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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Metallische Implantate spielen in der heutigen Medizin eine wichtige Rolle. Sei es,
dass auf Grund von Unféallen Knochen mit Hilfe von Implantaten reponiert und
fixiert werden oder, dass ganze Gelenke, z. B. bedingt durch Verschlei® oder
irreparable Fraktur, ausgetauscht werden mussen. Hierbei sind insbesondere
Knie- und Huftgelenke zu erwahnen. Um durch solche Transplantate eine
Knochenstabilitat und/oder  Gelenkfahigkeit  zu erreichen, mussen
Implantatmaterialien gewisse Forderungen erflllen, die als Normen fur Implantate
nach DIN ISO definiert sind. Dazu gehdren Stabilitdt, mechanische Belastbarkeit
und Korrosionsbestandigkeit ebenso wie Biokompatibilitat, die unter anderem in
der DIN ISO Norm 10993-5 [Normenausschuss, siehe Lit. 51] definiert ist. Diese
Norm umfasst allgemeine Richtlinien zur in vitro-Zytotoxizitatsprufung von
Implantatmaterialien und schlagt unter anderem den direkten Materialkontakt der
Testzellen, die Verwendung von etablierten Zelllinien, die Art der Sterilisierung der
Probenkorper sowie die Verwendung frischen Mediums vor. Ferner werden
Vorschlage zur Wahl von Materialien zur Positiv- und Negativkontrolle unterbreitet.
Die Zytotoxizitatsbestimmung soll sowohl qualitativ, durch Bewertung der Zellen
im mikroskopischen Vergleich, als auch quantitativ erfolgen, indem eine
Wachstumskurve erstellt wird. Wenn gleich die Vorschriften zur Dauer solcher
Tests und zu einzelnen Verfahren vergleichsweise weit gefasst sind, wird
hervorgehoben, dass die Wahl der Testzellen stets im Hinblick auf den
angestrebten Einsatz des Materials zu begrinden ist. Demgemaly wurden in
dieser Arbeit, die sich mit den Eigenschaften eines neuen nickelfreien Stahls
(P2000) beschaftigt, der fur den Einsatz in Hartgewebe besonders geeignet

erscheint, Versuche mit Knochenzelllinien unternommen.
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1.1 Eigenschaften von 316L-Stahl

Derzeit werden fur Implantate, die besonders hohen mechanischen Belastungen
ausgesetzt sind (kunstliche Huften, Schulter- und Kniegelenke), nickelhaltige
Stahle eingesetzt. Das als AISI 316L-Stahl (Nummer: 1.4441) bezeichnete
Material gilt als biokompatibel, das heiflt, es beeintrachtigt nicht das Uberleben
und die Funktion direkt angrenzender Zellen (siehe 1.5 zur Definition der
Biokompatibilitat). Er besteht vor allem aus Eisen mit festgelegten Anteilen von
Chrom, Nickel und Molybdan (X2CrNiMo 18-15-3) und zeichnet sich durch hohe
Stabilitat, Korrosionsbestandigkeit und Belastbarkeit aus.

Implantate, bestehend aus 316L-Stahl, werden seit langem erfolgreich in der
Chirurgie und der Orthopadie eingesetzt, obwohl nickelhaltige Implantations-
materialien, wie 316L-Stahl, in der Diskussion stehen, allergische und toxische
Reaktionen auszuldésen [Hildebrand et al. 1989, Lewis and Sunderman 1996, Mc
Kay et al. 1996, Koster et al. 2000, Hillen et al. 2002, Gawkrodger 2003]. Eine
Freisetzung von zytotoxischem Nickel aus solchen Implantaten konnte besonders
durch Partikel erfolgen, die zum Beispiel durch Abrieb artikulierender Flachen
entstehen. Metallische Abriebpartikel, die in der Nahe des Implantationsortes von
Makrophagen phagozytiert und verschleppt werden, sind daher in jingster Zeit ins
Zentrum vieler Untersuchungen gertckt [Garrigues et al. 2005]. Aber auch
freigesetzte Metalle kbnnten moglicherweise zur Entstehung lokaler Entziindungs-
reaktionen oder allergischer Reaktionen beitragen, die im Zusammenhang mit
nickelhaltigen Implantaten beobachtet wurden [Rosenberg et al. 1993;
Gawkrodger 2003].

Im Weiteren wird 316L-Stahl ebenfalls in der Kérperschmuckindustrie eingesetzt
und zwar im Rahmen von Piercings. Laut Gesetzlage (LMBG 7. Verordnung) darf
er jedoch nicht als ,Ersteinsatz®, also in noch offene Piercingkanale, sondern nur
nach erfolgtem Abheilungsprozel (Epithelisierung des Kanals) eingesetzt werden
[Referenz 31]. Im Gegensatz hierzu darf 316L-Stahl jedoch im direkten Knochen-

kontakt implantiert werden.
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1.2 Zytotoxische Reaktionen auf Stahl und Metalle

Lokale und systemische Korrosionsprodukte sowie eine damit verbundene
Freisetzung von Metall-lonen aus Implantaten [Michel et al. 1991, Lugowski et al.
1991, Pierini et al. 1999, Brayda et al. 2001] kdnnen zu allergischen Reaktionen
fuhren [Hillen et al 2002]. Im schlimmsten Fall kommt es durch Gewebe-
veranderungen zum Versagen des Implantats [Bischoff et al. 1994].

Fur einen Teil der in Implantaten enthaltenen Metalle bzw. Metall-lonen wurden
bisher klare, konzentrationsabhangige toxische Effekte beschrieben, die in vivo
zum Beispiel zu Nekrosen und Neoplasien fuhren kénnen [Doran et al. 1998,
Morais et al. 1998a, Morais et al. 1998b, Morais et al. 1999]. Dementsprechend
wurde in etablierten Zellkulturmodellen, z.B. unter Verwendung modifizierter
Osteoblasten, die ahnlich empfindlich auf Metalle und Metall-lonen reagieren wie
humane Osteoblasten, demonstriert [Macnair et al. 1997], dass zum Beispiel
Chrom VI und Nickel, aber auch Vanadium, bereits ab Konzentrationen von 5 uM
innerhalb weniger Tage zytotoxische Wirkungen entfalten. Diese Effekte zeigten
sich zum Beispiel durch eine Verminderung des Zellwachstums und eine
herabgesetzte Expression spezifischer Enzyme [McKay et al. 1996]. Es ist jedoch
hervorzuheben, dass diese Versuche mit Losungen von Metall-lonen durchgefihrt
wurden, die entweder als Chloride vorlagen [McKay et al. 1996], oder durch
anodische Oxidation gewonnen wurden [Morais et al. 1999]. Dabei geht man bei
letzterem Verfahren vereinfachend davon aus, dass die erzwungene Korrosion der
Stahle zu einem Gemisch von Metall-lonen fuhrt, wie es auch in vivo freigesetzt
werden konnte. Solche Versuche kdnnen jedoch keineswegs ausschliel3en, dass
auch geringere Konzentrationen von Metallen und Metall-lonen wesentliche
physiologische Parameter der Zellen verandern konnen, wenn sie uUber langere
Zeit einwirken [Bingmann et al. 1990].

Fir Knochenzellen werden daher seit neuerem auch spezifische Enzymaktivitaten
getestet, die zum Beispiel an der Ossifikation beteiligt sind. Diesen Uberlegungen
liegen Beobachtungen zugrunde, die zeigen, dass implantierte Stahle bisweilen
keinen direkten Knochenkontakt haben, sondern nach langerer Zeit von einer
bindegewebigen Einscheidung umgeben sind [Fini et al. 2003], die auf eine
Storung der lokalen Ossifikation deuten konnte. Vor diesem Hintergrund wurde

besonders uber die Messung von Alkalischer Knochenphosphatase berichtet
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[McKay et al. 1996]. Alkalische Phosphatase (ALP) wird wahrend der
Differenzierung von Osteoblasten in hohem Male gebildet und ausgeschuttet. Sie
tragt in noch unbekannter Weise zur Knochenbildung bei. Obwohl ALP auch von
vielen anderen Zellen exprimiert wird, ist dieses leicht nachweisbare Protein
neben Osteocalcin, Osteopontin und Kollagen Typ | ein fur Knochenzellen
charakteristisches Exoenzym. Einflisse von Metall-lonen auf die ALP-Aktivitat
wurden von McKay et al. [1996] beschrieben und ermdglichen das Auffinden
geringer Metall-lonen-Mengen. Aufbauend auf diesen Untersuchungen, wurde in
dieser Arbeit ein Verfahren zur Detektion von Metall-lonen etabliert, bei dem durch
Stimulation einer Knochenzelllinie (MC3T3-E1-Zellen) mit Bone Morphogenetic
Protein-2 (BMP-2) die Expression von ALP bedeutend verstarkt wird [Takuwa et
al. 1991], mit dem Ziel, die Nachweisgrenze fur Metall-lonen-Effekte zu

verbessern.

1.3 Nickelfreie Stahle

Eine Alternative zu 316L-Stahlen kdnnte — insbesondere vor dem Hintergrund der
viel diskutierten Nickel-Toxizitat - in nickelfreien Stahlen bestehen. Bei gleicher
Festigkeit ist zu erwarten, dass nickelfreie oder nickelreduzierte Stahle weniger
toxisch sind und keine allergischen Reaktionen hervorrufen, was die Zahl von
Implantatwechseln, besonders im Bereich des kunstlichen Gelenkersatzes,
vielleicht reduzieren konnte. Zu den derzeit verwendeten Alternativen zahlen
einerseits Stahle, die durch Aufbringen von passiven Cr,O; Schichten maskiert
werden [Thomann and Uggowitzer 2000], sowie Titan, dessen Biokompatibilitat
vor allem auf seiner passivierenden TiO.-Schicht beruht [Oshida and Myazaki
1991; Breme et al. 1998].

Nachteil dunner Metalloxid-Schichten ist, dass sie einer mechanischen
Beanspruchung maglicherweise nicht standhalten, so dass eine Freisetzung der
im Material enthaltenen lonen ebenfalls nicht dauerhaft verhindert werden kann.
Diese Schwierigkeiten (sowie die Kostenfrage) bedingen, dass derzeit auf Grund
guter mechanischer Voraussetzungen, akzeptabler Biokompatibilitat und
dokumentierten Standzeiten von im Durchschnitt 12-15 Jahren (persdnliche
Mitteilungen verschiedener Unfallchirurgen und Orthopaden), weiterhin haufig

nickelhaltiger Stahl verwendet wird [Disegi and Eschbach 2000; Schmidt et al.
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2001]. Eine aus materialkundlicher Sicht vielversprechende Alternative stellt
jedoch der nickelfreie Stahl P2000 dar.

1.4 Eigenschaften von P2000

P2000 (Nummer: 1.4452) besteht aus Chrom, Mangan, Molybdan und Stickstoff in
folgender Zusammensetzung: X13CrMnMoN 18-14-3. Er ist damit nominell
nickelfrei und zeichnet sich durch eine hohe Stabilitat sowie eine niedrige
Ermudungsrate aus [Suresh 1992, Tikhovski et al. 2003]. Der Stahl besitzt im
Vergleich zu 316L-Stahl und Kobalt-Chrom-Mangan ein Uberlegenes
Korrosionsverhalten [Koch et al. 2002], das durch einen hohen Stickstoffanteil von
etwa 1% erreicht wird. Auf Grund der Zusammensetzung des Materials lasst sich
vorhersagen, dass der Stahl bei Kontakt mit Wasser Ammonium (NH;) abgibt
(Prof. Fischer, personliche Mitteilung). Da Ammonium aufRerordentlich zytotoxisch
ist, die Menge des pro Zeiteinheit abgegebenen NH; aber unbekannt ist, konnte

dieser Umstand der Biokompatibilitat von P2000 widersprechen.
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1.5 Untersuchungssysteme

Ausgangspunkt dieser Doktorarbeit war zunachst die Untersuchung zellularer
Reaktionen auf P2000 im Vergleich zu nickelhaltigem 316L-Stahl und Polystyrol
(negativ Kontrolle, definiert nach DIN ISO Norm 10993-5). Da P2000 als
Implantatmaterial in Hartgewebe vorgesehen ist, wurden die Versuche vor allem
mit der etablierten [Sudo et al. 1986] Osteoblasten-artigen Zelllinie aus der Maus
(MC3T3-E1-Zellen), in Anlehnung an die DIN ISO Norm 10993-5, in vitro
durchgefuhrt.

Die Quantifizierung des Wachstums erfolgte im direkten Materialkontakt, um
mogliche Schadigungen z. B. durch freigesetzte Metallspezies' erfassen zu
konnen. Durch diese Versuche sollte zunachst festgestellt werden, ob es sich bei
P2000 um ein biokompatibles Material handelt. Biokompatibilitat ist hierbei nach
Wintermantel definiert als ,die Vertraglichkeit zwischen einem technischen und
einem biologischen System* [Wintermantel und Ha 1998].

Ausgehend von der Vorstellung, dass Nickel, wenn auch nur in begrenztem
Umfang, aus Implantat-Stahlen freigesetzt wird, wurden weitere zellphysiologische
Prozesse untersucht, auf die Nickel und andere Schwermetall-lonen nachweislich
Einfluss haben. Dazu gehdrt die oben genannte Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase (ALP), deren Aktivitat durch Metall-lonen reduziert werden kann
[McKay et al. 1996]. In dieser Arbeit werden Metall-Effekte auf ALP erstmals nach
BMP-2 Stimulation untersucht. BMP-2 ist ein Protein aus der TGF-3-Familie, das
die Expression der ALP und anderer knochenspezifischer Proteine (Osteocalcin,
Osteopontin, Kollagen Typ |) bei MC3T3-E1-Zellen und zahlreichen anderen

Knochenzelllinien heraufsetzt [Hazama et al. 1995; Hoffmann and Gross 2001].

! Bei der Bezeichnung Metallspezies wird von der Annahme ausgegangen, dass bei Kontakt mit
Wasser verschiedene Arten von Metallverbindungen wie Hydroxide oder lonen entstehen kdnnen,
die jedoch nicht ausdrtcklich genannt werden.
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Die BMP-2-Stimulation (Abb. 1) beruht auf einer Rezeptor-Bindung mit nach-
folgender Signalkaskade, die verschiedene Rezeptortypen, Phosphorylierungs-
schritte sowie die Beteiligung von Smad-Proteinen einschlieft.

Eine Beeinflussung durch Metallspezies erschien daher auf mehreren Ebenen
mdglich und wurde fur Zinkfingerproteine, die unter dem Einfluss von BMP-2 in
dieser Kaskade als Transkriptionsfaktoren auftreten (ClZ), bereits gezeigt. [Sarkar
1995; Conte et al. 1996]. Daher bot die BMP-2 Stimulation der ALP zahlreiche
mogliche Angriffspunkte fur Schwermetall-lonen und erschien fur eine Beurteilung

der Biokompatibilitat besonders geeignet.

type |l type |

Zellmembran

Zellkern

[Modifiziert nach Ebendal et. al.
und Shen et al.]

Transkription

Abbildung 1: BMP-2 Signalweqg

BMP-2 bindet an membransténdige Rezeptoren (Typ | und Il). Durch Dimerisierung des Rezeptors

[Nohe et al. 2002], Phosphorylierung von Rezeptor-Proteinen und Interaktion mit Zelltyp-
spezifischen Smad Proteinen wird das Signal schlie8lich mittels eines nucleo-cytoplasmatischen
Shuttle-Proteins (CIZ: cas-interaction zinc-finger protein, [Shen et al. 2002]) in den Zellkern
weitergeleitet, wo eine spezifische mRNA-Transkription eingeleitet wird [Hoffmann and Gross
2001]. Im Verlauf von Tagen kommt es so zur gesteigerten Expression von knochentypischen
Proteinen. Andere Autoren berichten zusétzlich von einer Beteiligung des p38 MAPK-Wegs [Nohe
et al. 2002]
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Ein weiteres System, auf das Nickel-lonen Einfluss nehmen, sind Calciumkanale
der Zellmembran (Abb. 2), die bei einer Leerung intrazellularer Calciumspeicher
(ICS) geoffnet werden und einen sogenannten Calcium Release Activated
Calcium Current (CRAC) ermdglichen [Hoth und Penner 1993]). Die Durch-
lassigkeit solcher CRAC-Kanale kann indirekt durch Messungen der intrazellularen
Calciumkonzentration ermittelt werden. Dazu nutzt man klnstlich herbeigeflihrte
transmembranése Calciumgradienten nach Offnung von CRAC-Kanalen durch
Thapsigargin?, das zur irreversiblen Leerung der ICS fuhrt (Abb. 2, 2.4.3).
(a)

. Hormone
PTH

5 o

b)

Calcium gER
Freisetzun
£ s ATs2 (e)
(c) C alcium
R elease
A ctivated
C hannels

05 ATIIezo 5 5 S+
N F

Abbildung 2:
Mechanismus der Calcium Release Activated Current Channels-Offnung:

Extrazelluldre Botenstoffe, zum Beispiel Parathormon (PTH), binden an spezifische Rezeptoren
(a), was zur Leerung der Calciumspeicher des glatten endoplasmatischen Retikulums (gER, (b)
und zum Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration (Ca?'i) fiihrt. Das gER besitzt in
seiner Membran Thapsigargin sensitive Ca®*-ATPasen (SERCA-ATPasen /smooth
endoplasmatic reticulum calcium ATPase, (c)), die die Speicher wieder auffiillen. Die in der
duBeren Zellmembran befindlichen Ca®*-ATPasen (d) pumpen bei erhGhter intrazellulérer
Calciumkonzentration Calcium unter ATP-Verbrauch aus der Zelle. Die intrazelluldre
Calciumkonzentration wird daher vor allem von der Affinitdt der Ca**-ATPase zum Calcium
bestimmt. Durch die Entleerung des Calciumspeichers werden auf noch unbekanntem Wege
Kanéle in der du3eren Membran gedfinet, die diesem Voorgang entsprechend (e) als “Calcium
Release Activated Current” (CRAC) -Kanéle bezeichnet werden. Ihre Aufgabe scheint darin zu
bestehen, die intrazelluldre Calciumkonzentration voriibergehend zu erhéhen, so dass die

SERCA-ATPasen (c) die Calciumspeicher wieder auffiillen kénnen.

2 Thapsigargin ist eine Substanz, die in der Lage ist, ATPasen vom SERCA-Typ zu blockieren.
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Der Vergleich von CRACs bei Zellen auf nickelhaltigem 316L-Stahl und
nickelfreiem P2000 war in dieser Arbeit von besonderer Bedeutung, da bekannt
ist, dass der Calciuminflux durch CRAC-Kanale an Osteoblasten-ahnlichen Zellen
durch Nickel gehemmt wird [Wiemann et al. 1998].

Da der intrazellulare pH-Wert (pH)) eine wichtige Basisgrofle im
Stoffwechselgeschehen von Zellen ist und P2000 an seiner Oberflache NH;
freisetzt, wurde der “steady state“ pH; und die pH-Regulation gepruift. Fur diese
Untersuchungen wurde die sog. Ammonium Prapuls-Methode [Roos and Boron
1981] erstmals auf Zellen in direktem Materialkontakt angewandt. Dabei wird
durch eine kurze Applikation von NH4Cl zunachst der pH; in alkalische Richtung
(Einwartsdiffusion von NHj3), dann in saure Richtung (Auswartsdiffusion von NHs)
verschoben (siehe Abb. 3). Da an der pHi-Regulation von Knochenzellen Natrium-
Protonen-Austauscher (NHE) sowie Na®-abhangige CI/HCOs;  Austauscher
(NCBE) beteiligt sind, wurden Versuche sowohl in bicarbonatfreier, als auch in
bicarbonathaltiger Losung durchgefuhrt, um mogliche Metall-Effekte auf beide
Systeme getrennt bewerten zu kdnnen. DarUber hinaus gibt die pHi-Verschiebung
beim Einwaschen von NH4Cl Auskunft Uber die intrazellulare Pufferkapazitat der

Zellen.

Zeit in Sekunden
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

6,2 L L
Uberschiel’ende

6.4- Azidose Séaureausschleusung

Steady state pH; \ ApH/A t

6,61

6,81

7,

7,2 Pufferkapazitat

intrazellularer pH-Wert

74

7,87 NH,CI, 20mmol/l (3 min)

7,8-

Abbildung 3: Idealisierter Verlauf einer pHi-Messung mit der Ammonium-
Prépuls-Methode
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1.6 Fragestellungen

Aufbauend auf die eben genannten Uberlegungen wurden folgende

Fragestellungen untersucht:

1) Ist P2000-Stahl ein biokompatibles Material?

2) Welche Effekte von Schwermetall-lonen auf BMP-2 induzierte ALP-Aktivitat
treten auf?
Sind ahnliche Effekte auf nickelfreiem bzw. nickelhaltigem Stahl
zu beobachten?

3) Ist die Funktion von CRAC-Kanalen bei Zellen auf 316L- bzw. P2000-Stahl
beeintrachtigt?

4) Ergeben sich Anderungen der pH-Regulation durch den Kontakt mit

nickelfreiem bzw. nickelhaltigem Stahl?

10
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2. Material und Methoden

2.1 Probenkorper

2.1.1 P2000
P2000

(Nummer:
1.4452),
bestehend
aus
Chrom,

Mangan,

Abbildung 4: Probenkorper aus . :
P2000 (35 mm @) Molybdan und Stickstoff (X13CrMnMoN 18-14-

3) wurde als kalt-verfestigtes und
l0sungsgegluhtes Material in  Form von
Rundstaben (35 mm[l), von der
Werkstofftechnik der Universitat Duisburg-
Essen (Prof. Fischer) zur Verfligung gestellt,
die auch die Rauhigkeit bestimmte. Je
niedriger der R.-Wert, umso niedriger ist die
Rauhigkeit. FUr kaltverfestigten, elektropolierten P2000-Stahl lag der R.-Wert nach
Bearbeitung der Probenkorper bei 1,54, fur kaltverfestigten bei 3,24 und flr
l6sungsgegluhten bei 0,59. Fur Zellkulturtests in 96-well Platten stand nur
|I6sungsgegluhtes Stangenmaterial (5 mm[J) zur Verfligung. Von allen Rundstaben
wurden dinne Scheiben, mit einer Dicke von 1,5 - 2 mm, in der Werkstatt des
Universitats-Klinikums Essen abgestochen. Jeweils die Halfte der so gewonnenen

Probenkorper wurde elektropoliert (siehe 2.1.3, R.-Wert: siehe oben).

2.1.2 316 L-Stahl

Als weiteres
Testmaterial
wurde 316
L-Stahl,

bestehend

Abbildung 5: Probenkérper 11
aus P2000 (35 mm @)
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aus Chrom, Nickel, Molybdan wund Eisen
(X2CrNiMo 18-15-3, AISI 316L, No. 1.4441,
Sandvik AG Luzern, Schweiz) verwendet. Der R,
Wert fur kaltverfestigten, elektropolierten 316L-
Stahl lag bei 1,86, fur kaltverfestigten bei 3,45
und flr l[6sungs-

gegluhten bei 3,33.

Dieser Stahl wurde ausgewahlt, da es sich hierbei um einen haufig genutzten
Implantatstahl handelt, der im Gegensatz zu P2000 nickelhaltig ist. Dieser Stahl
wurde ebenfalls von der Werkstofftechnik der Universitat Essen (Prof. Fischer) in
Rundstaben, mit dem gleichen Durchmesser wie P2000 (35 mm), in beiden
Qualitaten (I6sungsgegluht und kaltverfestigt) geliefert. Diese wurden, ebenso wie
P2000, in dinne Scheiben, mit einer durchschnittlichen Dicke von 1,5-2 mm, in
der Werkstatt des Klinikums abgestochen. Jeweils eine Halfte der Probenkdrper
wurde elektropoliert (siehe 2.1.3). Fur Untersuchungen zu intrazellularen H*- und
Ca*-Konzentrationen wurden rechteckige Probenk&rper (15 mm X 10 mm, Dicke
1,5-2 mm) verwendet, die aus 316L-Flachmetall (BalTec AG Pfaffikon) aus-
gestanzt worden waren und von Prof. Jennissen (Universitat Duisburg-Essen) zur

Verfligung gestellt wurden.

2.1.3 Behandlung der Probenkorper

Um oberflachliche Verunreinigungen zu entfernen, wurde ein Teil der
Probenkorper zunachst mit einer speziellen Loésung (Polier- und
Entgratungselektrolyt fur rostfreien Stahl, Firma Graul, 75417 Muhlacker), bei ca.
70°C, fur 15 Sekunden elektropoliert und anschlieRend mit Aqua bidest Uberspult.
Danach erfolgte eine Reinigung mit Ethanol und Acetat. Aus den oben
beschriebenen Materialien entstanden insgesamt die in Tabelle 1 aufgeflhrten

Probenkdrper:

12
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P2000 316L
I6sungsgegliiht kaltverfestigt I6sungsgegluht kaltverfestigt
e.p. e.p. e.p. e.p.
J 5mm 9 14 / / / / / /
& 35mm 3 4 4 5 5 5
10 mm x 15 mm / / / / 9 / / /

Tabelle 1: Probenkérper (e.p.: elektropoliert)

Alle Probenkdrper wurden vor Gebrauch in 5%iger Salpetersaure (HNOj) im
Wasserbad bei 82°C, 1 Stunde gekocht (Siedepunkt HNO?® bei 80°C), griindlich
mit Aqua bidest (mindestens. 3 x 10 min.) gespult, mit Aceton und Ethanol (3 x
10min) entfettet, getrocknet und anschlieRend 3 Stunden bei 180 - 210°C

sterilisiert.

2.1.4 Polystyrol

MC3T3-E1-Zellen wurden in Kulturflaschen aus Polystyrol (cellstar®, tissue culture
flasks, DNAse and RNAse free) kultiviert. Polystyrol der gleichen Qualitat diente
als Negativ-Kontrolimaterial (ohne zytotoxische Reaktion), allerdings wurden in
den Versuchen 6-wells (Katalognummer: 657 160, greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen) und Petrischalen mit 0 35 mm von cellstar® (Katalognummer:
627 160 greiner bio-one GmbH, Frickenhausen) sowie 96-wells von falcon®
(Katalognummer: 35-3072, Becton Dickinson Labware Europe, Franklin Lakes,
NJ, USA) benutzt.

2.2 Zellkultur

2.2.1 MC3T3-E1- Zellen
Bei der etablierte Zelllinie MC3T3-E1 [Sudo et al. 1986] handelt es sich um

Osteoblasten-artige Zellen aus der Maus. MC3T3-E1-Zellen wurden unter
Zellkulturbedingungen (35°C, 5% CO,) in a-MEM (alpha Modification of Minimum
Essential Medium Eagle) gehalten. Dem Medium waren 2 mmol/l Glutamin, 50
[.U./ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin, sowie 20% (v/v) fetales Kalberserum
(FCS) zugesetzt. Die Zellen wurden 1-mal wdchentlich trypsiniert. Dazu wurden

sie zweimal kurz mit je 3 ml Mosconapuffer gewaschen, anschlieBend mit 1,5 ml

13
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Trypsin-EDTA fur 30 Sekunden Uberschichtet und nach Absaugen der Trypsin-
Lésung fur 2,5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden anschliel3end
in Medium suspendiert, auf drei 50 ml Flaschen verteilt und erneut ausgesat
(Erhaltungskulturen). Das Medium wurde 3-mal wochentlich erneuert. Fur die
Versuche wurden Zellen der Passage 9-20 eingesetzt [Chung et al. 1999].
(Abbildung 6)

2.2.2 Nickeladaptierte MC3T3-E1-Zellen

Bei Langzeittestungen (siehe 3.2) stellte sich heraus, dass MC3T3-E1-Zellen trotz
Zusatz vergleichsweise hoher Nickel-Chlorid-Konzentrationen zum Medium
uberleben. Diese Zellen wurden in Anwesenheit von 50 yM Nickel-Chlorid (bei
dieser Konzentration war in vorausgegangenen Studien die Zellzahl halbiert
worden [Vorpahl et al. 2001]) wie normale MC3T3E1-E1-Zellen weiter kultiviert,
auf Grund ihres verzogerten Wachstums jedoch nur etwa einmal wochentlich
passagiert. Diese als “nickeladaptiert bezeichneten MC3T3-E1-Zellen wiesen u.a.
feine fadige Auslaufer auf (Abbildung 7) und wurden flr Versuche zur Toxizitat von

Nickel und Zink eingesetzt.

2.2.3 Knochenmark-Stromazellen (hBMSC)

Fir einige Untersuchungen wurden uns von der Abteilung fir Hamatologie (Prof
Duhrsen) der Universitat Duisburg-Essen menschliche  Knochenmark-
Stromazellen (hBMSC) zur VerflUgung gestellt, die aus heparinisiertem
Knochenmark eines “Non-Hodgkin Lymphoma“ Patienten nach einem
Standardverfahren gewonnen wurden [Studeny et al. 2002]. Die Zellen wurden in
einem Ficoll-Gradienten separiert und in IMDM (Iscove’'s modified Dulbeccos
medium, Gibco), in Anwesenheit von 15% FCS, wieder aufgenommen. 10 ml (ca.
2 x 10° Zellen) dieser Zellsuspension wurden in eine 25 ml Kulturflasche tberfiihrt
und fur drei Tage inkubiert. Durch kurzes Waschen mit PBS wurden nicht-
adharente Zellen anschliellend entfernt. Nach weiteren sieben Tagen in IMDM
erfolgte die Bildung von Zellkolonien. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die
Zellen durch Trypsinierung (s.0.) nur noch einmal passagiert und anschlielend fur

Untersuchungen zur Wirkung von BMP-2 eingesetzt.

14
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Abbildung 6:
MC3T3-E1 Zellen auf Polystyrol

Abbildung 7 :
Nickeladaptierte MC3T3-E1
Zellen auf Polystyrol

15
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2.3 Verwendete Substanzen und Lésungen

2.3.1 Substanzen

BCECF-AM 2°,7"-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6-)- Molecular Probes, B-1170,
carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester Leiden, NL
BMP-2 Bone Morphogenetic Protein-2, Prof. W. Sebald, Wurzburg
Stammlésung: 0,1mg/ml
Calcein AM Calcein-AM Molecular Probes, Leiden,
NL
Chrom (lll)- CrCl3 x 6 H,0, MW: 266,45; min. 95% Merck, Art. Nr. 2487,
Chlorid Darmstadt
Dipyridol 2,2 Dipyridol, MW: 156,5 Sigma, D-7505,
Taufkirchen
DMSO Dimethyl Sulfoxide, C:HsOS, MW: 78,13 Sigma, D-8779,
Taufkirchen
DTPA N,N-bis Sigma, D-6518,
2(bis[carboxymethyllamino)ethyl]glycerine Taufkirchen
Pentetic acid, MW: 393,3
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure Sigma, Taufkirchen
Eisen (ll1)- FeCls; x 6 H,O, MW: 270,30; min. 99% Merck, Nr. 3943,
Chilorid Darmstadt
FCS Fetale Kélberserum ICN, Meckenheim
Fura Fura-2 AM, 4 mM Fura-2 in DMSO Molecular Probes F-1201,
Leiden, NL
Mangan- MnCl; x 4 H,O, MW:197,9; min. 99% Sigma, M-3634,
Chlorid Taufkirchen
Molybdan- MoCls, MW: 273,21 Aldrich Chem. Co, Art. Nr.:
Chilorid 24,193-8, Milwaukee, USA
MTT Thiazolyl Blue, MTT Sigma, Taufkirchen
Nickel-Chlorid | NiCl; MW: 237,71; min. 98% Merck, Art. Nr.: 6717,

Darmstadt

Phenantrolin

1,10-Phenantrolin, MW: 180,21
(Schmelzpunkt: 114-117°C)

Aldrich Cat. No: 13,137-7,
Milwaukee, USA

p-Nitrophenyl

p-Nitrophenyl phosphat

Sigma, 104S, Taufkirchen

phosphat

SDS Natriumdodecylsulfat Sigma, Taufkirchen
Thapsigargin |5 mM in DMSO. Sigma, Taufkirchen
Trypsin Trypsin Sigma, Taufkirchen
Zink-Chlorid ZnCl;, MW: 136,28; min. 98% Merck, Art. Nr. 8816,

Darmstadt
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Tabelle 2: Substanzen
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2.3.2 Losungen

a-MEM Alpha Modification of Minimum Essential Medium mit
Natriumbicarbonat und Earles Salzen (ICN Biomedicals Inc.,
Aurora, OH, USA)

ACSF 40,0314 g NaCl, 1,120 g KCl, 1,602 g MgSO4 x 7 H20, 0,850 g

KH2PO4, 5,4605 g NaHCOs3, 9,908 g Glucose, 8,75 ml 1M CaCl-
Lsg. auf 5000 ml aqua bidest

ALP-Substratlésung

40 mg p-Nitrophenylphosphat in 10 ml Aqua bidest I16sen, 1:1
mit Trispuffer 100mM, pH 10,3 mischen

Fixierlésung 2ml 10%iges Paraformaldehyd-Lésung, 5 ml Phosphatpuffer
0,2 M, 3 ml Aqua bidest

HBS 4,09 g NaCl, 0,112 g KCl, 0,16 g MgSO., 0,085g KH-PO., 0,99
g Glucose, 1,19 g HEPES, 0,133CaCl. in 500 ml Aqua bidest,
pH 7,4

IMDM Iscove's modified Dulbeccos medium

Lysispuffer Stamml6sung: 100ml Dimethylformamid (DMF), 100ml Aqua

bidest, 40 g Sodiumdodecylsulfat (SDS), 2.5ml 80%ige
Essigsaure, 2,5 ml 1N HCI

Moscona Puffer

4,0 g NaCl, 1,0 g Glucose, 0,5 g NaHCOs, 0,15 g KCL, 0,025 g
NaH:PO., 0,0125 g KH,PO4 in 500 ml Aqua bidest

MTT-StammIdsung

0,5 mg Thiazolyl Blue (MTT) pro ml HBS

PBS

8,67 g NaCl, 1,15 g Na,HPO. x 2H;0, 0,2 g KCl, 0,2 g KH,PO,
in 1000 ml Aqua bidest

Phosphatpuffer

4 Teile Na;HPO, zu 1 Teil NaH,PO. , pH 7,4

Tris-puffer

100 mM Tris/HCI, pH 10,3

Trypsin-EDTA

0,25 g Trypsin, 0,1 g EDTA in 500ml PBS

Tabelle 3: L6ésungen
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2.4 Versuchsdurchfiihrung

2.4.1Zellmorphologie und Wachstumskurve

Zur Bestimmung der Zell-Proliferation und Analyse der Morphologie wurden
MC3T3-E1-Zellen auf P2000-Probenkérpern (& 35mm) in Petrischalen ausgesat.
Die Probenkorper bedeckten dabei ca. 99% des Petrischalenbodens. Nach
dreitagigem Wachstum in direktem Materialkontakt (Polystyrol und P2000) erfolgte
die Farbung der Zellen mit Calcein AM (1 pg/ml Medium), einem Zellfarbstoff zur
Fluoreszenzmikroskopie, mit einer Beladungszeit von 30 min. Anschliel3end
wurden die Zellen in HBS Uberfuhrt und mit einem Auflicht-Fluoreszenzmikroskop
(Olympus Bx50Wi) betrachtet, das mit einem Filtersatz flr Fluorescein-
Fluoreszens und einem Wasserimmersionsobjektiv (20-fach) ausgestattet war.
Fotografien entstanden mit einer digitalen Kamera, die Teil eines Nikon-
Bildanalyse-Systems war (Nikon Lucia).

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurde ein standardisierter MTT-Test in 96-
well-Platten durchgefihrt [Lindl 2000]. Dazu wurden 20 pyl MTT-Stammlésung (0,5
mg MTT pro ml HBS) zu 100 pl Medium jeder zellhaltigen Vertiefung pipettiert.
MTT wird durch den oxidativen Stoffwechsel in Mitochondrien zum roten,
unloslichen Formazan reduziert. Nach 30 min Inkubationszeit wurden die Zellen
dreimal mit HBS gewaschen, anschlielend trocken gesaugt und tUber Nacht mit
100 pl Lysispuffer inkubiert. Die Konzentrationsbestimmung des so geldsten
Formazans erfolgte bei einer Wellenlange von 570nm/630nm. Die Umrechnung
der Messwerte in Zellzahlen wurde anhand einer zuvor erstellten Eichkurve
vorgenommen (Abbildung 8), fur die eine Neubauer-Zahlkammer eingesetzt

wurde.

actimmiine~ A

Zore D ac
U1 I_JUOI.IIIIIIIUIIH \V v fe)
P2000-Platchen (5 mm ) in die Vertiefungen ¢iner 96-well Platte eingelegt, |die
den gesamten Boden bedeckten (Abbildung 9).

0.8 1 Als Positiv-Kontrolle mit
0,7 -
0,6 - zytotoxischer Reaktion) diente Zum

0,5 1
0,4
0,3 1
0,2 1
0,1 1

0 w \ ‘

0 10 20 30
Zellzahl pro well X 10°

einen ein Zusatz von 0,05% (w/v)

MTT (OD 570/630)
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NaN; zum Zellkulturmedium, zum anderen wurden Plattchen aus Kupfer
eingebracht (5 mm ), die ein Absterben der Zellen innerhalb weniger Stunden
induzierten. Allerdings interferierte Kupfer mit der anschlielenden Formazan-
Bildung, so dass der NaNs-Kontrolle der Vorzug gegeben wurde. Als Negativ-
Kontrolle diente das Polystyrol-Material der 96-well Platte. Zu Beginn des 3-
tagigen Tests wurden die MC3T3-E1-Zellen in einer Dichte von ca. 1000 Zellen
pro Vertiefung ausgesat. Das MTT-Signal wurde nach 20, 44,5, 69 und 92

Stunden bestimmt.

Abbildung 8: Eichkurve zur Bestimmung FiUr eine Langzeitiberprifung des Zellwachstums in
der Zellzahl mittels MTT-Test . .
Abbildung 9: irektem Metallkontakt wurden grélere

PrVersuchsaufbau in einer 96- 1) in Petrischalen aus Polystyrol gegeben, so dass
WiWell Platte (links Polystyrol,
Mitte elektro-polierte P2000-
(3Scheiben, rechts unpolierte  I6sungsgegliht, P2000 kaltverfestigt, P2000
I(.j:PZOOO- Scheiben).

Ne S dden der Polystyrol-Petrischalen. Um den Einfluss

v

1 der Schale bedeckt war. Von jeder Stahlqualitat

veils vier Probenkorper parallel getestet. Als

von Nickel unter diesen Bedingungen richtungweisend zu prufen, wurde dem
Medium in einem weiteren Ansatz 50 uM Nickel-Chlorid zugesetzt. Die Aussaat
der Zellen erfolgte in 4 ml a-MEM, die Zellzahl betrug dabei 380.000 Zellen pro
Ansatz (etwa 50% konfluent). Bei diesem Test erfolgte die Bestimmung der uber
sechs Wochen anwachsenden Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Kammer. Ziel
war, die Zellen im Materialkontakt moglichst lange unter Wachstumsbedingungen
zu halten (log-Phase). Daher wurde jede Probe in Abstanden von sieben Tagen
vollstandig trypsiniert; ein Viertel der Zellsuspension wurde auf das jeweilige
Probenmaterial zurick pipettiert, auf ein Gesamtvolumen von 4 ml mit Medium
(aMEM, 20% FCS) aufgefullt und weiter kultiviert.

2.4.2 BMP-2 Induktion der alkalischen Phosphatase

Zur Stimulation der ALP wurde dem Medium eine Konzentration von 0,5 ug BMP-2

pro ml zugesetzt, welche sich in Vorversuchen (Abbildung10)

20



2.Material und Methoden 21

ALP (OD 405 nm)

0,0625 0,125 0,25 0,5 1
Konzentration BMP-2 in ug/ml

Abbildung 10: ALP-Aktivitdt von MC3T3-E1 Zellen in Abhéngigkeit von der
BMP-2 Stimulation (gestrichelt: unstimulierte ALP-Aktivitét = Basisaktivitét).

als

ausreichend (3- bis 10-fach Uber der Basisaktivitat) erwiesen hatte. Dabei wurde
die Konzentration des FCS auf 1% gesenkt [Hazama et al. 1995].

Unter diesen Bedingungen ist Zellwachstum, gemessen am zellularen
Proteinanstieg, nicht mehr messbar [Wiemann et al 2002]. Die Stimulation erfolgte
fur 72 h. Metalle oder Metall-lonen, deren Einfluss auf die BMP-2 stimulierte ALP
getestet werden sollte, waren wahrend der gesamten Stimulationsdauer
anwesend. Im Allgemeinen wurden MC3T3-E1-Zellen zunachst konfluent in a-
MEM (20% FCS) auf dem jeweiligen Testmaterial oder in den Testgefalien
ausgesat und fur 24 h auf dem Material belassen. Erst dann wurde das Medium

gewechselt, a-MEM (1% FCS) und BMP-2 zugesetzt.

2.4.2.1 Photometrische ALP-Bestimmung
Der Nachweis zellgebundener alkalischer Phosphatase (ALP) erfolgte mit Hilfe
eines Standardtests, bei dem p-Nitrophenylphosphat als Substrat eingesetzt
wurde [Hazama et al. 1995]. Am Ende einer BMP-2-Stimulation wurde zweimal
mit HBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 pl ALP-
Substratlésung bei pH 10,3 inkubiert. Die Zunahme des dephosphorylierten p-
Nitrophenyls (Gelbfarbung) wurde nach 20 min mit 100 pyl 0,2 M NaOH
abgestoppt. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgt bei 405 nm
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photometrisch in einem Dynatec MRX Plate Reader (Dynatech GmbH,
Denkendorf, Deutschland) gegen einen Leerwert, bestehend aus 100 pl ALP-
Substratlésung plus 100 yl 0,2 M NaOH. Sofern die Zellzahl bei diesen Tests
unverandert blieb (Prifung z.B. parallel durch Auflichtfluoreszenz), wurden die so
ermittelten OD4osnm-Werte als Mald fir die absolute Aktivitat der ALP-Aktivitat pro

Ansatz verwendet.
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2.4.3 CRAC (Calcium Release Activated Current)

Zur Darstellung von Calcium-Strémen durch “calcium release activated current®
(CRAC)-Kanale wurde ein ,calcium withdrawal - calcium readdition protocol®
eingesetzt [Wiemann et al 1998]. MC3T3-E1-Zellen wurden zunachst so auf die
verschiedenen Materialien (P2000, Glas, 316L) ausgesat, dass sie nach drei
Tagen im direkten Materialkontakt unter Zellkulturbedingungen (35°C, 5% CO,)
Konfluenz erreichten. Nach Beladen der Zellen mit Fura-2 AM (Stammlsg.: 1ug/ul
DMSO, Endkonz.: 4 uM Fura-2 AM, Farbung flir 20 min im Zellkulturmedium),
einem Calcium-sensitivem Zellfarbstoff, wurde das Medium durch eine HBS-
Losung ersetzt. Durch selektives Blockieren der Ca?*-ATPase des
endoplasmatischen Retikulums (Abb.2) mit Thapsigargin (TG, 5 pl Stammlsg./ml
Medium; Endkonz.: 5-10 yM) wird Ca?* aus den intrazellularen Calciumspeichern
entlassen und von den Ca*-ATPasen der dulReren Zellmembran aus der Zelle
gepumpt (erkennbar als transienter Anstieg der intrazellularen Calcium-
konzentration (Ca?';) nach TG-Gabe). Die Leerung der Ca*-Speicher 6ffnet nun
die vorhandenen CRAC-Kanale. Bei Osteoblasten bleiben die Kanale fur Stunden
gedffnet, da die TG-Wirkung praktisch irreversibel ist [Wiemann et al. 1998]. Der
Calcium-Einstrom durch gedffnete CRAC-Kanale nach Zugabe extrazellularen
Calciums fiihrt dann zu einem deutlichen Anstieg der Ca?'.. Anderungen der Ca?"
wurden mit Hilfe des Ratio-Imaging-Verfahrens ermittelt: Paare von Fluoreszenz-
bildern (Emission > 520nm) Fura-2 beladener Zellen wurden direkt nacheinander
mit Licht der Wellenlange 340 nm und 380 nm aufgenommen. Nach Abzug des
Hintergrund-Fluoreszenssignals wurden die Bilder Pixel fur Pixel dividiert. Das
entstandene “Ratio-Bild (R-Wert, “Ratio 349/380“) zeigt die Ca*; -Verteilung (Ca*;
wachst mit dem R-Wert). Da dem korrekten Hintergrundabzug bei Messungen auf
Metalloberflachen eine besondere Bedeutung zukommt, wurden fir die
Messungen Stellen ausgewahlt, wo kleine Bereiche der Oberflache (ca. 5% der
Bildflache) nicht vom Zellrasen bedeckt waren. Die Fluoreszenzintensitat an
diesen Stellen wurde fur die online-Hintergrundkorrektur genutzt. Die Aufnahme
und Verrechnung der Bilder erfolgte mit einer PTI 200 Kamera (PTI Surbiton,
Surrey, England) und einem CARAT-System (O. Ahrens, Bargteheide), das an ein
Olympus Bx50Wi Mikroskop angeschlossen war. Alle Messungen wurde mit

einem 20-fachen Wasserimmersionsobjektiv (Olympus, N.A.) durchgefluhrt.
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2.4.4pH-Messungen

Um den intrazellularen pH-Wert (pHi) von Zellen zu bestimmen, wurden diese mit
dem membranpermeablen BCECF-AM beladen. Nach Abspalten des AM-
Komplexes, durch intrazellulare Esterasen, fluoresziert BCECF in den Zellen grin,
wenn es mit blauem Fluoreszenzlicht angeregt wird. BCECF ist ein pH- sensitiver
Farbstoff. Die Fluoreszenzemission (> 520 nm) nimmt bei Anregung mit Licht der
Wellenlange 490 nm zu, wenn der pH-Wert steigt. Bei Anregung mit 440 nm tritt
der Effekt nicht auf (isobestische Wellenlange). Analog zur Ca?-Messung mit
Fura-2 kann mit Hilfe des Ratios 440/490 eine Aussage zur H*-Konzentration
gemacht werden: In diesem Fall zeigt das steigende Ratio 440/490 einen
fallenden pH-Wert an. Das Ratio 440/490 wurde mittels in vitro-Kalibrierung
geeicht [Bonnet et al. 2000] und in intrazellulare pH-Werte umgerechnet. Die
apparative Ausstattung entsprach der der Ca?-Messung (siehe 2.4.3).
MC3T3-E1-Zellen wurden auf verschiedenen Probenkdrpern (P2000, 316L-Stahl
und Glas) ausgesat und fur drei Tage inkubiert (35°C, 5% CO;). Nach einer
Beladungszeit von 30 min mit 10 ul BCECF-AM Stammlésung (Endkonz.: 5 - 10
MM) wurden die Zellen entweder mit ACSF (5% CO,, pH~7,4; Flussrate: 2ml/min)
oder mit HBS-Lésung (pH ~7,4; Perfusor-getriebener Fluss mit 1 ml/min. oder 6
ml/min.) superfundiert. Die Verwendung CO.-begaster, bicarbonathaltiger ACSF
ermoglicht den Zellen, sowohl NHE, als auch NCBE fur die Saureextrusion zu
nutzen, wohingegen die HBS-L6sung die Nutzung der NHE zulgsst.

Die Fahigkeit von Zellen Protonen zu exportieren und somit den intrazellularen
pH-Wert zu regulieren, kann mittels der Ammonium-Prapulse-Methode sichtbar
gemacht werden [Roos and Boron 1981]. Im Experiment werden die Zellen zuerst
auf dem Testmaterial mit ACSF oder HBS Uberspllt, bis sich der pH; im “steady-
state” stabilisiert hat. Durch Applikation von Ammonium-Chlorid (20 mM) wird der
pH-Wert zunachst in alkalische Richtung (Eindringen von NHs), dann in saure
Richtung verschoben (Zurlickbleiben von NH*" in der Zelle). Die Regulation des so
in saure Richtung verschobenen pH; kann durch die Analyse von A pHi/Zeit
(Steilheit des pHi-Verlaufs) bestimmt werden. Um CO.-Verluste zu vermeiden,
wurde die auf 31°C erwarmte ACSF kontinuierlich appliziert (Badfluss 2 ml/min).
Bei Versuchen mit HBS (Badfluss 1 ml/min) erfolgte der Losungswechsel mittels

Perfusor. Dabei wurde die Stromungsgeschwindigkeit auf 6 ml/min heraufgesetzt.

24



2.Material und Methoden 25

2.4.5 Versuche mit Metall-lonen und Chelatoren

Metall-lonen (Chrom, Eisen, Mangan, Molybdan, Nickel, Zink) wurden als Chloride
(5 mM Stammlésung) dem Medium in den angegebenen Konzentrationen
zugesetzt. Freie Metall-lonen kénnen durch Zugabe von Chelatoren aus
Flussigkeiten entfernt werden. Mit dem Ziel die durch Metall-lonen
hervorgerufenen Effekte auf Zellfunktionen durch chelatoren zu antagonisieren,
wurden zunachst die Metall-lonen-Chelatoren 2,2 Dipyridol (Dipyridol), 1,10
Phenantrolin (Phenantrolin), und Dieethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) in
Konzentrationen von 0,0002 - 0,2 mmol/l getestet.

Es erfolgte eine Bestimmung der oberen Konzentration, die im dreitagigen MTT-
Test (siehe Abbildung 11) keine zytotoxischen Effekte mehr hervorbrachte. Diese
Versuche fuhrten zur Verwendung von DTPA, das sich fir MC3T3-E1-Zellen als

am wenigsten schadigend herausstellte

— —-unbehandelte Zellen < Phenantrolin —zx— DTPA —O— Dipyridol
0,4 -
0,3 -

0,2

MTT (OD 570/630

0,1 +

0,0001 0,001 0,01 0,1 1

Konzentration in mmol/l

Abbildung 11: MTT-Signal von MC3T3-E1-Zellen unter Zugabe
verschiedener Konzentrationen folgender Chelatoren: Phenantrolin,
Dipyridol, DTPA
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2.3.1 2.4.6 Quantifizierung des intrazellularen Nickelgehaltes

MC3T3-E1-Zellen wurden nach viertdgigem direktem Materialkontakt (P2000,
316L) 5 mal mit Calcium-freier HBS unter Zusatz von 2mM EDTA (zur voll-
standigen Entfernung extrazellularer Ni-lonen) gewaschen und anschliel3end
trypsiniert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer. Die Zellen wurden fur 10 min bei 13.000xg sedimentiert und bei
-20°C gefroren. Aufgetaute Zellpellets (mit bekannter Zellzahl) wurden durch
Ultraschall (5 min) aufgeschlossen, vollstandig auf PVDF-Membranen tberflhrt
und dort luftgetrocknet. Die zellularen Bestandteile wurden mittels LA-ICP-MS
(Laser Ablation-Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) vollstandig
abliert und analysiert. Zur Ablation wurde ein NEW WAVE Up213 Laser eingesetzt
(Scan Geschwindigkeit: 100um/s, Laser-Leistung: 40%, Wiederholungsrate: 10Hz,
Argon-Flussgeschwindigkeit: 1,4l/min). Der Durchmesser der ablierten Region
(spot size) betrug 100 um. Fur die ICP-MS wurde ein Agilent 7500 cs eingesetzt
(RF power: 1300W, RF matching 1,6 V, Plasma Gas 1,1 I/min). Die Prufung auf
vollstandige Ablation der Proben erfolgte durch eine zweite Ablierung und
anschlielende Signal-Uberprifung. Zur Kalibrierung des erhaltenen Nickel-Signals
wurden PVDF-Membranen mit definierten Mengen (20 pg - 200 ng) eines Nickel-
Oxid-Standards beladen (NiO, geldst in Salpetersaure, Konzentration:1 g Ni/l) und
in gleicher Weise analysiert. Die so erhaltenen Eichwerte korrelierten linear mit der
aufgetragenen Ni-Menge. Der Ni-Gehalt der Laser-ablierten Zellen wurden auf der

Basis einer Eichgeraden bestimmt.

2.4.7 Statistik

Alle Berechnungen und die Erstellung aller Grafiken wurden mit Microsoft Office
Excel 2003 ® mit einer Windows XP ® Version durchgefiuhrt. Die Testung der
Signifikanz erfolgte durch den t-Test, der stets zweiseitig durchgeflihrt wurde.

Signifikanz wurde angenommen, wenn p < 0,05 war.
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3. Ergebnisse

3.1 Biokompatibilitat von P2000
Zur Uberpriifung der Biokompatibilitdit von P2000 wurde (nach DIN ISO Norm

10993-5) zunachst eine morphologische Analyse sowie eine Wachstumskurve
erstellt.

Der mikroskopisch-optische Vergleich nutzte Calcein-gefarbte Zellen als Negativ-
Kontrolle (keine Zytotoxizitat) auf Polystyrol (Petrischalen, 35 mm d) im Vergleich
zu P2000-Plattchen (35 mm @). Nach dreitdgigem Wachstum auf dem
Testmaterial (Abbildung 12), waren beide Materialoberflachen gleichermalien
dicht bewachsen und zeigten keine abgeldsten oder absterbenden Zellen. Auf
beiden Oberflachen traten sowohl spindelférmige Zellen mit feinen Auslaufern, als

auch abgerundete Zellen auf.

Abbildung 12: Mikroskopisches Auflicht-Fluoreszenzbild von Calcein-
gefdarbten MC3T3-E1-Zellen nach dreitdgigem Wachstum in direktem
Materialkontakt. ~ Auf  P2000  (rechtes Bild) ist ein griner
Hintergrundschimmer erkennbar, der auf vom Material reflektiertes
Fluoreszenzlicht zuriickzufiihren ist. Es sind sowohl spindelférmige Zellen
(s) als auch abgerundete Zellen (r) zu sehen.
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Abbildung 13 zeigt die Wachstumskurve von MC3T3-E1-Zellen in direktem
Materialkontakt zu P2000 (5 mm @) und Polystyrol (MTT-Test). NaN; -Zusatz
diente als Positivkontrolle, um zu zeigen, dass nach Absterben der Zellen das
MTT-Signal ausfallt. Das MTT-Signal der Zellen auf P2000 und auf Polystyrol war
Uber den gesamten Zeitraum annahernd identisch (p bei allen Wertepaaren > 0,2).
Zusatz von NaN; verminderte schon nach wenigen Stunden das MTT-Signal (24
Stunden, p<0,001).

Als weitere Positivkontrolle wurden Zellen auf Kupferplattchen ausgesat. Kupfer
fuhrte schon nach wenigen Stunden zum Untergang benachbarter Zellen (nicht
gezeigt). Als toxische Positivkontrolle wurde Kupfer jedoch nicht eingesetzt, da es

im MTT-Test zur Reduktion des Formazans (Mel3groRe) fuhrte.

-o- Kontrolle -@- P2000 -/~ NaN3

| A | | . /\
0 - 7 X 7 N yAAN 1 1 1 7 N \

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Zeit in Stunden

Abbildung 13: Wachstumskurve von MC3T3-E1-Zellen in direktem
Materialkontakt 2, 26, 50, 72 und 169 Stunden nach Aussaat. MTT-
Test nach Umrechnung der Zellzahl (vergleiche Abbildung 8).
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3.2 Langzeittest

Ein angeschlossener Langzeittest sollte zeigen, ob moglicherweise durch eine
Akkumulation von aus den Metallproben abgegebenen Substanzen eine
Beeintrachtigung des Zellwachstums erfolgt. MC3T3-E1-Zellen wurden wiederum
in direktem Materialkontakt auf Plattchen aus 316L (kaltverfestigt und
|I6sungsgegluht, 35 mm @), P2000 (kaltverfestigt und 16sungsgegliht, 35 mm )
sowie in Polystyrolschalchen ausgesat (Negativkontrolle, keine Zytotoxizitat). Als
Positivkontrolle (Zytotoxizitat wird erwartet) wurde ein Ansatz zusatzlich mit 50 uM
Nickel-Chlorid versetzt.

Es zeigte sich (Abbildung 14), dass die Zellzahl auf allen Probenkérpern sowie in
den Schalen ohne Probenkdrper nach 21 Tagen annahernd gleich war. Allerdings
ergaben sich Unterschiede nach einer Woche, wobei die Zellzahlen auf den
metallischen Probenkorpern erhoht waren. Die Zellzahl wurde alle sieben Tage
durch Trypsinieren um 75% reduziert, die Zellen aber auf dem jeweiligen Material

weiter kultiviert.

—4&—3K--A- 3L —PK ~O—PL ——Ctrl. -<>- Ni

w
o
)

- N N
o o (¢}
I O Y

Zellzahl X 10 °
3

0 7 14 21 28 35 42
Zeit in Tagen

Abbildung 14: Langzeitwachstumskurve von MC3T3-E1-Zellen in
direktem Materialkontakt mit 316L kaltverfestigt (3K), 316L
I6sungsgegliiht  (3L), P2000 kaltverfestigt (PK), P2000
I6sungsgegliiht (PL), 50 uM Nickel-Chlorid (Ni) und der
Positivkontrolle (Ctrl) auf Polystyrol.
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3. Ergebnisse 27

Ab der dritten Woche waren alle metallischen Probenkorper, sowie die
Petrischalen aus Polystyrol, vor jeder Aufteilung und Zahlung vollstandig mit
Zellen bewachsen. Zellen auf P2000 (kaltverfestigt und lI6sungsgegluht) erreichten
nach ca. 2 - 3 Wochen die gleiche Zellzahl (p > 0,05), die nach der 6. Woche leicht
(p < 0,05) Uber der von Polystyrol lag (P2000 kaltverfestigt: 29,25 x 10° Zellen;
P2000 l6sungsgegliiht: 28,25 x 10° Zellen; Kontrolle: 22,82 x 10° Zellen).

Die Proben, denen 50 uM Nickel-Chlorid zugefugt worden war, zeigten eine klar
verminderte Wachstumsgeschwindigkeit, so dass hier die Zellzahl durch die alle
sieben Tage stattfindende Reduktion abnahm. Nach 21 Tagen waren keine Zellen
mehr nachweisbar. Dennoch konnten diese Zellen zunachst ohne Trypsinierung
weiter inkubiert werden. Ein Absterben der Zellen erfolgte nicht. Stattdessen
setzte ein langsames Wachstum ein, das als Adaptation an den NiCl,-Gehalt
gedeutet wurde. Nach der Adaptationsphase war eine einmal wochentliche
Passagierung maoglich. Interessanterweise unterschieden sich nickeladaptierte
MC3T3-E1-Zellen von parentalen MC3T3-E1-Zellen durch die Morphologie
(Abbildung 7).

A e i ST

Mediumwechsel 14 Tage ohne Mediumwechsel nach

alle 3 Tage Wechsel des Mediums 14-tagiger ,Hungerphase*

Abbildung 15: Vergleich von MC3T3-E1 Zellen mit nickeladaptierten MC3T3-E1-
Zellen nach einer 14-tdgigen Phase ohne Mediumwechsel.

Wéhrend nickeladaptierte Zellen (untere Reihe) diesen Versuch gut liberstehen,
kugeln sich die nicht nickeladaptierten Zellen (obere Reihe) ab und gehen zu
Grunde.
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Bei regularem Mediumwechsel (2 - 3 x wochentlich) erreichten parentale und
nickeladptierte Zellen einen konfluenten Zustand. Nickeladaptierte MC3T3-E1-
Zellen erschienen auch unter diesen Bedingungen langezogen und spindelformig.

Ein weiteres Charakteristikum der nickeladaptierten Zellen bestand in ihrer
Fahigkeit, auch langere Phasen, bis zu 20 Tage, ohne Wechsel des Mediums zu
uberleben. Abbildung 15 =zeigt einen typischen Versuch. Nach einer
,Hungerphase“ von 14 Tagen wurde das Medium erneuert, um eine Regeneration
zu ermdglichen. Man erkennt, dass nickeladaptierte MC3T3-E1-Zellen schnell und
fast vollstandig regenerieren, wahrend sich die parentalen MC3T3-E1-Zellen, die
bereits wahrend des Versuchs abgeldst waren, nicht mehr erholten. Nach der
Zugabe von Medium zeigte sich ein stellenweise fischzugartiges Wachstum der
nickeladaptierten MC3T3-E1-Zellen.

3.3 Nickelgehalt von MC3T3-E1-Zellen

Fir die folgenden Versuche war es wichtig zu wissen, ob MC3T3-E1-Zellen, die in
direktem Materialkontakt zu nickelhaltigem 316L-Stahl gewachsen waren, mehr
Nickel enthalten, als Zellen auf Polystyrol (Negativkontrolle) oder auf P2000.

Aus diesem Grund fand eine quantitative Analyse des Nickelgehaltes von MC3T3-
E1-Zellen statt, die auf 316L-Stahl, P2000 oder Kontrollmaterial (Polystyrol)
gewachsen waren (in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Umweltanalytik der
Universitat Duisburg-Essen, Prof. Hirner). Die Messungen wurden jeweils an zwei
Proben durchgefuhrt. Bei jeder Probe wurde die Gesamtheit der aufgewachsenen
Zellen Laser-abliert (2.4.6). Es zeigte sich (Tabelle 4), dass trotz der nominellen
Nickelfreiheit von P2000, MC3T3-E1-Zellen einen um 76% hoheren Nickelgehalt

Probe 1 Probe 2 Durchschnitt %
Polystyrol 24,7 pg 22,8 pg 23,75 pg 100%
P2000-Stahl 47,1 pg 36,5 pg 41,8 pg 176%
316L-Stahl 237,9 pg 241 pg 239,45 pg 1008%

Tabelle 4: Nickelgehalt von MC3T3-E1 Zellen im direkten Materialkontakt als
mit Polystyrol (Kontrolle), P2000 und 316L in pg. Die Werte sind normiert die
auf 10° Zellen.

Kontrollzellen aufwiesen. Bei MC3T3-E1-Zellen auf 316L-Stahl war der
Nickelgehalt um 908% erhoht. Dies zeigt, dass MC3T3-E1-Zellen, die im direkten
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Materialkontakt zu 316L-Stahl, aber auch zu P2000 wachsen, erhohte zellulare

Nickelgehalte aufweisen.

3.4 BMP-2 Stimulation

3.4.1 ALP-Expression bei direktem Materialkontakt
Durch  Stimulation mit BMP-2 wird die Expression verschiedener

knochenspezifischer Proteine angeregt, wie zum Beispiel Osteocalcin und
alkalische Phosphatase, die besonders leicht nachgewiesen und quantifiziert
werden kann. (siehe Material und Methoden 2.4.2). Zellen, die in direktem
Materialkontakt gewachsen waren, sollten Auskunft dartiber geben, ob der Kontakt
mit dem Metall die Expression BMP-2-induzierter Proteine beeinflusst.
Vereinfachend wurde hierzu ALP gemessen. Durch optische Kontrolle der
konfluent ausgesaten Zellen konnte sichergestellt werden, dass jeweils gleiche
Zellzahlen miteinander verglichen wurden. Die Bestimmung der ALP-Aktivitat nach
BMP-2-Stimulation wurde zunachst mit Zellen auf 316L-Stahl durchgefuhrt.

03 T

o
N
|

OD 405 nm

017

ctrl 316L 16sungs. 316L Kalt.

Abbildung 16: ALP-Aktivitdt von MC3T3-E1-Zellen unter BMP-2
Stimulation auf Polystyrol (ctrl.) und 316L I6sungsgegliiht (I6sungs.)
sowie kaltverfestigtem (kalt.) 316L-Stahl.

Hierzu wurden I6sungsgegliuhte und kaltverfestigte, nicht elektropolierte

Probenkorper mit einem Durchmesser von 35 mm in Polystyrolpetrischalen
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(Positivkontrolle ohne Probeneinlage) mit MC3T3-E1-Zellen bedeckt und drei
Tage mit 500 ng/ml BMP-2 (siehe Vorversuch Abb. 10) inkubiert. Die
zellgebundene ALP-Aktivitat wurde photometrisch bestimmt. Es zeigte sich
(Abb.16), dass MC3T3-E1-Zellen, die in direktem Materialkontakt mit 316L-Stahl
gewachsen waren, unter BMP-2 Stimulation signifikant weniger ALP aufwiesen als
Zellen auf Polystyrol. Auf I6sungsgegliihtem 316L- Stahl sank die ALP-Aktivitat auf
75% ab (p < 0,01). Die ALP-Aktivitat von Zellen auf kaltverfestigtem 316L-Stahl
betrugt nur 67% der Kontrolle (p < 0,01). Der Unterschied der ALP-Aktivitat
zwischen Zellen auf kaltverfestigtem und I6sungs-gegluhtem 316L-Stahl war nicht
signifikant (p > 0,1).

Hiernach waren MC3T3-E1-Zellen auf Polystyrol und kaltverfestigtem P2000 in
ausgesat worden. Nach drei Tagen Stimulationszeit zeigten Zellen auf P2000
(Abb. 17) ebenfalls eine leicht verminderte ALP-Aktivitdt. Im Vergleich zur
Kontrolle (Polystyrol) war die ALP-Aktivitdt von Zellen auf kaltverfestigtem,
elektropoliertem P2000 um ca. 22 % reduziert (p < 0,002). Bei kaltverfestigtem,
nicht-elektropolietem P2000 war die ALP-Aktivitat auf ca. 91 % der Kontrolle

herabgesetzt (p ~ 0,057). Der Unterschied zwischen elektropoliertem und nicht

0,5 ~

0,4

0,3 ~

OD 405 nt

0,2

0,1

ctrl P2000 P2000 e-poliert

Abbildung 17: ALP-Aktivitdt von MC3T3-E- Zellen unter BMP-2
Stimulation auf Polystyrol (ctrl) und P2000 sowie elektropoliertem
P2000 beides kaltverfestigt.

elektropoliertem kaltverfestigtem P2000 war nicht signifikant (p > 0,2). Durch das

Elektropolieren wird die oberste Schicht des Metalls abgetragen, wodurch Werk-
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zeugspuren und Verunreinigungen des Materials entfernt werden. Der Rauhig-

keitswert fur elektropolierten Stahl liegt daher deutlich niedriger (1,54 zu 3,24)

3.4.2 Beeinflussung der ALP-Aktivitat durch Metall-lonen
P2000- und 316L-Stahl bestehen aus verschiedenen Metall-Komponenten. Beide

beinhalten Eisen, Chrom und Molybdan. Bei 316L-Stahl kommt noch Nickel, bei
P2000 Mangan und Stickstoff hinzu. Alle diese Komponenten kommen theoretisch

in Frage, um den zuvor gezeigten Metall-Effekt auf die ALP-Aktivitat auszuldsen.
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Abbildung 18: Einfluss von Metall-lonen (60 uM) auf die basale (weille Sé&ulen)
und BMP-2 stimulierte (3d, schwarze Sé&ulen) Aktivitdt von ALP. Kontrolle (control)
(A) Molybdén (Mo), Eisen (Fe), Mangan (Mn) und Chrom (Cr) stéren die ALP-
Aktivitdt nicht. Nickel (Ni) hemmt die ALP nach BMP-2 Stimulation. (B)
Chelatierung von Metall-lonen mit DTPA hemmt den BMP-2 stimulierten Effekt;
der hemmende Effekt von Nickel ist unter DTPA nicht erkennbar.

Durch Zugabe von Nickel-Chlorid, Molybdan-Chlorid, Eisen-Chlorid, Mangan-

Chlorid, Chrom-Chlorid (jeweils 50 pM) zum Medium sollte herausgefunden
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werden, welche Metallspezies, die in P2000 bzw. 316L enthalten sind, einen Effekt
auf BMP-2 induzierte ALP ausuben kdnnen. MC3T3-E1-Zellen wurden dazu in
Anwesenheit von Metall-lonen-haltigem Medium drei Tage mit und ohne BMP-2-
Stimulation inkubiert. Es zeigte sich, dass die Aktivitat der ALP von Zellen, denen
Molybdan-Chlorid, Eisen-Chlorid, Mangan-Chlorid oder Chrom-Chlorid zugegeben
worden war, weder ohne noch mit BMP-2 Stimulation signifikant von denen der
Kontrollzellen abwichen (p jeweils > 0,17). Hingegen verminderte Nickel-Chlorid in
Abwesenheit von BMP-2, insbesondere aber auch in Anwesenheit von BMP-2, die
ALP-Aktivitat auf 76,5% bzw. 34% der Kontrolle (Abbildung 18 A).

Um herauszufinden, ob die hemmenden Effekte von Metall-lonen auf die ALP-
Aktivitat durch deren Chelatierung verhindert werden konnen, wurde das
Experiment in Anwesenheit des Metall-lonen-Chelators DTPA (siehe Vorversuche
Abbildung 11) wiederholt. Es zeigte sich (Abbildung 18 B), dass 50 uM Molybdan-
Chlorid, Eisen-Chlorid, Mangan-Chlorid oder Chrom-Chlorid die ALP-Aktivitat
ohne Zusatz von BMP-2 nicht veranderten. Bei der Stimulation mit BMP-2 ergaben
sich jedoch in Anwesenheit von DTPA ALP-Aktivitaten, die im Vergleich zum
Versuch in Abbildung 18 A) vermindert waren. Lediglich Zellen, die Nickel-Chlorid
und DTPA (je 50 uM) ausgesetzt waren, wiesen eine héhere ALP-Aktivitat auf als
ohne DTPA (+ 37% unstimuliert und + 66% BMP-2 stimuliert). Im Vergleich zur
Kontrolle mit DTPA unter BMP-2 Stimulation bedeutet dies einen Zuwachs von
23%.

Eine herabgesetzte ALP-Aktivitat war besonders bei nickeladaptierten (50 pM)
Zellen im Vergleich zu parentalen MC3T3-E1-Zellen zu beobachten (Abb. 19)
Ohne BMP-2 Stimulation erreichten nickeladaptierte und parentale Zellen, bei
optisch kontrollierter gleicher Zellzahl, ahnliche ALP-Ausgangswerte (p > 0,05).

Nach dreitagiger Stimulation mit BMP-2 war bei nickeladaptierten MC3T3-E1-
Zellen, im Gegensatz zu parentalen Zellen, keine ALP-Aktivitdt mehr induzierbar.
Diese Versuche zeigten, dass bei nickeladaptierten Zellen die BMP-2

stimulierbare ALP-Aktivitat nachhaltig gestort ist.
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Abbildung 19: ALP-Aktivitat mit (schwarze Séulen) und ohne (weil3e
Séule) BMP-2 Stimulation von nickeladaptierten Zellen im Vergleich
zu parentalen MC3T3-E1-Zellen.
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Abbildung 20: ALP-Aktivitét nickeladaptierter MC3T3-E1-Zellen nach Ubergang
in nickelfreies Medium. BMP-2 Stimulatonszeit: 3 Tage. Die Prozentzahlen
zeigen die Zunahme im Vergleich zur nicht BMP-2 stimulierten Kontrolle, deren

Zuwachs auf eine Steigerung der Zellzahl beruht.
(Schwarze Séulen: BMP-2 stimuliert, weil3e S&ulen: nicht stimuliert)
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Um zu testen, ob die inhibitorische Wirkung des Nickels reversibel war, wurden
nickeladaptierte Zellen O - 8 Tage nach Absetzen des Nickelzusatzes mit BMP-2
stimuliert, so dass die Zellen am Ende dieses Versuchs zehn Tage Wachstum
incl. drei Tage BMP-2-Stimulation zur Verfugung hatten. Es zeigte sich
(Abbildung 20), dass die Induzierbarkeit der ALP durch BMP-2 progressiv zurtick
kehrte, je langer die MC3T3-E1-Zellen nickelfrei inkubiert wurden.

Wie bereits in Abbildung 18 B gezeigt, wird die BMP-2 stimulierbare ALP sowohl
durch DTPA als auch durch Nickel-lonen gehemmt, bei gleichzeitiger Applikation
erfolgte jedoch eine Aktivierung. Dieser Effekt war auch an nickeladaptierten
Zellen zu beobachten.

0,6 -
p<0,02 0<0,02
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Nickeladaptierte MC3T3-E1 Zellen Parentale MC3T3-E1 Zellen

Nickeladaptierte Zellen in nickelhaltigem Medium und parentale MC3T3-E1-Zellen
Abbildung 21: ALP-Aktivitdt mit (schwarze Sé&ule) und ohne (weille Séule)
BMP-2 Stimulation nickeladaptierter (mit 50 uM Nickel, links) und parentaler
MC3T3-E1-Zellen (rechts) unter Zugabe von DTPA (50 um)

wurden mit DTPA versetzt und Uber drei Tage mit BMP-2 stimuliert. Wie Abbildung
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21 zeigt, sind nickeladaptierten Zellen, die keine BMP-2 induzierbare ALP-Aktivitat
mehr zeigten, unter dem Einfluss von DTPA (&quimolar zu Ni) wieder in der Lage,
ihre ALP-Produktion um 72% (p < 0,02) zu steigern. Dieser Zuwachs entsprach
dem der ALP-Aktivitat nicht nickel-behandelter MC3T3-E1-Zellen, der unter
Zugabe von DTPA aus blieb (Abbildung 21). Die Versuche an parentalen und
nickeladaptierten Zellen zeigten insgesamt, dass Nickel die BMP-2 induzierbare
ALP reversibel hemmt und lassen vermuten, dass weitere DTPA chelatierbare
lonen fur die Induktion der ALP durch BMP-2 notwendig sind.

Da DTPA die BMP-2 stimulierte ALP-Aktivitdt von MC3T3-E1-Zellen unterdrickt,
jedoch bei nickeladaptierten Zellen zu einer Erhohung der ALP-Aktivitat fuhrt,
wurde vermutet, dass DTPA intrazellulare lonen chelatiert, die in der BMP-2
Signalkette von Bedeutung sind. Wie bereits beschrieben, spielen Zink-Finger
Proteine eine Rolle unter anderem im Signalweg der BMP-2 Stimulation. Daher
wurde die Rolle des Zink fur die ALP-Induktion durch BMP-2 untersucht. Es zeigte
sich (Abbildung 22), dass Zink bis zu einer Konzentration von 50 uyM eine hohe
ALP-Antwort der MC3T3-E1-Zellen auf BMP-2 Stimulation zulasst, bei hoheren

Konzentrationen jedoch eine Unterdriickung herbeiflhrt.
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Abbildung 22: Effekt von Zink auf die ALP-Antwort von MC3T3-
E1- Zellen nach BMP-2 Stimulation n

einem

nachsten Schritt erfolgte die BMP-2 Stimulation von MC3T3-E1-Zellen sowohl
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unter Zusatz von DTPA als auch von Zink-Chlorid (50 uM) sowie einer
Kombination von beidem.

Wahrend BMP-2 bei Zellen ohne DTPA einen signifikanten (p < 0,01) Anstieg der
ALP-Aktivitat herbeifuhrte (+269%, Abbildung 23) stieg die BMP-2 stimulierte ALP-
Aktivitat unter Zusatz von DTPA nur um 117% an. Zink-Chlorid (50 pM) allein
bewirkte bei DTPA-behandelten Zellen ein Ansteigen der ALP-Aktivitat auf Werte,
die ahnlich der unstimulierten Positivkontrolle (ohne DTPA Zusatz) waren.
Applikation von BMP-2 flhrte jedoch dann zu uneingeschrankter Steigerung der
ALP unter DTPA, wenn Zink anwesend war (+ 306%, p < 0,01). Diese Versuche
zeigen, dass Zink (< 50 uyM) die ALP nur unwesentlich beeinflusst, aber dass es
die DTPA-vermittelte Inhibition der BMP-2 stimulierten ALP aufheben kann.

Dieser eindrucksvolle Effekt des Zink auf BMP-2 stimulierte ALP wurde auch bei
nickeladaptierten Zellen gefunden. Abbildung 24 zeigt einen Versuch, bei dem
nickeladaptierte MC3T3-E1-Zellen Uber drei Tage mit BMP-2 stimuliert wurden,
ohne das es zu einer Zunahme von ALP kam (vergleiche Abbildung 19 und
Abbildung 21).
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Abbildung 23: ALP-Aktivitdt von MC3T3-E1-Zellen mit (schwarze
Séulen) und ohne (weille Séulen)
BMP-2-Stimulation unter Zusatz von DTPA und Zink.

36



3. Ergebnisse 37

Zugabe von 50 uM Zink-Chlorid zu nickeladaptierten MC3T3-E1-Zellen bewirkte
(Abbildung 24), dass nach Stimulation mit BMP-2 die ALP-Aktivitat signifikant (p <
0,01) zunahm (+ 100%).

Die basale ALP-Aktivitat war bei nickeladaptierten Zellen (mit und ohne BMP-2
Stimulation) sowie bei den mit Zink versetzten, nicht-BMP-2-stimulierten Zellen

annahernd gleich (p ~ 0,23).

Die Ergebnisse legen das Vorhandensein eines kompetitiven Effektes nahe, bei
dem Zink als positiver, Nickel als negativer Effektor der BMP-2 Wirkung auf die
ALP fungiert. Um zu prifen, ob ein solcher ,Zink-Nickel-Schalter auch bei
menschlichen Zellen am BMP-2-Signaling beteiligt ist, fanden entsprechende
Versuche mit menschlichen Knochenmark-Stromazellen (hBMSC) statt. Diese

wurden ebenfalls fur drei Tage mit BMP-2 stimuliert.
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Abbildung 24: ALP-Aktivitét von nickeladaptierten MC3T3-E1-
Zellen mit (schwarze Sé&ulen) und ohne (weil3e Séulen) BMP-2
Stimulation unter Zugabe von 50 uM Zink-Chlorid
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hBMSC zeigten (Abbildung 25) nach BMP-2 Stimulation eine vergleichsweise
geringe, dennoch signifikant (p ~ 0,01, + 40%) gesteigerte ALP-Aktivitat. Zusatz
von DTPA (50 uM) senkte die ALP-Aktivitat nach BMP-2 Stimulation unter den
Kontrollwert nicht-stimulierter Zellen (- 52,7 %, p < 0,01).

Auch der Zusatz von 50 yM Nickel-Chlorid senkte die BMP-2 stimulierte ALP-
Aktivitat um 33% (p < 0,03), bezogen auf die BMP-2 stimulierten Zellen. Wiederum
steigerte der gleichzeitige Zusatz von DTPA und Nickel die ALP der BMP-2
stimulierten Zellen (+ 50%). SchlieRBlich konnte auch der Zinkzusatz eine
Steigerung um 22% erwirken.

Zink ist demnach auch bei menschlichen Zellen in der Lage die Inhibition der

BMP-2 stimulierten ALP durch Nickel zu antagonisieren.

Die Effekte von DTPA und Zink wurden ebenfalls bei BMP-2 stimulierten MC3T3-
E1-Zellen geprift, die auf nickelhaltigem nicht-elektropoliertem 316L-Stahl
gewachsen waren.

Wie Abbildung 26 A zeigt, wird die BMP-2 stimulierte ALP auf 316L-Stahl im
Vergleich zur Kontrolle (MC3T3-E1-Zellen auf Polystyrol) um 20 - 30% vermindert.

p<0,01 p<0,15
p<0,03 | p<0,01
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Abbildung 25: ALP-Aktivitadt humaner Zellen (hnBMSC) mit (schwarze
Séule) und ohne (weilBe Séule) BMP-2 Stimulation unter Zusatz von
Nickel, DTPA und Zink
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DTPA reduzierte die ALP nach BMP-2 Stimulation auf ein bei allen Ansatzen
gleiches Mal} (Abbildung 26 B), was flr eine Beeintrachtigung des BMP-2-Signals
spricht und zudem die Gleichheit der Zellzahl auf allen Materialien unterstreicht.
SchlieBlich wirkte Zink (Zn®*) auf die BMP-2 induzierte ALP leicht erhohend.
Dieser Effekt war etwas starker ausgebildet, wenn MC3T3-E1-Zellen auf I6sungs-

gegluhtem oder kaltverfestigtem 316L-Stahl gewachsen waren (Abbildung 26 C).
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Abbildung 26: ALP-Aktivitdt von MC3T3-E1-Zellen auf nickelhaltigem
316L-Stahl unter Zusatz von BMP-2 (A-C, schwarze S&ulen), BMP-2
und 50 uM DTPA (Abbildung 26 B, graue Séaulen) sowie BMP-2 und

50 uM Zink (Abbildung 26 C, graue Séulen)
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3.5 intrazellulare pH-Messungen
Mégliche Anderungen des intrazelluldren pH-Wertes (pH;), die durch den direkten
Kontakt der Zellen mit P2000 oder 316L entstanden sein kdnnten, wurden mittels

Ratio Imaging an BCECF-beladenen Zellen Uberpruft.
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Abbildung 27 : Messung des steady state pH; und der pHi-Regulation mit der
Ammonium-Prépuls-Methode. Gegendtiberstellung der pH-Kurven, aufgenommen
in ACSF (bicarbonatgepuffert, A1 - C1) und in HBS (Hepes-gepuffer, A2 - C2).
Die graue Flache zeigt die Dauer der Ammonium-Chlorid-Applikation (20 mM,
180 sec (A1-C1) bzw. 300 sec (A2-C2)). Jede Messung ist ein Mittelwert von 50
-100 konfluent gewachsenen Zellen auf Glas (A), P2000 (B), und 316L (C).
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Zudem wurde die Fahigkeit der Zellen zur pHi-Regulation unter bicarbonat-
gepufferten und bicarbonatfreien Bedingungen getestet. Dazu wurde die
Ammonium-Prapulse-Methode (2.4.4) eingesetzt.

Abbildung 27 zeigt ein typisches Ergebnis. Zu erkennen ist, dass der pH; bei
Einwaschen der Ammonium-Chlorid-haltigen Lésung ansteigt, beim Auswaschen
abfallt und schlielllich - bedingt durch die Saureextrusion der Zellen - wieder
ansteigt.

In der rechten Darstellung (Abb. 27, A2 bis C2) wird deutlich, dass MC3T3-E1-
Zellen auf Glas, 316L und P2000 unter bicarbonatfreien Bedingungen einen
ahnlichen steady state pH-Wert von 7,25 - 7,3 aufweisen. Der Anstieg des pH; in
den alkalischen Bereich, um 0,5 pH-Einheiten, erfolgte wahrend des Ammonium-
Pulses auf allen Materialien innerhalb von 20 Sekunden, da die ammoniumhaltige
Ldsung, bedingt durch ein schnelles Superfusionsystem, innerhalb von 20
Sekunden vollstandig eingewaschen wurde. Bei anhaltender Ammonium-Chlorid-
Exposition fiel der pH; jedoch innerhalb von 5 min wieder leicht ab. Diese pH;-
Veranderungen waren vom Material unabhangig (siehe Tab.5). Damit ist gezeigt,
dass sich die intrinsische Pufferkapazitat der Zellen auf P2000 und 316L-Stahl
nicht verandert. Die an die UberschielRende Azidose anschlieRende Regulation
des pH; erfolgte unter Hepes-gepufferten Bedingungen linear (Abbildung 27, A2-
C2) und war auf 316L verzdgert, nicht jedoch auf P2000, wie aus den in Tab. 5
aufgelisteten Steigungen der Geradengleichungen und A pHi/min ersichtlich ist.
Diese Ergebnisse sprechen flir eine Verminderung der Aktivitdt des Natrium-
Protonen-Austauschs in MC3T3-E1- Zellen auf 316L, nicht aber auf P2000.

Unter  bicarbonatgepufferten  Bedingungen (Abb. 27 A1-C1) waren
materialbedingte Veranderungen der pHi-Regulation ebenfalls zu erkennen.
Hervorzuheben ist, dass der steady state pH; bei allen Zellen um etwa 0,22 - 0,3
pH Einheiten geringer war, was auf den Beitrag von Bicarbonat-lonen bei der
Regulation des steady state pH; zurlUckzufuhren ist. Im Gegensatz zu Hepes-
gepufferten  Bedingungen erscheinen die  Ammonium-bedingten  pH:-
Verschiebungen “verschliffen (Abbildung 27, A1-C1). Diese Unterschiede sind
zum Teil versuchsbedingt und beruhen darauf, dass in bicarbonatgepufferter
Ldsung eine konstante Superfusion mit CO,-begaster Losung gewahlt wurde, was
die Zeiten fur einen vollstdndigen Ldésungswechsel auf ca. eine Minute

verlangerte. Zudem kam es wahrend der Applikation von Ammonium-Chlorid
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bereits zu einem deutlichen Abfall des pH; (Wiederanstieg der Kurve), der darauf
hindeutet, dass die Zellen in bicarbonathaltiger Losung Verschiebungen des pH; in
alkalische Richtung effizient regulieren konnen. Die Regulation der nach
Auswaschen des NH4Cl einsetzenden Azidose war insgesamt schneller als in
Hepes-gepufferter Losung. Der Verlauf des pH; war nur zu Beginn der pH;i-
Regulation annahernd linear und wurde daher nur in einem Zeitintervall von der
440ten bis 740ten Sekunde nach Ende der Ammonium-Applikation gemessen
(Steigungen der Ausgleichsgeraden, siehe Tabelle 5). So gab es im Vergleich zu
Glas als Tragermaterial keine Zunahme der Saureextrusion bei Zellen auf P2000,
jedoch auf 316L (von 0,068 (Glas) auf 0,1 ApHi/min). Diese Zunahme zeigt, dass
die bicarbonatabhangige Saureextrusion der Zellen auf 316L im Vergleich zur

Kontrolle beschleunigt verlauft.

Material [Losung steady state Alkalose Azidose Saureextrusion ApHi/min
Glas ACSF 6,95 7,45 6,45 y=0,001x+5,5041 0,068
P2000 ACSF 7,05 7,45 6,52 y=0,0011x+5,6929 0,066
316L ACSF 7,08 7,5 6,35 y=0,0016x+4,8811 0,1
Glas HBS 7,25 7,75 6,36 y=0,0006x+6,1784 0,036
P2000 HBS 7,25 7,65 6,52 y=0,0005x+6,2993 0,032
316L HBS 7,3 7,7 6,45 y=0,0004x+6,3443 0,014

Tabelle 5: pH-Werte des Ammonium-Prépuls-Versuchs aus Abbildung 27
(S.40) in bicarbonat- (ACSF) und Hepes-gepufferter L6sung (HBS). Die
Séureextrusion entspricht der Steigung der (gezeigten)berechneten
Ausgleichgeraden.
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3.6 CRAC (Calcium Release Activated Current)

Die Auswirkungen von P2000 und 316L auf Calciumstrome durch CRAC-Kanéle
wurden getestet, indem MC3T3-E1-Zellen zunachst fur drei Tage auf den
entsprechenden Materialien bis zur Konfluenz kultiviert wurden. AnschlielRend
wurden sie mit dem Calciumfarbstoff Fura-2 beladen und einem ,Calcium
withdrawal - calcium readdition® - Protokoll unterzogen. Die Versuche wurden bei
Raumtemperatur in HBS durchgefihrt.

Wie erwartet [vgl. Wiemann et al. 1998], zeigten die zuvor in Calcium-freier
Lésung mit Thapsigargin behandelten Zellen nach Zugabe von Calcium zur
extrazellularen Flussigkeit ein Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration
(Zunahme des Ratios 340/380 von 0,75 auf 0,98). Mit Entzug des extrazellularen
Calciums kehrte dieser Wert innerhalb von 2 - 10 min auf den Ausgangswert
zurick (68 Zellen in drei Versuchen). MC3T3-E1-Zellen, die in direktem
Materialkontakt mit P2000 standen, zeigten unter diesen Bedingungen einen
intrazellularen Calciumanstieg, der von Kontrollzellen auf Polystyrol nicht
unterscheidbar war (57 Zellen in drei Versuchen). In Abbildung 28 sind typische

Calcium-Transienten zweier reprasentativer Zellen tUberlagert.
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Abbildung 28: Calciumeinstroms durch CRAC-Kanéle von Zellen auf Polystyrol
und P2000. CRAC-Kanéle wurden durch Thapsigargin-Behandlung geéffnet
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Anders waren die Verhaltnisse bei Zellen, die auf 316L-Stahl gewachsen waren
(Plattchen 1x1,5 cm). Abbildung 29 (oben) zeigt ein typisches Experiment. Man
erkennt zunachst den transienten Anstieg der intrazellularen Ca?-Konzentration
nach Zugabe von Thapsigargin. Erhdhung der extrazellulédren Calcium-
konzentration fuhrte auch hier zum Anstieg der intrazelluldren Calcium-
konzentration, der jedoch nur bei zwei von insgesamt 57 Zellen gefunden wurde
(Abb. 29 oben). Bei der Mehrheit der Zellen (55 von 57, Abb. 29 unten) wurde
nach Zugabe des extrazellularen Calciums (2 mmol/l) keine Erhdhung der
intrazellularen Calciumkonzentration gefunden. Dieses Experiment zeigt, dass
CRAC-Kanale oder deren Offnung bei Zellen auf nickelhaltigem 316L-Stahl (aber
nicht auf P2000) beeintrachtigt sind.
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Abbildung 29: Messung intrazellulédrer Calciumverédnderungen durch Calcium
Release Activated Current-Kanéle mittels Calcium-withdrawal-readdition- Protokol.
Der Calciumeinstrom durch CRAC-Kanéle ist bei Zellen auf 316L-Stahl vermindert.
Dargestellt ist das Ratio 340/380 Fura-2 beladener MC3T3-E1-Zellen (3 Tagen auf
316L-Stahl). Die Entladung intrazelluldrer Calciumspeicher erfolgte durch
Thapsigargin unter extrazelluldr Calcium-freien Bedingungen ([Ca*]. = 0 mM).
Oben: nur 2 der 57 Zellen zeigen einen CRAC-bedingten Calciumanstieg bei
Zugabe von Calcium. Unten: bei 55 der 57 Zellen (AVG = Mittelwert der nicht
reagierenden Zellen, schwarze Kurve) fehlt der Calciumanstieg. Die schwarze
untere Kurve reprédsentiert eine typische Zelle. Alle Kurven stammen aus dem
gleichen Experiment.

44



4. Diskussion 45

4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der nickelfreie Stahl P2000 auf seine
Biokompatibilitat in vitro, nach DIN ISO Norm 10993-5, getestet. Da dieser Stahl
fur Knochenimplantate besonders geeignet erscheint, wurden in vitro-Experimente
mit MC3T3-E1-Zellen im direkten Materialkontakt durchgefiihrt. Dartber hinaus
wurden Versuche zum Langzeitwachstum, zur BMP-2-Stimulierbarkeit, zum
Verhalten des transmembrandsen Calciumeinstroms sowie zur intrazellularen pH-
Regulation der Zellen angestellt und der Vergleich zu nickelhaltigem 316L-Stahl
gezogen. In parallelen Experimenten wurde der Einfluss von Metall-lonen auf die
BMP-2 stimulierte ALP-Expression untersucht. Die wichtigsten Befunde waren,
dass Zellen auf P2000-Stahl wachsen und mit BMP-2 stimulierbar sind. Sie
nehmen auf diesem Stahl deutlich weniger Nickel auf, als auf 316L-Stahl
(Messung mit LA-ICP-MS). Nickel-lonen selbst hemmen von allen in 316L-Stahl
enthaltenen Metallen die BMP-2 stimulierte ALP besonders effektiv, wobei diese
Hemmung durch Zink antagonisiert werden kann. Dieser Antagonismus wurde

auch bei humanen Stromazellen nach BMP-2-Stimulation gefunden.

4.1 Biokompatibilitat

Die Europaische Norm zur Biologischen Beurteilung von Medizinprodukten (DIN
ISO 10993-1 bis 12, vom 21. November 1997) regelt im Abschnitt funf die Prufung
von Implantatmaterialien auf in vitro-Zytotoxizitat. Dabei soll eine Inkubation von
Kulturzellen mit dem Testmaterial direkt oder indirekt (Diffusion von Substanzen
aus dem Produkt) stattfinden. In dieser Untersuchung wurde der direkte
Zellkontakt mit P2000 gewahlt, damit keine Schicht zwischen Zellen und Material
die eventuell aus dem Metall diffundierenden Stoffe behindern konnte. Der direkte
Materialkontakt der Zellen stellte jedoch spezifische Anforderungen an die Form
der Probenkorper. Diese wurden speziell gefertigt, um den Boden der Gefalie
komplett zu bedecken, so dass mdglichst alle Zellen in der Kultur mit dem Metall in
Kontakt kamen.

Bei der Herstellung der Metallplattchen entstanden Prifkérper mit einer
Rauhigkeit, die Material-bedingt leicht unterschiedlich und von der der

Negativkontrolle (Polystyrol) verschieden war. Das Abtragen der obersten Schicht
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durch Elektropolieren verringerte diese Rauhigkeit und entfernte zudem maogliche
Verunreinigungen durch andere Stahle, die zur Bearbeitung der Proben eingesetzt
worden waren. Fur alle Untersuchungen an Zellen ist die Rauhigkeit des
Tragermaterials bedeutsam, da sie Adhasion und Differenzierung der Zellen
beeinflussen kann [Linez-Bataillon et al. 2002, Keller et al. 2003]. Dies gilt auch fur
die Bildung der ALP-Aktivitat, die als empfindlicher Indikator gilt [Citeau et al.
2005]. Da der Vergleich der ALP-Aktivitat gleicher Zellzahlen auf elektropliertem
(Ra:1,54) und nicht-elektropoliertem P2000 (Ra: 3,24) keine signifikante Anderung
herbeifihrte, scheint der Aspekt der Rauhigkeit flur die hier verwendeten
Probenkorper jedoch von untergeordneter Bedeutung zu sein. Auch bei
mikroskopischer Kontrolle waren Zellen auf P2000-Prufkorpern keineswegs in Tal-
Strukturen eingebettet, sondern lagen flach ausgebreitet auf der Oberflache. Die
Adhasion der Zellen, abgeschatzt nach der Zellform und der Anzahl der

Anhaftungspunkte, erschien ebenfalls im Vergleich zur Kontrolle unverandert.

Laut der o.g. Norm wird ein Material zur Negativkontrolle bendtigt, dass keine
zytotoxische Zellreaktion hervorruft, wie zum Beispiel das hier verwendete,
Zellkultur-getestete Polystyrol. Demgegentber ruft eine Positivkontrolle eine
reproduzierbare zytotoxische Reaktion hervor und zeigt dadurch die korrekte
Funktion des Prufsystems an. Bei metallischen Probenkdrpern ist die Auswahl
solcher Materialien eingeschrankt. Metallisches Kupfer wirkte zwar stark
zytotoxisch, interferierte jedoch mit dem MTT-Test. Um dennoch die Kriterien der
DIN Norm erfullen zu kénnen, wurde Natriumazid eingesetzt, das Zellen auf allen
Metallen absterben lie3, den MTT-Test jedoch nicht beeinflusste. Die Zellen
wurden wie gefordert in der Phase des logarithmischen Wachstums eingesetzt,
waren frei von Mycoplasmen, und vertrugen den Zusatz von Antibiotika zum
Kulturmedium. Da unter diesen methodischen Rahmenbedingungen weder
qualitative noch quantitative Veranderungen der Morphologie oder des
Wachstums (Uber 3 Tage) bei Zellen auf P2000 feststellbar waren, muss der Stahl
daher sowohl in Kkaltverfestigter als auch in I6sungsgeglihter Form als
biokompatibles Material eingestuft werden. Dennoch ergaben sich in den ubrigen
Untersuchungen durchaus Unterschiede zwischen Zellen auf Polystyrol, P2000
und 316L.
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4.2 Langzeittest

Obwohl ein Langzeittest nicht von der DIN ISO Norm fur in vitro-Tests vorgesehen
ist, erschien eine 6-wochige Kultivierung der Zellen unter Wachstumsbedingungen
zunachst geeignet, um moglicherweise langsam einsetzende Schadigungen
erkennen zu kdnnen, die z.B. durch eine Akkumulation von Schadstoffen zustande
kommen konnten. Auch unter diesen Bedingungen fanden sich nach 6 Wochen
keine signifikanten Unterschiede in der Zellzahl. Dennoch schienen Zellen auf
P2000 insbesondere zu Beginn schneller zu wachsen als auf Polystyrol und auch
in der 3.-6. Woche lagen die Werte teilweise Uber denen der Kontrollen. Da zur
Ermittlung der Zellzahl jedoch abgeloste Zellen nach Trypsinierung verwendet
wurden, kénnten eine geringere Zellzahl im Uberstand auch auf eine festere, d.h.
Trypsin-bestandigere Adhasion der Zellen auf Polystyrol hindeuten. Da Zellen an
extrazellularen Proteinen anheften, die sie selbst sezernieren (z.B. Fibronektin
[Horton 1995, Liu et al. 1997]), kdnnten Unterschiede zwischen den Oberflachen
im Verlauf des Experiments durch progressive Bindung von Adhasionsfaktoren
verringert worden sein. Um diese Vermutung zu bestatigen, mussten
Untersuchungen zur Qualitat der von den Zellen sezernierten Oberflachenproteine
erfolgen. Festzuhalten bleibt dennoch, dass MC3T3-E1 Zellen auf P2000 und
316L normal adharierten und normale Zellformen ausbildeten. Der Langzeittest

stutzt daher die Befunde der vorangegangenen Biokompatibilitatstestung.

4.3 BMP-2 Stimulation

In dieser Arbeit bestatigte sich, dass ldsliches BMP-2 die ALP-Aktivitat von
MC3T3-E1 Zellen auf Metallen steigert. Ahnliche Beobachtungen wurden auch fir
andere Knochenzellen auf diversen Oberflachen [Kim et al. 1997] gemacht. Die
Steigerung der ALP-Aktivitat durch BMP-2 sowohl auf 316L als auch auf P2000
und die Unterschiede zum Kontrollmaterial wurden jedoch erstmals im Rahmen
dieser Untersuchungen gezeigt. Dabei war insgesamt eine Verminderung der
BMP-2 stimulierten ALP-Aktivitat zu erkennen, die jedoch auf 316L-Stahl
deutlicher ausgepragt war.

Die Hemmung der ALP-Aktivitat auf kaltverfestigtem P2000 betrug 9 % (Abb.17)
und war damit nicht signifikant. Auch die verschiedenen Rauhigkeiten hatten, wie

schon unter 4.1 fur das Wachstum der Zellen festgestellt, im Bereich von Ra: 1,54-
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3,24 keinen erkennbaren Einfluss. Man kann daher schlussfolgern, dass weder
das P2000 Material selbst noch die Rauhigkeit seiner Oberflache (in den Grenzen
Ra: 1,54-3,24) die Aktivitat der BMP-2 induzierten ALP beeinflussen. Dennoch
wurde bei elektropoliertem P2000 eine signifikant verminderte ALP-Aktivitat

beobachtet (-22%), deren mdgliche Ursachen im Folgenden diskutiert werden.

Im Vergleich der Materialien zeigten Zellen auf 316L-Stahl eine deutlich geringere
ALP-Aktivitat als Zellen auf Polystyrol (Abb.16). Schliet man auch in diesem Fall
Unterschiede der Rauhigkeit als Ursache aus, muss es andere Faktoren geben,
die in die BMP-2-stimulierte ALP-Synthese eingreifen. Der Befund entspricht
anderen Untersuchungen [Wiemann et al. 2002] die zeigen, dass nicht-kovalent
immobilisiertes BMP-2 auf 316L-Oberflachen zu einer niedrigeren ALP-Aktivitat als
auf Glas oder Titan flhrt. Die genannte Untersuchung liel3 jedoch offen, ob diese
Unterschiede auf der Menge und/oder Qualitdt des immobilisierten BMP-2
beruhen, oder mit storenden Metall-lonen-Einflissen einher gehen. Vor diesem
Hintergrund ist die hier durchgefuhrte LA-ICP-MS-Untersuchung wichtig, da sie
klar zeigt, dass Zellen in direktem Kontakt zu 316L-Stahl oder P2000 innerhalb
von 4 Tagen messbare Mengen von Nickel aufnehmen. Dieser Befund ist im
Hinblick auf die hohe Korrosionsbestandigkeit der Stahle und das Vorhandensein
passivierender Oxidschichten uUberraschend. Zwar finden sich auch in Patienten
mit nickelhaltigen Grol3-Implantaten (z.B. Huftgelenke) erhdhte Konzentrationen
des Metalls besonders im umgebenden Gewebe [Sundermann et al. 1989], doch
werden hier vor allem von Makrophagen verschleppte Abriebpartikel, die an den
Gelenkflachen entstehen, als Ursache genannt [Garrigues et al. 2005]. Eine
langsame Freisetzung von Metall-lonen bekommt vor diesem Hintergrund auch
eine Bedeutung fur die Frage, inwiefern Zellen z.B. im Interphase eines
Implantates Schwermetall-lonen aufnehmen und welche ihrer Funktionen dadurch
gestort sein konnen.

Der direkte Nachweis einer Metall-lonen-Aufnahme durch Zellen auf P2000 bzw.
316L-Stahl erfolgte massenspektrometrisch nach Laser-Ablation abgeldster Zellen
(LA-ICP-MS). Mit dieser Methode konnen z.B. Schwermetalle in Metalloproteasen
auf Western Blots bestimmt werden [Wind et al. 2003]. Da der lonisierungsgrad
der Atome dabei nicht ermittelt wird, ist nicht klar, in welcher Form Nickel aus der

Metalloberflache austritt und wie es von den Zellen aufgenommen wird. Durch die
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Behandlung der vom Material abgelosten Zellen mit EDTA ist jedoch gesichert,
dass zumindest extrazellulare Nickel-lonen nicht mit erfasst wurden. Demnach
konnte der etwa 10fach erhohte Nickel-Gehalt der auf 316L-Stahl kultivierten
Zellen auf anhaftendem und intrazellularem Nickel beruhen. Genauere Aussagen
verlangen eine Fraktionierung der Zellen in cytoplasmatische und
Membranbestanteile. Geht man davon aus, dass Nickel von den Zellen
aufgenommen wurde, so ist eine lonisierung vor allem in den sauren lysosomalen
Kompartimenten wahrscheinlich. Die Aufnahme von Schwermetall-lonen durch die
Membran konnte durch spezielle Transportproteine wie z.B Na*/Ca?*-Austauscher
[Egger et al. 1999] oder durch wenig selektive Kationenkanale erfolgen [Wiemann
et al. 1999].

Der Nachweis, dass Nickel aus Metalloberflachen austritt, konnte bedeuten, dass
auch andere Metalle bzw. deren lonen in die Zellen gelangen, die in dieser
Untersuchung zunachst ausgeklammert wurden. Es ist bekannt, dass zumindest
Fe, V und Mo in Konzentrationen von 50 — 100 ymol/l (Fe), 8 — 16 ymol/l (V) und
125 — 250 pymol/l (Mo) das Wachstum von Zellen unterbinden [Vorpahl et al. 2001].
316L-Stahl besteht Uberwiegend aus Eisen (Fe 64%), Chrom (Cr 18%), Nickel (Ni
15%) und Molybdan (Mo 3%), die allesamt hemmend auf die ALP wirken konnten
[Morais et al. 1999]. Versuche zur Toxizitat einzelner Bestandteile wurden auf eine
Konzentration von 50 pM beschrankt, die sicherlich Uber der Metall-lonen-
Konzentration im Umfeld der Implantatstahle lag. Diese Annahme basiert vor
allem auf der starken Hemmung der BMP-2-induzierten ALP durch 50 uyM Nickel
im Vergleich zum eher schwach hemmenden Effekt, der vom 316L-Stahl
auszugehen scheint. Die Konzentration von 50 yM wurde auch im Hinblick auf den
hemmenden Effekt von Nickel auf das Zellwachstum von C2C12 — und MC3T3-
E1-Zellen gewahlt, das dabei etwa um die Halfte reduziert war [Vorpahl et al.
2001]. Unter den gewahlten Bedingungen konnte nur Nickel die BMP-2 induzierte
ALP hemmen, wahrend Eisen und Molybdan geringe Verminderungen (<10%)
herbeifuhrten, die nicht signifikant waren. Diese geringen Effekte kdnnten sich
jedoch auch Uberlagert und zur reduzierten ALP-Aktivitat von Zellen auf
elektropoliertem P2000 beigetragen haben.

Ahnliche Ergebnisse fand man bei Untersuchungen von Metall-lonen-Gemischen,
hergestellt aus 316L-Stahl [Morais et al.1999]. Auch hier zeigte sich, dass Nickel-
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lonen den grdfiten Einfluss auf die ALP-Aktivitat hatten. Da Nickel aus 316L und
auch aus P2000 von MC3T3-E1-Zellen aufgenommen wird (siehe Tabelle 4),
konnte es an verschiedenen Stellen in die Transkription, Translation oder

posttranslationale Modifikation der ALP eingreifen.

Uber den genauen Schadigungsmechanismus des Nickels bei der Induktion der
ALP konnen derzeit nur Vermutungen angestellt werden. Zunachst sollte erwahnt
werden, dass Nickel auch andere Enzyme inhibiert, wie z.B. die Katalase
[Rodriguez et al 1990], die Glutathion Reduktase und die Glutathion Peroxidase
[Cartana and Romeu 1989, Misra et al. 1990], was den Schutz der Zellen vor
freien Radikalen vermindert [McKay et al. 1996] und so die Zytotoxizitat des
Nickels zumindest teilweise erklaren konnte. Da es sich bei der ALP des
Knochens um ein Exoenzym handelt [Torii et al. 1996], kdnnte die Beeinflussung
der Aktivitat vor allem extrazellular erfolgen. So bestinde z.B. die Mdglichkeit,
dass Nickel das Zink aus dem aktiven Zentrum der ALP kompetitiv verdrangt. Dies
wurde insbesondere den hier beschriebenen ,Zink-Nickel-Schalter* der BMP-2
induzierten ALP erklaren. Zink, das als wichtiges Element auch an anderen
aktiven Zentren von Proteinen bindet [Applebury et al. 1970], kann auch durch
EDTA-Behandlung aus Proteinen entfernt und z.B. durch Co?* und Mn*" ersetzt
werden [Ojha and Mahmood 1992]. Dazu passt der Befund dieser Arbeit, dass
auch der Metall-lonen-Chelator DTPA die BMP-2 induzierte ALP-Aktivitat hemmte,
und dass diese Hemmung durch Zugabe von Zink wieder aufgehoben werden
konnte. Auf Grund dieser Beobachtungen konnte es sein, dass Zink und Nickel um
das aktive Zentrum der ALP konkurrieren. Ein ahnliches Gegenspiel zwischen
Nickel und Zink wurde auch fur andere Phosphatasen wie Calcineurin [Takahashi
et al. 2003] und die im Gehirn exprimierte alkalische Phosphatase gefunden
[Brunel and Cathala 1973], wobei hier jedoch Zink das inhibierende und Nickel das
aktivierende lon war. Interessanterweise hat Zink einen positiven Einfluss auf die
Knochenbildung [Halsted an Smith 1970, Dimai et al. 1998, Yu et al. 2002), was
auf der Bedeutung von Zink fir die ALP-Aktivitat des Knochens in vivo beruhen
konnte [Hall et al. 1999, Peretz et al. 2001].

Metall-lonen kdénnen aber auch Uber verschiedene Transportsysteme wie zum

Beispiel Na*/Ca®*" Austauscher [Egger et al. 1999] oder Uber nicht selektive
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Kationen-Kanale [Wiemann et al.1998] in die Zelle gelangen. Somit ware es auch
modglich, dass sich die beschriebenen Effekten aus intrazelluldren Stérungen
ergeben. Unterstrichen wird diese Uberlegung durch Studien, die gezeigt haben,
dass die Zn*-beeinflusste ALP-Aktivitatssteigerung durch Hemmung der
Proteinbiosynthese mit Cycloheximid oder Actinomycin D aufgehoben werden
kann [Yamagushi and Yamagushi 1986]. Ferner wurde gezeigt, dass die
Unterdriickung von im Knochen befindlicher ALP durch Cd?" mit der intrazellularen
Zn** Konzentration zusammenhangt [Suzuki et al. 1989]. Ein mdglicher
intrazellularer Angriffsort kdnnte im BMP-2-abhangigen Signalweg zur Bildung der
ALP bestehen. Diese Uberlegung fult vor allem auf der Beobachtung, dass ohne
BMP-2 Induktion die Aktivitat der ALP durch Nickel nur geringfligig vermindert ist
(Abb.18A).  Madgliche intrazellulare  Storungsstellen im  Verlauf  der
Signaltransduktion waren vor allem die in der Signalkaskade von BMP-2
vorkommenden Zink-Finger Proteine, die die informationstragenden smad-
Proteine im Zellkern binden [Hata et al. 2000, Shen et al. 2002]. Ein eher
allgemein schadigender Mechanismus kdnnte z.B. im Ersatz von komplexem Zink
durch Nickel in DNA-bindenden Proteinen bestehen, welcher zu einer vermehrten
Bildung von freien Radikalen und einer DNA-Schadigung flihren kann

[Conte et al. 1996].

Intra- und extrazellulare Wirkorte koénnen auf Grund der vorliegenden
Versuchsergebnisse nicht voneinander getrennt werden. Es bleibt jedoch
festzuhalten, dass die BMP-2 induzierte ALP von MC3T3-E1 Zellen empfindlicher
auf Nickel bzw. auf die Anwesenheit von nickelhaltigem Stahl reagiert als die
basale ALP-Expression, was insgesamt eher fur einen intrazellularen Prozess
spricht.

Interessant ist ferner, dass es moglich ist, Zellen an hohe Nickelkonzentration zu
gewoOhnen, was in dieser Arbeit durch die Kultivierung von ,nickeladaptierten
Zellen® gelungen ist. Diese Adaptation konnte z.B. auf einer Induktion schutzender
Metallothionine beruhen [Murata et al. 1999]. Dass es sich hier um eine echte
Adaptation und nicht um die Kultivierung der neuen Zelllinien handelt, zeigte die in
Abb. 20 dargestellte Moglichkeit, die typische Hemmung der ALP Uber einen
Zeitraum von 8-10 Tagen wieder zuruckzubilden. Wichtig ist ferner, dass trotz der
offenkundigen Adaptation die Aktivitat der ALP und die Mdoglichkeit der BMP-2

Stimulation unterdriickt bleibt. Daher ist klar, dass dieses Enzym im Gegensatz
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zum Zellwachstum ein besonders wichtiger Bioindikator fur die Wirkung von Nickel
ist.

Im Vergleich zu murinen MC3T3-E1-Zellen reagierten humane Stromazellen
(hBMSC) sehr ahnlich, da auch bei Ihnen eine erniedrigte BMP-2 stimulierte ALP-
Aktivitat nach Nickel-Exposition auftrat (Abb.25). Wie bei MC3T3-E1-Zellen war
diese Hemmung nach Zusatz von Zink oder DTPA reversibel. Im Vergleich zu
MC3T3-E1-Zellen war der durch BMP-2 hervorgerufene Effekt jedoch insgesamt
geringer. Da auch die Fahigkeit der Zellen zur Steigerung der ALP-Aktivitat unter
Kontrollbedingungen gering war, koénnten hBMSC hinsichtlich in ihrer
Differenzierung weiter fortgeschritten sein (die Zellen stammten von adulten
Spendern). Ahnliche Effekte beobachtet man bei MC3T3-E1-Zellen, deren Antwort
auf BMP-2 mit zunehmender Passagenzahl abnimmt [Chung et al. 1999]. Auf
Grund der abgeschwachten Reaktion der ALP auf BMP-2 Stimulation scheinen
hBMSC keine idealen Zellen zur Testung von Metall-lonen-

Effekten auf BMP-2 zu sein. Dennoch zeigen diese Versuche, dass auch beim
Menschen die gleichen Mechanismen einer kompetitiven Zink-Nickel-Inhibition der
ALP vorliegen kénnten, was fur die Knochenbildung von Bedeutung sein konnte
[Sugawara et al. 2002].

4.4 pH-Messungen
Da der Nz-haltige P2000-Stahl NH; in unbekannten Mengen pro Zeiteinheit

freisetzt, war eine Beeinflussung des extra- und intrazellularen Milieus
aufwachsender Zellen nicht auszuschliefien. Nun sind extrazellulare pH-Werte
nahe der Materialoberflache nur mit aufwendiger Mikroelektrodentechnik zu
prufen. Daher wurden steady state pH-Werte BCECF-AM gefullter MC3T3-E1
Zellen analysiert. Diese ergaben jedoch keine Hinweise auf eine Veranderung des
steady state pH; (unter bicarbonatfreien oder bicarbonatgepufferten Bedingungen)
durch den Kontakt der Zellen zu P2000 oder 316L im Vergleich zu Zellen auf
Glasobjekttragern (Tab.5). Dennoch wurden Hinweise auf eine mogliche
Beeinflussung der intrazelluldaren Protonenkonzentration durch den Kontakt zu
Metalloberflachen bei der Analyse der pHi-Regulation nach Ammoniumpuls
gefunden. Wenngleich auch hier Zellen auf P2000 keine Unterschiede zu

Kontrollzellen auf Glas aufwiesen, zeigte sich bei Zellen auf 316L-Stahl eine
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herabgesetzte pHi-Regulation unter bicarbonatfreien sowie eine gesteigerte pHi-
Regulation unter bicarbonatgepufferten Bedingungen. Fir diesen Befund finden
sich in der Literatur bislang keine Entsprechungen. Geht man jedoch von einer
Belastung mit Nickel als moglicher Ursache aus, so scheint ein inhibitorischer
Effekt auf Natrium-Protonen-Austauscher (NHE) zu bestehen, der z. B. durch eine
Hemmung von Calciumkanalen durch Nickel zustande kommen kdnnte [Borin et
al. 1988, Zweifach and Lewis 1996]. Ursachlich muss man von einer Hemmung
des NHE und einer mdglicherweise kompensatorischen Steigerung des NCBE
ausgehen, die sowohl durch Anderungen der Expression als auch durch direkte
Hemmwirkung zustande kommen konnten. Wichtig ist, dass Anderungen des pH;
sicher eine Bedeutung fur die Knochenbildung sowie fur die Differenzierung von
Zellen haben [Hazav et al. 1989, Silver et al. 2001], so dass der Befund fur die

Implantologie von Bedeutung sein konnte.

4.5 CRAC (Calcium Release Activated Current)

Ausgehend von Befunden, dass Nickel-lonen den Influx von Calcium-lonen durch
so genannte CRAC-Kanale hemmen [Zweifach und Lewis 1996], wurden der
CRAC-vermittelten intrazellularen Calciumanstieg der MC3T3-E1 Zellen auf
P2000- und 316L-Stahl untersucht. Das dazu eingesetzte Protokoll (vergleiche
2.4.3) fuhrt durch die Erhéhung der extrazellularen Calciumkonzentration zu einem
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration, die normalerweise bei allen
Zellen nachweisbar ist [Wiemann et al. 1998]. Demgegenuber fiel dieser
Calciumanstieg bei Uber 90% der Zellen auf 316L-Stahl véllig aus, wahrend Zellen
auf P2000 unbeeintrachtigt erschienen. Auch fir diesen Effekt konnten Nickel-
lonen verantwortlich sein, doch sind weiterfuhrende Untersuchungen notwendig,
wenn zwischen direkter und indirekter Hemmung (z.B. Expression der Kanale)
unterschieden werden soll. Da Calcium ein universeller second messenger ist,
kénnte eine Anderung der intrazelluldren Calciumregulation - ebenso wie
Anderungen der pH; Regulation - bei Zellen auf 316L-Stahl von grofRer Bedeutung
sein. Auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen Calciumhomdostase und

pHi-Regulation wurde bereits im vorigen Abschnitt hingewiesen.
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4.6 Bewertung von P2000

Aus physiologischer Sicht scheint P2000 zumindest dem zur Zeit noch oft
verwendeten 316L-Stahl Uberlegen zu sein, da er in allen Uber die DIN-ISO Norm
hinausgehenden Versuchen gleich oder besser abschnitt als 316L-Stahl im
Vergleich zur Kontrolle (Glas oder Polystyrol). In Zusammenschau aller
Ergebnisse wird damit deutlich, dass P2000 ein vielversprechendes
Implantatmaterial mit guter Biokompatibilitat in vivo sein kdnnte, wie es in letzter

Zeit auch fur ahnliche nickelarme Stahle gezeigt wurde [Fini et al. 2003].
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5. Ausfuhrliche Zusammenfassung

Ziel der Doktorarbeit war zunachst, die Biokompatibilitdt des nickelfreien
austenitischen Stahls P2000 unter Berlcksichtigung der DIN ISO Norm 10993-5
(in vitro-Zytotoxizitat) nachzuweisen. P2000 ist ein Stahl, der bezuglich Harte,
Festigkeit und Korrosionsbestandigkeit ein viel versprechendes Material zur
Herstellung von Knochenimplantaten ist. Dieser Stahl, sowie der nickelhaltige
Vergleichsstahl 316L wurden von der Werkstofftechnik der Universitat Essen
(Prof. Fischer) zur Verfugung gestellt und im technischen Zentrallabor der
Universitatsklinik Essen in eine Form gebracht, die fur Zellkulturexperimente
geeignet war. Verschiedene Qualitdten beider Stadhle wurden dann in
Zusammenarbeit mit dem Fachbereich Chemie (Prof. Schmidt) durch
Elektropolieren gereinigt und anschlieRend mit Hilfe der Physiologischen Chemie
der Universitat Duisburg-Essen (Prof. Jennissen) weiter aufbereitet. Fur
Zellkulturuntersuchungen wurde die murine osteoblastare Zelllinie MC3T3-E1
eingesetzt.

Versuche zum Zellwachstum und zur Morphologie (Auflicht-Fluoreszenz der
MC3T3-E1-Zellen), die in direktem Materialkontakt Uber 3 Tage sowie uber 6
Wochen durchgefuhrt wurden, ergaben zunachst keine Hinweise auf eine
Schadigung der Zellen durch die Materialien, so dass P2000 gemal der 0.g. Norm
als ein biokompatibles Material eingestuft werden muss.

Da P2000 ein Stickstoff-haltiger Stahl ist, der in Wasser NH; abgibt, wurde geprift,
ob die intrazellulare pH-Regulation (pH;) der aufwachsenden Zellen beeintrachtigt
ist. Die Unterschiede des steady state pH; waren jedoch gering. Auf nickelhaltigem
316L-Stahl, aber nicht auf P2000, war die Natrium-Protonen-Austauscher-
vermittelte (NHE) pHi-Regulation nach Saurebeladung der Zellen vermindert, die
natriumabhangige  Chlorid-Bicarbonat-Austauscher-vermittelte  (NCBE) pH;
Regulation war jedoch erhoht.

Zellen auf nickelhaltigem 316L-Stahl wiesen im Vergleich zu Zellen auf P2000
oder auf Glas auch einen deutlich reduzierten bis fehlenden Calcium-Einstrom
durch “Calcium Release Activated Current® (CRAC)-Kanale auf. Solche wenig
selektiven Kationenkanale werden u.a. durch Nickel-lonen blockiert, was indirekt

auf eine Freisetzung von Nickel aus 316L-Stahl, nicht aber aus P2000 spricht.
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In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Umweltanalytik der Universitat Essen
(Prof. Hirner) gelang schlieBlich mit LA-ICP-MS Technik der direkte Nachweis,
dass Zellen auf 316L schon nach 4 Tagen in vitro einen 10fach erhohten Nickel-
Gehalt besitzen. Bei Zellen auf P2000 war dieser Wert im Vergleich zur nominell
nickelfreien Kontrolle 2-fach erhdht, was auf geringe Spuren von Nickel auch im
P2000-Stahl deutet.

Im Rahmen der Arbeit wurde erstmals eine weitere indirekte Methode zur
Erfassung von Nickel-Toxizitaten angewandt. Diese beruhte auf der Messung der
BMP-2-(Bone Morphogenetic Protein-2) stimulierten Alkalischen Phosphatase
(ALP) der Knochenzellen. ALP beinhaltet Zink im aktiven Zentrum und ist u.a.
durch Nickel-lonen direkt hemmbar. Daruber hinaus scheint Nickel auch mit dem
intrazellularen Signalweg zu interferieren, der ausgehend von der Bindung des
BMP-2 zur Expression der ALP fuhrt. Zellen auf beiden Metallen zeigten im
Vergleich zu Zellen auf Polystyrol eine Reduktion der BMP-2 induzierten ALP.
Diese ALP-Verminderung war auf 316L-Stahl ausgepragter als auf P2000.
Unterschiedliche Rauhigkeiten (gemessen von der Werkstofftechnik der Univ.
Duiburg-Essen) kamen als Erklarung dafur nicht in Frage. Versuche mit weiteren,
in P2000 und 316L enthaltenen Metall-lonen (Fe, Cr, Mo, Mn) lielken erkennen,
dass Nickel dasjenige Metall-lon war, das den groRten hemmenden Einfluss auf
die BMP-2 induzierte ALP-Aktivitat hatte. Ausgehend von diesen Befunden wurde
versucht, die nickelbedingte Toxizitat durch Metall-lonen-Chelatoren wie DTPA zu
hemmen. Uberraschender Weise senkte DTPA jedoch die BMP-2 bedingte ALP
der Zellen auf nickelhaltigen Stahlen. Weitere Versuche zur Wirkung von Metall-
lonen konnten diesen Befund erklaren: Es zeigte sich insgesamt, dass zur
Stimulation der ALP durch BMP-2 auch Zink-lonen beitragen. Fehlte dieses
Spurenelement nach Chelatierung mit DTPA, so fiel die ALP-Induktion durch
BMP-2 vollstandig aus. Zink-lonen waren zudem in der Lage, die Hemmung der
BMP-2 bedingten ALP durch Nickel zu antagonisieren. Hypothetisch kann man
daher von einem “Zink-Nickel-Schalter” ausgehen, der auch fur die Sensitivitat der
Knochenzellen gegentber Metallen bzw. Stahlen verantwortlich sein konnte.

Die Frage nach toxischen Nickel-Konzentrationen fuhrte auch zur Etablierung
einer MC3T3-E1-Zelllinie, die in Anwesenheit von 50 pM Nickel dauerhaft
proliferierte. Die ALP war bei diesen Zellen durch BMP-2 nicht mehr induzierbar,

auller wenn zusatzlich gleiche Konzentrationen von Zink-lonen zugesetzt wurden.
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Dieser Befund verdeutlicht nicht nur den Zink-Nickel-Mechanismus, sondern zeigt
auch, dass die Messung der Proliferation kein Kriterium ist, mit dem auf das eine
Nickel-Belastung ausgeschlossen werden kann.

Schliel3lich wurden die an Mauszellen erarbeiteten Ergebnisse auf menschliche
Zellen ausgedehnt. Weitere Untersuchungen wurden daher an humanen
Knochenmarkszellen (hBMSC) durchgefiihrt, die uns von der Hamatologie des
Universitatsklinikums Essen (Prof. Duhrsen) zur Verfugung gestellt wurden. Diese
Zellen zeigten ebenfalls eine mit BMP-2 stimulierbare ALP-Aktivitat, die in
ahnlicher Weise durch Zink, Nickel und DTPA beeinflusst wurde, so dass die
beschriebenen Effekte mit groRer Warscheinlichkeit auf den Menschen
ubertragbar sind.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass Zellen auf korrosionsbestandigen
nickelhaltigen Stahlen nachweislich Nickel aufnehmen. Obwohl die Proliferation
und die Morphologie wenig betroffen sind, konnen andere zellphysiologische
Vorgange Dbeeintrachtigt sein. Die aufgenommene Metall-Menge kann direkt
massenspektroskopisch  bestimmt  werden. Indirekte  Messung durch
Bioindikatoren, wie die BMP-2 stimuliete ALP, sind jedoch einfacher
durchzufihren und erscheinen ebenfalls geeignet, um die Biokompatibilitat eines

Stahls zu ermitteln, der in den Korper eingebracht werden soll.
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6. Zusammenfassung

P2000 ist ein neuer nickelfreier, stickstoffhaltiger Stahl mit sehr guter Festigkeit
und Korrosionsbestandigkeit, der sich zur Fertigung von Knochenimplantaten
anbietet und als mogliche Alternative zu nickelhaltigen 316L-Stahlen anzusehen
ist. In dieser Arbeit wurde P2000 erstmals auf seine in vitro-Biokompatibilitat,
seinen Einfluss auf die intrazellulare pH-Regulation und auf den Kalzium-Flux
durch wenig-selektive Kationenkanale getestet.

Die Untersuchungen erfolgten an Osteoblasten-artigen MC3T3-E1-Zellen, die
vergleichend auf Polystyrol sowie auf nickelhaltigem 316L-Stahl wuchsen. Im
Vergleich zur Kontrolle adharierten und wuchsen die Zellen auf P2000 normal, so
dass P2000 gemafly DIN ISO Norm 10993-5 als biokompatibler Stahl einzustufen
ist. Die intrazellulare pH-Regulation sowie der Calcium-Einstrom durch wenig
selektive Kationen-Kanale waren auf P2000 im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls
normal. Auf nickelhaltigem 316L-Stahl war jedoch die Natrium-Protonen-
Austauscher-vermittelte pH-Regulation der Zellen vermindert, wahrend die
Natrium-abhangige Chlorid-Bikarbonat-Austauscher-vermittelte  pH-Regulation
gesteigert war. Zudem war der Calcium-Flux durch o.g. Kanale bei vielen Zellen
nicht auslosbar. Mittels massenspektroskopischer Analysetechnik konnte gezeigt
werden, dass Zellen auf 316L-Stahl im Vergleich zu P2000 oder zur Polystyrol-
Kontrolle 5-10fach erhohte Nickel-Gehalte aufwiesen. Zur weiteren Beurteilung
von biologischen Nickel-Effekten wurde die Aktivitat der alkalischen Phosphatase
herangezogen, die zu diesem Zweck erstmals mit “bone morphogenetic protein-2*
stimuliert wurde. Bei Zellen auf 316L-Stahl war die Aktivitat der alkalischen Phos-
phatase im Vergleich zur Kontrolle starker herabgesetzt als bei Zellen auf P2000.
Weiterfuhrende Untersuchungen mit den in 316L enthaltenen Metall-lonen zeigten
wiederum, dass vornehmlich Nickel die Hemmung der alkalischen Phosphatase
auslésen konnte. Versuche mit Metallionen-Chelatoren sowie mit Zink-lonen
ergaben Hinweise darauf, dass die Stimulation der alkalische Phosphatase durch
bone morphogenetic protein 2 die Anwesenheit von Zink erfordert und das Nickel
mit Zink anscheinend um relevante Bindungsstellen konkurriert. Ahnliche
Ergebnisse  wurden mit menschlichen  Knochenmarkszellen erhalten.
Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass der nickelfreie Stahl P2000 zellulare

Funktionen weniger stark beeinflusst als der nickelhaltige 316L Stahl.
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