MTT-Test:

Fur diesen Test werden zwei 96-Well Mikrotestplatten (fur 72h und 96h) der Firma
Falcon, USA, mit flachem Boden fur adharente Zellen und einer Wachstumsflache von
0,36¢cm? verwendet. Es werden jeweils 5 x 10° Zellen/Well in 100,00ul Medium 1 nach
Schema 1 (Abb. 9) ausgesat. AnschlieRend erfolgt fiir 24h die Inkubation der Testplatten
bei 37°C = 1K und 5% CO_-Anteil an der Raumluft. Nach dieser Zeit sind die Zellen
angewachsen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 10 ng | 50 ng | 100 ng {200 ng 500 ng| 1pg | 10 pg | 50pg
B 10 ng | 50 ng | 100 ng 200 ng}500 ng| 1pg | 10 pg | 50pg
C 10 ng | 50 ng 1100 ng }200 ng 500 ng| 1pg | 10 pg | S0pg
D
E
Abb. 9
Schema 1 - 96-Well F 10 ng | 50 ng | 100 ng 200 ng 500 ng| 1pg | 10 pg | 50pg PK* NK
Mikrotestplatte mit
den vorgesehenen
. . G 10 50 100 200 500 1 10 50 PK* NK
Titanpartikel- a = . = S L L
konzentrationen
(Masse/100pl) H 10 ng | 50 ng | 100 ng |200 ng |500 ng| 1pg | 10 pg | 50pg PK* NK

* nur hei LDH-Test

Arbeitsvorschrift Nr. 11

Beschicken der Testplatten mit Titanpartikeln (MTT- und LDH-Test):

Man entfernt den Uberstand an Medium 1 je Well vorsichtig mit einer Pipette. Dabei
muss darauf geachtet werden, dass die Zellen nur kurzzeitig ohne Medium Uberleben
kénnen, und bei Uberschreitung dieser Zeit bereits Zellen absterben. Nun fiigt man
die entsprechenden, vorher in der Verdinnungsreihe 1 (Arbeitsvorschrift Nr. 12)
hergestellten Partikelkonzentrationen nach Schema 1 in je 100,00p! Medium 1 hinzu.
In die Reihen A, B und C werden die mit Salzsaure behandelten Partikel pipettiert, in
die Reihen F, G und H die Partikel ohne Salzsdure-Behandlung. AulRerdem bendétigt
man zusétzlich immer eine Negativkontrolle, bei der die Zellen ohne jede
Beeintrachtigung wachsen kénnen. Die Testplatten werden bei den tblichen
Bedingungen (Punkt 5.1.2.) fur 72h und 96h inkubiert und taglich unter dem
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Durchlichtmikroskop auf Wachstum und eine eventuelle Kontamination mit Bakterien
Uberpruft.

Arbeitsvorschrift Nr.12

Herstellung der Verdlinnungsreihe 1 fir den MTT-Test:

Es wird steril unter der Laminar Flow Herasafe der Firma Heraeus gearbeitet. Man
stellt zundchst aus einer Stammlésung die hdchste Konzentration von 50ug
Titanpartikeln/100ul Medium her und verdiinnt diese dann entsprechend den
benotigten niedrigeren Konzentrationen mit Medium 1.

Beispiel:

Gegeben ist ein 2ml Eppendorf-Reaktionsgefd mit 2,5mg Titanpartikeln. Dazu gibt
man mit der Pipette 1,00ml Medium 1 und erhélt damit eine Stammldsung mit 2500ug
Titanpartikeln in 1000,00ul Medium 1. Nun entnimmt man von dieser Lésung 100,00ul
(=250u9/100,00ul) und gibt 400,00ul Medium 1 dazu. Dadurch erhdlt man die
gewinschte Konzentration von 250ug Titanpartikeln in 500,00ul Medium =
50ug/100,00pl. Die in unseren Versuchen ebenfalls eingesetzten Konzentrationen von
10ug/100pl, 1pug/100ul, 500ng/100ul, 200ng/100ul, 100ng/ul, 50ng/ul und 10ng/ul
lassen sich entsprechend herstellen.

Die 2ml Eppendorf-ReaktionsgefalRe werden aufgrund der in Punkt 5.3.3.6.
beschriebenen Problematik in Bezug auf die eigene Schwerkraft und Adhé&sionskrafte
der Partikel wahrend der gesamten Herstellung der Verdiinnungsreihe und wéhrend
der Beschickung der Testplatten mit den Metallpartikeln bei 37°C + 1K im Thermomixer
Comfort der Firma Eppendorf, Berlin, permanent geschittelt.

Arbeitsvorschrift Nr. 13

Durchfihrung des MTT-Tests:

Nach der Inkubationsperiode der Zellen mit den Titanpartikeln gibt man in jedes Well
10,00ul der MTT-Markerreagenz und inkubiert die Mikrotestplatte wiederum fir 4h.
Dabei entstehen purpurfarbene Formazansalzkristalle, die in wéssriger Losung ausfallen,
sich aber in dem Losungsreagenz des Kits wieder aufldsen. Es werden also nach 4h
100,00pl des Losungsreagenz in jedes Well pipettiert und die Testplatten erneut fir
24h inkubiert. Wenn die Kristalle gdnzlich aufgel6st sind, wird die Absorption im ELISA-
Reader der Firma Lab Systems, Heidelberg, bei 550-600nm gemessen.

Zur Auswertung des MTT-Test errechnet man die Mittelwerte aus der Dreifach-

bestimmung der einzelnen Partikelkonzentrationen, sowie den Mittelwert der
Negativkontrolle, der 100% entspricht. Damit kann die Zellvitalitat im Vergleich zu
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den verschiedenen Partikelkonzentrationen ermittelt werden.

Die Vorbereitung der Testplatten, die Herstellung der Verdiinnungsreihe und die

Beschickung der Testplatten mit den Titanpartikeln erfolgen analog den Arbeits-

vorschriften Nr. 10, 11 und 12 (Punkt 5.3.3.3.).

Im Gegensatz zum MTT-Test gibt es hier eine Negativ- sowie Positivkontrolle.

- Die Positivkontrolle ist dabei der maximalen LDH-Freisetzung aus den voll
lysierten Zellen gleichzusetzen (=Zelltod).

- In der Negativkontrolle misst man die Freisetzung von LDH aus den intakten
lebenden Zellen.

Arbeitsvorschrift Nr. 14

Durchfiihrung des LDH-Tests:

Bevor man den Uberstand nach der Inkubationsperiode gewinnt, missen die
Mikrotestplatten bei 2509 fur 10min in einer Zentrifuge mit Ausschwingrotor fir
Zellkulturen der Firma Eppendorf, Hamburg, zentrifugiert werden, damit keine Zellen
oder Partikel im Uberstand zuriickbleiben, die das Messergebnis beeinflussen konnten.
Man pipettiert nun alle Uberstinde je ca. 100,00ul/Well nach Schema 1 in eine neue
96-Well Mikrotestplatte.

Dann wird zun&chst das Reaktionsgemisch hergestellt. Fir 100 Wells mischt man
250,00ul aus Flasche 1 (Katalysator) mit 11,25ml aus Flasche 2 (Farblosung). Davon
werden 100,00ul in jedes Well pipettiert und die Mikrotestplatten fir 30min
lichtgeschltzt bei Raumtemperatur inkubiert. Um eine Verfalschung des Ergebnisses
bis zur Messung zu verhindern, wird die Reaktion mit 50,00ul 1 N HCL pro Well
abgestoppt. Die Positivkontrolle erhdlt man durch Zugabe von 100ul 2%iger Triton X-
100 Losung/Well, wodurch eine Lyse aller Zellen hervorgerufen wird (=Zelltod).

Die Messung der Extinktion erfolgt bei 490nm im ELISA-Reader der Firma Lab Systems,
Heidelberg.

Zur Auswertung des Tests errechnet man nun aus den Extinktionswerten die Mittelwerte
der Dreifachbestimmungen der einzelnen Titanpartikelkonzentrationen, sowie die der
Negativ- und Positivkontrolle.

Die Zellzytotoxizitat berechnet sich wie folgt:

Zytotoxizitét [%] = Mittelwert je ZkPar,i\‘;I;elkonz. - NK x 100
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Nachdem die Zellen, wie unter Punkt 5.3.3.1. beschrieben, fur die Versuchsreihe
vorbereitet wurden, erfolgt nun die Durchftihrung des Trypanblau-Test.

Arbeitsvorschrift Nr. 15
Vorbereitung des Trypanblau-Tests:
Verwendet werden fiir diesen Versuch vier Testplatten der Firma Falcon, USA, a 12-
Well mit einer Wachstumsflache von 3,8cm?2/Well

(zwei fur Versuche mit HCI-behandelten
Titanpartikeln und zwei fir Titanpartikel
ohne HCI-Behandlung je Inkubations-

zeiten 72h/96h). Es werden nach Schema A} 100 ng ) 1 pg | 10 pg | 500 pg
2 (Abb. 10) pro Well 5 x 10* Zellen in
1,00ml Medium 1 ausgesat werden. Die B| 100 ng
Platten werden dann fur 24h bei 37°C +
1K und einem 5%igen CO,-Anteil an der
Raumluft inkubiert.

1pg J 10 pg 1500 py

Abb. 10

Schema 2 - 12-Well
Testplatte mit den
vorgesehenen
Titanpartikel-
konzentrationen
(Masse/ml)

Arbeitsvorschrift Nr. 16

Beschicken der Testplatten mit Titanpartikeln (Trypanblau-Test):

Das verbrauchte Nahrmedium 1 wird mit der Pipette vorsichtig aus den Wells entfernt
und die gewunschte, vorher in der Verdinnungsreihe 2 (Arbeitsvorschrift Nr. 17)
hergestellte Konzentration an Titanpartikeln in jeweils 1,00ml frischem Medium 1
nach Schema 2 hinzugegeben. AnschlieBend werden die Testplatten fiir 72h und 96h
inkubiert.

Arbeitsvorschrift Nr. 17

Berechnung der Verdinnungsreihe 2 zur Herstellung der gewlinschten
Partikelkonzentration flr den Trypanblau-Test:

Siehe auch Arbeitsvorschrift Nr. 12 (Punkt 5.3.3.3.) flr die allgemeinen Hinweise zur
Durchfiihrung.

Beispiel:

Gegeben ist ein 2ml Eppendorf-Reaktionsgefald mit 5,0mg Titanpartikeln in das 1,00ml
Medium mit der Pipette hinzugefiigt wird. Es resultiert eine Stammldsung von 5000g
Titanpartikeln in 1000,00ul Medium 1 = 500ug Titanpartikel/100,00ul. Daraus werden
100,00ul entnommen und 900,00ul Medium 1 hinzugegeben = 50ug Titanpartikel/
100,00ul. Um die ebenfalls gewtinschten Konzentrationen von 10pg/100pl, 1ug/100ul
und 100ng/100ul zu erhalten, werden analoge Verdiinnungsschritte durchgefuhrt.
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Da pro Well 1,00ml der Suspension eingesetzt werden sollte, wurden schlieRlich zu
jeder Konzentration noch 900,00ul Medium 1 zugesetzt. Damit resultieren
Partikelsuspensionen von 50ug/ml, 10ug/ml, 1pug/ml und 100ug/mil.

Arbeitsvorschrift Nr. 18

Durchfiihrung des Trypanblau-Tests:

Nach 72h und 96h wird zunachst der Uberstand an Medium 1 aus allen Wells mit der
Pipette entfernt, das enthaltene FCS mit PBS inaktiviert und danach die Zellen nach
Arbeitsvorschrift Nr. 4 (Punkt 5.1.3.1.) abtrypsiniert, wobei jedoch aufgrund
unterschiedlicher GroRenverhéltnisse der Testplatte im Vergleich zur Zellkulturflasche
nur je 0,50ml Puffer und Trypsin pro Well verwendet werden. Je 1,00ml pro Well wird
anschlieBend in ein 2ml Reaktionsgefa umgeflllt und mit dem Mixer der Firma Vortex,
30sec bei 1000U/min gemischt. Man farbt nun nach Arbeitsvorschrift Nr. 5 (Punkt
5.1.3.1.) die avitalen Zellen an. Mit der Methode nach Neubauer und seiner Z&hlkammer
werden schliel3lich unter dem Durchlichtmikroskop Axiovert 25 der Firma Zeiss Jena
alle 4 Késtchen sorgféltig ausgezahlt, zunéchst alle weil3en und dann alle dunkelblau
gefarbten Zellen.

Die Zellzahl pro ml errechnet sich wie folgt:

gezéhlte Zellen

Zellzahl /ml = x 10000

Die Gesamtzellzahl ergibt sich aus der Anzahl der lebenden und toten Zellen und betrégt
immer 100%. Von dieser Gesamtzahl errechnet man den prozentualen Anteil der
uberlebenden Zellen, der ein Mal fiir die Toxizitat der im Versuch anwesenden Partikel
darstellt, im Vergleich zur Negativkontrolle.

Wie in den Vorversuchen festgestellt werden konnte, zeigten sich deutliche Probleme
beim Arbeiten mit den Titanpartikeln. Die Partikel haften besonders stark an allen
Plastikoberflachen, wie z.B. an Pipettenspitzen und 2ml Eppendorf-Reaktionsgefalien,
wodurch eine optimale Herstellung der Verdiinnungsreihe nicht erreicht werden konnte.
In der Literatur ([21] S.164, [42] S. 862) wird eine Behandlung der Partikel mit
Ultraschall empfohlen, um die Agglomerationsbereitschaft der Metallpartikel zu senken.
In unseren Versuchen zeigte sich jedoch keine eindeutige Reduktion der Adhdsionskréafte
zwischen den Partikeln sowie immer eine Schwarzfarbung der Titanpartikellosung nach
Ultraschallbehandlung. Daraus schliessen wir, dass es offensichtlich zu einer chemischen
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Reaktion mit einer Verdnderung des vorbestehenden Medienmilieus gekommen ist,
die zu einer Verféalschung der Ergebnisse der Zellkulturtests fihren kénnte. Aus diesem
Grund haben wir uns gegen diese Methode entschieden. Wir konnten jedoch durch
permanentes Schitteln der in Losung vorliegenden Partikel Verluste wéhrend des
Pipettierens verringern.

Eine Quantifizierung des auftretenden Verlustes durch Adharenz der Partikel an allen
Oberflachenmaterialien erfolgte durch Wiegen der Eppendorf-Reaktionsgefél3e vor dem
Einflllen der Titanpartikel und nach den Waschgangen (Ergebnis siehe Punkt 6.3.).
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6. ERGEBNISSE

6.1. Untersuchung des Zusatzes verschiedener Chargen Kalberserum
zu Zellkulturmedium als Stimulator fir das Wachstum von
Sa0S-2 Zellen

Fetales Kalberserum (FCS) sollte in unseren Versuchen als Wachstumsstimulator zu
Zellkulturmedium (DMEM) hinzugegeben werden, um die SaOS-2 Zellen spezifisch
mit Néhrstoffen zu versorgen. Es wurden zuerst drei verschiedene Chargen FCS getestet
und jeweils eine Wachstumskurve je Charge erstellt (Punkt 5.1.3.2.). Da FCS ein
Naturprodukt ist und es somit keine feste Zusammensetzung der Bestandteile gibt,
sollte die optimale Charge fur die Wachstumsstimulation ermittelt werden.

Abb. 11
Wachstumskurven
nach Zugabe von
verschiedenen
Chargen FCS (258x,
440x und 135x) zum
DMEM, Sa0S-2
Zellen

6,0
5,8
\

% 5,6 /A
N
3 54 / / Charge 258x
N T N Charge 440x

5,2
o /// \ Charge 135x
o 50
o /

4,8

/
4,6 T T T
0 50 100 150 200

Zeitraum [h]

Bei der verwendeten SaOS-2 Zelllinie bewirkte die Charge 258x von FCS den starksten
Wachstumsimpuls. Die Zellen befanden sich nach Zugabe des FCS der Charge 258x
zwischen 48h und 96h in der exponentiellen Wachstumsphase. Deshalb wurden die
weiteren Versuche immer im Zeitraum 48h bis 96h durchgefiihrt. Die Verringerung
des Zellwachstums nach 144h wird vor allem durch das Alter der Zellen und die erreichte
hohe Zelldichte bedingt. Die Charge 440x von FCS ergab den geringsten und kiirzesten
Wachstumsimpuls in unseren Versuchen. Diese Voruntersuchungen zeigten, dass ein
Screening verschiedener Chargen FCS unbedingt notwendig war, um eine geeignete
Charge fir die Wachstumsversuche mit SaOS-2 Zellen auswahlen zu kénnen.
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6.2. Untersuchung der Titanpartikel nach Auflésung des
Patientengewebes

6.2.1. Rasterelektronenmikroskopische Betrachtung der
Partikel

In Vorversuchen wurde Titanpartikel enthaltendes Patientengewebe nach verschiedenen
Methoden aufgeldst (Punkt 5.2.). Die Effektivitat des AufschluRverfahrens wurde mittels
REM gekoppelt mit einer EDX-Analyse Gberpriift.

Der Versuch der Aufldsung des Interfacegewebes mit Enzymen ergab dabei keine klaren
gewebefreien LGsungen.

Die REM-Aufnahme Abb. 12 zeigt dementsprechend neben einzelnen Titanpartikeln,
mit einem mittleren Durchmesser von 1um, gréf3ere Gewebereste.

Abb. 12

REM — Aufnahme
von Partikeln,
gewonnen aus
Patientengewebe,
Patient Nr. 5, nach
der Enzym-
auflésungsmethode

In Abb. 13 ist zusatzlich die entsprechende EDX-Analyse dargestellt. Neben dem
Titannachweis, sind weitere Peaks von Calcium (aus der Knochensubstanz) und
Aluminiumspuren sichtbar. Der Silicium-Peak ergab sich bei allen Aufnahmen aufgrund
der als Unterlage verwendeten Glasobjekttrager. Bei der EDX-Analyse wurde deutlich,
dass nur einzelne Titanpartikel in der aufgearbeiteten Gewebeprobe eingeschlossen waren.
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[¢2)
X

Abb. 13 |
EDX — Analyse von %
Partikeln, gewonnen |
aus

Patientengewebe,

CaKa  TiKqg

. PR PETRN, N T NTRRy T |

Patient Nr. 5, nach 8.00 =

der Enzym-

auflésungsmethode 9CNT 2,28KEV 10eV/ch A EDAX
Der Einsatz von 10%iger Salzsdure (siehe Punkt 5.2.3.) flihrte zu einer vollstandigen
Auflosung des Patientengewebes, so dass ca. 1um grof3e Titanabriebpartikel isoliert
werden konnten. In Abb. 14 ist ein von jeglichen Geweberesten freier Titanpartikel
abgebildet.

Abb. 14

REM — Aufnahme
von Partikeln,
gewonnen aus
Patientengewebe,
Patient Nr. 5, nach
der
Gewebeauflésungs-
methode mit
10%iger Salzsaure
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Die entsprechende EDX-Analyse in Abb. 15 zeigt einen deutlichen Titangehalt des
Partikels an. Zuséatzlich sind ebenfalls Spuren von Calcium und Aluminium sichtbar.

SiKal

TiKa
i

e s

2,00 4,00 6,00
8CNT 2,96KEV 10eV/ch A EDAX

Abb. 15
EDX — Analyse von
Partikeln, gewonnen
aus
Patientengewebe,
Patient Nr. 5, nach
der
Gewebeauflésungs-
methode mit
10%iger Salzsaure

Aus diesen Ergebnissen kann man den Schluss ziehen, dass derartig isolierte
Originalpartikel aus Patientengewebe fr weitere Experimente mit Zellkulturen geeignet
sind. Allerdings muss kritischerweise angemerkt werden, dass die REM-Darstellung
von Metallpartikeln stark von der Erfahrenheit des Untersuchers abhéangig ist.

6.2.2. Quantifizierung der gewonnenen Titanabriebpartikel
mittels Atomabsorptionsspektroskopie

Bei Revisionsoperationen gewonnenes Interfacegewebe von 5 verschiedenen Patienten
(Punkt 4.1.) mit Hufttotalendoprothesen aus Titan wurde mit 10%iger Salzsdure bei
200°C % 1K fir 2h inkubiert, um die darin enthaltenen Titanpartikel aus dem Gewebe
zu isolieren (Punkt 5.2.3.). Fir die Extraktion wurden jeweils drei bis vier 0,5cm?® grofRe
Interfacegewebestlicke (ca. 4g) pro Patient eingesetzt. Nach den Waschschritten
resultierten jeweils ca. 20ml klare Losung, von der 1,00ml in ein 2ml Eppendorf-
Reaktionsgeféal? gegeben und anschlieBend mittels Atomabsorptionsspektroskopie
analysiert wurde. Dadurch konnte die erhaltene Titanpartikelmenge quantifiziert werden.
InTab. 2 werden die Ergebnisse dieser Untersuchung fiir Gewebe aus dem Interface der
Pfanne und des Stiels zusammengefasst.

Die Mengen an gefundenen Titanpartikeln in den 20ml der Proben aus dem Interface
des Stiels betrugen zwischen 27,86ug und 45,94ug pro eingesetzten 4g Gewebe. Die
Werte aus dem Interface der Pfanne waren noch niedriger, 8,68ug bis 43,749 pro 4g
Gewebe.
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Bei Patient Nr. 1 und Nr. 3

Tab. 2

Titanmenge
gewonnen aus
Gewebe von 5
Patienten -
Mittelwert aus 3
Messungen je Probe
(% Abweichung)

e T Tl S onnte kein Wert fir die

[ug/20mi] C%l [ug/20mi} C%l Partikelkonzentration im
! 20,90 it Interfacegewebe des Stiels
2| 1304 24 27,86 LUt angegeben werden, da es sich
3 8,68 4.4 bei der Operation nur um
4 11,28 44 28,82 83 einen  Pfannenwechsel
5 4374 76 45,94 6,5 handelte.

Aus diesen Ergebnissen ldsst
sich flr Patient Nr. 5 (Interfacegewebe Stiel) ein Titanpartikelanteil von 0,001% pro
49 Gewebe errechnen. Das bedeutet, dass man ca. 100g des Gewebes aufarbeiten mdisste,
um 1mg Titanabrieb isolieren zu kénnen. Da diese Gewebemenge pro Patient nicht
zur Verfugung stand, lieBen sich Abriebpartikel aus Patientengewebe nicht fur unsere
Versuche mit Zellkulturen einsetzen. Die erhaltenen Mengen an Titanpartikeln sind
ausgesprochen gering und wurden von uns nach der makroskopisch sichtbaren
Schwarzférbung des intraoperativ gewonnenen Gewebes wesentlich héher eingeschatzt.

6.3. Erfassung des Partikelverlustes bei definierten Arbeitsvorgangen

Fur die weiteren Versuche wurden industriell hergestellte Titanpartikel, zuvor mit Salz-
saure und den entsprechenden Waschschritten behandelt, eingesetzt. Dabei traten
auffallige Mengenverluste an Partikeln auf.

Die feinen Titanpartikel agglomerieren leicht und haften besonders an Plastik-
oberflachen, wie z.B. an Pipettenspitzen oder Eppendorf-ReaktionsgefaRen. Zur
Bestimmung der Verluste, wurde die Titanmenge vor der Behandlung mit Salzsdure
bzw. vor der Durchflihrung der finf Waschschritte und danach bestimmt (Tab. 3).

Titanpartikel ohne HCI - Behandlung

Tab. 3
Quantifizierung des
Titanpartikelverlusts
mit und ohne
Salzsaure-
Behandlung

Masse 1. Wiegen [mg] 2. Wiegen [mg] Verlust [mg] Verlust [%]
1 10,00 7,50 2,50 25,00
2 10,00 7,60 2,40 24,00
3 10,00 8,70 1,30 13,00
4 10,00 7,70 2,30 23,00
5 10,00 8,20 1,80 18,00
Mittelwert [%)] 20,60
Titanpartikel mit HCI - Behandlung
Masse 1. Wiegen [mg] 2. Wiegen [mg] Verlust [mg] Verlust [%]
1 1000,00 759,70 240,30 24,03
2 1000,00 671,80 328,20 32,82
3 1000,00 689,40 310,60 31,06
4 1000,00 771,00 229,00 22,90
5 1000,00 654,30 345,70 34,57
Mittelwert [%] 29,08
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Es ergab sich ein Materialverlust von ca. 20% bei der Durchfuhrung der fiinf
Waschschritte. Werden die Partikel zusétzlich vorher noch mit Salzsdure inkubiert,
kommt es nach fiinf Waschschritten zu Materialverlusten von insgesamt 30%. Dabei
ist der vermehrte Verlust wahrscheinlich nicht durch chemische Korrosion der Salzsaure
(siehe auch DIN 17869), sondern durch zusatzliche Pipettierschritte beim Umfllen
der Losung aus den Schraubglasbehéltern in Eppendorf-Reaktionsgefalie (Plastik)
bedingt.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass der Anteil von Titanabrieb im
Gewebe realistisch noch ca. 30% hoher liegt (vgl. Punkt 6.2.).

6.4. Biochemischer Einfluss von industriell gewonnenen Titanpartikeln
mit und ohne Salzsdure-Behandlung auf Zellkulturen

Dadie Titanabriebpartikel aus dem Interfacegewebe durch Salzsdure-Behandlung isoliert
werden sollten, war die Frage zu beantworten, ob sich unbehandelte Titanpartikel bzw.
die mit Salzsiure behandelten Titanpartikel in ihrer Wirksamkeit auf Zellkulturen
unterscheiden.

Die einzelnen Messergebnisse fur die Werte in den Diagrammen (Abb. 16 - 27) kénnen
in den zugehorigen Tabellen im Anhang unter Punkt 10.1. nachgeschlagen werden.

6.4.1. Untersuchung der Zellproliferation von SaOS-2 Zellkulturen
nach Zusatz von Titanpartikeln mittels MTT-Test

Es sollte der Einfluss von ansteigenden Titanpartikelkonzentrationen auf die
Zellproliferation von SaOS-2 Zellen untersucht werden. Der MTT-Test wurde nach
den Arbeitsvorschriften unter Punkt 5.3.3.3. durchgefiihrt. Die Inkubationszeiten lagen
bei 72h und 96h. Die Versuche mit den verschiedenen Titanpartikelkonzentrationen
wurden jeweils zweifach durchgefuhrt und die MTT-Werte je Versuch dreifach bestimmt.
Beim MTT-Test wurde zusatzlich ein Versuch ohne Zusatz von Metallpartikeln
durchgefiihrt (= Negativkontrolle). Bei der Auswertung des MTT-Tests wurden die
Mittelwerte der Dreifachbestimmung je Partikelkonzentration in Bezug zum Mittelwert
der Negativkontrolle (= 100%) in den Abb. 16-19 dargestellt.
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Wie in Abb. 16 dargestellt, waren nach 72h Inkubation bei Partikelkonzentrationen
zwischen 0,01pg/100ul und 1,0u9/100ul keine signifikanten Effekte auf die SaOS-2
Zellen zu beobachten. Die geringen Unterschiede bei diesen niedrigen Titanpartikel-
konzentrationen sind nicht signifikant. Erst ab einer Konzentration von 10ug/100pl
zeigt sich ein deutlicher Effekt der Titanpartikel auf die Proliferation (71%) im Vergleich
zu unbehandelten Zellen (100%). Bei der hdchsten Konzentration von 50ug/100ul lag
das Wachstum dann nur noch bei 38%. Damit wurde nachgewiesen, dass in unseren
Modellversuchen Titanpartikelkonzentrationen > 1,0ug/100ul eine zunehmende
Wachstumshemmung bei SaOS-2 Zellen hervorrufen. Im Vergleich des Einflusses von
Titanpartikeln mit und ohne Salzsdure-Behandlung (Abb. 16 und 17) auf SaOS-2 Zellen
zeigten sich nur diskrete Unterschiede. Die unbehandelten Titanpartikel beeinflussten
die Zellproliferation etwas geringer, z.B. nach 72h Inkubationszeit 53% Zellproliferation
im Vergleich zu 38% Zellproliferation bei Verwendung von Titanpartikel mit Salzsaure-
Behandlung.
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In Abb. 18 wird die Zellproliferationsrate beim MTT-Test nach 96h unter Zugabe von
mit Salzsdure behandelten Titanpartikeln dargestellt. Es kann wiederum ab 10ug
Titanpartikeln/100ul eine deutliche Abnahme des Wachstums der SaOS-2 Zellen
nachgewiesen werden. Bei einer Titanpartikelkonzentration von 10ug/100ul kommt es
zu einer Abnahme der Proliferationsrate auf 64%, bei 50pg/100pl lag die Wachstumsrate
nur bei 25% im Vergleich zu nicht behandelten SaOS-2 Zellen.

120%

100%

80%

60%

40%

Zellproliferation [%]

20%

11111,

,01 0,05 0,10 0,20 0,50 1,00 10,00 50,00
Konzentration der Titanpartikel [ug/100pI]

0%

Abb. 18
Zellproliferation in
Abhangigkeit von
der Konzentration

der Titanpartikel
(n=3),

Sa0sS-2 Zellen,
MTT-Test nach 96h
mit Salzsaure
behandelten Titan-
partikeln

Bei der Messung der Zellproliferation mit Titanpartikeln ohne Salzsdure-Behandlung
(Abb. 19) wurde bei 10ug Titanpartikeln/100ul eine Abnahme auf 67% gemessen. Bei
der erhdhten Titanpartikelkonzentration von 50ug/100ul nahm das Wachstum weiter
ab (51%), d.h. die mit Salzsdure behandelten Partikel bewirkten insbesondere nach
96h eine etwas starkere Wachstumshemmung.
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Abb. 19
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Bei einer Verldngerung der Inkubationszeit von 72h auf 96h zeigte sich beim MTT-
Test eine starkere Wachstumshemmung durch die Titanpartikel, d.h. der Test wird nach
96h noch empfindlicher. Es liel sich damit nur ein geringer Unterschied beim Einsatz
von Partikeln mit und ohne Salzsdure-Behandlung feststellen. Daraus schlussfolgern
wir, dass die Salzsure bei den Waschschritten weitgehend komplett entfernt wurde
und keine fur die Zellkultur signifikanten Verdnderungen an den Titanpartikeln bewirkt.

6.4.2. Untersuchung der Zytotoxizitdt von Titanpartikeln an
Sa0S-2 Zellen mittels LDH-Test

Durch Zusatz von verschiedenen Konzentrationen an Titanpartikeln zu SaOS-2 Zellen,
sollte deren Einfluss auf die Zytotoxizitdt mittels LDH-Freisetzung gemessen werden.
Der LDH-Test wurde nach den Arbeitsvorschriften unter Punkt 5.3.3.4. durchgefuhrt.
Die Inkubationszeiten betrugen 72h und 96h. Die einzelnen Werte flir die verschiedenen
Titanpartikelkonzentrationen wurden dabei in Dreifachbestimmung ermittelt. Beim
LDH-Test bestimmt man zusatzlich eine Negativkontrolle (NK) und eine Positiv-
kontrolle (PK). Die Positivkontrolle ist dabei gleich der maximalen LDH-Freisetzung
aus lysierten Zellen. In der Negativkontrolle misst man die Freisetzung von LDH aus
den intakten unbehandelten Zellen.

Zur Auswertung des Tests errechnet man nun die Mittelwerte der Messungen aus den
Dreifachbestimmungen der einzelnen Partikelkonzentrationen, sowie die der Negativ-
und Positivkontrolle.

Die Zytotoxizitdt berechnet sich wie folgt:

s Mittelwert je Ti - Partikelkonz. - NK
%] = x 100
Zytotoxizitét [%o] PR - NK

In den folgenden vier Abbildungen (Abb. 20-23) sind die Ergebnisse der Messungen
der Zytotoxizitdt (= LDH-Freisetzung) in Abhédngigkeit von der Konzentration an
Titanpartikeln mit und ohne Salzsaure-Behandlung im Bereich von 0,01pg/100ul bis
50ug/100pl dargestellt. Es wird deutlich, dass nach einer Inkubationszeit von 72h (Abb.
20 und 21) erst ab 10ug/100pl eine signifikante Zahl von Zellen geschadigt wurde (ca.
30%). Mit steigender Konzentration an Titanpartikeln auf 50ug/100ul kam es sogar zu
einer Zytotoxizitat von bis zu 60%.
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Eine Verldngerung der Inkubationszeit auf 96h (Abb. 22 und 23) sollte zu einem weiteren
verstérkten Absterben von SaOS-2 Zellen fuhren. Diese Annahme wurde mit den
durchgefiihrten Versuchen bestétigt. Dabei bildete ein Ergebnis eine Ausnahme: die
geringfligig hohere Zytotoxizitat von mit Salzsdure behandelten Titanpartikeln mit einer
Konzentration von 50ug/100ul bei einer Inkubationszeit von 72h (68%) im Vergleich

zu 96h (65%).

Konzentration der Titanpartikel [ug/100pI1]

Abb. 20
Zytotoxizitat in
Abhangigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel
(n=3),

Sa0sS-2 Zellen,
LDH-Test nach 72h
mit Salzsaure
behandelten Titan-
partikeln

Abb. 21
Zytotoxizitat in
Abhé&ngigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel
(n=3),

Sa0S-2 Zellen,
LDH-Test nach 72h
mit Titanpartikeln
ohne Salzsaure-
Behandlung
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Abb. 22
Zytotoxizitét in
Abhéangigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel

(n =3),

Sa0sS-2 Zellen,
LDH-Test nach 96h
mit Salzsaure
behandelten Titan-
partikeln

Abb. 23
Zytotoxizitat in
Abhangigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel
(n=3),

Sa0sS-2 Zellen,
LDH-Test nach 96h
mit Titanpartikeln
ohne Salzsaure-
Behandlung
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6.4.3. Bestimmung der Uberlebensrate von SaOS-2 Zellen nach

Behandlung mit Titanpartikeln mittels Trypanblau-Test

Dieser Test wurde entsprechend den Versuchsanordnungen unter Punkt 5.3.3.5.
durchgefuhrt. Dabei wurde die Zellzahl bei den einzelnen Titanpartikelkonzentrationen
jeweils zweifach bestimmt und der Test jeweils zweimal durchgefthrt.

Nach der Zellzd&hlung unter dem Durchlichtmikroskop mit der Neubauer-Zahlkammer
lasst sich die Zellzahl pro ml wie folgt berechnen:

gezdhite Jellen

Zellzalkl lml = = 10000

Die Gesamtzellzahl pro Titanpartikelkonzentration ergibt sich aus der Anzahl der
lebenden und toten Zellen und betrdgt immer 100%. Von dieser Gesamtzahl errechnet
man den prozentualen Anteil der Uberlebenden Zellen, der ein Mal? fur die Toxizitat
der im Versuch anwesenden Titanpartikel darstellt. Die Negativkontrolle spiegelt die
Uberlebensrate von Zellen wieder, die nicht mit Titanpartikeln inkubiert wurden.

Aus den Abb. 24-27 ist ersichtlich, dass die Uberlebensrate der SaOS-2 Zellen ohne
Titanpartikelzusatz nach 72h bei 84% und nach 96h bei 80% lag. Dies ist sicherlich
auf die hohe Zellzahl/Well und den zunehmenden Verbrauch des N&hrmediums
zurtickzuftinren. Nach einer Inkubationszeit von 72h fiel die Uberlebensrate bei der
hochsten Titanpartikelkonzentration von 500ug/ml auf 65% mit Salzsdure- bzw. 61%
ohne Salzsdurebehandlung (siehe Abb. 24 und 25).
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Abb. 24
Uberlebensrate der
Zellen in
Abhangigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel
(n=4),

Sa0sS-2 Zellen,
Trypanblau-Test
nach 72h mit
Salzsaure
behandelten Titan-
partikeln

Bereits bei Anwesenheit von 10ug Titanpartikeln/ml SaOS-2 Zellkultur ist ein toxischer
Effekt zu erkennen. Dabei betragt die Uberlebensrate nach 72h 72% mit HCI und
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67% ohne HCI. Somit konnten keine relevanten Unterschiede beim Einsatz von
Partikeln mit und ohne HCI-Behandlung festgestellt werden.
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80%

70%

Abb. 25
Uberlebensrate der
Zellen in
Abhéangigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel
(n=4),

Sa0sS-2 Zellen,
Trypanblau-Test
nach 72h mit
Titanpartikeln ohne
Salzsaure-
Behandlung
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Bei einer Verldngerung der Inkubationszeit auf 96h (Abb. 26 und 27) war der schadigende
Einfluss von Titanpartikeln auf die SaOS-2 Zellen noch deutlicher messbar. Mit
steigenden Konzentrationen von Titanpartikeln erfolgte eine stetige Abnahme der Zahl
lebender SaOS-2 Zellen von 74% Uberlebensrate bei 0,1ug/ml und 61% bei 10ug/ml
bis zu ca. 53% bei 500ug/ml. Der einfache Zelltod bestétigte mit hoher Empfindlichkeit
die Ergebnisse der biochemischen Tests. Die Versuche mit und ohne Salzséure-
Behandlung von Titanpartikeln zeigten vergleichbare Resultate.
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Abb. 26
Uberlebensrate der
Zellen in
Abhéangigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel
(n=4),

Sa0sS-2 Zellen,
Trypanblau-Test
nach 96h mit
Salzsaure
behandelten Titan-
partikeln
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Abb. 27
Uberlebensrate der
Zellen in
Abhangigkeit von
der Konzentration
der Titanpartikel
(n=4),

Sa0sS-2 Zellen,
Trypanblau-Test
nach 96h mit
Titanpartikeln ohne
Salzsaure-
Behandlung
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7. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde der Effekt von Titanpartikeln auf ihre zellschddigende Wirkung
am Modell von SaOS-2 Zellen naher untersucht. Wenn, wie nachgewiesen, Funktionen
von Osteoblasten, wie Lebensféhigkeit, Proliferation und Differenzierung, durch
Abriebpartikel unterdrickt bzw. Entziindungsreaktionen in Gang gesetzt werden, kann
dies zu einer verminderten Knochenbildung und damit zu einer Lockerung der
Endoprothese fuhren.

7.1. Diskussion zur eingesetzten SaOS-2 Zelllinie

Die Osteoblasten dhnliche Zelllinie SaOS-2 wurde einer priméren Osteoblastenkultur
aus verschiedenen Grunden vorgezogen. Die Zelllinie wurde bisher ausreichend
charakterisiert und ist dafiir bekannt, ph&notypische Eigenschaften von Osteoblasten
zu zeigen ([34] S. 231, [41] S. 4961). AulRerdem wurde sie auch schon in anderen
Studien ([12] S. 825, [50] S. 923) als gutes Modell zum Studium von Osteoblasten-
funktionen eingestuft. Da unsere Experimente Uber einen ldngeren Zeitraum hinweg
durchgefihrt wurden, war eine solche stets homogene Population von Osteoblasten
erforderlich. Dies kann bisher ausschliesslich mit immortalisierten Zelllinien erreicht
werden.

Primarzellen behalten ihren Phénotyp nur fiir eine relativ kurze Zeit bei, so dass tber
einen l&ngeren Zeitraum keine reproduzierbaren Ergebnisse erhalten werden.

7.2. Zur Entwicklung der Gewebeaufldsungsmethode mit Salzsdure

Da aus Patientengewebe gewonnene Titanabriebpartikel auf Zellkulturen getestet werden
sollten, bendtigten wir zundchst eine geeignete Isolationsmethode fir die Partikel. Nach
einer Literaturrecherche fihrten wir eine Reihe von Versuchen zur Isolierung des
Abriebmaterials von intraoperativ bei Hiftendoprothesenrevisionen gewonnenem
Interfacegewebe durch, die jedoch fir uns zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis
fuhrten. Nach der Auflésung von Gewebe durch verschiedene proteolytisch wirkende
Enzyme waren noch reichlich Gewebereste auf den REM-Aufnahmen (siehe Abb. 12)
zu erkennen. Auch der Einsatz von diversen Sduren und Basen erbrachte nicht den in
der Literatur beschriebenen Erfolg, da die Angaben zur Durchfiihrung teilweise sehr
ungenau waren. Somit gelang uns nach vielen Vorversuchen durch Inkubation von
Patientengewebe mit Salzsdure fiir 2h bei 200°C die Entwicklung einer neuen Methode
zur vollstandigen Gewebeauflosung. Nur bei dieser Methode waren im REM keine
Gewebereste mehr nachweisbar (siehe Abb. 14). Desweiteren verwendeten einige Autoren
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Salpetersaure, die jedoch laut DIN 17689 eine starke korrosive Wirkung auf Titan hat,
weshalb wir von dieser Methode Abstand nahmen.

7.3. Zur Auswahl von Titanpartikeln fur die Untersuchungen mit
Zellkulturen

Es war winschenswert, Partikelabrieb aus Patientengewebe zu isolieren und in
Zellkulturen zu testen. Da uns aber nur begrenzte Gewebemengen der fiinf Probanden
zur Verfugung standen und die Partikelkonzentrationen extrem niedrig waren (Punkt
6.2.2.), arbeiteten wir im Weiteren mit industriell hergestellten Titanpartikeln. Wir
konnten die relativ geringen Titanpartikelkonzentrationen von 0,01, 0,05, 0,1, 0,2,
0,5, 1,0, 10,0, und 50,0ug/100ul einsetzen, da wir Testplatten mit kleineren
Wachstumsflachen pro Well (0,32cm?) wahlten. In anderen Arbeiten kamen zum Teil
wesentlich hohere Partikelkonzentrationen ([21] S. 164, [37] S. 400) zum Einsatz,
aufgrund deutlich groRerer Wachstumsflachen pro Well (10-fach bis 20-fach).

Die von uns herangezogenen industriell hergestellten Titanpartikel waren mit mittleren
Durchmessern von d,, = 6,11um und d, = 18,66um sehr fein, dennoch etwas grofer
als die gefundenen Partikel aus Patientengewebe (Punkt 6.2.1.).

Einige Autoren zeigten bereits mit vergleichbaren Partikeln, dass eine Phagozytose
erfolgte ([21] S. 169). Deshalb sollten die von uns verwendeten Modellpartikel eine
den in vivo Bedingungen entsprechende Reaktion in den Zellkulturen hervorrufen.
Die Titanpartikel wurden von uns, entweder nach fiinf Waschschritten oder nach
Inkubation mit Salzsdure und den gleichen Waschschritten, im Rahmen der
Zellkulturtests eingesetzt (Punkt 5.3.3.2.). Diese Aufarbeitung erfolgte, wie urspriinglich
vorgesehen war, auch um aus Patientengewebe mit Salzsdure extrahierte Abriebpartikel
zu gewinnen, zu waschen und an Zellkulturen neben industriell hergestellten Partikeln
Zu testen.

7.4. Beurteilung der Ergebnisse der Zellkulturtests

In den Zellkulturtests konnte nur ein geringer oder teilweise auch kein Einfluss der
Salzséure-Behandlung von Titanpartikeln auf die Zellen gemessen werden. Damit l&sst
sich feststellen, dass die Gewinnung von Partikeln aus Patientengewebe mit der Salzsaure-
Auflésungsmethode (Punkt 5.2.3.) geeignet ware, um Partikelabrieb von Endoprothesen
in unseren Testsystemen zu untersuchen.

Die Titanpartikel zeigten eine deutliche Zytotoxizitat (LDH-Test) bei den Konzen-
trationen von 10ug/100ul und 50ug/100ul Medium nach Inkubationszeiten von 72h
und 96h. Auch die Untersuchung der Zellproliferation mittels MTT-Test zeigte nach
72h einen deutlichen Effekt der Titanpartikel auf die Zellen ab einer Konzentration
von 10ug/100ul und erreicht bei 50ug/100ul Minimalwerte von 40% bis 50%. Nach
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einer Inkubationszeit von 96h konnten diese Effekte noch verstarkt beobachtet werden.
Aus den Testergebnissen kann man ablesen, dass, wie erwartet, eine deutliche
konzentrationsabhé&ngige Aktivitatsdénderung und Modulierung biochemischer Vorgénge
in den Osteoblastenzellkulturen erreicht wurde. Dabei lag die Grenze fiir die Versuche
mittels MTT-Testund LDH-Test bei 10ug Titanpartikeln pro 100ul Zellkulturmedium.
Bei den Konzentrationen zwischen 10ng und 500ng konnten keine signifikanten Effekte
festgestellt werden. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Werten sind auf
Schwierigkeiten beim Pipettieren bzw. Herstellen der Verdiinnungsreihe zurickzufihren,
da die Partikel leicht agglomerieren.

Die mikroskopische Bestimmung der Uberlebensrate von SaOS-2 Zellen mit Hilfe des
Trypanblau-Test zeigte nach 72h, dass unbehandelt ca. 80% bis 85% der Zellen tiberleben
und eine Abnahme der Uberlebensrate bereits ab einer Titanpartikelkonzentration von
1ug/ml beginnt. Unter unseren Testbedingungen zeigte sich eine deutlichere Abnahme
der Zahl tGiberlebender Zellen bei 10pug/ml und 500ug/ml. Einen noch starkeren toxischen
Einfluss der Titanpartikel bereits ab 0,1ug/ml zeigte der Trypanblau-Test nach einer
Inkubationszeit von 96h, wobei der toxische Effekt der Titanpartikel mit steigender
Konzentration stetig zunimmt.

Unsere Ergebnisse mittels biochemischer Tests und mikroskopischer Bestimmung der
abgestorbenen Zellen verdeutlichen direkte Effekte der Titanpartikel auf die SaOS-2
Zellen und korrelieren mit vorhergehenden Studien, in denen beobachtet wurde, dass
extrem geringe Konzentrationen von Titanpartikeln keinen Einfluss auf die
Osteoblastenvitalitat haben ([49] S. 201, [51] S. 216, [53] S. 107). Erst ab bestimmten
Partikelkonzentrationen lassen sich Wirkungen in Zellkulturen nachweisen.
Offensichtlich konnen wirksame Mengen von Partikeln erst bei hoheren Partikel-
konzentrationen von den Osteoblasten phagozytiert werden. Offen bleibt auch die Frage,
ob eine Abhéngigkeit zwischen Toxizitat der Partikel und Form bzw. Grdsse besteht.
Dazu waére eine vergleichende Versuchsreihe notwendig. Vielleicht wirken auch die in
vivo gefundenen sehr kleinen Partikel weniger toxisch auf Osteoblasten als die etwas
grosseren industriell hergestellten Partikel.

7.5. Auswertung der Partikelanalyse mittels REM und AAS

Durch rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen konnten Titanpartikel, die aus
Patientengewebe extrahiert wurden, sichtbar gemacht werden. Die Partikel waren extrem
fein und zeigten einen mittleren Durchmesser von 1um. Bei Einsatz von 10%iger
Salzsdure konnten die Partikel gewebefrei gewonnen werden, weshalb diese Methode
zu empfehlen ist.
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Die durch Atomabsorptionsspektroskopie bestimmten Titanpartikelkonzentrationen
in den 5 Gewebeproben waren sehr gering. Wie unter Punkt 6.2.2. berechnet, benétigte
man deutlich groRere Mengen Interfacegewebe, um ausreichend Abriebpartikel fur die
etablierten Zellkulturtests zu gewinnen. Trotz einer deutlichen Schwarzfarbung des
Gewebes waren nur ca. 0,001% Titanpartikel im Gewebe nachweisbar. Eventuell kénnte
der aufgetretene Materialverlust auch auf eine stattgefundene Korrosion zwischen
Salzsdure und Partikeln zurlckzufiihren sein. Beachtet man jedoch die Ergebnisse nach
DIN 17689 sowie die extreme Agglomerations- und Anhaftungsbereitschaft von
Titanpartikeln, so erscheint diese Vermutung eher unwahrscheinlich.

In zukunftigen Versuchsreihen sollten eventuell neue Oberflachenmaterialien entwickelt
werden, die diese Anhaftung herabsetzen, und somit zu weniger Partikelverlust fiihren.
Deutliche Unterschiede in der Verwendung von Glas und Plastik haben auch schon
andere Autoren beschrieben. Als Losung des Problems der Agglomeration zwischen
den Partikeln wurde in der Literatur meist eine Ultraschallbehandlung der Partikellosung
vor der Verarbeitung angegeben. Nach unseren Erfahrungen féarbte sich jedoch die
komplette Losung anschliessend schwarz, was wir auf eine stark chemische Reaktion
zuruckfihrten und deshalb diese Methode ablehnten.

Die ermittelten Schwellenkonzentrationen fiir den Einfluss von Titanpartikeln auf
Zellkulturen lagen in unseren Versuchen bei 10ug/100ul (MTT- und LDH-Test) bzw.
10pg/ml (Trypanblau-Test). Deshalb konnte bei unseren Zellkulturtests nur mit
industriell hergestellten Titanpartikeln gearbeitet werden. Erst mit der Aufldsung von
groReren Mengen Gewebe oder mit biochemischen Tests, bei denen Zellwirkungen
schon bei deutlich niedrigeren Partikelkonzentrationen im Nanogramm-Bereich
auftreten, konnten diese Versuche realistisch sein. Vielleicht liesse sich auch ein geeigneter
Prifstand entwickeln, der entsprechende in vivo dhnliche Partikel in grésseren Mengen
produziert, so dass gentigend Material flr die Testung des biochemischen Einflusses
von Titanpartikeln auf Osteoblasten-Zellkulturen zur Verfligung stande.

Unsere Ergebnisse belegen weiterhin, dass die Partikelkonzentrationen in den
Interfacegewebeproben des proximalen Anteils der femoralen Komponente deutlich
hoher waren als im Interfacegewebe des Acetabulums, was auch von Hirakawa et al.
([13] S. 1240) festgestellt wurde. Die Konzentrationen bei den einzelnen Patienten
waren jedoch zum Teil stark unterschiedlich.
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8. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Titanpartikeln auf Zellkulturen
von Osteoblasten &hnlichen SaOS-2 Zellen zu studieren. Dabei sollten sowohl aus
Patientengewebe isolierte Abriebpartikel als auch industriell hergestellte Modell-
Titanpartikel getestet werden.

Auswertungsparameter fur Zellveranderungen waren biochemische Methoden: fur die
Zellproliferation der MTT-Test, fir die Zytotoxizitdt der LDH-Test und die
mikroskopische Auszéhlung abgestorbener Zellen mittels Trypanblau-Test.

Mit den industriell hergestellten Partikeln konnten deutliche konzentrationsabhangige
Effekte auf SaOS-2 Zellen in allen Tests gemessen werden. Die Beeintrachtigung des
Wachstums und der Zellfunktionen von Osteoblasten durch Titanpartikel konnte damit
sicher nachgewiesen werden.

Es wurde nachgewiesen, dass eine Behandlung der Titanpartikel mit Salzséure, wie sie
bei der Extraktion der Partikel aus dem Patientengewebe erforderlich war, nach
Auswaschen der Salzsdure zu keinen oder nur geringen Verdnderungen des Einflusses
der Titanpartikel auf Zellkulturen fiihrt. Das bedeutet, solchermal3en aus Interfacegewebe
gewonnene Partikel kdnnten in Zukunft an unseren Zellkulturen getestet werden.
Die Untersuchungen zur Gewinnung von Abriebpartikeln aus Gewebe von 5 Probanden
fuhrten durch Einastz von Salzsdure zur Neuentwicklung einer geeigneten Isolations-
methode fur Titanabriebpartikel.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten die aus Patientengewebe
extrahierten feinen Titanpartikel mit Durchmessern von ca. 1um. Die gquantitative
Bestimmung mittels Atomabsorptionsspektroskopie ergab, dass in den schwarz gefarbten
Gewebestticken nur maximal 0,001% Titanpartikel nachweisbar waren. Aufgrund des
begrenzt zur Verfligung gestandenen intraoperativ gewonnenen Interfacematerials pro
Patient konnten nur Spuren von Titanabriebpartikeln gewonnen werden. Die Mengen
reichten nicht aus, um die Partikel direkt auf Zellkulturen zu testen. Da in den
durchgefuhrten Versuchen wirksame Konzentrationen von Titanpartikeln im Bereich
von 10ug/100ul (LDH- und MTT-Test) bzw. 0,1-1pg/ml (Trypanblau-Test) erforderlich
waren, fuhrten wir die genannten Zellkulturtests nur mit industriell hergestellten
Titanpartikeln durch (d,, = 6,11um, d,, = 18,66um).

Weitergehende Versuche mit Titanpartikeln, gewonnen aus Interfacegewebe, sind nur
moglich, wenn empfindlichere biochemische Tests eingesetzt oder das Gewebe mehrerer
Patienten gepoolt wirde.

Solche Tests kdnnten bei der Entwicklung von neuen Endoprothesenmaterialien
eingesetzt werden, um in der Zukunft noch erfolgreicher haltbare Endoprothesen
herzustellen.
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Uberlebensrate der Zellen in Abhéngigkeit von der Konzentration der
Titanpartikel (n = 4), SaOS-2 Zellen, Trypanblau-Test nach 96h mit
Salzséure behandelten Titanpartikeln

Uberlebensrate der Zellen in Abhéngigkeit von der Konzentration der
Titanpartikel (n = 4), SaOS-2 Zellen, Trypanblau-Test nach 96h mit
Titanpartikeln ohne Salzsdure-Behandlung
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9.3. Tabellenverzeichnis

Tab. 1 Patientendaten

Tab. 2 Titanmenge gewonnen aus Gewebe von 5 Patienten - Mittelwert aus 3
Messungen je Probe (% Abweichung)

Tab. 3 Quantifizierung des Titanpartikelverlusts mit und ohne Salzsdure-
Behandlung
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9.4. Chemikalienverzeichnis

DMEM (Dulbecco’s Modifiziertes Eagles Medium)
Firma Biochrom KG Berlin
Inhalt: 3,7g/l NaHCO3, 4,5g/I D-Glucose, stabilem Glutamin, ohne Na-Pyruvat

FCS (Fetales Kélberserum)
Firma Biochrom KG Berlin
Chargen 258x, 440x und 135x, Inhaltsstoffe nicht genau definiert

DMEM-Vitamine
Firma Gibco BRL
Inhalt pro Liter: 8500,00mg NaCl, 100mg D-Ca-Pantothenat, 100,00mg
Cholinchlorid, 100,00mg Folséure, 200,00mg i-Inositol, 100,00mg Nicotinamid,
100,00mg Pyridoxal HCI, 10,00mg Riboflavin, 100,00mg Thiamin HCI

Penicillin/Streptomycin Kombination
Firma Gibco BRL
Inhalt: 25000 Einheiten/ml Penicillin, 25 mg/ml Streptomycin

Trypsin-EDTA-L6sung
Firma Gibco BRL
0,5¢/1 Trypsin (1:250) und 0,2¢/1 EDTA in modifizierter Puck’s Salzlésung A

PBS-Dulbecco (Phosphatpuffer-Ldsung)
Firma Biochrom KG Berlin
pH-Wert 7,4

Cell Proliferation Kit 1 (MTT)
Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim
Inhalt: 1. MTT-Marker-Reagenz 5mg/ml in PBS, unsteril, 2.Ldsungsreagenz 10%
SDS in 0,01M HCI.

Cytotoxity Detection Kit (LDH)
Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim
Inhalt: Flasche 1: Katalysator, Diaphorase/NAD+ Mischung, lyophilisiert und
stabilisiert, Flasche 2: Farbereagenz, enthalt lodotetrazolium-Chlorid (INT) und
Sodiumlactat, 45mi
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Triton X-100 Lésung
Firma Sigma Deutschland

Salzséure rauchend 37% (HCI)
Firma Merck Darmstadt
M=36,46g/mol

1 N HCI
Firma Merck Darmstadt
M=36,46g¢/I

Aceton (C3H60)
Firma Merck Darmstadt
M=58,08g/mol

Ameisensaure (HCOOH)
Firma Merck Darmstadt
M=46,0g/mol

Natronlauge (NaOH)
Firma Merck Darmstadt
M=39,99g/mol

Trypanblau 0,5% in physiologischer Kochsalzlésung

Firma Biochrom KG Berlin

Mycoplasma Detection Kit

Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim

Inhalt: Wand-Antikorper lyophilisiert, Blockierungslosung, Wasch-Puffer, Proben-
Puffer, Kontroll-Ldsung (Mycoplasmen-positiv; inaktiviert; lyophilisiert),
Detektionsantikorper-Biotin-Konjugat Iyophilisiert, Streptavidin-alkalische

Phosphatase, Substrat-P

Collagenase A, B und D

Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim
aus Clostridium histolyticum Lyophilisat
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DNAse 1
Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim
aus Rinderpankreas Lyophilisat

Pronase
Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim

Nuclease-frei, aus Streptomyces griseus Lyophilisat

Trypsin
Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim

Hyaluronidase
Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim

Papain
Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim
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10. ANHANG

10.1.Messergebnisse

10.1.1.  MTT-Test

Extinktion

Wert 2 Wert 3

Mittelwert | Zellvitalitat [%)]

Standardab-
weichung [%]

Konzentration [pg]
0

MTT-Test nach 72h
mit HCIl-behandelten
Titanpartikeln

100,00%

6,88%

12,08%

2,15%

343%

234%

3.04%

1.72%

242%

Extinktion

Konzentration [pg]

Mittelwert

Standardab-
weichung [%]

MTT-Test nach 72h
mit Titanpartikeln
ohne
HCI-Behandlung

1237%

1334%

1162%

14,13%

5.14%

420%

6,10%

14.70%

10,34%

Extinktion

Wet2 | Wer3

Mittelwert | Zellvitalitat [%]

Standardab-
weichung [%]

Konzentration [pg]
0

MTT-Test nach 96h
mit HCIl-behandelten
Titanpartikeln

100,00%

7.38%

9.90%

496%

549%

562%

2.26%

4.12%

731%

3,14%

Extinktion

Wet2 | Wer3

Mittelwert | Zellvitalitat [%)]

Standardab-
weichung [%]

Konzentration [pg]
0

MTT-Test nach 96h
mit Titanpartikeln
ohne
HCI-Behandlung

0,469

. 10000%

1,30%

3.83%

3.12%

299%

478%

4.06%

5.34%
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10.1.2. LDH-Test

Extinktion

Konzentration [pg]

Mittelwert

Vytotoxizitat [%

Standardab-
weichung [%]

0,00%

3.09%

231%

163%

087%

286%

657%

3.84%

469%

1,70%

LDH-Test nach 72h
mit HCl-behandelten
Titanpartikeln

Extinktion

Konzentration [pg]

Mittelwert

Vytotoxizitat [%

Standardab-
weichung [%]

[ wet2 [  wen3

0,00%

9.29%

561%

0597%

1.75%

518%

205%

1.48%

432%

1,70%

LDH-Test nach 72h
mit Titanpartikeln
ohne
HCI-Behandlung

Extinktion

Konzentration [pg]

[ wet2 [  wen3

Mittelwert

Vytotoxizitat [%

Standardab-
weichung [%]

0,00%

6.81%

5.28%

1.44%

219%

0.28%

4 46%

1.29%

085%

1.37%

LDH-Test nach 96h
mit HCI behandelten
Titanpartikeln

Extinktion

Konzentration [pg]

Mittelwert

Vytotoxizitat [%

Standardab-
weichung [%]

[ wet2 [  wen3

0,00%

261%

360%

098%

1.99%

2,16%

417%

452%

1.48%

1.37%

LDH-Test nach 96h
mit Titanpartikeln
ohne
HCI-Behandlung
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10.1.3.

Kanzentration der

Trypanblau-Test

lebende Zellen

tote Zellen

Gesamtzellzahl

Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 | Zahlwert 2 | Zellzahl fml] Zahlwert 1 | Zahlwert 2 |Zellzahl fml|  Zellzahl /ml [Uberlebende [%]
0 : 40 105000 | P12 28750 133750 | 7850%
0,1 4160000 2e9s0 | 16550 T 7921%
1 33 81250 22500 103750 78,31%
0 PLIN - ITEO PTG AT 7164%
500 14 38750 23750 62500 62,00%
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 | Zahlwert 2 | Zellzahl fml] Zahlwert 1§ Zahlwert 2 |Zellzahl fml|  Zellzahl /ml [Uberlebende [%]
0 40 45 106250 5 : 4 11250 117500 90,43%
0,1 :
1
10 |
500 23 19 52500 9 12 26250 78750 66 67 %
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
B Partikel [pg/ml] Zellzahl fml Zellzahl /ml Zellzahl /ml [Uberlebende [%)]
Trypanblau-Test 0 10 000, ol 25625 | 6408%.
nach 72h mit o1 91875 18626 107500 | 85.47%
HCI -behandelten L S 86875 ..20000 108875 ... 81.29%
- . 10 Bes7s 1 25625 92500 7230%
Titanpartikeln £iid 45625 25000 70625 B4 0%
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 | Zahlwert 2 | Zellzahl fml] Zahlwert 1 | Zahlwert 2 |Zellzahl fml|  Zellzahl /ml [Uberlebende [%]
0 : 47 115000 ) 8 i 7. 18750 133750 | 8598%
0,1 13 ggsnn | e TR T 12500 | rioong T 8864%
1 38 91250 | 5 : 6 13750 105000 86,90%
0 7N ] I 22600 | XTI 76,00%
500 20 53750 12 : 11 28750 82500 65,15%
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 | Zahhwert 2 | Zellzahl fml] Zahlwert 1§ Zahlwert 2 [Zellzahl fml]  Zellzahl /ml [Uberlebende [%]
0 45 47 115000 a8 : 7 18750 133750 8598%
0,1 :
1
10 :
500 66 67 %
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
B Partikel [pg/ml] Zellzahl fml Zellzahl /ml Zellzahl /ml [Uberlebende [%)]
Trypanblau-Test 0 dooss o633 | ior9te | E371%
nach 72h mit (I giger cricTi I T L A 0 72
Titanpartikeln ohne 110 ....... ggggg ‘3‘23?3
HCI-Behandlung 500 SH A 45000 114167 BO5a%
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Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 Zahlwert 2 | Zellzahl fml| Zahlwert 1 ¢ Zahlwert 2 [Zellzahl /ml] Zellzahl /ml_|Uberlebende [%)]
0 25 i 26 63750 ) 7 P 5 15000 78750 8095%
o % 3 61250 | A 20000 gizs0 T 75,36%
1 18 25 53750 | 8 5 1 16250 70000 | 7679%
0 I - aige | e I I . Baso0 T 65,00%
500 5] 12 22500 10 5 20000 42500 52 94%
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 | Zahlwert 2 | Zellzahl fml] Zahlwert 1 | Zahlwert 2 |Zellzahl fml|  Zellzahl /ml [Uberlebende [%]
0 36 37 91250 : 78,49%
0,1 37 88750
1 27 72500
10 29 768750 | ‘
500 37 38 93750 27 35 77500 171250 54,74%
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] Zellzahl /ml Zellzahl /ml Zellzahl /ml_|Uberlebende [%)] Trypan blau-Test
0 20000 1
0,f o 25625 nach 96h mit
110 g?ggg ....... HCI -behandelten
£00 ag7E0 106875 £4.35% Titanpartikeln
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 Zahlwert 2 | Zellzahl fml| Zahlwert 1 ¢ Zahlwert 2 [Zellzahl fml] Zellzahl /ml_|Uberlebende [%]
0 35 i 32 83750 g ; 8 20000 103750
(I 29 28 71250
1 24 28 65000 |
o 2 2 20| egea
500 16 15 38750 52 54%
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] | Zahlwert 1 | Zahhwert 2 |Zellzahl fml] Zahlwert 1 | Zahlwert 2 [Zellzahl fml|  Zellzahl /ml [Uberlebende [%]
0 37 |..go0m0 10| emm | tis00 [ B00%
01 29 71250 1 7037
1 25 65000 67 53Y%
10 27 62500 | 17 i 15 | 40000 ) 102500 | 60,98%
500 12 35000 51,85%
Kanzentration der lebende Zellen tote Zellen Gesamtzellzahl
Partikel [pg/ml] Zellzahl fml Zellzahl /ml Zellzahl /ml [Uberlebende [%)] K
T 86875 21250 Trypanblau-Test
T 7igsp 26675 nach 96h mit
110 ..... g.gggg ggggg ....... Titanpartikeln ohne
R 1 e [ S o = :21 = HCI-Behandlun g
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