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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein MeBsystem entwickelt, das auf der Basis der DNA-
markierenden fluoreszierenden Farbstoffe Hochst 33342 und BCECF-AM sowie als
Parameter der Membranintegitit Sulforhodamin 101 als Proteinmarker EDsp-Bestimmungen
von priméren und Dauerzellkulturen in einem Kurzzeittest ermdglicht. Dabei erwies sich die
intrazelluldire Messung mit dem Hoechstfarbstoff sensitiver gegeniiber der EDsy-Bestimmung
mit BCECF-AM sowie der Proteinbestimmung mit Sulforhodamin 101. Der Vorteil dieser
Methode liegt darin, dafl alle Messungen in einem Well durchgefiihrt werden kdnnen, was
eine deutliche Zeit- und Materialersparnis mit sich bringt. Mit Hilfe dieser Methoden wurden
fiir insgesamt 38 Substanzen von zahndrztlichen Fiillungswerkstoffen EDsp-Bestimmungen
mit der Dauerzellinie 3T3 sowie primdren humanen Pulpa-, Wurzelhaut- und
Gingivafibroblasten durchgefiihrt.

Es konnte in dieser Arbeit keine Zellinie gefunden werden, die generell weniger bzw stirker
auf die hier untersuchten Substanzen reagierten als die anderen Zellinien. Primire
Wurzelhautfibroblasten und Pulpafibroblasten erwiesen sich bei den meisten untersuchten
Substanzen empfindlicher als die 3T3- und Gingivafibroblasten. In allen Zellkulturen waren
Bis-GMA, UDMA, Bis-MA, DEGDMA, TEGDMA, Bis-EMA, DMTDA, DMDDA, BHT,
TPSb und TPP stark zytotoxisch. Diese Substanzen zeigten in allen Zellkulturen dhnliche
EDsy-Konzentrationen.

Auch weniger schidigende Substanzen wie DDMA, DEAE und DMAPE fiihrten in allen
Zellkulturen zu vergleichbaren Ergebnissen. Substanzen, bei denen sich weniger oder kaum
zytotoxische Effekte (z.B. EGDMA) nachweisen lieen, wiesen dagegen grofere Varianzen
bei den verschiedenen Zellarten auf.

Fir TEGDMA, das sehr gut wasserloslich ist, konnten Konzentrationen in Wassereluaten
nachgewiesen werden, die an die hier gefundenen EDs,-Werte heranreichen.

Die Ergebnisse aus dem EDsyp-Bestimmungen zeigen auf, da3 es zu jeder stark toxischen
Substanz mittlerweile biokompatible Substanzen mit geringerem toxischem Potential gibt, die

als Alternative zu den sehr toxischen Substanzen eingesetzt werden konnen.

Bei der Verwendung von primidren Zellen ist die Frage, inwieweit diese Zellen fiir
reproduzierbare Zytotoxizititstest verwendet werden konnen, von groBer Wichtigkeit, da sich
mit zunehmender Passagenzahl die Morphologie und die Biochemie dieser Zellen stark

verandert.



Die Alterung der Zellen konnte durch eine starke Zunahme der Verdoppelungzeiten ab der 9.
Passage von 35-40 h. auf 90-120 h in hoheren Passagen beobachtet werden. Der BrdU-Einbau
sank dagegen ab der 9. Passage von etwa 40 % markierter Zellen bis zur Nachweisgrenze.
Primire Zellen zeigten in den Passagen 3-8 einen etwa gleichbleibenden EDso-Wert. Ab der
neunten Passage lassen sich jedoch nicht mehr reproduzierbare EDso-Bestimmungen
durchfithren. Der Grund dafiir liegt weniger in der Verdnderung der Zellen wie z.B.
morphologische Veridnderungen, als vielmehr darin, dal wegen der verlingerten
Verdoppelungszeiten nicht mehr geniigend Zellen pro Well zu Verfiigung stehen, um eine
reproduzierbare EDsj-Bestimmung durchzufiihren. Das Alter der Patienten scheint dagegen
kaum einen Einfuf} auf die EDs, zu haben.

Somit konnen primidre Zellen zwischen den Passagen 3-8 fiir reproduzierbare EDsy-
Bestimmungen verwendet werden. Hohere Passagen sind aufgrund des verringerten

Zellwachstums nicht mehr fiir Zytotoxizitédtstest geeignet.

Weiterhin wurde an einigen ausgewéhlten Substanzen Untersuchungen zur Gentoxizitdt und
Kanzerogenitit mit zwei verschiedenen Kurzzeittestmethoden durchgefiihrt, zum einem mit
einem bakteriellen, dem klassischen Ames-Test vergleichbaren System, dem umu- Mikrotest,
und zum anderen mit einem eukaryontischen System, dem DIT (DNA-Synthese-
Inhibitionstest) der die DNA-Synthese der Zellen quantitativ durch BrdU-Einbau mift.

Dabei konnten bei den meisten Substanzen in beiden Testsystemen kein gentoxisches
Potential ausgemacht werden. Bei Bis-GMA, UDMA und CQ konnte eine mogliche
Gentoxizitdt dieser Stoffe durch die hohe Zytotoxizitéit liberlagert sein. Bei TPSb, einem
Zusatzstoff bei der Herstellung von Bis-GMA, wurde jedoch im DIT-Test eine starke
konzentrationsabhingige Hemmung der DNA-Synthese beobachtet. Fiir diese Substanz wurde
die Moglichkeit diskutiert, dal TPSb aufgrund seiner molekularen Eigenschaften sich an die
DNA kovalent bindet und damit die DNA-Synthese behindert, jedoch dabei die DNA nicht
schidigt.

Schlagworter:
Zytotoxizitdt, Zahndrztliche Materialien, Monomere, prindre humane orale Fibroblasten,

Gentoxizitit.



Abstract

It was the purpose of this investigation to determine the cytotoxic effects (EDS50
concentrations) of 35 monomers or additives identified in commercial dental resin
composites. Monolayers of permanent 3T3 cells and three primary human fibroblast types
derived from oral tissues (gingiva, pulp, and periodontal ligament) were used as test systems.
In this work we used a microplate test system, with the DNA-intercalating fluorescent dye
Hoechst 33342 to marked living cells. All substances were tested in concentrations ranging
from 0.01 to 5.0 mM. In general, ED50 values varied from 0.06 to > 5 mM. Within the groups
of co(monomers), initiators, and cointiators, severe (e.g., Bis-GMA, UDMA, DMBZ, and
DMDTA) or moderate (HEMA, BEMA, CQ, DMPT, and DMAPE) cytotoxic effects could be
evaluated. Within the group of reaction/decomposition products, only moderate or slight
effects were found (ED50: 0.7 to > 5 mM). The inhibitor BHT, the contaminant TPSb, and the
photostabilizer HMBP, however, were highly cytotoxic in all cell cultures. In addition, the
ED50 values of DBPO and HMBP significantly varied (0.43-3.8 mM, respectively, and 0.44-
3.07 mM) with the applied cell culture. Our comprehensive screening shows that for several
of the highly cytotoxic composite components, less cytotoxic alternatives are available.
Furthermore, there was no cell type identified which was consistently less or more sensitive to
the toxic effects of the tested compounds than the others. Primary human periodontal ligament
and pulp fibroblasts, however, were found to be more sensitive than 3T3 and gingival

fibroblasts to alterations from most tested substances.

In contrary to permanent cell cultures - primary cell cultures can only be used for cytotoxicity
studies - during a limited period. A disadvantage of primary cells is that they are more
difficult to handle than permanent cell cultures. This is partially caused by the heterogeneous

origin (patients of different ages etc) and more complex culture requirements of the cells.

Permanent cell cultures are mostly well defined and more homogeneous with respect to
morphology and growth characteristics, but do not correspond to the tissue of the target, in
general. Thus various authors prefer to perform cytotoxicity tests of composites and resins
with primary cells derived from the oral cavity, (1,2,3,) because the use of these cells might

improve the comparison with the in vivo-situation.

Therefore it was the purpose of this study to evaluate the reproducibility of cytotoxicity data
determined by primary fibroblasts of patients with different ages and different passages of the
cells. Our results show that human periodontal ligament fibroblasts can be used for

cytotoxcity tests and ED5() values.



Cytotoxy tests with HPLF of different origin, resp. patients can be performed during passage
#4 to #10. But due to the significantly increasing doubling time and the markedly decreasing
proliferation rate (BrdU-incorporation) beginning with passage #9 it is recommended to use

the primary cells from passage 4 to #8 only for biocompatibility studies.

To characterize the (possible) DNA-damaging properties of resins and specific compounds
that contribute to this genotoxicity. For screening, two tests that assay for different aspects of
genotoxicity (i) the bacterial umu-test; and (ii) the eucaryotic DNA synthesis inhibition test
(DIT); were chosen. This investigation gives several lines of evidence that most of the 14
chemical monosubstances tested yield 'positive' results in at least one of the genotoxicity tests,
however, with effects ranging from 'borderline' to 'strong positive'. However, TPSb in the DIT
test a strong concentration-dependent inhibition of the DNA synthesis was observed. For this
substance the possibility was discussed that TPSb binds itself due to its molecular
characteristics to the DNA binds and so that obstructs the DNA synthesis however the DNA
does not damage. On the basis of these data and public concern, more attention has to be
given to local or systemic complications which may be associated with the use of dental

materials.

Keywords:
cytotoxicity, cytocompartibility, genotoxicity, dental materials, monomers, additives,

oral fibroblasts.



AbkUrzungen :

3T3 3T3 — Mausfibroblasten

Abb Abbildung

ATCC American Type Culture Collection

AMMUG Arbeitsgemeinschaft Molekulare Mechanismen umweltbedingter
Gentoxizitét

BCECF-AM 2", 7" -bis(carboxyethyl)-5,6-carboxy-fluorescein-acetoxy-methyl-esther)

B-Puffer Puffer zur Lyse der Bakterien und Freisetzung der B-Galaktosidase

CO, Kohlendioxyd

DIT DNA- Synthese-Inhibitions-Test.

DMEM Dulbeccos” Minimal essentitial Medium fiir 3T3- Zellen

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxynucleicacid = Desoxyribonukleinsdure

EDs Effektive Dosis 50% = Konzentration einer Substanz, bei der 50% der

Zellen iiberleben

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

E-MEM Eagle’s Minimal essentitial Medium fiir HELA-Zellen

h Stunde

HCl Salzsdure

H,O Bidestiliertes Wasser

H 33258 Hoechst Farbstoff 33258

H 33342 Hoechst Farbstoff 33342

HGF Humane Gingivafibroblasten = primédre Gingivafibroblasten
HPF Humane Pulpafibroblasten = primére Pulpafibroblasten
HPDL Humane Parodontalligamentfibroblasten = priméire

Waurzelhautfibroblasten

FKS Fotales-Kilber-Serum
1 Liter
LDsg Lethale Dosis 50% ( Konzentration einer Substanz, bei der 50% der

Versuchstiere iiberleben)
NQO 4-Nitrochinolin-N-oxid
N Normal



M Mol

MW Mittelwert

ODg0o Optische Dichte bei der angegebenen Wellenlinge

PBS Phosphat Buffered Saline

P/S/A Penicillin, Steptomycin, Amphotericin B

SDS Soduim-Dodecyl-Sulfat

TGA-Medium Medium zum Ansatz der Bakterien fiir den umu- Mikrotest
U/min Umdrehungen pro Minute

units Einheiten der Enzymaktivitét

viv Volumen pro Volumen



Monomere
Bis-GMA
Bis-MA
Bis-EMA
UDMA
HEMA
BEMA
EGDMA
DEGDMA
SIMA
TEGDMA
1,10-DDMA
1,12-DDMA
Koinitiatoren
DEAE
DMPT
DMAPE
DIPA
DEAEMA
DCHA
DHEPT
DMDDA
DMTDA
TBA

THA
DMABEE

Liste der untersuchten Substanzen

2,2-Bis{4-(2-hydroxy-3-methacryloxy-propyloxy)-phenyl }-Propan
Bisphenol-a-Dimethacrylat

Ethoxyliertes Bisphenol-A
Urethandimethacrylat
2-Hydroxyethyl-methacrylat: aus UDMA
Benzylmethacrylat
Ethylenglycoldi-methacrylat
Diethylenglycoldi-methacrylat
3-Trimethoxysilan-propylmethacrylat
Triethylenglycoldi-Methacrylat
1,10-Decandioldi-methacrylat
1,12-Dodecandi-methacrylat

2-Dietylaminoethanol
Dimethyl-p-toluidin
2-(4-Dimethylamino-phenyl)ethanol
2,6-Diisopropylannilin
N,N-diethylamino-ethylamin
Dicyclohexylamin
Dihydroxyethyl-p-Toluidin
Dimethyldodecanamin
Dimethyltetradecan-amin
2,4,6-tri-t-butylanillin
Trihexylamin

4-Dimethylamino-benzoesdureethylester



Initiatoren
DBPO

CQ

BL

BPE

DMBZ

Dibenzoylperoxid
Champherchinon, 2-3- Bornandion
Benzil

Benzoesdure-phenylester,

aus DBPO

2,2-Dimethoxybenzoin,

Photostabilisator, Inhibitor, Reaktionsprodukte und Verunreinigungen

BHT
HMBP
TPSb

BEA
BME
TEG

DICH
BPE
TPP
CSA
DCHP

2,6-Di-t-butyl-4-methylphenol
2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenon
Triphenylstiban,

aus Bis-GMA

Benzylalkohol
Benzoesdure-methylester
Triethylenglykol,

aus TEGDMA
1,6-Diisocyanato-hexan aus UEDMA
Benzoesidure-phenylester, aus DBPO
Triphenyl-phosphan
Camphersiure-anhydrid

Dicyclohexyl-pthyalat
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1. Einleitung

1.1 Begrindung zur Notwendigkeit biologischer Prifungen von
zahnarztlichen Materialien

In den letzten Jahren ist die In-vitro-Biokompatibilitdtspriifung von zahnérztlichen

Werkstoffen in den Vordergrund eines breiten Interesses geriickt.

Angesichts einer immer mehr zunehmenden Skepsis gegen das auf einer Quecksilber-
Silber-Legierung basierende Fiillungsmaterial Amalgam wird den modernen
Kunststoffiillungswerkstoffen immer mehr Beachtung geschenkt. Sie werden mitunter
auch als “biologische Amalgam-Alternative” bezeichnet. Allerdings melden sich
immer mehr Kunststoffgegner zu Wort, die vielféltige Krankheitserscheinungen auf
dentale Kunststoffe zuriickfiihren (Lehnhard, 1994). Zahniarztliche Fiillungswerkstoffe
werden als Medizinpodukte angesehen, da diese Materialien fiir lingere Zeit in den
menschlichen Korper direkt appliziert werden und auch systemisch wirken konnen. Im
Sinne einer verantwortungsvollen Medizin ist eine biologische Priifung dieser
Materialien und ihrer Einzelsubstanzen notwendig. Zur Kontrolle werden heute bereits
eine Reihe von Priifverfahren angewendet, wobei den Zellkulturmodellen eine immer

groBere Bedeutung zukommt.

1.2 Die biologische Testung von Materialien

Die Untersuchungen von physikalischen Parametern wie die Wasseraufnahme von
Kunststoffen oder die Hirte- und Dichtemessung von Metallen und Kunststoffen sind

relativ einfach durchzufiihren und inzwischen sehr gut standardisiert.

Dagegen sind Analysen zur Biokompatibilitdt wesentlich schwieriger durchzufiihren
und zu interpretieren. Das liegt zum einen daran, da es sich um biologische
Testsysteme handelt, die naturgemil3 biologischen Schwankungen unterliegen, welche
schwierig zu kontrollieren sind, zum anderen in der Anzahl der variablen Parameter

im Vergleich zu physikalischen Untersuchungsmethoden (Schmalz, 1986).

Die American Dental Association (ADA) erarbeitete 1976 eine Reihe von Richtlinien,
die fiir die Standardisierung von Tests zur Analyse von dentalen Materialien

herangezogen werden sollten. Diese Richtlinien sind in den letzten Jahren iiberarbeitet
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worden und finden in den heutigen europdischen und internationalen Normen ihre
Anwendung (EN 30993, ISO/TR 7450-1984). Die Materialien sollen dabei auf

folgende biologische Effekte untersucht werden:

1.) Akute allgemeine Toxizitédt
2.) Chronische Toxizitdt und Tumorproduktion
3.) Allergische Sensibilisierung
4.) Lokale Toxizitit
a) bei unspezifischer Applikation
b) bei spezifischer Applikation (Anwendungstest)
(nach Langeland und Klotzer, 1971)

Zur Bestimmung dieser Groflen empfehlen die Autoren Thonstedt und Wennberg

(1980) folgende Punkte:

1.Screening Test zur Ermittlung der allgemeinen Toxizitit
a) Zytotoxizitdt (In-vitro-Test)
b) Karzinogene und mutagene Wirkung

¢) Sensibilisierung (Meerschweinchen)

2.Screening Test zur Bestimmung der lokalen Gewebeirritation
a) kurzzeitige Applikation (15 min) auf intaktes

nichtepithelisiertes Gewebe (Kaninchen)

b) Langzeitimplantationsversuche (mehr als 12 Monate im

subkutanen Gewebe bei Kleintieren)

3. Anwendungstest

4. Klinische Untersuchungen
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1.2.1 Zellkulturen

Schon seit 30 Jahren werden Zell- und Gewebekulturen verschiedenster Art zur
Bestimmung  zytotoxischer Effekte von =zahndrztlichen Materialien, wie
Wurzelkanalfiillungsmaterialien, Fiillungsmaterialien, Unterfiillungsmaterialien etc.
benutzt. Als Zellkultur bezeichnet man die Aussaat und Weiterziichtung einzelner

Zellen als selbstdndige und unabhédngige Einheiten (Klaiber, 1979).

Die Untersuchungen dentaler Materialien in den In-vitro-Studien bietet eine Reihe von
Vorteilen gegeniiber den In-vivo-Modellen, da sich hierbei einzelne Zelltypen
isolieren und die Umgebungsparameter genauer definieren lassen. Desweiteren sind
die Testverfahren relativ gut reproduzier- und standardisierbar, somit 6konomisch und

im Gegensatz zu den hédufig angewandten Tierversuchen ethisch unbedenklich.

Die Priifung einer moglichen Toxizitdt kann mit den unterschiedlichsten Zellkulturen
durchgefiihrt werden. Die Problematik, die sich dabei ergibt ist, da je nach Herkunft
der Zellart ein veridndertes Verhalten auf das zu untersuchende Material auftreten

kann.

Ebenfalls ist es wichtig, dal Zellkulturuntersuchungen auf ihre Vorhersagbarkeit fiir
die wirklichen Gegebenheiten in situ iiberpriift werden. Dazu miissen Methoden
entwickelt werden, die eine moglichst schnelle und genaue Vorhersage iiber die

Toxizitit eines Stoffes ermoglichen.

Man unterscheidet dabei zwischen Dauerzellkulturen und priméren Zellkulturen.

1.2.2 Dauerzellkulturen

Dauerzellkulturen, oft auch permanente oder immortalisierte Zellkulturen genannt,
sind spontan oder gezielt so transformiert worden, daf} sie unbegrenzt passagiert und
auf Vorrat iiber Jahre gehalten werden konnen. Allgemein gilt, da eine Zellinie als
etabliert angesehen werden kann, wenn sie mehr als 70 x passagiert werden konnte.

Zellinien stammen aus den unterschiedlichsten Organen verschiedenster Spezies.

Die wesentliche Eigenschaft von permanenten Zellinien ist, dal diese Zellen Klone,

ausgehend von einer Zelle, darstellen. Somit sind diese Zellen genetisch,
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morphologisch und physiologisch gleich. Erst dadurch lassen sich viele
molekularbiologische und biochemische Untersuchungen in ausreichender
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit durchfiihren, da die charakteristischen
Eigenschaften der Zellen erhalten bleiben. Dauerzellkulturen werden im allgemeinen
wegen ihrer hoheren Zellteilungsgeschwindigkeit sowie aufgrund ihrer weltweiten
Verfiigbarkeit in Stammsammlungen und der dadurch erst moglichen Vergleichbarkeit
in verschiedenen Laboratorien fiir Screeningtests und die Bestimmung der EDs

verwendet.

Dauerzellkulturen sollen nach der europdischen Norm EN 30993 in den In-vitro-
Biokompatibilitédtspriifungen verwendet werden. Die in dieser Arbeit u.a. verwendete
Miusefibroblastenzellinie 3T3 ist eine der zur Priifung empfohlenen Zellinien.
Weiterhin ist in der Norm festgehalten, dal3 fiir speziellere Fragestellungen auch
primidre Zellen des Zielgewebes benutzt werden sollten, um in einer kombiniert
parallel verlaufenden Anwendung der priméren und der Dauerzellinie eine Ergénzung

des Gesamteindruckes der Zytotoxizitidt des untersuchten Materials zu finden.

1.2.3 Priméare Zellkulturen

Primire Zellkulturen zeichnen sich durch ein relativ inhomogenes Zellbild aus. Diese
Zellkulturen werden im Gegensatz zu den Dauerzellkulturen immer wieder erneut aus
dem Gewebe gewonnen und weisen dabei dhnlich dem Muttergewebe eine heterogene

Zusammensetzung des Zellmaterials auf.

Die Kultivierung von primidren Zellen erfolgt durch das Aussetzen von

Gewebestiickchen in Zellkulturflaschen.

Nach 3-6 Tagen kann durch mikroskopische Kontrolle das Auswachsen der Zellen
beobachtet werden, diese neuen Zellen konnen nach einiger Zeit passagiert und in

Kultur genommen werden.

Die EG-Leitlinien zur Priifung von Impfstoffen definieren die Primirzellen als
Kulturen von Zellen, die sich nicht von denen im tierischen Ursprungsgewebe
unterscheiden, aus denen sie hergestellt wurden. In der letzten Zeit unterscheiden
einige Autoren zwischen Primér- und Sekundirkulturen. Primérkulturen sind Kulturen

der 0.-5. Passage, Sekundérkulturen die der 6.-10. Passage (Uphoff, et al.,1992).
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Lidel und Bauer (1986) unterscheiden im Gegensatz dazu zwischen Primirkultur und
Zellinie. Primérkulturen sind nach ihrer Definition nur diejenigen Zellen, die direkt
aus dem Gewebe stammen. Bereits nach der ersten Passage liegt dann nach ihrer
Definition eine primdre Zellinie vor, bestehend aus vielen Unterlinien der

urspriinglichen Primérkultur.

Ein wesentlicher Vorteil des primdren Zellkulturmodells gegeniiber den
Dauerzellkulturen ist die bessere Anpassung des Zellkulturmodells an die In-vivo-
Lebensbedingungen. Die Heterogenitit des Zellgewebes ist aber auch ein Ausdruck
des physiologischen Zustandes des Herkunftgewebes, da diese Zellen unterschiedliche
Differenzierungsrichtungen mit &dhnlichem oder unterschiedlichem Phinotyp
aufweisen. Desweiteren konnen Zellen verschiedensten Alters vorhanden sein und in
die Kultur mit iibernommen werden. Dieses ist ein Zustand, der den In-vivo-

Bedingungen stark dhnelt (Heidemann, 1982).

Aus diesem Grunde propagieren einige Autoren die Priifung von zahnirztlichen
Materialien mit primidren Zellen des oralen Zielgewebes (Geurtsen, 1986, Hensten-
Petersen, 1981). In der folgenden Tabelle 1 sind noch einmal die Eigenschaften von

Primir- und Dauerzellkulturen zusammengestellt:
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Tab 1.: Unterschiede zwischen priméaren Zellen und Dauerzellkulturen

(nach Zalkind 1979).

Primiire Zellen

Dauerzellkulturen

Zell

bild

Heterogenes Zellbild
Verschiedene physiologische
,,Alterszustiande*

Verschiedene physiologische Aktivitét

Homogenes Zellbild, gleichartiges
Wachstum
Nur Mitose und Degeneration heben sich aus

dem Zellbild ab

Vermehrungsg

eschwindigkeit

Geringer

Instabile Mitoseaktivitét

Hoch, Mitoseaktivitit bleibt tiber 100

Passagen stabil

Transformation, Genetik

Relativ  konstante Genetik iiber 10-15

Passagen

Konstante Genetik iiber 100 Passagen

AnschlieBend mogliche spontane Transformation, Ubergang in einen diploiden “cell strain”

Endgiiltige Degeneration durch Alteration
oder Erschopfung der Wachstumspotenz

Endgiiltige Transformation bei Verlust der
Diploidie, Ubergang zur heteroploiden

Dauerzellinie

1.3 Methoden zur Priifung der Biokompatibilitat in der Zellkultur

Es gibt seit der Einfithrung der Biovertriglic
groBe Anzahl von Testmethoden zu unter

konnen qualitative und quantitative Methoden

Methoden, die nur eine begrenzte Abschétzung

relativ einfach durchzufiihren, wihrend man b

hkeitspriifungen mittels Zellkultur eine
schiedlichsten Fragestellungen. Dabei
unterschieden werden. Die qualitativen
der Toxizitdt ermoglichen, sind meist

ei den quantitativen Methoden, wie der

EDso-Bestimmung, einen verhiltnismédBig groBen Aufwand in der Probenvorbereitung

und bei der Testdurchfiihrung zu bedenken hat.
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1.3.1 Gesetzliche Grundlagen

Zur Priifung der Biokompatibilitit liegt in der Bundesrepublik Deutschland eine DIN-
Vornorm (DIN 13930) in zweiter Fassung vor. Diese Vornorm ist inzwischen in eine
Europiische Norm (EN 30993) iibergegangen, die als ein in der Europdischen Union
geltender “European Standard” dienen soll. Die EN 30993 lehnt sich eng an
internationale und nationale Vorschlige zur standardisierten biologischen

Materialtestung der FDI/ISO, OECD und ADA/ANSI an.

Fiir plastische, metallische und nichtmetallische Fiillungswerkstoffe kann zur
Ermittlung der systemischen Toxizitit auf eine Vielzahl von physikalischen und

biologischen Testmethoden auf die EN 30993 zuriickgegriffen werden.

In dieser Norm werden verschiedene Methoden zur Bestimmung eines

Toxizitdtsprofils genannt und in folgende Gruppen unterteilt:

(1) Priifungen auf systemische Toxizitét.
(2) Priifungen auf allergisierende Eigenschaften.
(3) Priifungen auf lokale Toxizitdt und Gewebeirritation.

(4) Priifungen auf Mutagenitit und Gentoxizitit.

Diesen Gruppen ist jeweils eine Reihe von biologischen Priifungen zugeordnet, aus

welchen dann die geeignete Priifung ausgewéhlt werden kann.

Es soll hier nun eine kleine, nicht vollstandige Auswahl von qualitativen
Testmethoden vorgestellt werden, die sich historisch innerhalb der Zellkulturtestung

entwickelt haben.

1.3.2 Gewebekulturtestung

Bei der Gewebekulturtestung, auch direkter Auflagetest genannt, wird, wobei man hier
bevorzugt humanes Zellmaterial verwendet, das zu priifende Material in geringem
Abstand vom Gewebe plaziert. Die Entstehung eines Hemmbhofes an der dem Material
zugewandten Seite, bzw. die Hemmung des Wachstums der Zellen kann
morphologisch beurteilt werden. Diese Methode ist empfindlicher als die oft
angewandte Agar-Overlay-Methode, hierbei kann man allerdings die Effekte meist nur

als ,,Alles oder Nichts”-Phinomen oder durch die Aufteilung in mehrere
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»dchiddigungsklassen™ charakterisieren.

Mit dieser recht einfachen Methode der Gewebekulturtestung wurde eine Vielzahl von
Fiillungswerkstoffen auf ihr toxisches Potential hin untersucht. Geurtsen (1986)
untersuchte einige Einzelbestandteile zahnarztlicher Fiillungswerkstoffe. Dabei zeigte
BIS-GMA (Bisphenol-A-Glycidyl-Methacrylat) nach 20 Stunden eine leichte
Hemmwirkung, wihrend bei UDMA (Urethan-Dimethacrylat) eine starke
Hemmwirkung durch Potozytose und Ablosen der Zellen von dem Untergrund
gefunden wurde. Methylmethacrylat wies bis zu einer Konzentration von 4 mg/ml
Medium keine gravierenden bzw. morphologisch beurteilbaren Schiaden an den Zellen

auf.

1.3.3 Agar-Overlay-Test

Der am meisten verbreitete Test zur Biokompatibilitdtspriifung ist der
Agardiffusionstest, auch Agar-Overlay-Test genannt. Dieser Test dient zur Erfassung
der lokalen, akuten und unspezifischen Zytotoxizitdt von Priifsubstanzen. Bei diesem
Testsystem werden Mausfibroblastenzellen in Petrischalen angeziichtet und nach einer
Anheftungszeit von 24 h mit Agar iiberschichtet. Nach dem Erstarren des Agars
werden die Zellen mit dem Farbstoff Neutralrot angefirbt, welcher nur in die lebenden
Zellen eindringt. Danach wird das Priifmaterial auf den Agar aufgelegt und fiir weitere
24 h bei 37°C inkubiert (Borenfreund et al., 1985). Die Toxizitit eines Materials kann
dann halbquantitativ durch die Abschitzung von Entfdarbung und Lyse der Zellen in

Relation zur Entfernung zum Material bestimmt werden.

Nach Lindl (1988) hat der Agar-Overlay-Test allerdings eine Reihe von Nachteilen:

Das Material sollte in fester oder zumindest halbfester Form vorliegen, fliissige

Materialien konnen nur mit Hilfe eines Filterstreifens ausgebracht werden.

Es miissen Stoffe aus dem Material heraustreten, d.h. dieser Test erkennt eine toxische
Oberfliche oder eine toxische Beschaffenheit des Materials nicht, wenn dieses nicht

wasserloslich ist.
Der Test ist relativ unempfindlich, da die Diffusionsstrecke verhdltnisméBig gro8 ist.

Die Vitalitét ist stark abhingig von den Randbedingungen der Inkubation. Randeffekte
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wie pH-Verschiebungen konnen auftreten, welche die Aussage negativ beeinflussen

koOnnen.

Mit dieser Methode sind in den letzen Jahren einige Materialien untersucht worden.

Reines Methylmethacrylat (MMA) brachte die Zellkultur zum kompletten Absterben
(Schmalz, 1985). Schendel et al. (1992) untersuchten mehrere Kunststoffe, die in der
Kieferorthopiddie = verwendet  werden. Die  meisten der  untersuchten
Kunststoffmaterialien sind direkt nach der Aushértung nur gering oder méBig toxisch,

einige zeigten keine Toxizitét.

1.3.4 Hamolysetest

Eine weitere Methode zur Toxizitdtspriiffung stellt die Untersuchung des
Héamolyseverhaltens von Erythrozyten dar. Durch die osmotischen und chemischen
Wechselwirkungen tritt an den Erythrozyten Hamoglobin aus, dieses ausgetretene
Héamoglobin wird als Mal} fiir den Schiddigungsgrad des untersuchten Werkstoffes
herangezogen. Fiir den Test werden Erythrozyten vom Hund, Kanninchen oder

Menschen verwendet.

Welch (1978) fand eine komplette Himolyse der Erythrozyten 15 min nach Zusatz
von 2,5% Methylmethacrylat (MMA).

Fujisawa et al. (1978) stellten fest, da} bei den von ihnen untersuchten BIS-GMA-

Werkstoffen ein hoherer Himolysegrad als bei den MM A-Kunststoffen zu finden war.

1.4 Bestimmung der EDso an Zellkulturen und der LDsp an Tieren

Die Bestimmung der EDs (Effektive Dosis: Konzentration eines Stoffes, bei der eine
50%ige Hemmung des Zellwachstums eintritt, bzw. 50% des zu erreichenden Effektes
eintreten) ist heute ein gebriduchliches Mittel fiir die Bestimmung der Toxizitit einer
Substanz (Beubler, E. und Schmid, B., 1988) und wird synonym zur LDs, (Letale
Dosis 50% im Test bei Ratten und Miusen) verwendet. Die Bestimmung der EDs in
der Zellkultur erfolgt z.B. durch das Auszédhlen der Zellen, die mit verschiedenen

Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz behandelt werden.
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Neben der Zellzahlbestimmung mit der Zdhlkammer konnen die Zellen auch mittels
eines elektronischen ZellmeBgerites ermittelt werden. Dabei wird nicht nur die
Zellzahl ermittelt, sondern es konnen auch Zellvolumenverdnderungen aufgrund der
toxischen Wirkung einer Substanz erfaBt werden. Damit kann eine Aussage
hinsichtlich des Einflusses der Testsubstanz auf die Zellen gemacht werden. Als
Nachteil ist einzufiigen, dal das Gerit nicht zwischen vitalen und letalen Zellen
unterscheiden kann, sondern lediglich die Gesamtzellzahl ermitteln kann. Geurtsen
(1988) untersuchte an insgesamt acht Einzelbestandteilen von Kompositen die EDs
mit der Dauerzellinie L 5178y (Fc-rezeptorpositive Méduse-T-Lymphomzellen) mittels

elektronischer Zellzdhlung.

1.4.1 Hefe-Test

Eine weitere Methode EDs, Bestimmungen durchzufiihren, stellt der Hefetest dar. Mit
Hilfe der Bickerhefe  (Saccharomyces  cerevisiae) = wurden  zahlreiche
Arzneimittelsubstanzen untersucht. Der Testansatz besteht aus einer Kultur von
Hefezellen in einem fliissigen Néhrmedium, dem die zu testende Substanz in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben wird. Die Kulturen werden unter aeroben
Bedingungen bebriitet und die Zellzahl zu Beginn, in der Mitte und am Ende des
Testes entweder in einer Zahlkammer oder mit einem elektronischen Zellzihlgerit
gemessen. Die Bestimmung der EDs erfolgt durch lineare Transformation der Dosis-

Wirkungsbeziehungen.

Héufig wird darauf hingewiesen, dal Toxizitdtspriifungen einen intakten Organismus
erfordern, da die toxische Wirkung der zu untersuchenden Substanzen infolge einer
Biotransformation im Korper entweder neutralisiert oder verstiarkt werden kann (Koch
et al., 1992). Da es sich bei den Hefezellen um intakte Organismen handelt, scheinen
diese fiir In-vitro-Priifungen sehr geeignet zu sein. Hefe besitzt mit dem Cytochrom P-
450 eine Enzymausstattung, die der Fremdstoffmetabolisierung im Menschen sehr
dhnlich ist. Bei aus Gewebe isolierten Zellen ist die vollstindige metabolische

Aktivitdt dagegen nicht gegeben.

Wihrend man bei der LDsp-Bestimmung an Ratten mit sehr wenigen Individuen

auskommen muf} (etwa 10 - 100 Ratten pro Testreihe), werden im Hefe-Test hohe
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Zellzahlen (10° - 10 Zellen) verwendet. Dadurch kann eine hdhere statistische

Sicherheit gegeniiber dem Tierversuch erreicht werden.

1.4.2 Bestimmung der LDsoan Tieren

Urspriinglich ist die LDsy zur Bestimmung von hochaktiven pharmakologischen
Substanzen eingefiihrt worden. Im Laufe der Zeit wurde der Test jedoch in der
Toxikologie zur Standarduntersuchung fiir jede Substanz, wie Pestizide und

Industriechemikalien, eingefiihrt.

Dabei werden den Tieren, meist Ratten oder kleine Nagetiere, die Substanzen in
unterschiedlichen Konzentrationen verabreicht und die LDsg anhand der Anzahl der
gestorbenen Tiere ermittelt. Eine groBe Anzahl von Tieren ist notig, um die LDsg

moglichst statistisch abgesichert zu ermitteln..

Bei der Verabreichung der Testsubstanzen kann man zwischen verschiedenen
Applikationsarten wihlen. Sie kann intraperitoneal, intravends, subcutan oder oral
erfolgen. Da die Autoren dieser Tests die Darreichungsform hiufig nicht angeben, gibt
dieses oft AnlaB zu Unklarheiten in der Durchfilhrung und Interpretation der

Versuchsergebnisse.

Eine generelle Abwendung von der LDs scheint zur Zeit noch nicht in Sicht, da die
Gesundheitsbehorden nach wie vor fordern, daf fiir jede neue chemische Substanz die
LDs ermittelt werden muf3. Werden die Vorschriften der Behorden nicht beachtet und
die Substanz nicht den entsprechenden Tests unterzogen, verlangt das Gesetz, die

betreffende Substanz als starkes Gift anzusehen.

Seit 1988 wird in der Bundesrepublik vom Bundesgesundheitsamt die Acute Toxic
Class Method (ATC) entwickelt, die die Einstufung bzw. Klassizifierung chemischer
Stoffe nicht mehr in exakten Werten, sondern in Giftklassen einteilt. Damit lieBen sich
durch eine sequenzielle Priifstrategie die Versuchstiere von durchschnittlich 25 auf 7,5

Tiere reduzieren (Schendel et. al., 1992).

Die Ubereinstimmung der ATC - Methode mit Einstufungen der LDs, Methode betrug
88%, in 6% der Fille waren die LDsyp-Werte hoher als die ATC-Werte und in 5%
niedriger. Die ATC-Methode ist nach umfangreicher nationaler und internationaler

Validierung, die vom Deutschen Forschungsministerium (BMFT) finanziert wurde,
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1995 von der OECD als international offizielle Priifmethode zur Bestimmung der

akuten Toxizitdt akzeptiert worden (Spielmann, 1996).

1.4.3 Korrelation zwischen Zellkultur und Tierversuchen

Zellkulturen konnen fiir die Toxizitédtspriifung von Chemikalien und Arzneimitteln den
Tierversuch nicht vollstindig ersetzen, aber zur weiteren Reduzierung der
Versuchstierzahlen beitragen. Am ehemaligen Institut fiir Wirkstoffpriifung in Berlin
kann auf der Grundlage einer in der Zellkultur ermittelten EDs, die Stdrke einer im
Tierversuch verursachten LDsy vorhergesagt werden. Bisher wurden die LDsy-Daten
von mehr als zweihundert Substanzen mit denen in der Zellkultur gefundenen EDsy-

Werten verglichen (Halle et al., 1992).

Anhand dieser Daten lieB sich eine Ubereinstimmung von etwa 74% fiir beide

Testsysteme finden.

Untersuchungen zur Korrelation zwischen Tierversuchen und Zellkulturversuchen an
dentalen Werkstoffen zeigen ebenfalls eine relativ gute Ubereinstimmung zwischen

diesen beiden Testmethoden (Schmalz, 1982).

Dabei zeigte sich, dal die Zellkulturtests bei weniger toxischen Materialien eine

hohere Empfindlichkeit gegeniiber Implantatversuchen an Tieren besitzen.

Aber auch in den Zellkulturuntersuchungen untereinander gibt es oft keine

ibereinstimmenden Ergebnisse.

Es sind vor allem drei Griinde, die eine Vergleichbarkeit erschweren:

1) Verwendung unterschiedlicher Zellkulturen.

2) Verwendung verschiedenster Testmethoden, die einen Vergleich nicht oder nur

schwer ermoglichen.

3) Keine einheitliche Probenvorbereitung und Probenlagerung, sowie keine
einheitliche Inkubationsdauer. Thiel und Zinner (1983) verlangen, dal} sich die Dauer

der Toxizitdtspriifung mindestens iiber eine Generationszeit erstrecken sollte.
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1.5 Methoden zur Bestimmung der Toxizitat in der Zellkultur mittels
Fluoreszenzfarbstoffen

Seit vielen Jahre werden fluoreszierende Farbstoffe zur spezifischen Lokalisation
bestimmter Stoffe in Zellen und auf Zellmembranen, wie z.B. bei der indirekten

Immunfluoreszenz, benutzt.

Bei dieser Methode werden Antikorper, die gegen bestimmte Proteine (Antigene)
gerichtet sind, verwendet, um diese in der Zelle lichtmikroskopisch sichtbar zu
machen. Mit der indirekten Immunfluoreszenz lassen sich z.B. Elemente des

Zytoskeletts fluoresenzmikroskopisch in hoher Auflosung nachweisen.

Das Objekt wird mit kurzwelliger Erregerstrahlung beleuchtet und emittiert
langerwelliges Fluoreszenzlicht, das mikroskopisch, photographisch oder elektronisch
detektiert werden kann. Die Empfindlichkeit ist @hnlich hoch wie bei radioaktiven

Isotopen (Kleinig-Sitte, 1986).

Weiterhin haben sich die Fluoreszenzfarbstoffe als Alternative zu radioaktiven
Methoden z.B. bei der Bestimmung der DNA-Sequenz mit fluoreszenzgekoppelten

Basenanalogen bewdéhrt.

Auf der Suche nach schnellen sicheren Alternativen zu den heute noch héufig
verwendeten radioaktiven Methoden wie der *H Thymidinmarkierung oder dem °'Cr
Release-Test, wurden fluoreszenzmikroskopische Verfahren zur Markierung der DNA

entwickelt.

Fluoreszenzfarbstoffe bieten gegeniiber radioaktiven Isotopen neben einer besseren

Handhabung auch eine unproblematischere Entsorgung.

Mittlerweile sind viele Fluorochrome bekannt, die sehr sensitiv sind und sich

spezifisch jeweils nur an eine Zellkomponente anlagern.

Jedoch sind bisher noch keine Untersuchungen zur Bestimmung der EDsy mit

fluoreszierenden Farbstoffen in der Zellkultur durchgefiihrt worden.

Eine Moglichkeit zur Bestimmung der EDsy mittels fluoreszierenden Farbstoffen
bietet die DNA-Markierung mit den Bisbenzimidderivaten Hoechst H 33342 und H
33358. Diese Farbstoffe binden sich spezifisch und quantitativ an die DNA und

fluoreszieren im gebundenen Zustand (Latt, 1976; Arnd-Jovin and Jovin, 1977). Im
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Gegensatz zu H 33258 und anderen DNA-Farbstoffen wird H 33342 von lebenden
Zellen etwa um den Faktor 1000fach besser aufgenommen (Blaheta et al,, 1991) und
ist selbst relativ untoxisch fiir die Zellen (Arnd-Jovin and Jovin, 1977; Durand and

Olive, 1982).

Da sich der Hoechst Farbstoff quantitativ, d. h. stochiometrisch an die DNA bindet,
konnen Zellzahlbestimmungen mit diesem Farbstoff durchgefiihrt werden. So wurde
von Papadimetriou (1993) gezeigt, dal die Fluoreszenzintensitit des Farbstoffes H

33258 mit der Zellzahl pro Well linear zunimmt.

Blaheta et. al. (1991) beschrieben eine Methode der Zellziahlung mittels Markierung
mit den Bisbenzimiden H 33342 und H 33258.

Dabei wurden die beiden Bisbenzimide mit dem radioaktiven *H-Thymidin-Einbau
verglichen. Die Zellen wurden 20 Stunden mit dem radioaktiven *H-Thymidin
inkubiert, so da} ein quantitativer Einbau in die DNA erfolgte. Es zeigte sich in der
Analyse, daB der ’H-Einbau und die Fluoreszenzmessung praktisch identische
Ergebnisse lieferten. Die Fluoreszenzintensitit war linear zu der eingesetzen DNA-
Menge. Das Bisbenzimid H 33342 scheint aufgrund seiner besseren
Membrangingigkeit fiir eine Zellzdhlung bei vitalen Zellen besser geeignet zu sein als
der Farbstoff H 33258. Die Bisbenzimide konnen den *H-Thymidineinbau teilweise

ersetzen, wenn der Einbau nicht im Sinne einer Pulsmarkierung durchgefiihrt wird.

Die Fluoreszenzintensitit kann quantitativ mit speziell entwickelten Geriten,
sogenannten Fluoreszenzscannern direkt in der Mikrotiterplatte gemessen werden,
wobei es verschiedene MeBprinzipien gibt. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Scanner strahlt eine Halogenlampe Licht in definierter Wellenlidnge (Exzitation) durch
die Unterseite der Mikrotiterplatte aus, die dabei durch den Farbstoff entstehende
Fluoreszenz (Emission) wird gleichzeitig von der Unterseite der Platte gemessen. Der
Durchgang fiir die Messung einer 96-well-Platte betrdgt dabei weniger als 1 min. Die
Messwerte stellen relative Fluoreszenzeinheiten dar, die im Computer weiter

verarbeitet und berechnet werden konnen.

Mit diesem Gerdt ist es moglich, auch mit relativ wenig Zellmaterial EDso-
Bestimmungen durchzufiihren. Zugleich konnen mehrere Farbstoffe, die sich durch
verschiedene Wellenldngen bei Exzitation und Emission unterscheiden, durch

verschiedene Filterkombinationen quantitativ in derselben Mikrotiterplatte detektiert
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werden.

Eine andere Moglichkeit die Biokompatibilitit einer Substanz zu untersuchen, ist die
Messung der Membranintegritdt an Zellen, da fiir die Funktion der Zelle die Membran
von essentieller Bedeutung ist. Eine der moglichen Methoden zur Messung der
Membranintegritit ist die Messung des Uberstandes von >ICr (Brunner et al., 1968).
Dabei wird >'Cr,0->" von den Zellen aufgenommen und intrazellulidr reduziert zu e,
das dann nicht mehr freigesetzt werden kann. Bei einer Schidigung der Zellmembran

ist eine erhohte Radioaktivitit im Uberstand nachzuweisen.

BCECF-AM (27,7"-bis(carboxyethyl)-5,6-carboxy-fluorescein-acetoxy-methyl-ester)
bietet sich als Ersatz fiir den *'Cr-Release-Test an. Kolber et al. (1988) zeigten im
Vergleich zu dem *'Cr-Release-Test vergleichbare Ergebnisse mit BCECFE-AM.

Dieser Vitalfarbstoff wird von vielen Zellarten als membrangédngiger Acetomethyl-
Ester (BCECF-AM) aufgenommen und dann intrazellulidr zu dem Abspaltungsprodukt
BCECF hydrolysiert, wodurch er fluorogen wird und die Zellmembran nicht mehr
verlassen kann (Juliane et al., 1990). Bei einer Schiadigung der Zellmembran ist diese
allerdings permeabel, so dall eine Veridnderung der Fluoreszenz Aufschluf} iiber die
Membranaktivitit unter Einwirkung eines toxischen Stoffes geben kann. Die Messung
kann gleichzeitig mit der Hoechst-Farbstoff-Messung erfolgen, da die Farbstoffe

unterschiedliche Exitations- und Emissionswellenldngen besitzen.

Die Zellen leuchten nach der Aufnahme griin und die Fluoreszenz kann im

Cytofluorgerit quantitativ gemessen werden.
Auch diese Methode bietet sich fiir eine quantitative Bestimmung der Toxizitét an.

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes als Zellzahlparameter wird ebenfalls zur
Bestimmung der Toxizitdt herangezogen. Die Messung von Zellen in der
Mikrotiterplatte kann mit dem fluoreszierenden Farbstoff Sulforhodamin 101 erfolgen.
Dieser Farbstoff ist ein Derivat des Sulforhodamins B. Dabei werden die Zellen nach
Fixierung und Permeabilisierung mit dem Farbstoff inkubiert. Sulforhodamin 101 ist
ein aminoxanthener Farbstoff mit zwei Sulfogruppen. Das Sulforhodamin 101 bindet
sich an freie Aminogruppen in Proteinen. Diese Bindung ist stéchiometrisch und kann
durch Abfiihren des Uberstandes und Losen des gebundenen Sulforhodamins durch

pH-Anderung gemessen werden.

Sulforhodamine sind die empfindlichsten fluoreszierenden Farbstoffe fiir die
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Proteinbestimmung (Brinkley, 1991).

Skehan et al. (1990) verglichen verschiedene Testmethoden zur Proteinbestimmung.
Dabei zeigte sich, dal die Sulforhodamine in der Empfindlichkeit vergleichbar sind
mit klassischen Bestimmungsmethoden wie Lowry et al. (1951) oder Bradford (1976).
Damit stellt dieser Farbstoff ein stabiles und schnelles MeBsystem fiir die Messung des

relativen Proteingehaltes dar.

1.6 Materialien

In der Zahnmedizin werden Materialien verwendet, die nach dem neuesten
Medizinproduktegesetz auf ihre Biokompatibilitdt hin gepriift werden miissen. Im
folgenden soll der Stand der Forschung bei Metallen und Kunststoffen kurz dargestellt

werden:

1.6.1 Metallische Werkstoffe

Fiir die Testung von metallischen Materialien, die z.B. fiir Prothesen, Inlays oder
Kronen verwendet werden, miissen nach Ewers und Schliepkoter (1984) folgende

toxikologische, biochemische und physiologische Aspekte beachtet werden:

1) Schwermetallionen konnen mit bestimmten chemischen Gruppen von Proteinen
bzw. Peptiden unter Bildung von stabilen Komplexverbindungen chemische
Reaktionen eingehen. Hierdurch entstehen hidufig Storungen der biologischen

Funktionsfdhigkeit dieser Molekiile (Inaktivierung von Enzymsystemen).

2) Bei vielen Enzymreaktionen spielen Spurenelemente eine wichtige Schliisselrolle.
Toxische Metallionen konnen an deren Stelle treten und die Spurenelemente
verdringen. Damit kommt es zu Anderungen oder Beeinflussung der

Enzymaktivitit.

3) Zahlreiche Metalle bzw. Metallverbindungen konnen biologische Prozesse wie
z.B. die Synthese von Nukleinsduren, Proteinen, Hormonen und Neurotransmittern

beeinflussen.
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In-vivo-Untersuchungen

Bisher wurden zahlreiche In-vitro-Untersuchungen in der Zellkultur mit Legierungen
und Reinmetallen durchgefiihrt. In-vitro-Untersuchungen zur Bestimmung der
Toxizitdt mit Fibroblastenzellkulturen von Ratten zur Toxizitdt von pulverisierten
Kobalt-Chrom-Molybdén-Legierungen  zeigten wesentlich geringere toxische
Reaktionen als die Reinmetalle Kobalt, Nickel, Chrom und Molybdédn (Evans et. al,
1986).

Bei Nickel-Chrom-Legierungen wurde festgestellt, daB in der gegossenen
Legierungsform keine zytotoxischen Effekte in der Zellkultur meBbar waren, wihrend
bei Nickel- bzw. Chrompulver toxische Effekte nachgewiesen wurden (Rae, 1975,

1983).

Gewebekulturuntersuchungen von Kawahara (1968) zur Zytotoxizitit von Metallen
und Legierungen deuten darauf hin, dal Metalle der zweiten Gruppe des
Periodensystems (Kadmium, Quecksilber, Beryllium) das Wachstum und die

Zellteilung der Zellen vollstdndig verhindern.

Metalle der dritten und vierten Gruppe (Aluminium, Titan, Germanium, Zinn,

Zirkonium) weisen dagegen keine zytotoxischen Effekte auf.

Metalle, die keine stabilen Oxide bilden, z.B. Kupfer, Zink, Cadmium verhalten sich
in der Zellkultur hochtoxisch, wihrend Metalle mit stabiler Oxidschicht (Nickel,

Palladium, Platin) nur geringe zytotoxische Beeintrdachtigungen aufweisen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daBl das toxische Potential von
Dentallegierungen einerseits von der Korrosionsbestindigkeit der Legierung,
andererseits von der Toxizitdt der verwendeten Metalle abhidngig ist (Klotzer, 1985;
Willams, 1981). Eine Dentallegierung weist im biologischen Milieu erst dann eine
toxikologische Wirkung auf, wenn durch Korrosion Bestandteile der Legierung
freigesetzt werden. Daraus resultierende toxische Reaktionsprodukte (z.B. Metall-
Protein-Verbindungen) konnen lokale Schidigungen des Gewebes, aber auch

systemische Schidigungen hervorrufen.

Aus In-vitro-Untersuchungen zur Toxizitdit von Metallen und Dentallegierungen
konnen allgemeine Informationen zur Zytotoxizitdt abgeleitet werden, jedoch lassen
sich hieraus nur sehr begrenzte Aussagen unter In-vivo-Bedingungen ableiten. Smith

(1982) zeigte, dal bei besonders ungiinstigen Versuchsbedingungen die Ergebnisse
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der In-vitro-Untersuchungen, wobei er deutliche zytotoxische Effekte auf
Dentallegierungen nachweisen konnte, groe Unterschiede zu den In-vivo-Versuchen

aufwiesen, bei denen nur geringe oder keine zytotoxischen Effekte auftraten.

Die In-vitro-Biokompatibilititspriifungen von Metallen und Legierungen sind bereits

in der Priifnorm EN 30993 als Priscreeningtests verankert.

1.6.2 Kunststoffe

Die historische Entwicklung bis hin zu den heutigen Kunststoffen begann mit der
Einfiihrung von Silikatzementen in den vierziger Jahren. Damit kam man dem Wunsch

nach, zahnfarbene Fiillungsmaterialien zu entwickeln.

Spiter wurden die Silikatzemente durch die selbsthidrtenden Acrylate ersetzt. Beide
Kunststoffarten wiesen groe Nachteile auf: Zum einen zeigten die Silikatzemente
eine hohe Wasserloslichkeit, zum anderen wiesen die Acrylate eine geringe
Dimensionsstabilitdt auf. Schon frith wurde bei beiden Materialien eine hohe

Pulpatoxizitit festgestellt.

Entscheidende Fortschritte brachte die Einfithrung einer Mischung des Kunststoffes
mit einem Fiillstoff, z.B. mit vinylsilianisiertem Silikatpulver. Fiir diese
zusammengesetzten Fiillungskunststoffe hat sich die Bezeichnung ‘“Komposite”
durchgesetzt. Ein Komposit besteht demnach aus einer Mischung von mindestens zwei
chemisch unterschiedlichen Materialien mit einer klar abgegrenzten Verbundschicht

(Phillips, 1981).

Mit der Einfiihrung eines groeren Monomermolekiils, dem Bisphenol-a-Glycidyl-
methacrylat (Bis-GMA), durch Bowen (1962) und die verbesserte Kunststoffhaftung
an der Zahnhartsubstanz auf chemischem Wege, bzw. durch die Einfiilhrung der
mechanischen Mikroretention durch Sduredtztechnik wurde eine weitere Verbesserung

der physikalischen und chemischen Eigenschaften der Fiillungsmaterialien erreicht.
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Abb 1: Bisphenol-a-Glycidyl-methacrylat (Bis-GMA), Bowen-Monomer

Durch die Verwendung von Makromolekiilen erhohte sich die Viskositdt des
Materials. Mit dem Einsatz von sogenannten Verdiinnern, den Komonomeren, konnte
eine bessere Verarbeitungsqualitidt erreicht werden. Die Bezeichnung “Verdiinner” ist
chemisch gesehen nicht korrekt, da die Komonomere als Mono-, Di- oder
Trimethacrylate mit den Monomeren kopolymerisieren und somit in den Kunststoff
eingebaut werden. Sie dienen nur zur besseren Verarbeitung des Kunststoffes vor der
Polymerisation. Art und Konzentration des Komonomers haben entscheidenden

Einfluf} auf das Dimensionsverhalten (Viohl et. al., 1986).

Die Polymerisation eines Fiillungsmaterials 146t sich in zwei Funktionsarten aufteilen:

in eine chemische und in eine lichthirtende Polymerisation.

Beide Reaktionsarten konnen auf alle Monomere angewendet werden. Bei der
chemischen Hértung erfolgt die Autopolymerisation durch Dibenzoylperoxid (DBPO).
DBPO zerfillt unter Hitzeeinwirkung in zwei Carboxylradikale welche die
Polymerisation starten. Als Coinitiator wird ein tertidres Amin, das N,N Dimethyl-p-
Toluidin verwendet (Schnebel, 1951, Horner, Schwenk, 1949, Asmussen, 1980). Da
die Hitzeentwicklung fiir eine Polymerisation im Mundraum nicht geeignet ist, wird
heute meist die Photopolymerisation verwendet. Bei der Photopolymerisation wird die
Hértung durch das Campherquinon initiiert. Die Substanz wird bei einer Wellenldnge
von 420-450 nm in einen angeregten Tripletzustand angehoben, der unter Reduktion

zu Radikalen zerfillt (Rabeck, 1987).
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Abb 2.:
Dibenzoylperoxid (DBPO), N,N Dimethyl-p-Touidin (DMPT) und Campherquinon (CQ)

DBPO zerfillt in zwei Carboxyradikale, welche die Polymerisation starten. Als
Koinitiatoren fir DBPO fungieren tertiire Amine. Das Amin N,N-Dimethyl-p-
Toluidin (DMPT) geht mit DBPO einen Change-Transfer-Komplex ein, der dann
unter Bildung eines Amin- und eines Carboxyradikals zerfillt. Die Toxizitit von
tertidaren Aminen ist bekannt. Die LDs-Dosis bei Ratten betrigt bei tertidren Aminen
25 mg/kg. Da die Reaktion bei der Polymerisation von Kompositen nie vollstindig
ablduft und je nach Reaktionsbedingungen ausgehirtete Kunststoffe einen mehr oder
weniger hohen Restmonomergehalt aufweisen, tragen diese Residualmonomere
vermutlich zu der gewebeschidigenden Wirkung der Komposite bei. Der hohe
Restgehalt und die unbefriedigende Monomer-Polymer-Konversion der heute
verfligbaren gefiillten Kunststoffe (Assmussen, 1975) bedingen neben einer
biologischen = Unvertriglichkeit auch  Verdnderungen der  physikalischen
Eigenschaften. Dies kann zur Folge haben, daf} sich das Material verfirbt oder auch zu
einer mangelhaften Standfestigkeit des Komposites fiihrt. Es ist bekannt, daf alle im
unpolymerisierten Komposit vorliegenden Komponenten extrahierbar sind (Ferrance,
1990, Spahl 1990, Jontell, 1995 Geurtsen, 1997, 1998, 1999, Hamid, 1998). Es konnte
nachgewiesen werden, dafl sich Monomere und die Additiva bis zu 2 Gew.% innerhalb

von 14 Tagen nach Start der Polymerisation aus dem Kunststoff herauslosen lassen.

Mittels der Gaschromatographie/Massenspektroskopie und der IR-Spektroskopie und
anschlieBendem Vergleich der IR-Spektren in der Literatur konnten eine Reihe von
Substanzen aus polymerisierten und unpolymerisierten Kompositextrakten identifiziert
werden. Interessanterweise lieBen sich mehr Substanzen aus den polymerisierten als

aus den unpolymerisierten Extrakten identifizieren. Das bedeutet, dal wihrend der
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Polymerisation zusitzliche organische Substanzen als Reaktions- oder Abbauprodukte
entstehen. Die Herkunft dieser Produkte ist in den meisten Fillen noch unklar, nur bei
Camphersdureanhydrid (CSA) und Hydroxyepicampher (HC) 148t sich die Herkunft
aus dem Campherquinon herleiten (Spahl, 1991, 1995 und 1998, Geurtsen, 1998; ).

Angesichts dieser Daten und der nachgewiesenen Zytotoxizitdit von modernen
Kompositen (Geurtsen, 1987) ist zu vermuten, daf} einige Nebenwirkungen der in
dieser Studie gefundenen Substanzen darauf zuriickzufiihren sind. Diese Stoffe
wurden in dem Registry of Toxic Effects of Chemical Substances (RTECS) als

reizend, dtzend oder mindergiftig klassifiziert.

Deshalb sollte eine Biokompatibilitidtspriifung nicht nur an dem ausgehirteten
Komposit, sondern auch an den Einzelbestandteilen dieser Fiillungswerkstoffe
durchgefiihrt werden. Dadurch ergébe sich die Moglichkeit, schon im Vorfeld
hochtoxische oder mutagene Substanzen zu eliminieren, die dann spiter zu
unerwiinschten Nebenwirkungen fiithren konnten. Bisher wurden allerdings erst
verhdltnismédBig wenige Untersuchungen zur biologischen Vertriglichkeit von
Einzelbestandteilen zahnirztlicher Komposite durchgefiihrt (Geurtsen, 1988, 1998,
Hensten-Petersen, 1978, Hanks, 1991, Wataha, 1994, Li, 1999), jedoch wurde bisher
kein Vergleich der Zytotoxizitdten von Substanzen mit chemisch dhnlicher Funktion
vorgenommen, um einen Vergleich der Zytotoxizititen innerhalb von
Funktionsklassen ( Monomere, Komonomere, Inhibitoren, Initiatoren, Additiva etc.)

zu erhalten.

Von Hanks (1991) wurden insgesamt 11 Einzelsubstanzen von Fiillungswerkstoffen
an einer Dauerzellinie getestet. Die dabei verwendeten Testmethoden waren die
Ermittlung der EDsy anhand des Einbaus von *H-Thymidin, die Ermittlung der
Proteinsynthese durch den Einbau von ‘H-Leucin sowie die Bestimmung des
Gesamtproteingehaltes pro Well. Die Ergebnisse zeigten fiir alle untersuchten
Substanzen eine hohe Toxizitit. Die ED5o-Werte von BIS-GMA, UEDMA, TEGDMA
und anderen Glycidylmethacrylaten lagen zwischen 10 - 100 umol/L.
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1.6.3 Biokompatibilitatspriifung von Kompositen

Fiir die Testung von festen Bestandteilen bzw. ausgehirteten Kompositen konnen

Eluate dieser Materialien verwendet werden.

Dabei werden die Materialien, wie z.B. Fiillungskunststoffe nach Herstellervorschrift
angesetzt und dem Nidhrmedium oder einer kiinstlichen Korrosionslosung fiir einige
Zeit ausgesetzt. Das Eluat kann dann anschlieBend unverdiinnt oder verdiinnt auf die
Zellkultur gegeben und die Reaktion beobachtet werden. Einige Untersuchungen
(Leinenbach, 1993, Leyhausen, 1993; 1994, Geurtsen, 1999) an Metallegierungen,
Wurzelkanalfiillmaterialien und lichthdrtenden Fiillungsmaterialien zeigten, dall sich

aus diesen Materialien toxische Komponenten herauslésen lie3en.

Dabei konnte z.B. die Zunahme oder Abnahme der Toxizitit eines Materials im
Verlauf der Eluat-Dauer an Zellkulturen gezeigt werden. Es zeigte sich, dafl die
hochste Toxizitdt zu Beginn des Versuchs gemessen wurde, mit zunehmender Eluat-
Dauer aber stetig abnahm. Daraus resultiert die Vermutung, das direkt nach der
Polymerisation die stidrkste Konzentration von Monomeren und Additiva freigesetzt

wird.

1.7 Mutagenitatstest : Ames-Test, umu-Test

Von besonderer Bedeutung ist neben der allgemeinen Zytotoxizitdt einer Substanz

auch ihre moglicherweise vorhandene Mutagenitit.

Die groe Zahl aller Gentoxine (Mutagene, Kanzerogene) ist an sich inaktiv und
entfaltet im intakten Organismus erst ihre Schadwirkung durch metabolische
Aktivierung. Unter gentoxisch wirksamen Stoffen faBt man solche chemischen und
physikalischen Noxen zusammen, die in der Lage sind, den primidren Triger der

Erbinformation, die DNA zu verindern (Reifferscheid, 1993).

Fiir die Priifung der Mutagenitit eines Werkstoffes ist in der EN 30993 der Ames-Test
vorgeschrieben. Bisher wurden schon einige Monomere und Bestandteile von

Kompositen im Ames-Test iiberpriift (Hensten-Petersen et al.,1978, Geurtsen, 1988,
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Schweikl, 1994). Gentoxische Effekte traten in diesen Studien nicht auf. Der Ames-
Test (Ames, 1962) beruht auf der Bildung von Revertanten von speziellen
histidinauxotrophen Mutanten der Bakterienstimme des Stammes Salmonella
typhimurium (Ames-Test, Ames et.al., 1973, 1979). Eine mutagene Substanz erhoht
die Anzahl der Rickmutationen in der Weise, dal auf einem histidinfreien
Nidhrmedium mehr Kolonien auftreten als in der negativen Kontrolle. Je nach
Konstitution des betreffenden Genlokus wird dabei zwischen Basensubstitution und
Rasterverschiebungsmutation unterschieden. Durch die Anwesenheit weiterer
spezieller Faktoren (z.B. durch die Zugabe von S-9 Extrakt) kann die metabolische

Aktivitiat der untersuchten Substanz erhoht werden.

Uber den Ames-Test ist bekannt, daB etwa 63-93% der getesteten Karzinogene als
Mutagene erkannt werden (Rinkus und Legator, 1979). Die Rate der falsch negativen

Ergebnisse wird mit etwa 8-37 % angegeben.

Auf der Suche nach einer schnelleren und kostengiinstigeren Methode wurde der umu-
Test als Alternative zum Ames-Test entwickelt (Reifferscheid, 1993). Dieser Test 148t
sich innerhalb eines Tages ausfiihren und auswerten, wihrend der Ames Test mehrere

Tage benotigt.

Fiir den umu-Test wird der Stamm Salmonella thyphimurium (TA 1535/pSK1002)
eingesetzt. Dem umu-Test liegt die wissenschaftlich gesicherte Erkenntnis zugrunde,
daB3 die bakterielle Mutagenese weitgehend an die Anwesenheit und die Aktivitit
bestimmter Gene in der DNA gekoppelt ist (Reifferscheid et. al., 1991). Bei
Salmonella thyphimurium (TA 1535/pSK1002) sind zwei Gene, die sogenannten
umuDC bzw. mucAB Gene fiir diese Aktivitit zustidndig. Salmonella-Stamme, die
kein umuDC oder das Analogon mucAB besitzen, sind praktisch nicht mutierbar

(Perry, 1982).

Beim umu-Test werden nicht wie bei dem klassischen Ames-Test die durch die
Riickmutation entstandenen Bakterienkolonien (his-Revertanten) gezihlt, sondern man
bestimmt die Aktivitit der induzierten Gensequenzen, die ein Mal} fiir die Gentoxizitét
darstellen, durch die kolorimetrische Bestimmung der Genaktivitét, die sich dadurch
leicht bestimmen 14Bt, dal die Gene mit dem Enzym B(-Galaktosidase gekoppelt
werden (Shinagawa et al., 1983). Die B-Galaktosidase 148t sich durch den Zusatz von
o-Nitrophenyl-B-galaktopyranosid (ONPG) nachweisen. Das ONPG wird dabei von
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der B-Galaktosidase in seine gefiarbten Komponenten gespalten. Die Farbintensitit ist
ein MaB fiir die Mutagenitit einer Substanz. Ein weiterer Vorteil des umu-Mikrotests
gegeniiber dem Ames-Test ist nicht nur der Zeitvorteil, sondern die gleichzeitige
Messung der Gentoxizitdit durch die Ermittlung der Induktionsrate und der
allgemeinen Zytotoxizitit einer Substanz durch Messung der Zellzahl anhand der

optischen Dichte.

Der umu-Test wird bereits seit Jahren in der Umweltanalytik zur Untersuchung von
Gentoxizitdtsprofilen an FlieBgewissern angewendet (Reifferscheid, 1990, 1991). Fiir
den umu-Test steht eine DIN-Vorschrift kurz vor der Verabschiedung; eine ISO-

Version ist in Vorbereitung.

1.8 Der DNA-Synthese-Inhibitionstest (DIT- Test)

Im Gegensatz zu der in Bakterien in Form einer zirkuliren DNA relativ einfach
strukturierten, genetischen Information ist in den Zellen eukaryontischer Organismen
der genetische Apparat in den Chromosomen wesentlich komplizierter organisiert.
Gentoxine konnen hier sowohl in der DNA selbst, als auch in den chromosomalen

Proteinen Schiadigungen erzeugen.

Deshalb kann nicht ohne Weiteres aus Ergebnissen mit einem bakteriellen System wie
dem umu-Mikrotest auf die Wirkung in eukaryontischen Organismen geschlossen

werden.

Die EN 30993 fordert deshalb neben dem Ames-Test auch einen Gentoxizititstest in

einem eukaryontischen System.

Der DNA-Synthese-Inhibitionstest (DIT-Test) beruht auf der Tatsache, daf
Verinderungen an der DNA meist zu einer Verringerung der replikativen DNA-
Syntheserate dieser Zellen fiihrt. Dieser Test wurde bereits erfolgreich zur Detektion
von Kanzerogenen eingesetzt (Heil, 1992). Dabei wird angenommen, daf} die Bindung
von karzinogenen Substanzen an die DNA die Synthese hemmt. Dieser
nichtradioaktive Test beruht auf dem Einbau und dem enzymatischen Nachweis eines
Thymidinanalogons, dem Bromdesoxyuridin (BrdU). Das eingebaute BrdU wird dann
mit Hilfe eines primidren und eines Peroxidase-gekoppelten sekundidren Antikorpers

mit anschlieBender Substratinduktion mittels O-Phenyldiamin (OPD) im Sandwich-



1 Einleitung 25

Verfahren detektiert. Eine anschlieBende Proteinmessung ergibt in Verbindung mit
dem gebildeten OPD eine zellzahlkorrigierte DNA-Synthese. Als gentoxisch wird eine
Substanz bezeichnet, bei der die zellzahlkorrigierte DNA-Synthese 50% oder weniger

der Kontrolle erreicht.

Ein Absinken der DNA-Synthese weist hierbei auf einen gentoxischen
Schidigungsmechanismus hin. Ein eventuelles Wiederansteigen der DNA-Synthese
wird als Ausdruck einer nicht-gentoxischen Schiddigung interpretiert. Nach
Auswaschen der Zellen erholen sich die Zellen relativ rasch von den
allgemeintoxischen Schidigungen, wihrend einer Schiddigung der DNA noch nach
Stunden, Tagen oder sogar Wochen nachweisbar bleibt. Eine einzige DNA-Lision ist
dabei auBreichend, um die Initation der Replikation aller Replikone eines Clusters zu
inhibieren (Painter, 1986), und ein einziges DNA-Addukt hemmt die (durch die DNA-
Polymerasen erfolgende) Kettenelongation (Villiani et al., 1978). Es konnte gezeigt
werden, daBl eine Inhibition der DNA-Synthes durch Karzinogene bereits bei
Konzentrationen erfolgt, die 100 bis 1000fach geringer sind als zur (meBbaren)

Induktion einer DN A-Reparatursynthes notwendig sind (Novicki et al. 1985).
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1.9 Problemstellung

Die Industrie verwendet heute eine Vielzahl von Substanzen fiir zahnirztliche
Fillungsmaterialien. Bisher sind nur wenige dieser Materialien auf Zytotoxizitit hin
untersucht worden. Dabei wurden meist nur Eluate von ausgehirteten Materialien
verwendet. Um eine Abschidtzung des Toxizitdtspotentials schon bei der Entwicklung
neuer Materialien zu erkennen, ist es unerldBlich die EDsy nicht nur aus Eluaten,
sondern auch der jeweiligen Einzelsubstanzen zu bestimmen. Das Ziel dieser Arbeit
sollte sein, die EDs( dieser Einzelbestandteile innerhalb der jeweiligen Materialklasse

zu ermitteln und hinsichtlich ihrer Zytotoxizitit zu bewerten.

Weiterhin werden in diesen Arbeiten meist Dauerzellkulturen eingesetzt, die dem
"oralen" Zielgewebe” nicht oder nur bedingt entsprechen. Auch werden dabei
Kulturbedingungen eingehalten, die nur schlecht die Situation im oralen Gewebe
simulieren. Daher ist eine weitere wichtige biologische Fragestellung die
Vergleichbarkeit der Zytotoxizitit von Dauerzellkulturen mit nicht transformierten
Zellkulturen, die direkt dem oralen Zielgewebe entnommen worden sind. Fiir die
vergleichende Untersuchung stehen primire Zellinien zur Verfiigung, die aus der
Gingiva, der Wurzelhaut und der Pulpa von Zihnen gewonnen wurden. Fiir die
Vergleichbarkeit der Toxizitdt sollte ein Testsystem gefunden werden, das es
ermOglicht, mit verhiltnismdBig wenig Zellmaterial reproduzierbare Daten zu
bekommen. Dazu sollte auf der Basis von Fluoreszenzfarbstoffen (Hoechst 33342,
BCECF-AM und Sulforhodamin 101) ein Testsystem fiir die Bestimmung der EDs( in
der Zellkultur fiir adhirente Zellen entwickelt werden. Zudem sollten Kultur- und
Inkubationsbedingungen eingehalten werden, die es gewihrleisten, daf} die Substanzen

in der gesamten Proliferationsphase auf die Zellen einwirken kdnnen.

Die mogliche Gentoxizitdt und Mutagenitit der in der Zahnmedizin verwendeten
Substanzen spielt durch die lange Verwendungsdauer von Kompositen eine wichtige
Rolle. Deshalb sollte an einigen ausgewihlten Substanzen eine mogliche mutagene

Wirkung dieser Substanzen mit zwei Kurzzeittestsystemen ermittelt werden.
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Da der umu-Mikrotest ein prokaryontisches System darstellt und Ergebnisse aus dem
umu-Test nicht ohne weiteres auf Zellkulturen humaner Zellen iibertragen werden
konnen, sollte mit einem eukaryontischen Testsystem, dem DNA-Synthese-
Inhibitionsstest (DIT-Test) Aufschlufl iiber eine moglicherweise vorhandene DNA-

synthesebeeinflussende Wirkung dieser Substanzen gefunden werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellstamme

Es wurden folgende Teststimme verwendet :

Als permanente oder kontinuierliche Zellinie in einer Monolayerkultur wurde die
kontakt-inhibierte Mausfibroblastenzellinie 3T3 (CCL 92, American Type Culture
Collection, ATCC, Rockville, USA) verwendet.

Als Suspensionszelle kam fiir die Untersuchungen am Coulter Counter eine humane

Zellinie, die K 562 ATCC CCI 243 (chronic myelogenous leucemia) zur Anwendung.

Humane Pulpa (HPF), parodontale Ligament- (HPDL) und Gingivafibroblasten (HGF)
wurden als primédre Zellen entweder aus tiefgefrorenen Bestinden aufgetaut und
kultiviert, oder direkt aus Biopsien von Patienten der Zahnklinik Hannover gewonnen

und verwendet.

Die Gentoxizitdtsuntersuchungen mit dem umu-Test wurden mit dem Bakterienstamm
Salmonella typhimurium TA 1535/pSK 1002 durchgefiihrt. Fiir den DIT-Test wurden
humane HeLa-S3 Zellen, ATCC CCL 2.2 verwendet.

2.2 Chemikalien

Es wurden, sofern nicht anders angegeben, die Chemikalien von der Firma Riedel de
Haen (Seelze) oder von der Firma E. Merck (Darmstadt) in den Reinheitsgraden ,,p.a*,

Lreinst* oder fiir ,,biochemische Zwecke* bezogen.

Zellkulturchemikalien :

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim :
Penicillin /Streptomycin

e Serva Feinbiochemica, Heidelberg :

Kollagen, Ampicillin

e Sigma Chemie GmbH, Miinchen :
DMSO, Trypsin, Ampicillin
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Biochrom KG, Berlin:
DMEM, Hanks , RPMI, Amphotericin B

Bibby Dunn, Asbach
96-Well-Platten

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Zellkulturflaschen

Pan- System, Aidenbach:

Fotales Kilberserum

Greiner GmbH, Frickenhausen

Zellkulturflaschen

Antikorper :
¢ Bio-Cell-Consulting, Reinach Schweiz:

anti BrdU (monoclonal)
¢ Sigma Chemie GmbH, Miinchen
Ratte-Anti Maus IgG, FITC-Konjugate,
Schaf-Anti Maus-IgG Antikorper, Peroxidase-Konjugate

Fluoreszenzfarbstoffe
e Fluka AG, Buchs, Schweiz:
Sulforhodamin 101

e Riedel de Haen, Seelze:
Hoechst Farbstoffe Nr. H 33342 und H 33258
e (Calbiochem- Novabiochem, Bad Soden:

BCECF-AM
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Sonstige Chemikalien:

e Sigma, Deisenhofen:
2"-Desoxycytidin, 5°-Bromo-2"Desoxyuridin,
Schafserum,o-Nitrophenyl-3-d-Galaktopyranosid,
Nitrochinolin-N-oxid, SDS, Tween 20,
B-Merkaptoethanol, OPD (o-Phenylendiamin), Sulforhodamin B

e Difco Laboratories, Detroit USA:
Bacto-Trypton
e Roth, Karlsruhe:

Tris(hydroxymethyl)aminoethane

2.3 Verwendete Monomere und Additiva:

Die in dieser Arbeit untersuchten Monomere und Additiva wurden freundlicherweise
von Herrn Dr. Werner Spahl, Institut fiir Organische Chemie II, K6ln, Greinstralle 2,

zu Versuchszwecken zur Verfiigung gestellt.

Die Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, Degussa, Janssen, Rohm, Merck
und Kulzer bezogen, bzw. vom Institut fiir Organische Chemie Koln selbst

synthetisiert (Spahl, 1995).

Die fiir die Bestimmung der EDs, verwendeten Chemikalien sind unter 3.2. aufgelistet.

2.4 Nahrmedien und Antikorper

2.4.1 Antibiotika
Zur Erhaltung der Sterilitdit der Zellen und zum Schutz vor bakterieller und
Pilzinfektion wurde den Medien ein Gemisch aus Penicillin/Streptomycin und

Amphotericin B zugesetzt.
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Penicillin/Streptomycin
Eine Flasche (50000 Units) wurde in 50 ml sterilem Aqua bidest. gelost und zu 1%

den Medien bzw. 2% der Hanks-Losung vor der Sterilfiltration zugefiihrt.

Amphotericin B
Die gebrauchsfertige Losung wurde zusammen mit der Zugabe des foOtalen
Kilberserums (FKS) dem Medien zu einer Endkonzentration von 2,5 pg/ml

beigemengt.

2.4.2 Nahrmedien

Unter In-vitro-Bedingungen muf} fiir die aus einem Organismus isolierten Zellen eine
Umgebung geschaffen werden, die Wachstum, Proliferation, Differenzierung und die
Ausiibung von typischen Zellfunktionen gewihrleistet. Hierzu miissen alle nicht
selbstsynthetisierbaren Substanzen zugefiihrt werden (essentielle Substanzen).
Abfallprodukte miissen so lange wie moglich neutralisiert werden, wozu

Puffersysteme unentbehrlich sind.

Daneben ist fiir ein optimales Wachstum ein Zusatz von 5-20% tierischem Serum
notwendig.  Dieses  liefert  wichtige @ Hormone, Bindungsproteine  und
Anheftungsfaktoren. Somit setzen sich die Zellkulturmedien in der Regel aus
Aminosduren, Antibiotika, Vitaminen und einem anorganischen Puffergemisch
zusammen. Es wurden den verschiedenen Medien, je nach Formulierung, fotales

Kilberserum (FKS) und Natriumhydrogencarbonat zugegeben.

Natriumhydrogencarbonat dient sowohl als essentieller Nahrungsbestandteil, als auch

als Puffersubstanz, welche den erhohten CO»-Gehalt, der bei starkem Zellwachstum

auftritt, in gewissen Grenzen neutralisieren kann.

RPMI 1640 Medium (fiir die Anzucht der priméren Zellinien)

RPMI- Basis (Biochrom) 10,42 ¢
Penicillin/Streptomycin 10 ml
NaHCO;3 20g

Aqua bidest. ad. 1000 ml
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Dulbeccos” MEM (DMEM) Medium
Das DMEM Medium wurde fiir die Aufzucht und Stammhaltung der Dauerzellinie

3T3 verwendet.

Dulbeccos MEM Basis (Biochrom) 9,12 ¢
D-Glucose lg

10 mM Hepes 238¢g
Penicillin/Streptomycin 10 ml
NaHCO; 3.7¢

Aqua bidest. ad. 1000 ml

Fiir die Aufbewahrung der Biopsien (3-24 h bei 4°C) bis zu derem Aussetzen in
Zellkulturflaschen, wurde eine Hanks-Losung mit doppelt konzentriertem Zusatz an

Penicillin/Streptomycin (2%) und Amphotericin (2%) verwendet.

Hanks-Losung Doppelt P/S/A

Hanks Salt Basis 9,86 ¢
NaHCO;3 0,350 g
Penicillin/Streptomycin 20 ml
Aqua bidest. ad. 1000 ml

Die jeweiligen Substanzen der verschiedenen Medien wurden in etwas Aqua bidest.
gelost, anschlieend die Penicillin/Streptomycinlésung dazugegeben und der pH-Wert
auf 7,1 mit 1M verdiinnter HCI eingestellt. Danach wurden die Medien durch ein 0,2
um @ Filter (Mediacap5, Laguna Hills, California, USA) sterilfiltriert.

Die Basismedien konnen bis zu einem Jahr bei 4°C aufbewahrt werden.

Vor Gebrauch wurde das Medium im Wasserbad auf 37°C erwirmt, mit 10% FKS und
mit Amphotericin-B-Losung (1% bzw. 2% bei der Hanks-Losung) zum definierten

Wachstumsmedium (steril) ergénzt.

Zum Waschen der Zellen und fiir die Entfernung der Medien beim Subkultivieren

wurde folgende Pufferlosung verwendet:
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PBS Puffer (0,1 mol) nach Amersham pH 7,3

137 mM NaCl 8 g/L
2,7 mM KClI 0,2 g/L
1,5 mM KH,PO4 0,2 g/L
8 mM Na,HPO, * 2H,0 1,14 g/L
Aqua bidest. ad. 1L

Der pH-Wert wurde, wenn notig, mit 1M NaOH eingestellt. Die Losung wurde

autoklaviert.

2.5 Kulturbedingungen

Die primédren Zellen wurden in einem Begasungsbrutschrank (Nunc, Roskilde,
Dinemark) bei 37°C und einem relativen CO,-Gehalt von 5% bei einer
Luftfeuchtigkeit von ca. 100% kultiviert bzw. inkubiert. Die 3T3-Zellen wurden bei
37°C und 10% CO, kultiviert. Siamtliche Zellkulturarbeiten wurden in einer

Reinluftwerkbank (Antair BSK 3, Anthos, Mikrosysteme GmbH, K&1n) durchgefiihrt.

2.6 Beschichtung der Flaschen mit Kollagen

Zur Gewinnung primidrer Zellen aus menschlichem Gewebe und zur besseren
Anheftung der Biopsiestiicke miissen die Flaschen mit Kollagen Typ I beschichtet
werden. Collagen R (Serva) wurde zu 10% in steriler Essigsédure (0,1%) gelost. 800 ul
dieser Losung wurden in 25cm” Flaschen pipettiert und auf dem Boden der Flasche
gleichméBig verteilt. Die Flaschen konnten dann bis zum Gebrauch im Brutschrank
bei 37°C aufbewahrt werden. Kurz vor Gebrauch wurde das iiberschiissige Kollagen

entfernt und die Flasche einmal mit 5 ml RPMI gespiilt.

2.7 Gewinnung und Zellanzucht der primaren Zellen

2.7.1 Gewinnung von Pulpazellen und Gingivafibroblasten

Pulpa-(HPF) und Gingivafibroblasten (HGF) wurden direkt durch das Aussetzen
kleiner ca. 2mm® groBer Stiickchen Pulpa und Gingivagewebe in die zuvor mit

Kollagen Typ I beschichteten (siehe 2.3.1) Zellkulturflaschen gewonnen. Dazu wurden
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durch parodontalchirurgische Eingriffe direkt von Patienten gewonnene Biopsien in
der Hanks-Losung mit 2% P/S/A bei 4°C aufbewahrt. Diese wurden dann
anschlieBend mit frischer Hanks-Losung gespiilt und steril in kleine Stiicke mit einer
Schere zerschnitten. Die Biopsiestiickchen wurden in der Flasche verteilt und ca. 30-
45 min offen in der Werkbank stehengelassen. Dadurch wurde eine groflere Haftung
der Biopsien an die Zellkulturflaschen erreicht. Nach dieser Zeit wurden die 25 cm’
Flaschen mit 4 ml RPMI Wachstumsmedium vorsichtig gefiillt und moglichst ohne
groBere Erschiitterungen in den Brutschrank iiberfiihrt. Nach 48-72 h konnte dann das
Auswachsen der Zellen protokolliert werden. Um eine Konditionierung des Mediums
zu erreichen, wurde in der ersten Phase des Anwachsens nur 1-2 mal pro Woche das
Medium gewechselt. Nach Anwachsen des Zellrasens (pridkonfluente Phase) wurden

die Zellen in 80 cm® Kulturflaschen passagiert.

2.7.2 Gewinnung von Wurzelhautfibroblasten

Parodontale Ligamentfibroblasten wachsen direkt an der Zahnwurzel und miissen
deshalb enzymatisch von der Wurzel entfernt werden. Die Zdhne wurden nach der
operativen Entfernung in Hanks-Losung mit doppelt konzentriertem P/S/A (Penicillin,
Streptomycin, Amphotericin B) bei 4°C 3 h bis hochstens 24 h aufbewahrt.
Anschliefend wurden die Zdhne mit steriler PBS gewaschen. Die Krone des Zahns,
die eine sehr hohe Anzahl von Mikroorganismen aufweist, wurde durch das
Eintauchen in einer 5% Natriumhypochloritlosung fiir ca. 1 min desinfiziert. Dabei ist
zu beachten, daB3 nur die Zahnkrone in Berithrung mit der Natriumhypochloritlosung
kommt, da sonst die Zellen der Wurzelhaut ebenfalls mit abgetotet wiirden. Ferner
wurden alle anhaftenden Gingivareste entfernt. Die Zdahne wurden dann anschlie3end
noch einmal mit PBS gespiilt, um Reste der Desinfektionslosung zu entfernen. Danach
wurden die Zihne in eine sterile Dissoziationslosung, bestehend aus PBS, 0,25%
Trypsin und 0,02% EDTA, die den gesamten Zahn bedeckt, iberfiihrt. Die
Trypsinlosung wirkte fiir ca. 45 min im Wasserbad bei 37°C unter leichtem Schiitteln
auf die Wurzelhaut ein. Das Einwirken der Enzymlosung, die die angedauten Zellen
enthielt, wurde dann durch die Zugabe von 10 ml RPMI gestoppt, die resultierende
Suspension in ein Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und fiir 10 min bei 800 U/min

(Sigma 3-K-1, Sigma, Osterode) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das
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Zellpellet in 4 ml RPMI aufgenommen und in die vorbereitete 25 cm’
Zellkulturflasche iiberfiihrt. Nach 24 h erfolgte die erste mikroskopische Kontrolle und
beim Erreichen eines semikonfluenten Zellrasens wurden die HPDL in 80cm’

Kulturflaschen passagiert und bis zum Versuchsbeginn weiter kultiviert.

2.8 Mediumwechsel

Um das Wachstum und die Vitalerhaltung der Zellen zu gewdhrleisten, muf3 ein
regelmiBiger Mediumwechsel durchgefiihrt werden, da bestimmte Bestandteile des
Mediums entweder von den Zellen metabolisiert werden oder bei 37°C im Laufe der
Zeit zerfallen. Die Intervalle des Mediumwechsels variieren von Zellinie zu Zellinie

und sind abhiingig vom Metabolismus und der Wachstumsgeschwindigkeit.

Das verbrauchte Medium wurde mit Hilfe einer Absaugvorrichtung (Vacuboy, Fa.
Integra, Fernwald) steril entfernt und mit der gleichen Menge frischem, auf 37°C
vorgewirmtem Medium ersetzt. Je nach GroBe der Flaschen wurden in die 25 cm’
Flasche 5 ml, in die 80 cm® Flasche 15 ml und in die 175 cm® Flasche 35 ml Medium

pipettiert.

2.9 Subkultivierung von Monolayerkulturen (Trypsinierung)

Wachsen adhirente Zellen in der Flasche aus, so dafl sie zu groBen Teilen den
Flaschenboden bedecken, kommt es zundchst zu einem Stillstand des Wachstums und
dann auch zu einem Absterben der Zellen, wenn sie nicht in eine neue Flasche mit

einer geringeren Zellzahl iiberfiihrt werden.

Um dies zu verhindern, miissen die Zellen mit einer enzymatischen Verdauung z. B.
durch die Protease Trypsin vom Boden gelost, und in einer 1:3 oder 1:5 Verdiinnung

neu ausgesit werden.
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Trypsin Losung 0,25% , 0,02% EDTA:

Trypsin 25¢g
EDTA 0,02 g
PBS ad. 1000 ml

Trypsin und EDTA wurden in etwas PBS gelost und der pH-Wert auf 7,1 eingestellt.

Die Trypsinlosung wurde dann sterilfiltiert, portioniert und bei -20°C eingefroren.

Durchfiihrung :

Das alte Medium wurde entfernt und die Flasche einmal mit einer Ca™- und Mg**
freien, sterilen PBS-Losung gespiilt. AnschlieBend wurde je nach GroB3e der Flasche
0,5-1,5 ml der Trypsin-EDTA Losung zupipettiert. Die Losung muf3 den gesamten
Flaschenboden bedecken. Die Flasche wurde kurz geschwenkt, fest verschlossen und
dann fiir 5-7 min in den Brutschrank bei 37°C gestellt. AnschlieBend erfolgte eine
lichtmikroskopische Kontrolle des Ablosungsprozesses. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von frischem FKS-haltigen Medium abgestoppt (Inaktivierung des Enzyms
durch Ca™ und Mg"*-Tonen) und durch anschlieBendes Suspendieren der Zellen wurde
ein Teil der Zellen fiir Versuche verwendet und ein Teil weiterkultiviert. Jede

Passagenanzahl und jeder Mediumwechsel wurden fiir jede Zellinie protokolliert.

2.10 Konservierung

Zur Aufbewahrung iiber eine lingere Zeit bietet sich nur die Kryokonservierung bei
-196°C in fliissigem Stickstoff an. Dazu wurden die Zellen nach Kapitel 2.9.
trypsiniert und in einer geringen Menge frischen Mediums aufgenommen. Die
Zellzahl wurde nach Kapitel 2.11.1 bestimmt. Dabei sollte die Zellzahl 5x10°/ml nicht
unterschreiten. Falls erforderlich, wurden die Zellen zentrifugiert und noch einmal in

weniger Medium aufgenommen.

Die Zell/Mediumsuspension wurde mit ca. 8% DMSO (Dimethylsulfoxid) versetzt,
um einen effektiven Gefrierschutz der Zellen zu erreichen. Die Zellsuspension wurde
in sterile Kryorohrchen zu je 1ml pipettiert und anschlieBend in ein Einfriergefdl3

(Nalgene Nunc, Wiesbaden) gegeben. Der Behilter wurde fiir 6-24 h bei -80°C
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gelagert. Der in dem Einfrierbehilter enthaltene Isopropylalkohol senkt dabei die
Temperatur der Kryorohrchen um 1°C pro Minute, damit das Wasser in den Zellen
nicht auskristallisiert. AnschlieBend wurden die Kryorohrchen in fliissigem Stickstoff
gelagert. Die Zellen konnen je nach Bedarf wieder aufgetaut und fiir

Zytotoxizitdtsversuche verwendet werden.

Dazu wurden die Kryordhrchen in einem Wasserbad bei 37°C unter vorsichtigem
Schiitteln aufgetaut, bis kein Eis mehr zu sehen war. Die Zellen wurden dann in eine
mit Medium vorbereitete Zellkulturflasche iiberfiihrt und in den Brutschrank gestellt.
Die Flasche wurde dann fiir 24 h moglichst nicht bewegt, um die Anheftung der Zellen
nicht zu behindern. Nach 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um den

toxischen Einfrierschutz DMSO aus dem Medium zu entfernen.

2.11 Wachstumsparameter

2.11.1 Trypan-Blau-Farbung

Die trypsinierten Zellen wurden mit der Trypan-Blau-Gebrauchslosung 1:1 gemischt.
Trypan Blau dringt in tote Zellen aufgrund der erhohten Membranpermeabilidt dieser
Zellen ein und kann somit als Unterscheidungskriterium fiir tote und lebende Zellen
dienen. Wenn der ermittelte Prozentsatz toter Zellen iiber 15% lag, wurden diese

Zellen nicht mehr fiir die Zytotoxizitdtsversuche verwendet.

Trypan-Blau Stammlosung :

0,4 g Trypanblau wurden in 100 ml Aqua bidest. gelost.

Gebrauchslosung :

Die Stammlosung wurde 1:10 mit PBS verdiinnt und sterilfiltriert.
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2.11.2 Zellzahlung

Die Zihlung erfolgte in einer Thoma-Zihlkammer. Mit der errechneten Zellzahl
wurden anschlieBend die Zellen mit frischem Medium auf die fiir den Test

entsprechende Zellzahl verdiinnt.

2.11.3 Messung des Proliferationsindex

Die Proliferationsraten und der Nachweis des Verhiltnisses von proliferierenden zu

nicht proliferierenden Zellen wurde durch den Einbau von BrdU iiberpriift.

Dazu wurden die Zellen 24-h (3T3) bzw. 48 h (HDPL) nach Aussaat auf spezielle
Objekttrager (Mikroflask, Nunc) mit zuvor frisch angesetzter BrdU-Inkubationslosung
(Bromdesoxyuridin [BrdU] und 5-Brom-2’Desoxyridin) in einer Konzentration von 20
uM fiir 60 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach 30 min Fixierung mit einer
Losung aus 90% Ethanol, 5% Essigsidure und 5% Aqua dest (v/v) und anschlieBender
15 miniitiger HCl-Denaturierung (4N HCI) wurden die Zellen mit einer 1:100 (in 50%
Schafserum/ 50% PBS/0,5% Tween 20) verdiinnten Losung von anti-BrdU markiert.
Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln erfolgte die sekundéire
Markierung mit dem fluoreszierenden Antikorper Ratte-Anti-Maus I1gG FITC
Konjugat (Sigma 1/50 in 20% Schafserum/ PBS/ 0,5% Tween 20) fiir 45 Minuten

ebenfalls bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Zur Auswertung wurden 3x je 100 Zellen auf ihre Markierung unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Olympus IMT-2, Japan) untersucht, wobei das Verhiltnis der

markierten zu den nichtmarkierten Zellen ausgezéhlt wurde.

2.12 Fluoreszenz-Test zur Bestimmung der EDs5g (Inkubations-Test)

2.12.1 Aussaat der Zellen

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesit. Die Aussaat betrug
1x 10* Zellen /Well in 200 ul. Wegen der starken Verdunstung am Rand der Platte
wurden die direkt am Rand liegenden Wells nicht mit der Zellsuspension, sondern mit

sterilem PBS befiillt.
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So standen jeweils fiir die einzelnen Verdiinnungsstufen und die Kontrolle je 6 Wells

zur Verfligung.

2.12.2 Anheftungszeit

Die Dauerzellinie 3T3 wurde nach der Aussaat 24 h, die primédren Zellen 48 h
inkubiert, um den Zellen Zeit fiir die Anheftung und Uberwindung der lag-Phase zu
geben. Die Dauerzellinie 3T3 besitzt im Gegensatz zu den primédren Zellen eine
deutlich kiirzere Anheftungs- und Generationszeit. Um zu gewéhrleisten, dafl die
Toxizitdtspriifung an allen Zellarten in der Proliferationsphase stattfindet, wurden

unterschiedliche Anheftungszeiten gewdhlt.

2.12.3 Behandlung der Zellen mit den Testsubstanzen

Nach der Anheftungszeit erfolgte die Behandlung der Zellen mit den zu
untersuchenden Substanzen. Es wurden von den unterschiedlichen Substanzen
Stammlosungen in einer Konzentration von 100 mM in DMSO angesetzt. Um dabei
die Hochstgrenze von DMSO im Medium von 1% nicht zu iiberschreiten, wurde bei
Konzentrationen von iiber 5 mM im Testansatz die zu testende Substanz in einer
Stammkonzentration von 1 M gelost. Die Substanzen zeigten ein unterschiedliches
Losungsverhalten und mufBten teilweise im Ultraschallbad gelost werden. Danach

wurden die Stammldsungen bei 4°C in Kunststofflaschchen aufbewahrt.

Vor den Zytotoxizitdtstest wurden die Stammlosungen auf Zimmertemperatur
gebracht und mit frischem Medium bis zur hochsten Konzentration im Testansatz
verdiinnt. Von dieser Konzentrationsstufe ausgehend wurde die Verdiinnungsreihe
angesetzt. Jeweils um eine Zehntelstufe wurde die Ausgangskonzentration verdiinnt.
Die Substanzen wurden zusammen mit dem Mediumwechsel nach 24 bzw. 48 h

zugegeben.
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Tab 2: Verdiinnungsstufen vom Bereich 5- 0,1 mM

Bereich in mM
5-1mM | 2,5-05mM | 1-02mM | 0,5-0,1 mM
5 2,5 1 0,5
4,5 2,25 0,9 0,45
4 2 0,8 0,4
35 1,75 0,7 0,35
3 1,5 0,6 0,3
2,5 1,25 0,5 0,25
2 1 0,4 0,2
1,5 0,75 0,3 0,15
1 0,5 0,2 0,1
0 0 0 0

Die Reihen mit der Konzentration 0 mM bezeichnen die 100%- Kontrolle, bei der ein

Mediumwechsel ohne Zusatz der zu untersuchenden Substanz erfolgte.
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Abb. 3 Aussaatmuster der Mikrotiterplatten

‘ : Test-Wells. Die Zahlen im unteren Teil geben die Konzentration in mM an.
O : Referenz-Wells fiir Fluoreszenzfarbstoff (Leerwert).

O : Mit PBS gefiillte Wells.

Ko = Kontrolle
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Die Konzentrationsbereiche der untersuchten Substanzen wurden in Vorversuchen
ermittelt. Zunidchst wurden die Substanzen im Bereich von 5-1 mM an 3T3 Zellen
getestet, um einen Anhaltspunkt fiir die Zytotoxizitdt der jeweiligen Substanz zu
erhalten. Zur genaueren Ermittlung der EDs, wurde nach diesen Vorversuchen der
engere Konzentrationsbereich ausgewdhlt, in dem in etwa eine 50%ige
Wachstumshemmung zu  erwarten  war. Innerhalb  dieses  ermittelten
Konzentrationsbereichs wurden dann die Zytotoxizititstests an den primiren Zellen

durchgefiihrt.

Die Inkubationszeit betrug 24 h fiir die 3T3-Zellen und 48 h fiir die primédren Zellen.
Mit den unterschiedlichen Behandlungszeiten sollte gewihrleistet sein, daf} die Zellen

den Substanzen mindestens eine Generationszeit lang ausgesetzt wurden.

2.12.4 Messung mit dem Hoechst-Farbstoff H 33342

Fiir die Hoechst 33342-Stammlosung wurde 1 mg /ml Aqua bidest gelost. Diese ist bei
4°C ca. 2 Wochen haltbar. Fiir den Testansatz wurde die Stammlésung 1:100 mit

frischem temperiertem Wachstumsmedium verdiinnt.

Nach der Inkubation der Testsubstanzen wurde das Medium ausgeschiittelt, pro Well
100 pl von der Hoechst H 33342-Inkubationslosung mit einer 8-Kanalpipette
zugegeben und die Platte bei 37°C im Brutschrank fiir 30 min inkubiert. In den
Referenzwells fiir den Fluoreszenzfarbstoff (Leerwert) wurde die PBS Losung durch
Medium mit Farbstoff ersetzt. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte wiederum
ausgeschiittelt und einmal mit PBS (100 ul/Well) gewaschen, um Farbstoffreste und
Zellbestandteile zu entfernen. AnschlieBend wurden die Wells wieder mit 100 ul PBS
gefiillt. Die Platte wurde dann bei einer Exzitation von 360 nm (40 nm Streubreite)
und einer Emission von 460 nm (40 nm Streubreite) bei einer Sensitivitit von 6 im

Cytofluor 2350 (Millipore, Bradford, MA, USA) gemessen.
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2.12.5 BCECF-AM-Assay

Zeitgleich mit der Messung des Hoechstfarbstoffes kann die Membranintegritit der
Zellen mit Hilfe des Farbstoffes BCECF-AM bestimmt werden. Eine gegenseitige
Beeinflussung der MeBergebnisse durch den parallelen Einsatz beider Substanzen

wurde durch Vorversuche ausgeschlossen.

BCECF-AM wurde in DMSO (2 mg/ml) gelost. Diese Losung ist bei -20 °C iiber
mehrere Monate haltbar. Zum Gebrauch wurde diese Losung 1:200 mit den
entsprechenden Wachstumsmedien, die auch den Hoechst-Farbstoff beinhaltet,
gemischt. Anschlieend wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.12.4 beschrieben, fiir 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz wurde bei einer Exzitation
von 485 nm (Streuung des Filters 20 nm), einer Emission von 530 nm (bei einer

Streuung des Filters von 25 nm) und einer Sensitivitdt von 4 durchgefiihrt.

2.12.6 Auswertung

Zur Auswertung aller FluoreszenzmefBwerte wurde das Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel 5.0 verwendet. Die nach Ablauf der Testzeit gemessenen
Fluoreszenzwerte, die daraus errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen aus
je 6 Wells der einzelnen Konzentrationsstufen bzw. Verdiinnungen wurden
tabellarisch zusammengestellt und sind im Ergebniss als Mittelwert und die
Abweichungen als Balken graphisch dargestellt. Von jedem MeBwert der
Mikrotiterplatte wurde zundchst der Mittelwert des Hintergrundes (Leerwert)
abgezogen. Der Leerwert, bestehend aus Farbstoff ohne Zellen, dient der Berichtigung
der Eigenfluoreszenz der Platte und des Farbstoffes. AnschlieBend wurde die

Wachstumshemmung in Prozent zu der Kontrolle (100%) gesetzt.

Hemmung des Fl p - MW Leerwert
Wachstums in Prozent = MWk - MW Leerwert x 100

FLp = Fluoreszenzwert der eingesetzten Konzentration der Probe

MWy = Mittelwert Kontrolle (100%)
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Aus den jeweils sechs Werten pro Konzentrationsstufe wurde anschlieBend der
Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. Die Wachstumsbeeinflussung

wurde graphisch dargestellt.

2.12.7 Berechnung der EDs, und statistische Auswertung der Daten

Die Berechnung der EDsy wurde mit dem Comuterprogramm Inplot 4.0
vorgenommen. Dazu wurde aus den sechs Wells fiir jede Konzentrationsstufe der
ermittelte Mittelwert aus den sechs Wells zur Berechnung eingegeben. Je nach Verlauf
der Kurve wurde eine lineare Regression oder eine sigmoide Berechnung der EDs

angewendet.

Die endgiiltige Berechnung der EDsy und die statistischen Auswertung erfolgte dann
aus dem Mittelwerten von mindestens drei einzelnen Plattenmessungen, so daf eine
ausreichende Anzahl von Messungen zur Verfiigung stand. Im Ergebnisteil ist die
EDsy als Mittelwert aus drei Messungen und die dazugehorige Standartabweichung

angegeben.

2.13 Relative Bestimmung des Proteingehaltes mit Sulforhodamin 101

Direkt nach der Messung mit den Fluoreszenzfarbstoffen H 33324 und BCECF-AM
wurden die angehefteten Zellen 2 x mit PBS (100 ul/Well) griindlich gespiilt, um das
proteinreiche FKS aus dem Well zu entfernen. Die Zellen wurden mit einer Losung
von 90% Ethanol, 5% Essigsdure und 5% H,O fir 30 min bei 4°C fixiert.
Anschlieend wurde die Fixierlosung entfernt, 50ul/Well der Sulforhodamin 101
Losung (0,05% Sulforhodamin 101 in einer 1%igen Essigsdurelosung) dazupipettiert
und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei bindet sich das Sulforhodamin an das
Protein. AnschlieBend wurden die Platten zweimal mit H,O gewaschen und kriftig
ausgeschiittelt, um das iiberschiissige Sulforhodamin zu entfernen. Das an die Zellen
gebundene Sulforhodamin 101 wurde danach mit 100ul einer 10 mM Tris/Aqua dest.-
Losung (pH 10,5) in Losung gebracht.

Dabei war darauf zu achten, dal} die Platte gut geschiittelt und der Farbstoff homogen

verteilt wurde.
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Die Messung erfolgte im Cytofluorgerit 2350 mit der Filterkombination C/D, bei einer
Emission von 530 nm und einer Exzitation von 620 nm bei einer Sensitivitit von 2.

Die Berechnung der Wachstumshemmung erfolgte wie in Kapitel 2.12.6.beschrieben.

2.14 Zellzahlung mittels Coulter Counter

Zur Uberpriifung der Verinderung des Volumengehaltes bei K 562-Zellen unter dem
EinfluB von den Testsubstanzen wurde uns ein MeB3system der Fa. Coulter Counter
(Krefeld) zur Verfiigung gestellt. Dieses System besteht aus einer MefBzelle, einem

Channelanalyser und der Auswertungssoftware ZM-Soft.

Die K 562-Zellen wurden zu 5x 10 * Zellen/ml in 24-Well-Platten ausgesit und gleich
nach der Aussaat mit den zu untersuchenden Substanzen in einer Konzentrationsreihe
behandelt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen mit einer Pipette suspendiert und
1:20 in einer isotonischen Losung (Isoterge) verdiinnt. Diese Suspension wurde mit
dem Coulter Counter gemessen. Der Durchmesser der MefBkapillare betrug 100 pm,
der MeBbereich lag im Bereich von 1,91 um bis 15,28 pm Durchmesser bei einer

Auflosung von 256 Kanilen.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software ZM-Soft.

2.15 Durchfiihrung des umu-Mikrotest

Der wmu-Test wurde mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Dr. Georg
Reifferscheid vom Arbeitskreis fiir Molekulare Mechanismen umweltbedingter

Gentoxizitdit (AMMUG) der Universitit Mainz durchgefiihrt.

2.15.1 Medien und Puffer

Fiir die Anzucht der Bakterien;: TGA-Medium:

Bacto-Trypton (Difco) 10g
Glucose 2g
NaCl g

Hepes 0,1IM



Material und Methoden 45

Das Medium wurde auf pH 7 eingestellt und bei 212 °C 20 min autoklaviert. Vor dem

test wurdem dem Medium 50 pul Ampicilin zugegeben.

2.15.2 Ubernachtkultur und Vorkultur

Ein steriler Erlenmeyerkolben wurde mit 20 ml TGA Medium gefiillt und mit den
zuvor aufgetauten Salmonellen beimpft. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht in einem
Schiittelwasserbad bei 37°C und 120 Upm. Am nidchsten Morgen wurde die Kultur,
die mindestens eine ODgyy von 1 aufweisen sollte, mit TGA-Medium 1:10 verdiinnt.
Dieser Ansatz wurde fiir weitere 1,5 h im Schiittelwasserbad bei 37°C bis zum

Erreichen der OD ¢y, von 0,2 inkubiert.

2.15.3 Ansatz der Testkultur und der Verdiinnungsreihen

96-Well-Mikrotiterplatten wurden mit 180ul TGA-Medium beschickt. Dabei wurden
die ersten drei Wells pro waagerechter Reihe ausgespart. In diese Wells kamen 360 pl
TGA-Medium, die 3ul einer in DMSO gelosten Testsubstanz enthielten. Die
Konzentration der in DMSO angesetzten Stammlosungen betrug 1-2 M. Die
Verdiinnungsreihe wurde daraus wie folgt angesetzt: von den Wells mit der
Ausgangskonzentration wurden 180 ul abgenommen und in die mit TGA-Medium
gefiillten Wells gegeben und griindlich durchgemischt. Von dieser 1/2-Verdiinnung
wurde eine weitere Verdiinnungsstufe hergestellt; bis 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,
1/124, 1/256-Verdiinnungsreihen entstanden. Fiir die Positivkontrolle wurde eine

3%ige 4-NQO-Losung ( Nitrochinolin-N-oxid) verwendet.

Der Test wurde mit der Zugabe von 65 pl Bakteriensuspension gestartet. Die
Inkubation der Mikrotiterplatte erfolgte auf einem 45 Grad schriggestellten Rotor. In
dieser Position wurden die Bakterien bei ca. 10-12 Upm fiir 2 h bei 37°C inkubiert.
Durch den schriggestellten Rotor wurde eine gute Durchmischung der Kultur mit

Sauerstoff erreicht und ein Absetzen der Bakterienkultur verhindert.

Nach Ende der Inkubationsphase wurden 30ul der Salmonellenkultur in eine mit 270
ul TGA-Medium gefiillte zweite Mikrotiterplatte gefiillt und wiederum fiir 2 h auf

dem Rotor inkubiert.
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2.15.4 Messung des Wachstums

Die Messung des Wachstums erfolgte mit Hilfe eines Plattenphotometers bei einer

ODgoo gegen Medium-Leerwert.

2.15.5 Bestimmung der Induktion des umuC-Gens

Etwa 10 min. vor Ende der zweiten Inkubation wurden die Medien bereitgestellt. Vor
dem Enzymtest wurden in eine dritte Mikrotiterplatte 120 ul B-Puffer pipettiert und

bei 28°C vortemperiert.

30 ul der Salmonellen-Suspension pro Well wurden aus der zweiten Mikrotiterplatte
in die Wells der dritten Platte pipettiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von
30 ul einer ONPG-L6sung gestartet und kriftig gemischt. Die Platte wurde fiir 30 min.
bei 28°C im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde nach 30 min durch Zugabe von
120ul Na,CO; Losung gestoppt. Der Inhalt der Wells wurde gut gemischt, Blasen

wurden mit Hilfe eines kalten Luftstromes (Fohn) entfernt.

B-Puffer :

Puffer zur Lyse der Bakterien und Freisetzung der B-Galaktosidase

Na,HPO, x2 H,0 20,18 g 110 mM
NaH,POs x H O 55¢ 40 mM
KCl 0,75 g 10 mM
MgSO4 x 7 HO 0,25 ¢ 1 mM
SDS 10g 3,5 mM
B-Merkaptoethanol 2,7 ml 40 mM

ad 1 L pH 7,0
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ONPG-Losung:
45 mg o-Nitrophenyl-B-d-Galaktopyranosyid/ml Phosphat Puffer.

Phosphat-Puffer

Puffer zum Losen des Substrates ONPG

0,1 M Na,HPO, x 2 H,O

0,1 M NaH,PO, x H,0O

Der pH wurde durch Mischen beider Losungen auf 7,0 eingestellt und der Puffer

anschlieend autoklaviert.

Stoppreagens
1M Natriumcarbonat (Na,CQO3 ) in bidest. Wasser.

Die Messung erfolgte bei einer Extinktion von 420 nm.

2.15.6 Gultigkeitskriterien und Testauswertung

Die nach Ablauf des Testes gefundenen Melwerte wurden gespeichert und mit einem

Tabellenkalkulationsprogramm ausgewertet.

Der Test wurde als giiltig erachtet, wenn die Positivkontrolle (5 x 10° g/1 NQO) bei

den gegebenen Testbedingungen eine Induktionsrate von 2 erreichte.

Berechnung der B-Galaktosidase Aktivitat

Die gemessenen Extinktion- und Triibungsraten wurden fiir die einzelnen

Konzentrationsstufen zur Berechnung der B-Galaktosidase-Aktivitdt herangezogen.

Zur Berechnung der Enzymaktivitit in Units wurde die Formel von Miller (1972)
zugrunde gelegt und auf das Mikrotiterplattensystem modifiziert. Von jedem MeBwert
wurde der Mittelwert des Hintergrundes abgezogen. Die Errechnung der

Enzymaktivitit erfolgte nach folgender Formel:
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E 40
Unit = t X vXx OD ggo x m
E 10 Extinktion des gebildeten o-Nitrophenol bei 420 nm
OD ¢00 Triibung bei 600 nm, MeBwert fiir die Zelldichte
t Reaktionszeit in min (30 min)
\ eingesetztes Bakterienvolumen in ml (0,03 ml)
m Steigung der Eichgeraden (0,012 mM/Ansatz) mit

o-Nitrophenol
1 Unit entspricht der Enzymaktivitét, die zur Bildung von 1 mM o-Nitrophenol pro

Minute pro ml Salmonellen Suspension bei 28°C fiihrt.

Eine Erhohung der Enzymaktivitédt in den Ansitzen mit den Testsubstanzen gegeniiber
der Negativkontrolle zeigte eine erhohte Gentoxizitit und damit ein erhdhtes

mutagenes Potential an.

2.16 DNA-Synthese-Inhibitions-Test (DIT-Test)

Der DNA-Synthese-Inhibitionstest wurde von Herrn Dr. Jiirgen Heil entwickelt. Der
Test wurde am Arbeitskreis Molekulare Mechanismen umweltbedingter Genoxizitét
(AMMUG)an der Johannes Gutenberg Universitdt in Mainz durchgefiihrt (Heil und
Reifferscheid,, 1992; Heil et al. 1996).

Hela S3-Zellen wurden in Eagle’s Minimal Essential Medium (E-MEM)-Medium
unter Zusatz von 10% fotalem Kilberserum (FKS) und 100 mg/l1 Kanamycin bei 37°C

kultiviert.

Die Zellen, die als Monolayer wachsen, wurden nach dem Trypsinieren in einer Dichte
von 2x 10* Zellen/Well ausgesit. Nach der Anheftungszeit von mindestens 16 h
wurden die Zellen dem zu testenden Agens fiir 90 min exponiert. Die
Verdiinnungsreihe der zu untersuchenden Substanzen wurde genauso wie im umu-Test
(Kapitel 2.15.3). hergestellt. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit frischem

Medium folgte eine Erholungsphase von zwei Stunden, um allgemeintoxische von
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gentoxischen Effekten zu unterscheiden. DNA-synthetisierende Zellen wurden
darauthin mit 20 pM eines Thymidinersatzes, dem 5-Bromdesoxyuridin (BrdU) fiir 60
min inkubiert. Diese Substanz wurde selektiv in DNA-synthetisierende Zellen
eingebaut. Nach dieser Zeit wurden die Zellen fiir 30 min. mit einen Gemisch aus
Ethanol, Eisessig und Wasser im Verhiltnis (90/5/5%) fixiert. AnschlieBend wurde die
DNA mit 4N HCI fiir 10 min denaturiert. Das iiberschiissige HCl wurde durch 3-
maliges Waschen mit Leitungswasser entfernt. In jedes Well wurde eine 1:1500
verdiinnte Losung eines anti-BrdU-Antikorpers in einer Mischung von 50%-
Schafserum und PBS/Tween 20 (0,5%) zugegeben. Nach 30 min Inkubation bei 37°C
wurde der iiberschiissige Antikorper durch mehrmaliges Waschen mit Leitungswasser
unter einem weichen Wasserstrahl entfernt. AnschlieBend wurden 50ul/Well einer
1:500 verdiinnten Losung eines Peroxidase-konjugierten Antikorpers F(ab’), (Schaf-
anti Maus IgG-Antikorper) in einer Losung von 10% Schafserum, 90% PBS/0,5%
Tween 20 fiir 30 min zugegeben und bei 37°C inkubiert. Nach erneutem mehrmaligen
Auswaschen des sekundidren Antikorpers mit Leitungswasser erfolgte die Zugabe von
100 pl Peroxidase-Losung (300 mg OPDJ[ o- Phenylendiamin]/100 ml 50 mM Citrat-
Phosphat-Puffer pH 5 + 0,015% H,0,). Die Platten wurden dann bei Raumtemperatur
fiir ca. 30 min inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 50ul einer Losung von 1M
H,SO, gestoppt. Mit einem Plattenphotometer wurde die Extinktion bei 495 nm
gemessen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch den Proteinfarbstoff
Sulforhodamin B (SRB, 0,1g SRB/I H,O 1% Essigsdure). Die Messung des

chromogenen Sulforhodamin B wurde bei 546 nm durchgefiihrt.

Bei einer gentoxischen Reaktion des zu testenden Agens kam es zu einem verringerten
BrdU-Einbau in die DNA und somit zu einer verringerten Reaktion des OPD, d.h. die

DNA-Synthese war gehemmt.

Die DNA-Synthese unbehandelter Zellen (Negativkontrolle) wurde gleich 100%

gesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1  Anzucht der einzelnen Zelltypen

Die fiir die Zellkultur benotigten humanen priméren Fibroblasten wurden aus Biopsien

der Gingiva und des Pulpagewebes angeziichtet.

Die Biopsien wurden verworfen, wenn sich nach einer Woche keine aus den Biopsien
ausgewachsenen Fibroblasten am Flaschenboden zeigten, oder wenn sie bakteriell
kontaminiert oder verpilzt waren. Beim Anwachsen der Zellen aus Gingivabiopsien
wurden vereinzelt Epithelzellen neben den Fibroblastenzellen beobachtet. Diese
Zellen waren jedoch nach der ersten Passagierung verschwunden. Zudem wurde durch
die Zugabe von NaCO; in das Medium und die dadurch bedingte Alkalitit das
Wachstum von Epithelzellen erschwert (Michl, 1971).

o

Abb. 4: Gingivabiopsien mit ersten angehefteten Fibroblasten.
Phasenkontrast, VergroBerung ca. 400 x
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In der Regel konnte nach der Anheftung der Explantate von Gingiva- bzw.
Pulpagewebe an den Flaschenboden nach etwa 2 Tagen am Rand des Explantates das
Auswachsen der ersten Fibroblasten bebachtet werden. Die Zellen erschienen klar,
wenig granuliert und zeigten schon die fiir die Vorwirtsbewegung typischen
Plasmasdume. Nach etwa drei weiteren Tagen waren kleine, inselartige Zellrasen zu
erkennen. Die Zellen lagen meist schon dicht beieinander und zeigten eine
regelmiBige Ausrichtung (siche Abb. 4). Die Abbildung 4 148t erkennen, daf sich die
Gingivafibroblasten nach einigen Tagen erfolgreich an den Flaschenboden angeheftet
hatten. Von diesen einzelnen Zellen aus bildete sich dann nach einigen Tagen ein
Zellrasen, der schlieBlich den gesamten Flaschenboden bedeckte und anschlieBend zur
Weiterkultivierung trypsiniert wurde. Die langgestreckten, spindelférmigen Zellen
ordneten sich meist an ihrer Lingsseite an. Nach weiteren 7-14 Tagen konnte die erste
Passagierung der Zellen, wie in Kapitel 2.10 beschrieben, erfolgen. Fiir die Versuche
wurden nicht die Zellen, die direkt aus der ersten Passage gewonnen wurden
verwendet, sondern diejenigen Zellen, die nach Kapitel 2.10 aufgetaut worden sind.
Dadurch wurde gewidhrleistet, dal die Zellen ein moglichst einheitliches
Erscheinungsbild zeigten und keine Epithelzellen mehr vorhanden waren. Die
Gewinnung der Wurzelhautfibroblasten erfolgte durch Trypsinierung der Zahnwurzel,
wie in Kapitel 2.7.2 beschrieben und fithrte meist nach 1-3 Tagen zur Ausbildung

eines Zellrasens.

3.1.2 Das Wachstumsverhalten von primaren Zellen

Um das Proliferationsverhalten der primédren Zellen zu untersuchen, wurden
Wachstumskontrollen von allen primédren Zellarten durchgefiihrt (siehe 2.11.1). Die
Zellen zeigten meist bis zur achten Passage ein etwa gleichformiges

Wachstumsverhalten.

Zum Anfang zeigten die Wachstumskurven der primédren Zellen gegeniiber der 3T3-
Zellkultur eine deutlich lingere Anheftungszeit und lag-Phase. Die Verdopplungszeit
der Zellen lag bei etwa 43-48 h und betrug somit mehr als das Doppelte der
Verdopplungszeit der 3T3-Zellen.

Etwa 24-48 h nach der Aussaat waren die primidren Zellen in der logarithmischen
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Wachstumsphase. Der BrdU-Einbau lag bei den Wurzelhautfiroblasten bei etwa 40%
der markierten Zellen und nahm im Verlaufe der Passagenzahl kontinuierlich bis unter
die Nachweisgrenze ab. Fiir die Bestimmung der Zytotoxizitdt sollte gewihrleistet
sein, daB sich die Zellen in der Wachstumsphase befanden. Nach etwa 120 h
Inkubation hatten die Zellen den Flaschenboden vollstindig bewachsen und befanden
sich im subkonfluenten Zustand. Dabei verringerten sie das Wachstum bis zum
Stillstand  (siche Abb. 5). Zellen in hoheren Passagen wiesen oft
Degenerationserscheinungen auf. Wihrend Zellen jiingerer Passagen grof3e
strukturierte Zellkerne und ein klares Zytoplasma besafen, zeigten die Zellen in
hoheren Passagen meist eine starke Vakuolenbildung. Degenerierte Zellen zeigten
pyknotische Kerne und begannen sich aus dem Zellrasen zu losen (siche Abb.6).
Zunehmend verloren die Zellen die Fihigkeit, sich an den Flaschenboden anzuheften.
Diese Zellen losten sich dann aus dem Verband und wurden beim nichsten

Mediumwechsel mit abgesaugt und entfernt.
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Abb. 5: Wachstumskurve von Gingivafibroblasten der 4. Passage

Abb. 6: Gingivafibroblasten der 4. Passage. Phasenkontrast,
VergréBerung ca. 400 x
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Abb. 7: Gingivafibroblasten der 10. Passage. Phasenkontrast,

VergroBerung ca. 400x
Die Morphologie der Zellen veridnderte sich kontinuierlich von Passage zu Passage.
Zunichst waren die Zellen in den Passagen 2-6 fest im Zellverband eingeschlossen
und wiesen noch viel Plasmamaterial auf. Mit hoherer Passagenzahl waren die Zellen
im Gegensatz dazu wesentlich langgestreckter und wiesen mehr Zellvolumen aufgrund
der beginnenden Vakuolisierung auf. Auch das Proliferationsverhalten verinderte sich.
Wihrend in den jlingeren Passagen etwa 24-48 h nach Aussaat das Wachstum begann,
verzogerte sich der Beginn des Wachstums bei Wurzelhautfibroblasten auf iiber 90h in
der 10. Passage (Kapitel 3.6.2). Bei den Pulpa- und Gingivafibroblasten zeigte sich ein
sehr dhnliches Verhalten des Wachstums. Die Abbildungen 6 und 7 zeigen dieselbe

Biopsie in Passage 4 und Passage 10.

Die Zellen der 4. Passage wiesen einen gut entwickelten Fibroblastenrasen und eine
normale Morphologie auf. Der Zellrasen war gleichmifig dicht gewachsen. Die Zellen
der 10. Passage befanden sich dagegen in einem Stadium der Degeneration. Sie
wuchsen vereinzelt und wiesen gegeniiber den Fibroblasten der 4. Passage eine
wesentlich langgestrecktere Gestalt auf. Desweiteren zeigten die Zellen eine starke
Vakuolisierung auf. Basierend auf diesen Beobachtungen der Zellverdnderung wurden

fir die EDsp-Bestimmungen nur Zellen bis zur neunten Passage verwendet. Im
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Einzelfall lieBen sich jedoch durchaus auch hohere Passagen fiir den Toxizitdtstest
verwenden. Daher wurden alle fiir die Testung verwendeten Zellen auch immer nach

den morphologischen Kriterien bewertet.

3.1.3 Das Wachstumsverhalten von 3T3 Zellen

Die 3T3-Zellen hefteten sich nach dem Trypsinieren nach etwa 3-4 h am
Flaschenboden an. Nach 24 h hatten die Zellen ihre stationdre Phase beendet und
begannen zu proliferieren. Das zeigte sich auch in der Anzahl markierter Zellen (siche
2.11.3). Etwa 60% der Fibroblasten waren nach dieser Zeit markiert. Die 3T3-Zellen
wuchsen sehr schnell, so das etwa alle 2 Tage die Zellen trypsiniert werden muften.
Fiir die 3T3-Zellkultur wurde eine Zellverdoppelungsrate zwischen etwa 17-19 h
bestimmt. Die 3T3 Zellen zeigten auch nach {iiber 150 Passagen keinerlei
morphologische Verdnderungen oder Abweichungen der Verdoppelungszeit. Auch
eine Verinderung der Anheftungszeit sowie eine Anderung der Empfindlichkeit
gegeniiber den Substanzen konnte nicht festgestellt werden. Die Zellen wurden bis zur
150. Passage fiir Testungen benutzt, danach wurden Zellen fritherer Passagen fiir die

EDso-Bestimmung verwendet.
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Abb. 8: Abhédngigkeit der Floureszenz von der Zellzahl/Well

3.1.4 EinfluB des DMSO auf das Proliferationsverhalten der Zellen.

Da die meisten der getesteten Substanzen nicht oder nur schlecht wasserloslich sind,
wurde als Losungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) verwendet. Von diesem
Losungsmittel ist bekannt, dal es in hoheren Konzentrationen toxisch wirken kann.
Deshalb wurde zunichst der EinfluB von DMSO auf 3T3- und die primédren Zellen
gepriift. Die Zellen wurden in einer Anzahl von 1x 10* /Well ausgesit und nach 24 h
(3T3) bzw. 48 h (primdre Zellen) mit verschiedenen Konzentrationen an DMSO
behandelt. Der Versuch wurde insgesamt 3x durchgefiihrt. Es zeigte sich bei den 3T3
und den primédren Zellen ein einheitliches Bild. Die toxische Wirkung von DMSO auf
die Zellen setzte bei etwa 1,25 %(v/v) ein. In den EDsy-Versuchen wurde daher nur bis
zu einer Endkonzentration von 1Vol. % DMSO eingesetzt. Die Abbildung 9 zeigt
exemplarisch den EinfluB auf verschiedene Zellarten nach der Behandlung mit

unterschiedlichen Konzentrationen an DMSO.
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Abb. 9: EinfluB von DMSO auf das Wachstumsverhalten der
verschiedenen Zellen nach 24 h (3T3) bzw 48 h (primére) Inkubation mit
DMSO (n=2)

3.2 Die Messung der Zytotoxizitat mit Fluoreszenzfarbstoffen

Die Messung des Zellwachstums erfolgte iiber Fluoreszenzfarbstoffe. Die
Emissionsmaxima der Fluoreszenzfarbstoffe waren so unterschiedlich, dafl die
Farbstoffe parallel mit den passenden Filtern in derselben Platte gemessen werden

konnten.

Vergleichende Messungen erbrachten keinerlei Quencheffekte von BCECF-AM auf
die H 33342- und H 33258-Messungen und umgekehrt. Ebenso konnte die
Proteinmessung mit Sulforhodamin 101 ohne Beeinflussung durch die
vorangegangene Markierung der anderen Farbstoffe erfolgen. Die Eigenfluoreszenz

(Blanc) der Platten betrug bei H 33342 etwa 800 Einheiten, bei BCECF- AM etwa 400
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Einheiten und bei Sulforhodamin 101 etwa 80 Einheiten bei der jeweiligen

eingestellten Empfindlichkeit des Gerites.

Die Zellen selbst besallen eine vernachldssigbare Eigenfluoreszenz von nur etwa 20
Fluoreszenzeinheiten bei H 33342, die in der Berechnung der EDsy nicht

beriicksichtigt wurde.

Die 100%-Kontrolle der markierten Zellen im EDsp-Test betrug bei
H 33342 nach Abzug des Leerwerts bei den Zellen etwa 2000 Fluoreszenzeinheiten,
bei BCECF-AM im Durchschnitt etwa 4000 Fluoreszenzeinheiten und bei
Sulforhodamin 101 etwa 3000 Fluoreszenzeinheiten. Damit lieBen sich die EDsq-

Werte mit hinreichender Genauigkeit ermitteln.

3.2.1 Die Messung der Zellzahl und des DNA-Gehaltes mit den
Farbstoffen H 33342 und H 33258

Zur Ermittlung des DN A-Gehaltes mittels H 33342 und H 33258 wurde eine Eichreihe
mit reiner DNA angelegt. Dazu wurde DNA (Sigma) im Bereich von 20-5000 ng/Well
zugegeben und mit den beiden zugegebenen Farbstoffen bei einer Sensitivitdt von 6
gemessen. Das Ergebnis ist in Abbildung 10 dargestellt. Der Versuch wurde zweimal

mit fast identischen Fluoreszenzwerten wiederholt.
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Abb. 10: Messung des DNA-Gehaltes durch Markierung mit den
Bisbenzimiden H 33342 und H 33258
(n= Anzahl der Versuche =2)

Die Messungen mit reiner DNA zeigten fiir beide Farbstoffe eine sehr gute Linearitit
zwischen der eingesetzten DNA-Menge und der Fluoreszenz-Emission. Beide
Farbstoffe eigneten sich somit gut fiir eine quantitative DNA-Bestimmung. Fiir die
EDso-Bestimmungen wurde jedoch H 33342 als Marker gewihlt, da dieser Farbstoff
ca. 1000-fach membrangingiger ist als der H 33258 und somit fiir die vollstindige
Markierung aller noch lebenden Zellen geeignet ist. Auch zeigte sich eine gute
Ubereinstimmung der Fluoreszenzintensitit mit der eingesiten Zellzahl (siche

Abbildung 11).
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Abb.11: H 33342 Fluoreszenz in Abhédngigkeit von der Zellzahl bei
3T3-Zellen (n =Anzahl der Versuche 2x)
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Abb. 12: 3T3-Zellen markiert mit H 33342 im Fluoreszenzlicht. Aussaat
1 x 10% /Well. VergréBerung ca. 400 x
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Parallel durchgefiihrte vergleichende Zellzihlungen mit der Thomakammer und daraus
errechneten Hemmraten in Prozent ergaben ebenfalls eine sehr gute Ubereinstimmung

mit aus der Fluoreszenzmessung erhaltenen Werten.

EinfluB des Monomers Bis-GMA auf das Wachstum von 3T3-Zellen.
Vergleichende Messung mit H 33342 und H 33258

Mit den beiden Bisbenzimiden wurde der Lebend/Tot-Index an 3T3-Zellen unter der
toxischen Wirkung von Bis-GMA bestimmt. Dazu wurden 3T3-Fibroblasten in zwei
Mikrotiterplatten ausgesidt und mit einer Verdiinnungsreihe von Bis-GMA behandelt.
AnschlieBend wurde je eine Platte mit H 33342 und mit H 33258 angefirbt. Da die
Wells nicht vorher mit Ethanol behandelt wurden, wurden nur diejenigen Zellen mit H
33258 markiert, dessen Zellmembran schon soweit geschidigt war, dal der Farbstoff
passiv eindringen konnte. Die 100%-Kontrolle der H 33342 Markierung wurde als
Bezugsgrofe fiir beide Farbstoffe gewdhlt.

Die Abbildung 13 zeigt exemplarisch das Ergebnis aus einem Versuch. Der Versuch
wurde zweimal wiederholt, mit gleichem Ergebnis. Die Auswertung erfolgte wie in
Kapitel 2.12.6 beschrieben. Die Streuungsmalle beziehen sich auf die
Standartabweichungen innerhalb einer Testrehe, da bei jeder Konzentrationsstufe
jeweils 6 Wells gleichzeitig getestet wurden. Die ermittelten Prozentwerte des
Farbstoffes H 33342 beziehen sich auf die 100%-Kontrolle des H 33342. Der
Farbstoff H 33258 markierte in der 100%-Kontrolle ca. 10 % der Zellen. Dies
entspricht etwa dem 10%-Anteil von toten Zellen, die mit der Trypan-Blau-Féirbung

bei vitalen Kulturen markiert wurden.
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Abb. 13: Vergleich von H33342 und H33258 am 3T3-Zellen bei
verschiedenen Konzentrationen von Bis-GMA. (Daten aus

einem repréasentativen Experiment; n= 2, Erkldarung im Text)

Mit steigender Konzentration des Bis-GMA nimmt der Anteil der mit dem Farbstoff H
33258 angefirbten Zellen zu, wihrend die Lebendzellzahl in direkter Abhingigkeit
mit der Konzentration von Bis-GMA abnahm. Somit konnte gezeigt werden, dal H
33342 im Rahmen dieser Versuchsanordnung nur lebende Zellen anfiarbt. H 33258
zeigt dabei den Anteil von nicht lebensfihigen Zellen an, die sich noch am Boden der

Mikrotiterplatten angeheftet hatten.

3.2.2 Messung der Membranintegritat mittels BCECF-AM

Die Messung der Membranintegritdt konnte parallel zu der Hoechst-Farbstoffmessung
erfolgen, da die Fluoreszenzwellenldngen fiir die einzelnen Farbstoffe unterschiedlich
waren. Dabei erwies die Bestimmung der EDsy mit BCECF-AM als nicht so genau wie

der des H 33342, da die Standardabweichungen der Testreihen bei BCECF-AM meist
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um etwa 5% hoher lagen. Zudem wurde in Wells, in denen nachweislich keine
intakten Zellen mehr nachgewiesen werden konnten, gegeniiber dem Leerwert erhohte

BCECF-AM Werte gefunden.

Die Abbildung 14 zeigt die Fluoreszenz im Verhiltnis zu der eingesetzten Zellzahl bei

3T3-Zellen und Wurzelhautfibroblasten.
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Abb. 14: Fluoreszenz von BCECF-AM in Abhangigkeit der Zellzahl von
3T3 und Wurzelhautfibroblasten



3 Ergebnisse 64

Abb.15: 3T3-Zellen nach 30 min. Inkubation mit BCECF-AM.
Aufnahme im Fluoreszenzmikroskop. VergréBerung ca. 400 x

3.2.3 Bestimmung des relativen Proteingehaltes mit Sulforhodamin 101

Die Bestimmung des relativen Proteingehaltes mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Sulforhodamin 101 zeigte eine ausgesprochen gute Linearitit zur eingesetzten
Zellzahl. Zur optimalen Markierung der Zellen wurden verschiedene Konzentrationen
des Farbstoffes (0,1-0,01% (V/V)) eingesetzt. Die optimale Konzentration betrigt
0,05%. Eine hohere Konzentration des Sulforhodamin 101 bewirkte keine hohere
Fluoreszenz (sieche Abb. 16). Mit dieser Methodik war es moglich, den relativen

Prozentgehalt von Protein im Well im Vergleich zu einer 100% Kontrolle zu ermitteln.
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Abb. 16: Fluoreszenz bei unterschiedlicher Zellzahl und verschiedenen
Konzentrationen des Farbstoffes Sulforhodamin 101

Abb. 17.: Markierte 3T3-Zellen mit Sulforhodamin 101. Aufnahme vor der
Herauslésung des Farbstoffes mit Tris. Fluoreszenzaufnahme,
Phasenkontrast, VergréBerung ca. 400 x
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3.3 Bestimmung der EDs,-Werte iiber den DNA-Gehalt und die
Messung der Membranintegritat

Die ermittelten EDso-Werte lagen bei den untersuchten Substanzen zwischen 0,06 mM
und > SmM. Keine Beeintrichtigung des Wachstums wurde bei der DMSO-Kontrolle

im Vergleich zu den unbehandelten Zellen gefunden.

Die Ergebnisse der EDs,-Bestimmung werden hier in den nachfolgenden Tabellen zu
den einzelnen Stoffgruppen zusammengefaBt, so daB ein Uberblick iiber die jeweilige
Funktionsgruppe gegeben werden kann. Fiir jede Gruppe erfolgt eine kurze
Einfiihrung iiber die Funktion und Bedeutung dieser Gruppe. Fiir jeden einzelnen Stoff
sind die bisher bekannten Nebenwirkungen aufgelistet. Falls bekannt, sind die LDs-
Werte aus Ratte oder Maus hinzugefiigt. Die Nebenwirkungen, sowie die EDso-Werte
in der Tabelle sind entnommen aus der RTECS, der Registry of Toxic Effects des US
Dept. of Health Human Services (NIOSH) (Lewis et.al., 1980). Testwerte, die
unterhalb 15% der Kontrolle lagen, zeigten bei lichtmikroskopischer Betrachtung

meist stark zerstorte Zellkulturen.

3.3.1 Monomere

Die Monomere gehoren zu den Hauptbestandteilen der heutigen Fiillungskunststoffe.
Sie sind meist Bisphenol-A-Derivate, mit einer, zwei oder drei endstidndigen
Doppelbindungen (Mono-, Di- und Trimethacrylate). Die Aushirtung der
Methacrylate entsteht durch radikalische Polymerisation (Viohl et. al., 1986). Die
Basismonomere konnen bis zu 30 Gew.% (70 Gew.% der organischen Matrix) eines
Komposits ausmachen (Spahl, 1995). Die getesteten Monomere sind in Tabelle 4

aufgelistet.

Die Ergebnisse der Monomere sind in den Tabellen 5 und 6 zusammengefa3t. Die

chemisch recht dhnlichen Basismonomere UDMA (06-0,47 mM), Bis-GMA (0,08-
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0,14 mM) sowie Bis-EMA (0,1-0,16 mM) wiesen dabei die hochste Toxizitét

innerhalb dieser Gruppe auf.

Ebenfalls als sehr toxisch erwiesen sich TEGDMA (0,12-0,26 mM) und DEGDMA
mit einer EDsy von etwa 0,2 mM. Bei TEGDMA reagierten die
Wurzelhautfibroblasten mit 0,12 mM am empfindlichsten. Es konnte jedoch bei den
einzelnen Zellkulturen kein signifikanter Unterschied zwischen diesen Substanzen
gefunden werden. Untersuchungen von Bis-GMA verschiedener Hersteller wiesen

ebenfalls keinen Unterschied in der EDs auf.

EGDMA zeigte dagegen bei den einzelnen Zelltypen unterschiedliche Resultate.
Wihrend die priméren Zellen Werte von 0,46 mM (HGF) bis 1,7mM (HPLF) ergaben,
ragt der EDso-Wert bei 3T3 mit 2,31 mM deutlich heraus.

Bei DEGDMA liegen die EDso-Werte bei den primdren Zellen nah beieinander, jedoch
lag der mit 3T3 ermittelte Wert mit etwa 0,07 mM deutlich unter denen der priméren
Zellen. Das Monomethacrylat HEMA (1,77-2,52 mM) zeigte wesentlich hhere EDs-
Werte auf als die getesteten Dimethacrylate, ebenso BEMA (1,93-4,1 mM). SIMA
zeigte wie EGDMA eine hohere Toxizitit fiir die primédren Zellen. Der EDsp-Wert lag
bei etwa 1,9 mM, wihrend 3T3 mit 5,8 mM einen ca. dreifach hoheren EDsy-Wert

aufwiesen.

Bei 1,10 DDMA und 1,12 DDMA konnten die EDso-Werte nicht mehr exakt bestimmt
werden, da hier die Testansitze nur bis zu einer Konzentration von 5 mM durchgefiihrt
wurden. Bei 5 mM konnte nur eine Wachstumsbeeinflussung von 70% der Kontrolle
festgestellt werden, so da3 eine Berechnung der EDsy nicht moglich war. Auch
erwiesen sich diese Substanzen als relativ unloslich in DMSO, so da3 diese Werte nur

unter Vorbehalt interpretiert werden konnen.

Die EDsy von MMA lieB sich nur sehr schwer bestimmen, da das Material bei 37°C im
Brutschrank leicht fliichtig und daher kaum verldBlich zu bestimmen war. Auch das
Abkleben der Versuchsplatten mit Klebeband brachte hier keine wesentliche

Verbesserung.
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Tab.4: Liste der getesteten Monomere und Komonomere

LDsy = Letale Dosis fiir 50% der Versuchstiere,

Abkiirzung | Chemische Bezeichnung Summen- Herst- Mg |Nebenwirkungen
formel eller
MMA Methylmethacrylat CsHzO, Kulzer 100 |Reizend, LDs, orlal
Ratte 7872 mg/kg,
Reizung Auge
Kaninchen 150 mg
Bis-GMA 2,2-Bis{4-(2-hydroxy-3- CyH;3604 Kulzer 512 |Reizend, kein Eintrag
methacryloxy-propyloxy)-
phenyl}-Propan
Bis-MA Bisphenol-a-Dimethacrylat | C»3H3404 Kulzer 346 |Reizend, kein Eintrag
Bis-EMA Ethoxyliertes Bisphenol-A | C57H3,04 Kulzer 452 | Unbekannt, kein
Eintrag
UDMA Urethandimethacrylat Cy3H3sN,Og | Degussa |470 |Reizend, kein Eintrag
HEMA 2-Hydroxyethyl- C0H1003 Roéhm 130 |Reizend, LDs, oral
methacrylat: aus UDMA Ratte 5050 mg/kg
BEMA Benzylmethacrylat C,0H 60, Rohm 176 |Reizend, kein Eintrag
EGDMA Ethylenglycoldi-methacrylat | C,oH;404 Roéhm 198 |Reizend, LDs, oral
Ratte 3300 mg/kg
DEGDMA | Diethylenglycoldi- C,H150, Rohm 242 | Unbekannt, kein
methacrylat Eintrag
SIMA 3-Trimethoxysilan- C,HyOsSi | Aldrich  |248 |Reizend, Auge
propylmethacrylat Kanninchen
24 h 500 mg mild
TEGDMA | Triethylenglycoldi- C4H2,06 Degussa |286 |Reizend, LDs, oral
Methacrylat Ratte 1083 mg/kg
1,10-DDMA | 1,10-Decandioldi- CyH340,4 Rohm 310 | Unbekannt, kein
methacrylat Eintrag
1,12-DDMA | 1,12-Dodecandi-methacrylat | C,7H3,04 Kulzer 452 | Unbekannt, kein

Eintrag
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Tab.5: Ergebnisse der EDso-Messungen (mM) der getesteten Monomere

und Komonomere in den einzelnen Zellkulturen mit H33342.

3T3= 3T3 Mausfibroblasten, HGF = Gingivafibroblasten,HPF = Pulpafibroblasten,

HPDL = Wurzelhautfibroblasten

Monomere 3T3 HGF HPF HPDL
MMA 9,51 £0,69 > 10 mM tiber 10 mM 2,59 £ n.b.
HEMA 1,77+ 0,12 2,38+£0,51 2,52+ 1,14 1,87+ 0,36
BEMA 4,10+ 0,63 1,93+ 0,36 1,99+ 0,19 2,2510,24

EGDMA 2,31 10,27 0,46 + 0,06 0,51 £ 0,03 1,17+ 0,48

DEGDMA 0,07+ 0,01 0,10+ 0,01 0,18 £ 0,03 0,13+ 0,01
SIMA 5,80+ 0,49 2,85%+0,26 2,99+0,23 2,83+0,35

TEGDMA 0,19 £0,04 0,22 + 0,06 0,26 + 0,02 0,12+ 0,06

1,10 DDMA >5mM >5mM >5mM >5 mM

1.12 DDMA 4,00 £ 0,75 >5mM >5mM >5mM

Bis- MA 0,15+ 0,02 0,16 £ 0,02 0,14+ 0,01 0,10+ 0,05

Bis- EMA 0,33+ 0,02 0,30+ 0,02 0,21 £ 0,05 0,78 £ 0,02

UDMA 0,10+ 0,05 0,13+ 0,05 0,47+0,14 0,06 + 0,02
Bis-GMA 0,11 £0,01 0,10+ 0,01 0,14+ 0,02 0,08 + 0,03

Die Abbildungen 18-20 zeigen drei typische Konzentrations-Wirkungs-Kurven von
Bis-GMA, EGDMA und HEMA an den verschiedenen Zellkulturen gemessen mit H
33342. Bis-GMA wurde als ein Beispiel einer hochtoxischen Substanz, EGDMA als
mittel toxische Substanz und HEMA als eine wenig toxische Substanz gewéhlt. Bei
Bis-GMA war eine Beeintrichtigung der Proliferation erst bei einem Schwellenwert

von 0,04 mM zu beobachten.
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Abb. 20: Wachstumbeeinflussung verschiedener Zellkulturen durch
HEMA, Messung mit H 33342

Vergleicht man die EDsp-Werte der H 33342 Messung in Tabelle 5 mit denen der EDs
Werte von BCECF-AM in Tabelle 6, so erkennt man, dafl die BCECF-AM Werte
meist um den Wert der Hoechst-EDs, schwankten. Dieser Unterschied ist allerdings
nicht signifikant. Es ist daher nicht moglich, eine generelle Aussage zu beiden
Systemen zu treffen. Es ergab sich daraus kein Hinweis auf eine mogliche

membranintegrititschidigende Wirkung der hier untersuchten Substanzen.
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Tab.

6: EDso-Werte (mM) der untersuchten Monomere ermittelt mit
BCECF-AM

3T3= 3T3 Mausfibroblasten, HGF = Gingivafibroblasten,

HPF = Pulpafibroblasten, HPDL = Wurzelhautfibroblasten

Monomere 3T3 HGF HPF HPDL
MMA iiber 10 mM | Uber 10 mM | iiber 10 mM 3,07 £ 0,00
HEMA 2,59 +0,68 2,40+ 0,59 2,65%0,28 1,80+ 0,18
BEMA 4,27+ 0,36 2,09 £0,37° 2,20%+0,14 2,471+ 0,07
EGDMA 1,73+0,48 0,44+ 0,02 0,48 £ 0,04 0,91 £0,41
DEGDMA 0,06 = 0,00 0,08 = 0,00 0,14+ 0,03 0,12 £0,01
SIMA >5 mM 2,69 +0,35 3,10+ 0,49 2,98 £ 0,45
TEGDMA 0,31+ 0,05 0,25+ 0,06 0,29 + 0,06 0,16 £ 0,04
1,10 DDMA >5mM >5mM >5mM 1,70 £ 0,62
1.12 DDMA >5mM >5mM >5mM >5mM
Bis-MA 0,17+ 0,01 0,20+ 0,02 0,15+ 0,01 0,15+ 0,05
Bis-EMA 0,36+ 0,03 |0,35%+0,02 0,30+ 0,05 0,52+ 0,17
UDMA 0,07 £ 0,05 0,13+ 0,02 0,44+ 0,09 0,12+ 0,03
Bis-GMA 0,12+0,01 0,10+ 0,00 0,13+ 0,01 0,13+ 0,03

3.3.1.1 Zeitlicher Verlauf der Schadigung durch Bis-GMA und UEDMA in
3T3-Kulturen

Um den zeitlichen Verlauf der Schidigung von Bis-GMA und UDMA zu bestimmen,

wurden Dosis-Wirkungskurven nach 7, 24, 48 und 72 h mit verschiedenen

Konzentrationen dieser Substanzen erstellt. Bei Bis-GMA erkennt man in Abbildung

21, daB3 die Schiadigung bereits nach 7 h eingesetzt hatte. Bet UDMA in Abbildung 22

zeigte sich der Schwellenwert der toxischen Wirkung bei etwa 0,06 mM, wihrend bei

Bis-GMA dieser Wert bei etwa 0,04 mM lag. In hoheren Konzentrationen erwies sich

UDMA nach 7 h wirksamer als Bis-GMA.
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Nach etwa 24 h hatte Bis-GMA bereits seine hochste Wirkung erreicht, wéhrend
UDMA erst nach etwa 48 h die grofite Wirkung erreicht hatte. Zwar hatte UDMA in
geringen Konzentrationen von 0,06 mM einen eher wachstumstimulierenden Einfluf3

auf die Zellen, dieser war jedoch nach 48 h Inkubation nicht mehr erkennbar.
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Abb.21: EinfluB von Bis-GMA auf 3T3- Zellen nach 7, 24, 48 und 72 h
Behandlung, Messung mit BCECF-AM
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Abb.22: EinfluB von UDMA auf 3T3- Zellen nach 7, 24, 48 und 72 h,
gemessen mit BCECF-AM

3.3.1.2 Morphologische Auswertung der Toxizitdt von Bis-GMA in
Pulpazellkulturen.

Die einzelnen Platten wurden zu Beginn und zum Ende jeder Testreihe mikroskopisch
beurteilt und die Beobachtungen protokolliert. Der Verlauf der Schiadigung ist hier
anhand von Bis-GMA an Pulpazellen dargestellt. Zu Beginn des Versuches befanden
sich die Zellen noch im gutem Zustand (Abb. 23). Die Zellen waren gleichmifig
gewachsen und wiesen keine morphologischen Schiadigungen auf. Die Zellkerne
waren deutlich zu erkennen. Je linger die Inkubationsdauer und je hoher die

Konzentration von Bis-GMA war, desto groB3er waren die Zellschiddigungen.
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Abb. 23: Kontrolle unbehandelter Pulpazellen. Phasenkontrast,
VergroBerung ca. 400 x

Der prikonfluente Fibroblastenrasen in Abbildung 23 wies in der Kontrolle keine
Degenerationserscheinungen und keine Interzellularriume auf. Die Zellen zeigten ein
normales Wachstum. Schon nach etwa 5 h der Inkubation mit Bis-GMA begannen
sich aber einzelne Zellen aus dem Verband abzulosen. Die Zellen degenerierten
zusehends und begannen sich abzukugeln. Die Schiadigung nahm mit dem Anstieg der
Inkubationsdauer zu und nach 48 h zeigte keine der angehefteten Zellen noch eine
normale Morphologie (siehe Abb. 24). In noch hoheren Konzentrationen von Bis-
GMA waren alle Zellen stark degeneriert und wiesen sehr starke Abkugelungs- und

Vakuolisierungserscheinungen auf (Abb. 25).
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Abb. 24: Pulpafibroblasten nach 48 h mit 0,06 mM Bis-GMA. Der
Zellrasen ist nicht mehr dicht bewachsen und zeigt grdoBere
Bereiche von Zellysis

Abb. 25: Pulpafibroblasten 48 h nach Inkubation mit 0,5 mM
Bis-GMA. Phasenkontrast, VergréBerung ca. 400 x
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3.3.2 Koinitiatoren

Koinitiatoren werden zur Beschleunigung des radikalischen Zerfalls eingesetzt. Es

werden meist tertidre aromatische Armine eingesetzt.
Die Substanzen in dieser Gruppe wiesen relativ hohe EDsy-Werte auf.

Als toxischste Substanz erwies sich DMTDA mit Werten zwischen 0,37mM (3T3) und
0,59 mM (HPDL). Das chemisch damit verwandte DMTDA wies einen dhnlichen
EDso-Wert von 0,31 mM (HPDL) 0,44 mM (3T3) und 0,48 mM (HPF) auf. Die
anderen untersuchten Koinitiatoren wiesen EDsp-Werte von iiber 1 mM auf.
DMABEE zeigte mit einer EDsy von 1,2 mM bei allen Zellarten nur noch méiBige
toxische Wirkung. DIPA dagegen zeigte bei den Pulpazellen eine niedrigere (0,38
mM) EDs, als bei den {iibrigen getesteten Zellkulturen. Bei diesen lag die EDs
Konzentration bei iiber 1 mM. THA wies bei 3T3-Zellen eine wesentlich hohere EDs
(2,86 mM) auf als die priméren Zellkulturen, deren EDs etwa halb so grofl war (1,25-
1,52 mM). Die iibrigen getesteten Substanzen DEAE, DMPT DMAPE und DCHA
erwiesen sich mit einer EDsy von iiber 2 mM bei allen Zellarten als nur noch miBig

toxisch.



3 Ergebnisse

78

Tab. 7. Liste der untersuchten Koinitiatoren.

benzoesidureethylester

Abkiirzung | Chemische Bezeichnung Summen- Hersteller Mg Nebenwirkungen
formel

DEAE 2-Dietylaminoethanol C¢H;sNO Uni Koln 117 | Mindergiftig, LDs,
oral Ratte 1300 mg/kg,
Reizung Auge
Kaninchen 5 mg

DMPT Dimethyl-p-toluidin CoH{3N Degussa 135 | Giftig, LDsq ipr
Muskel 212 mg/kg

DMAPE 2-(4-Dimethylamino- CioH;sNO Aldrich 165 | Reizend, kein Eintrag

phenyl)ethanol

DIPA 2,6-Diisopropylannilin CioHioN Janssen 177 | Giftig LDs, oral Ratte
3204 mg/kg

DEAEMA N,N-diethylamino-ethylamin | C,oH;NO, Rohm 193 | Reizend

DCHA Dicyclohexylamin Ci,HsN Uni Koln 181 | Atzend, LDs oral
Ratte
373 mg/kg

DHEPT Dihydroxyethyl-p-Toluidin C1H7NO, Degussa 195 | Ungiftig, kein Eintrag

DMDDA Dimethyldodecanamin CisH; N Aldrich 213 | Atzend, LDs, oral
Ratte 740 mg/kg,
Reizung Auge
Kaninchen 24h 0,05
mg

DMTDA Dimethyltetradecan-amin C,6H3sN Synthese 241 | Unbekannt, kein
Eintrag

TBA 2,4,6-tri-t-butylanillin CigH3;N Aldrich 261 | Mindergiftig, kein
Eintrag

THA Trihexylamin CigHzoN Aldrich 269 | Giftig, kein Eintrag

DMABEE 4-Dimethylamino- C1H;5sNO, Janssen 193 | Ungiftig, kein Eintrag
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Tab. 8: EDso-Werte der Koinitiatoren ermittelt mit H 33342 (mM)
3T3= 3T3 Mausfibroblasten, HGF = Gingivafibroblasten,
HPF = Pulpafibroblasten, HPDL = Wurzelhautfibroblasten

Koinitiatoren 3T3 HGF HPF HPDL
DEAE 3,10+ 0,35 4,17+0,52 3,07 0,57 2,61 £0,22
DMPT 3,43+0,19 2,53+0,19 2,30+0,16 4,25+ 0,06
DMAPE 5,75%+0,15 3,56 £ 0,41 3,70 £ 0,08 2,78 £0,60
DIPA 1,47 £0,29 1,22 10,11 0,38+ 0,26 1,10 £ 0,05
DCHA 4,48 £ 0,23 3,00 £ 0,22 2,431£0,24 2,3510,44
DMABEE 1,25 £ 0,04 1,23+ 0,06 1,22 + 0,06 1,26 = 0,06
DHEPT 3,58 0,36 2,94+ 0,86 1,55+0,32 1,30+ 0,34
DMDDA 0,37+ 0,07 0,46 + 0,07 0,30+ 0,08 0,59 + 0,28
DMTDA 0,44 £ 0,07 0,48+0,12 0,31+ 0,05 0,34+ 0,07
THA 2,86 10,14 1,52 £0,28 1,47 £0,14 1,25 £ 0,46
Tab. 9: EDso-Werte der getesteten Koinitiatoren ermittelt mit BCECF-AM
(mM)

Koinitiatoren 3T3 HGF HPF HPDL
DEAE 3,73+0,17 4,43+ 0,46 4,73+ 0,17 3,72+0,74
DMPT Uber 5 mM 2,47+0,17 2,39+ 0,17 3,07£0,26
DMAPE 3,05%0,50 4,07 £ 0,46 4,50+ 0,14 2,871£0,45
DIPA 1,74+ 0,41 0,97 £ 0,33 0,38 £ 0,01 1,16+ 0,02
DCHA 4,80+ 0,15 3,16 £ 0,06 3,12+ 0,09 2,59 +0,46
DMABEE 1,28 £ 0,02 1,20 £ 0,02 1,17 £0,04 1,28 £0,12
DHEPT 3,94 10,41 2,79 10,44 2,62 10,64 1,51£0,19
DMDDA 0,39+ 0,05 0,48 + 0,08 0,36 + 0,08 0,55+0,18
DMTDA 0,46 + 0,07 0,56 + 0,23 0,39+ 0,02 0,36 + 0,06
THA 3,19+0,28 1,73+ 0,19 1,49 £ 0,05 1,69 = 0,08
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3.3.3 Initiatoren

Man unterscheidet zwei Initiatorenarten. Der Initiator DBPO startet die chemische
Aushirtung der Kunststoffe durch die Bereitstellung von Radikalen. Dagegen wird in
photopolymerisierenden Kompositen ein Photoinitiatorsystem eingesetzt, das durch
Einwirkung von UV-A Strahlung oder sichtbarem Licht im blauen Bereich Radikale
fir den Polymerisationsstart freisetzt. Sichtbares Licht dringt tiefer in die
Kunststoffschichten ein als das UV-Licht, so daf} heute fast ausnahmslos sichtbares
Licht fir die Hértung von Kunststoffiillungen verwendet wird. Photoinitiatoren
stammen aus der Gruppe der Ketoether und 1,2,-Diketone, deren wichtigster Vertreter

Campherchinon (CQ) (Reinhard, 1979; Ruyter, 1982) ist.

Die Substanzen dieser Gruppe wiesen relativ hohe EDs)-Konzentrationen auf. Die
niedrigste EDso-Konzentration wurde bei DMBZ gefunden. Hier lag die Konzentration
bei 0,24-0,34 mM. Der hiufig verwendete Photoinitiator CQ wies eine gute
Zellkompatibilitdt mit geringen Abweichungen bei den primdren Zellkulturen auf

(2,17-2,39 mM bei H 33342 bzw. 2,30-2,83 mM bei BCECF-AM).

DBPO wirkte auf die 3T3-Zellen weniger toxisch als auf die priméren Zellen. Der
EDso-Wert lag bei den 3T3-Zellen bei 3,7 mM, wihrend er bei den primdren Zellen
zwischen 0,43 und 0,78 mM lag. Zudem waren die ermittelten EDso-Werte aus den
BCECF-AM-Assay geringer als die mit dem H 33342 ermittelten Daten.

Bei BPE zeigte sich die 3T3-Zellkultur empfindlicher als die priméren Zellkulturen
mit 0,92 mM. Die primidren Zellkulturen wiesen dagegen uneinheitliche, jedoch
hohere Werte von 1,97- 2,42 mM auf. Ebenso zeigte BL diese Wirkung auf die 3T3-
Zellen. Bei den 3T3-Zellen erwies sich BL mit 2,02 mM weniger toxisch als bei den
primédren Zellkulturen, die eine EDsy zwischen 0,68 und 0,87 mM aufwiesen und

damit wesentlich sensibler auf die Substanz reagierten.
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Tab. 10: Liste der untersuchten Initiatioren

Abkiirzung Chemische Bezeichnung | Summen- Hersteller Mg | Nebenwirkungen
Formel
DBPO Dibenzoylperoxid C4H;004 Degussa 242 | Reizend, LDs, oral Ratte
950 mg/kg, Reizung
Auge Kaninchen 24h 500
mg mild
CQ Champherchinon, 2-3-|C;oH;,0, Degussa 166 | Ungiftig, kein Eintrag
Bornandion
BL Benzil Ci4H:00, Janssen 210 | Reizend, LDs, oral Ratte
2710 mg/kg, Reizung
Kaninchenauge 24 h
moderat
BPE Benzoesdure-phenylester, | C;3H;,0, Uni Koln 198 | Mindergiftig, LDs, oral
aus DBPO Maus 1225 mg/kg
DMBZ 2,2-Dimethoxybenzoin, | C4H;,0, Degussa 256 | Ungiftig, kein Eintrag

Tab. 11: EDso-Werte (mM) ermittelt im H 33342 Assay
3T3= 3T3 Mausfibroblasten, HGF = Gingivafibroblasten,
HPF = Pulpafibroblasten, HPDL = Wurzelhautfibroblasten

Photoinitiatoren 3T3 HGF HPF HPDL

DBPO 3,78 £0,12 0,83+ 0,09 0,43+ 0,09 0,78 £ 0,02
CQ 2,22 £0,07 2,40 £0,42 2,22 +£0,33 2,17£0,03
BL 2,02£0,13 0,68 + 0,08 0,87+ 0,09 0,73+ 0,01
BPE 0,92 +£0,14 1,97 £0,17 2,10 10,16 2,42 10,17
DMBZ 0,34 £0,01 0,33 £0,02 0,24 £ 0,07 0,33+ 0,04
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Tab. 12: ED5o (mM) ermittelt im BCECF-AM Assay3T3= 3T3

Mausfibroblasten, HGF = Gingivafibroblasten,

HPF = Pulpafibroblasten, HPDL = Wurzelhautfibroblasten

Photoinitiatoren 3T3 HGF HPF HPDL
DBPO 2,85+ 0,50 0,69 + 0,24 0,42 £ 0,07 0,52+ 0,17
CQ 1,75+ 0,07 2,83 10,17 2,77+ 0,25 2,74 £ 0,04
BL 2,31 +0,21 1,01 £0,07 0,80 £ 0,08 0,94 + 0,05
BPE 0,92+0,14 1,97 £0,17 2,10 20,16 2,42 10,17
DMBZ 0,68 + 0,06 0,54 £ 0,07 0,44 £0,04 0,40 £ 0,04
3.3.4 Photostabilisator, Inhibitor, Reaktionsprodukte und

Verunreinigungen

Photostabilisatoren gewihrleisten die Farbstabilitdit der Kompositfiillung unter
LichteinfluB3, indem sie energiereiche UV-Strahlung absorbieren und in Wiarmeenergie
umwandeln (Rabek, 1987). Photostabilisatoren werden in geringen Mengen von etwa
0,1 Gew% zugesetzt. Der am meisten verwendete Photostabilisator ist das 2-Hydroxy-

4-methoxy-benzophenon (HMBP).

HMBP zeigte bei den einzelnen Zellarten unterschiedliche EDsy-Werte. Diese
schwankten zwischen 0,44 mM (HPLF), 0,50 mM (HGF), 1,87 mM (HPF) bis zu 3,07
MM bei den 3T3-Zellen.

Komposite enthalten zur Reaktionsverzégerung und Erhohung der Lagerstabilitit
Phenolderivate als Inhibitoren. Am haufigsten wird das besonders wirksame 2,6-di-t-
Butyl-4-methylphenol (BHT), mit dem Trivialnamen Jonol (Brauner, 1981, Bowen,
1979) eingesetzt. Als Reaktionsinhibitor wirkt auch Sauerstoff. Die Inhibitoren, die
spontan freiwerdene Radikale abfangen konnen, werden zu etwa 0,01-0,06 Gew.% den

Kompositen zugesetzt.

BHT zeigte sich fiir alle untersuchten Zellkulturen sowohl bei der EDs, -Bestimmung
mit dem Hoechst-Farbstoff als auch bei BCEF-AM etwa gleich toxisch bei Werten
von 0,16-0,2 mM.
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Die anderen hier untersuchten Substanzen waren zum Teil Reaktionsprodukte
ausgehend von Monomeren beziehungsweise produktionsbedingte Verunreinigungen.

Diese Substanzen wurden von Spahl (1995) in einigen Kompositen nachgewiesen.

Triphenylstiban (TPSb) und Triphenylphosphan (TPP) werden als Katalysator fiir die
Expoxidoffnung bei der Synthese des Basismonomers Bis-GMA eingesetzt und stellen
somit eine Verunreinigung dar (Glenn, 1979). DCHP wird zur Einstellung der
Konsistenz in den Kompositen verwendet (Ruyter, 1981). BEA entsteht durch
Methacrylatabspaltung aus dem Komonomer BEMA (Spahl, 1995). BPE st
wahrscheinlich ein Produkt aus der Polymerisation eines Komposites (Spahl, 1995).
Bei BME ist die Herkunft ungekldrt. DICH und TEG sind wahrscheinlich
Reaktionsprodukte aus UDMA und TEGDMA, die bei der Polymerisation entstehen.

Camphersidureanhydrid (CSA) konnte von Spahl (1995) aus allen Kompositen
extrahiert werden. Wahrscheinlich entsteht CSA als Photozersetzungsprodukt von CQ

in Anwesenheit von Sauerstoff. CSA zeigte einen niedrigeren EDso-Wert als das CQ.

TPSb erwies sich als duBerst toxisch in allen getesteten Zellkulturen bei einem EDsy-
Wert von etwa 0,1 mM. Als ebenfalls toxische Substanz erwies sich das TPP mit einer
EDs( von 0,32 (3T3) bis 0,45 mM (HPDL). BEA, TEG und DICH erwiesen sich in der
EDso-Bestimmung als moderat toxisch mit einer EDsy von 1,7ImM bis >5mM.
Lediglich bei BPE reagierten die 3T3-Zellen mit 0,92 mM empfindlicher auf die
Substanz als die primiren Zellen (1,97-2,42 mM). DCHP wies mit 0,69 (HPF) bis 0,85

mM (HGF) eine mif3ige Toxizitdt in allen Zellkulturen auf.

Bei der BCECF-AM Messung ergab sich im Vergleich zu der Hoechst-Messung kaum

ein Unterschied in der EDso bei den hier untersuchten Substanzen.
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Tab. 13: Liste der verwendeten Substanzen
Abkiirzung Chemische Bezeichnung | Summenformel Hersteller Mg | Nebenwirkungen
BHT 2,6-Di-t-butyl-4- C5H,00 Degussa 220 Mindergiftig: LDs, oral
methylphenol Ratte 890 mg/kg, Reizung
Auge Kaninchen 25h 100
mg moderat
HMBP 2-Hydroxy-4-methoxy- C14H1,03 Degussa 228 Ungiftig, LDsy oral Rat
benzophenon 7400 mg/kg. Kein Eintrag
TPSb Triphenylstiban, CgH5Sb Uni Koln 352 Giftig, LD50 oral Ratte
aus Bis-GMA 183 mg/kg
BEA Benzylalkohol C;HgO Merck 108 Mindergiftig, LDsy, oral
Rat 1230 mg/kg Reizung
Auge Kaninchen 24 h
0,75mg heftig
BME Benzoesidure-methylester | CsHsO Merck 136 Mindergiftig, LDsy, oral
Rat 1177 mg/Kg, Reizung
Haut Kaninchen 24h 500
mg mild
TEG Triethylenglykol, CeH1404 Merck 150 Ungiftig, LDsy oral Ratte
aus TEGDMA 1700 mg/kg
DICH 1,6-Diisocyanato-hexan | CsH;2N2O, Aldrich 168 Giftig, LDs, oral Ratte 738
aus UEDMA mg/kg, Reizung Auge
Kaninchen 24 h 500 mg
mild
BPE Benzoesiure- C3H004 Synthese 198 Mindergiftig, LDsy, oral
phenylester, aus DBPO Uni Koln Ratte 1225 mg/kg
TPP Triphenyl-phosphan CgH ;5P Uni Koln 262 Mindergiftig, LDsy, oral
Ratte 700 mg/kg
CSA Camphersidure-anhydrid | C;0H;403 Synthese 182 | Unbekannt, kein Eintrag
Uni KéIn
DCHP Dicyclohexyl-pthyalat CyoH604 Merck 330 Ungiftig, LDsy oral Ratte

30000 mg/kg
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Tab. 14: EDs¢-Werte (mM) ermittelt im H 33342 Assay3T3= 3T3

Mausfibroblasten, HGF = Gingivafibroblasten,

HPF = Pulpafibroblasten, HPDL = Wurzelhautfibroblasten

Sonstiges 3T3 HGF HPF HPDL
BHT 0,16 £ 0,01 0,17+ 0,01 0,17+ 0,01 0,20+ 0,01
HMBP 3,07£0,03 0,50+ 0,12 0,19+ 0,35 0,44+ 0,03
BEA 2,6210,10 3,1710,44 3,01 £0,25 1,74 £ 0,05
BME 2,53 +0,30 2,33+0,19 2,811£0,13 2,14 10,49
TEG 4,60 £ 0,22 >5mM 2,93+£0,17 1,99 £ 0,43
DICH 2,67+0,17 3,49 £ 0,08 2,93 +£0,31 1,83+ 0,34
TPP 0,32+ 0,03 0,32+ 0,03 0,42+ 0,01 0,45+ 0,02
DCHP 0,73 £0,07 0,85+ 0,09 0,69 + 0,01 0,80 = 0,07
TPSb 0,10+ 0,01 0,10+ 0,00 0,09 + 0,01 0,10+ 0,00
CSA 1,75+ 0,12 1,82 £0,09 2,53+0,13 1,17+ 0,10
BPE 0,92+0,14 1,97 £0,17 2,10+ 0,16 2,42 £0,17
Tab. 15: EDso-Werte (mM) ermittelt im BCECF-AM Assay

Sonstiges 3T3 HGF HPF HPDL
BHT 0,16 = 0,00 0,17 £ 0,00 0,18 £ 0,00 0,19+ 0,00
HMBP 1,85+ 0,05 0,75+ 0,25 3,51 1,28 0,45+ 0,03
BEA 2,14+0,43 3,30+ 0,42 3,36 £ 0,28 2,19+0,31
BME 4,12+ 0,57 3,82+0,27 2,60+ 0,03 2,13+0,34
TEG 4,57 10,29 >5mM 3,10+ 0,08 1,79 £ 0,09
DICH 3,50 +0,43 3,70 £ 0,36 3,10+ 0,08 2,02+0,27
TPP 0,34+ 0,03 0,36 + 0,03 0,43+ 0,00 0,45+ 0,01
DCHP 0,83+ 0,03 0,90 + 0,04 0,80+ 0,05 0,80+ 0,05
TBSB 0,10+ 0,00 0,12+ 0,01 0,09 + 0,01 0,10+ 0,00
CSA 1,53+ 0,075 1,61 0,11 3,49 0,36 1,49 £ 0,33
BPE 0,77+ 0,12 2,2710,12 1,86 £ 0,05 2,2710,12
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3.4 EinfluB der Passagenzahl auf das Wachstums- und
Toxizitatsverhalten an Wurzelhautfibroblasten

Da aus der Literatur bekannt ist (Leigh et. al., 1995; Adams et. al., 1994 Zeng und
Millis, 1996), da sich die Morphologie und biochemische Eigenschaften primirer
Zellen aus frithen Passagen stark von den Zellen dlterer Passagen unterscheiden, war
es wichtig, herauszufinden inwieweit sich Herkunft der Zellen und die Passagenzahl

auf die Bestimmung der EDsy auswirken konnen.

Dazu wurden an zwei verschiedenen Wurzelhautfibroblastenzellkulturen systematisch
in jeder Passage die EDsp mit H 33342 und Sulforhodamin 101 bestimmt. Der BrdU-
Einbau und die Wachstumsrate wurden ebenfalls ermittelt. Da das Alter der Patienten,
von denen die jeweiligen Biopsien stammten, eine Rolle in Bezug auf
Proliferationseigenschaften und den Stoffwechsel der davon abstammenden
Zellpopulation spielen konnte, wurden parallel eine Zellkultur von einer 4-jdhrigen

Patientin (ZK 4) und eine von einer 20-jdhrigen Patientin (ZK 20) untersucht.

Es wurden zwei mindertoxische Substanzen ausgewihlt, da sich bei stark toxischen
Substanzen Unterschiede in der EDsy schwerer als bei miBig toxischen Stoffen
feststellen lassen. Dazu wurden die Substanzen BEA (Benzylalkohol) sowie aus der
Reihe der Photoinhibitoren CSA (Camphersdureanhydrid) ausgewihlt, da diese
Substanzen in den meisten Kompositen vorkommen und nur eine geringe Toxizitit

aufwiesen.

Zu Bestimmung der EDsy wurde im Gegensatz zu den bisherigen Versuchen eine
logarithmische Verdiinnungsreihe in Stufen von 2,5- 0,033 mM angelegt, um
Unterschiede in der EDsq besser feststellen zu konnen. Die Ergebnisse der Versuche
mit BEA sind in der Tabelle 23 aufgefiihrt. Parallel wurde der Test insgesamt dreimal
mit 3T3-Zellen durchgefiihrt. Die Proliferationszeiten und der BrdU-Einbau
verdnderten sich erwartungsgemif3 nicht. Sie lagen bei einer Verdoppelungszeit von

etwa 18 h und einer BrdU-Einbaurate von etwa 55-60% nach 24 h.

Alle in den unterschiedlichen Passagen der 3T3-Zellen ermittelten EDso-Werte lagen
bei den 3T3-Zellen bei etwa 0,76 mM bei einer Standardabweichung von 0,1 mM.
Abbildung 26 zeigt 3T3-Zellen mit BrdU Markierung. Die fluoreszierenden Zellkerne

(1) zeigen die markierten, in der DNA-Synthese befindlichen Zellen im
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Fluoreszenzlicht an, wihrend die unmarkierten Zellkerne (2) sich nicht in der

replizierenden Phase des Zellzyklus befinden.

Abb. 26: BrdU-Einbau bei 3T3-Zellen. Aufnahme im Phasenkontrast
mit Fluoreszenzlicht. VergréBerung ca. 400 x

3.4.1 EinfluB der Passagenzahl der Wurzelhautfibroblasten auf die
Toxizitat von CSA

Die Zellkultur ZK 20 konnte nur bis zur 10. Passage fortgesetzt werden, die von ZK 4
jedoch bis zur 14. Passage. Die EDso-Werte wiesen dagegen bis auf die Passagen 9-14
keine groBeren Unterschiede auf. Zwar zeigte die Zellkultur ZK 4 im Mittel einen
etwa 25% hoheren EDsp-Wert als der der ZK 20, jedoch schwankten die EDso-Werte
innerhalb der einzelnen Passagen um diesen Wert. Auch zeigte die ZK4-Zellkultur
gegeniiber der ZK 20 eine "hohere Vitalitdt" von etwa 5% im Trypan-Blau-
Vitalitétstest.

Das Diagramm in Abbildung 27 zeigt die Dosis-Wirkungskurve von H 33342 und
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Sulforhodamin 101 bei ZK 4. Erst ab einer Konzentration von 0,2 mM setzte die
toxische Wirkung ein und ging dann konzentrationsabhéngig weiter, bis bei etwa 1 M
alle Zellen abgetotet waren. Das Sulforhodamin 101 wies im vergleich zur Hochst-

Markierung leicht hohere Werte auf.

120

100

80 4

60 +

40 4

Prozent der Kontrolle (100%)

—&— Sulforhodamin 101
20 - —&— Hoechst 33342

0 T T LR L | T T L A |
0,01 0,1 1

Konzentration CSA (mM)

Abb. 27: Dosis-Wirkungs Kurve von CSA bei Wurzelhautfibroblasten
einer 4jahrigen Patientin der 4. Passage
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Die Zellen von ZK 4 zeigten bis zur siebten Passage einen BrdU-Einbau von etwa 45%
der markierten Zellen, der dann kontinuierlich von 38,2% in der achten Passage auf 16 %
in der 10. Passage absank. In der 11. Passage konnte keine Markierung der Zellen mehr
festgestellt werden. Wie in Abbildung 29 gezeigt, blieb bis zur 11. Passage die
Verdoppelungszeit relativ konstant, wihrend bei ZK 20 die Verdoppelungszeiten bereits
ab der 8. Passage stark zunahmen und in der 11. Passage nicht mehr meBbar wahren
(Abbildung 28). Die Zellen von ZK 20 wiesen ab der achten Passage eine deutliche
Verringerung des BrdU-Einbaus auf. Lag der BrdU-Einbau in den Passagen 4-7 ebenfalls
bei 45%, so nahm dieser in den Passagen acht bis elf stark ab und konnte in der zwdlften
Passage nicht mehr nachgewiesen werden. Auch nahm die Fluoresenzintensitdt der

markierten Zellen ab der 8. Passage stark ab.

Die Abbildungen 28 und 29 zeigen fiir beide Zellkulturen graphisch die Veridnderung des
BrdU-Einbaus und der Verdoppelungszeit der Zellkulturen. Die Abbildung 30 zeigt den
deutlichen Unterschied in der Wachstumsgeschwindigkeit zwischen der ersten und der
zehnten Passage von ZK 20. Wihrend in den Passagen 4-7 die Zellen bereits nach 48 h
stark proliferierten, verzogerte sich der Beginn der Proliferation auf iiber 96 h in der 10.
Passage. Die Bestimmung der EDsg erfolgte in den hoheren Passagen, also noch vor dem
Beginn der Proliferation, die Zellen befanden sich also noch in der stationiren Phase. Ab
etwa der 9. Passage waren 48 h nach der Aussaat weniger Zellen im Well als zu Beginn

eingesdt wurden, d.h die Zellkultur degenerierte.

Die Abbildung 30 zeigt auBerdem, da3 sich nach 48 h in Passage 10 nur noch etwa die
Hilfte der Zellen (5,4 x 10° Zellen/Well) als zu Beginn der Aussaat befanden. Die EDs
wurde davon jedoch nicht verdndert. Erst wenn die Zellzahl noch weiter abnahm, konnte
eine sichere Bestimmung der EDs aufgrund einer geringen Zellzahl nicht mehr erfolgen.

CSA wirkte auf ruhende wie wachsende Zellen gleich toxisch.

Vergleicht man die Mittelwerte der beiden Zellinien innerhalb der 4. bis 8. Passage,
zeigen beide Zellinien dhnliche, vergleichbare Ergebnisse. Die EDsy lag bei dem mit
Hoechst-Farbstoff ermittelten Wert mit 0,67 mM bei ZK 4 und 0,5 mM bei ZK 20. Die
Verdoppelungszeit lag bei ZK 4 bei 33,85 h und 40,9 h bei ZK 20 ebenfalls nah

zusammen.
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Der BrdU-Einbau wies mit etwa 3% Unterschied zwischen beiden Zellinien (ZK 4:
40,96% ; ZK 20: 43,2 %) ebenfalls kaum Unterschiede zwischen den beiden Zellinien

auf.

Diese Experimente zeigten, da} primédre Zellen trotz ihrer individuell unterschiedlichen
Herkunft durchaus zu einer reproduzierbaren Bestimmung der EDs, herangezogen
werden konnten. Die EDsp-Werte unterliegen bei den hier untersuchten
Wurzelhautfibroblasten hoheren Schwankungen als die der 3T3-Zellkultur, waren aber
im wesentlichen gut mit der permanenten Zellkultur zu vergleichen. Zwar ergaben sich
beim direkten Vergleich der hier untersuchten Wurzelhautzellkulturen unterschiedliche
EDso-Ergebnisse, diese sind aufgrund der Mittelwerte von 0,77 mM (ZK 4) und 0,54 mM
(ZK 20) Bei der Testung mit Sulforhodamin 101 und aufgrund der hohen

Standardabweichung bei deneinzelnen Testsystemem statistisch nicht signifikant.

100 50

90

80 -

70
—&— Verdoppelungszeit
60 - —=— BRDU - Einbau

50 -

Verdoppelungszeit (h)
\
S
BRDU - Einbau (%)

40

30

20 T T T T T T

Passagenzahl

Abb. 28: BrdU-Einbau und Verdoppelungszeit bei ZK 20 in Abhéangigkeit
von der Passagenzahl



3 Ergebnisse 92

100 S0
90 4
— 40
80+
=
§ - — 30 8\’0:
(28 —e— Verdoppelungszeit §
5 60 | —&— BRDU - Einbau 20 i§
3 :
)
o)
S 50 - £
8 o
= — 10
>
40 +
30 4 -
20 T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16
Passagenzahl

Abb. 29: BrdU-Einbau und Verdoppelungszeit von ZK 4 in Abhéngigkeit
von der Passagenzahl
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Abb. 30: Wachstum der Wurzelhautfibroblasten von ZK 20 in der 4.
und 10. Passage

3.4.2 EinfluB der Passagenzahl der Wurzelhautfibroblasten auf die
Toxizitat von BEA

Die gleichen Untersuchungen wurden auch mit der Testsubstanz BEA an den HPDL-
Zellen von ZK 20 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 24 dargestellt. Es zeigten
sich dabei keine wesentlichen Unterschiede im BrdU-Einbau und der Verdoppelungszeit
wie im vorangegangenen Versuch bei ZK 20 mit CSA. Der BrdU-Einbau sank von 49 %
in Passage 4 auf 15,4%, in Passage 9. Gleichzeitig stieg die Verdoppelungszeit von 35,6
h auf iiber 57 h. Die EDs, lag bei etwa 2,6 mM in der 4-8. Passage. In der 9. Passage
erhohte sich die EDsy von BEA auf 4,6 mM, d.h. die Zellen wurden unempfindlicher
gegeniiber dem toxischen EinfluB von BEA, was sich durch eine wesentlich

eingeschrinkte Proliferation und Degeneration in diesen Passagen erkldren 1463t.

Die Kultur konnte hier nur bis zur 9. Passage gefiihrt werden. Nach der Uberfiihrung in
die 10. Passage hefteten sich lediglich wenige Zellen an den Flaschenboden an. Ein

Wachstum dieser Zellen konnte jedoch nicht mehr festgestellt werden.

Vergleicht man die EDs, der einzelnen Passagen bei den Farbstoffen, so zeigte sich eine
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sehr gute Korrelation zwischen den Passagen 4 bis 8. Erst ab der neunten Passage sind
die Verdanderungen im BrdU-Einbau und in der Verdoppelungszeit so gravierend, daf}

sich keine reproduzierbaren EDsy-Bestimmungen mehr durchfiihren lassen.



3 Ergebnisse 95

Tab. 17: Passagenzahl, BrdU-Einbau, Verdopplungszeit, ED;,-Werte von
BEA, gemessen mit Hoechst 33342, BCECF-AM und
Sulforhodamin 101 an Wurzelhautfibroblasten einer 20jahrigen
Patientin

Passagen-zahl | BrdU- Einbau| Verdopp- | EDso (mM) | EDsy (mM) EDsy (mM)
(%) lungszeit (h) | Hoechst BCECEF- |Sulforhodamin 101
33342 AM

Passage 4 49,4 35,61 2,57 3,64 2,83
Passage 5 46 31,78 2,8 3,5 3,5
Passage 6 49 35,02 2,06 3,02 2,65
Passage 7 34,2 37,2 2,8 3,7 2,9
Passage 8 25 40,18 2,7 2,28 2,75
Passage 9 154 57,53 4,6 4 2,25
Mittelwert 40,72 35,95 2,586 3,22 2,92

Passage 4-8 + 6,17 +1,97 + 0,30 + 0,26 +0,31

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal Versuche mit primidren Zellen zu
reproduzierbaren Ergebnissen fiihren, wenn Zellen bis zur 8. Passage fiir die EDs-
Bestimmung benutzt werden. In hoheren Passagen sind die Zellen bereits so stark in
ithrem Wachstum behindert, daf sie nicht mehr fiir reproduzierbare EDsy-Bestimmungen
herangezogen werden konnen. Mit der starken Abnahme der Proliferation und der
Zunahme der Verdoppelungszeit ab Passage 9 reagieren die Zellen unempfindlicher auf
die zugesetzten Substanzen. Zudem wird eine genaue Ermittlung der EDsy durch geringe

Zellzahlen in hohen Passagen erschwert.
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3.5 Untersuchungen uber Zellvolumendnderungen als Reaktion auf
Kompositbestandteile

Um einen weiteren biologischen Parameter als Reaktion auf zytotoxische Substanzen zu
untersuchen, wurde die Zellvolumenverdnderung von K- 562 Zellen bei 20 Substanzen
untersucht. Aufgrund der geringen Datenmenge wurde aber auf eine Berechnung der
EDs( verzichtet. Die Resultate der untersuchten Monomere und Additiva zeigten jedoch
mit denen durch Fluoreszenzfarbstoffe ermittelten Daten iibereinstimmende Ergebnisse.
Die K-562 Zellen wiesen einen Durchmesser von etwa 12-15 um auf, zeigten jedoch
keinen ausgeprigten Peak, sondern die Zellen verteilten sich gleichméBig iiber diesen
Bereich (siche Abbildung 31 Kontrolle). Bei Bis-GMA lysierten die Zellen als Reaktion
auf dessen Zugabe. Ab einer Konzentration von 0,2 mM fanden sich praktisch nur noch
gleichméaBig verteilte Zelltriimmer, deren Anzahl mit abnehmender Grof3e zunahm (siehe
Abbildung 31). Auch die mikroskopische Untersuchung wies keine intakten Zellen mehr

nach.
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Abb. 31: GréBenverdnderung von K-562 Zellen nach 24 h
Behandlung mit Bis-GMA in einer Konzentration von
0,025 mM und 0,01 mM

Bis-GMA war auch hier unter den Methacrylaten die toxischste Substanz. Gegeniiber
UDMA zeigte Bis-GMA bei einer Konzentration von 0,025 mM bereits eine starke
Zellwandschiddigung. Ein anderes Bild ergab sich mit UDMA (Abbildung 32). Zeigten
sich bei einer Konzentration von 0,025 mM kaum Auswirkungen auf die Partikelgrofle,
fiihrte der Anteil der Zelltrimmer bei einer Konzentration von 0,1 pm zu einem
gleichméBigen Peak bei etwa 7,3 um Durchmesser, der bei den anderen Methacrylaten

nicht zu finden war.

Die Substanzen, die aus der Methacrylatgruppe stammen, (Bis-GMA, UDMA,
TEGDMA, Bis-EMA und TEGDMA) erzeugten bei den Zellen starke Zelltriimmer im
Konzentratonsbereich von <10 pm. Von den anderen Substanzen hatte nur BHT eine

dhnliche starke Wirkung auf die Membranen der K-562- Zellen.
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Abb. 32: GréBenverdnderung von K-562 Zellen nach 24 h Behandlung mit
UDMA in einer Konzentration von 0,1 mM und 0,025 mM

Bei allen anderen getesteten Substanzen blieb diese Reaktion jedoch aus. Die Zellen
reagierten auf die getesteten Substanzen zunidchst mit einer Verkleinerung ihres
Zelldurchmessers. Abbildung 33 zeigt die Verringerung der Partikelverteilung nach
Zugabe von 0,5 mM und 2 mM CSA. Die Zellen verkleinerten sich von 13,0 um auf 11,5
um bei einer Konzentration von 2 mM. TPSb, das sich in den EDsjp-Bestimmungen als
hochtoxisch erwies und auch im DIT-Test gentoxisch war (Abbildung 34), wies dagegen
kaum eine Wirkung auf das Zellvolumen auf. Auch ist die Anzahl der Zellen in den
getesteten Konzentrationen gleich, da das Gerédt nicht tote von lebenden Zellen
unterscheiden kann, wenn diese sich nicht in der Grofle unterscheiden. Die
Vitalititspriifung zeigte in den hier gezeigten Konzentrationen mit TPSB keine lebenden

Zellen mehr an.
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Bei folgenden untersuchten Substanzen wurde als Resultat der toxischen Wirkungen eine
Volumenverinderung, jedoch keine Zerstorung der Zellmembran beobachtet (hier nicht
gezeigt): TEG, DEAE, BME, BEA, CSA, DMPT, EGDMA, DIPA,
1,10-DDMA, BME, HMBP, DEAE, SIMA.
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Abb. 33: GroBenverteilung von K-562 Zellen nach 24 h Behandlung
mit CSA in einer Konzentration von 0,5 mM und 2 mM
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Abb. 34 : GréBenverteilung bei K-562 nach Behandlung mit TPSb in einer
Konzentration von 0,5 und 2 mM

1.1. 3.6 Mutagenitatstest: umu- Mikrotest und DIT-Test

Insgesamt neun der Monomere und Komonomere sowie einige weitere Substanzen
wurden fiir diese Testreihe ausgesucht. Die Ergebnisse dieses Kapitels sind zum Teil in
der Arbeit von Leyhausen et al. (1995), veroffentlicht worden. Weitergehende
Untersuchungen zu diesen Substanzen wurden von Heil et al, (1996) durchgefiihrt und
verOffentlicht. Die Ergebnisse sind in den Abbildung 35-44 dargestellt. Als
Positivkontrolle diente 4-Nitrochinolin-N-Oxid (4-NQO) (siche Abb. 35). Im wumu-
Mikrotest zeigte das 4-NQO eine sehr gute Dosis-Wirkungs-Beziehung bei einer
Induktionsrate von bis zu 10 bei 1x10° Mol/l, wihrend sich die Bakterienzahl

(Wachstumsrate in % der Kontrolle) dagegen nur um etwa 25% verringerte.
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Eine Ubersicht iiber die verwendeten Substanzen und ihre Wirkung ist in der Tabelle Nr.

18 dargestellt

Tab. 18: Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem wumu- Mikrotest

und DIT.

Substanz umu- Mikrotest |DIT
Bis-GMA - +

TPSb - +

UDMA - -

CQ + +

DEGDMA (+) -

DCHA - -

HEMA - -

BEMA - -

DMAPE (+) -

Kontolle ++ ++
4-NQO

++ = stark gentoxisch, + = gentoxisch, - = nicht gentoxisch

(+)= nicht klassizifierbar

Fir BEMA, UDMA, HEMA und DCHA konnte in beiden Testsystemen keinerlei
mutagene oder gentoxische Effekte durch hohe Induktionsraten oder durch eine stark

verminderte DNA- Synthese nachgewiesen werden.
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TPSb erwies sich als negativ im bakteriellen umu-Mikrotest, hemmte jedoch im hohem
MalBe die DNA-Synthese im DIT-Test. Hohere Konzentrationen (>10 mM) fiihrten zu
einer kompletten Inhibition des prokaryontischen (umu- Mikrotest) und des
eukaryontischen (DIT-Test) Metabolismus. Im DIT-Gentoxizitédtstest zeigte TPSb eine
klassische Konzentrations-Inhibitions-Wirkung im Bereich von 5mM bis 0,04 mM.
(Abb.35). TPSb hat somit einen nachgewiesenen inhibitorischen Einfluf auf die DNA
von Sdugerzellen. Eine mogliche Erkldrung fiir die Wirkungsweise von TPSb wird in der

Diskussion gegeben.

Bei CQ konnten in beiden Testsystemen mutagene bzw. gentoxische Wirkungen
beobachtet werden. CQ zeigte in beiden Testsystemen eine starke Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung (siehe Abb. 39). Die Induktionsrate des umu- Mikrotestes lag bei 20
mM CQ bei 4,1. Beim DIT lag die DNA-Synthese bei 10 mM bei 31% der Kontrolle. Die
Substanz erwies sich auch als stark zelltoxisch in beiden Testsystemen. Die
Wachstumsrate sank beim umu-Mikrotest kontinuierlich von 0,9 bei 0,3 mM auf 0,1 bei

20 mM. Im DIT sank die Zellzahl auf 44% bei 10 mM.

DEGDMA und DMAPE hatten in umu-Mikrotest einem positiven Effekt, jedoch mit
Resultaten von schwach bis zu stark positiv. Bis-GMA zeigte im DIT einen deutlichen

gentoxischen Effekt, nicht aber im umu- Mikrotest .

Zudem konnten gentoxische Effekte aufgrund der starken zytotoxischen Wirkungen nicht
eindeutig zugeordnet werden. Die Induktionsrate bei Bis-GMA und UDMA von <1 im

umu- Mikrotest lie keine Beurteilung der Gentoxizitét in diesem Testsystem zu.
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Abb. 37: Effekt von TPSb im DIT und umu-Mikrotest
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4 Diskussion

4.1 Beurteilung der Testmethoden

Fiir eine schnelle und genaue Bestimmung der EDsy, die auf der quantitativen DNA-
Bestimmung beruht, hat sich das hier entwickelte System des fluoreszierenden DNA-
markierenden Farbstoffes H33342 neben dem BCECF-AM sowie das Sulforhodamin 101
als Proteinmarker bewihrt. Die Ermittlung der EDsy mit fluoreszierenden Farbstoffen

bietet gegeniiber anderen Methoden mehrere Vorteile:

1) Der Test kann in Abhédngigkeit von der Proliferationsdauer innerhalb recht kurzer Zeit
(48-92 h) durchgefiihrt werden, wobei fiir die eigentliche Messung nur wenige

Minuten benétigt werden.

2) Die Auswertung des Tests erfolgt EDV-gestiitzt. Dies ermoglicht eine schnelle

Auswertung.

3) Auf einer 96-well Platte konnen bis zu 9 Konzentrationen angesetzt werden, wobei je

6 Wells pro Konzentration zu einer statistisch hohen Anzahl pro Testansatz fithren.

4) Durch die Verwendung von Farbstoffen, die auf verschiedene Zellkomponenten
reagieren, ist es moglich zur gleichen Zeit verschiedene Parameter zu untersuchen.

Das erspart Zellmaterial und Materialkosten.

Die Ergebnisse der Zytotoxizititstest zeigten, dall der Hoechst Farbstoff H 33342
gegeniiber den beiden anderen Farbstoffen eine hohere Sensitivitidt aufwies.

Die mit dem H 33342 ermittelten EDsp-Werte zeigten meist geringere EDso-Werte an und
wiesen dabei gegeniiber den anderen Markierungsmethoden die geringste Streuung auf.
Der Grund fiir diese geringeren EDso-Werte kann in der hoheren Sensitivitdt des Hoechst-
Farbstoffes vermutet werden.

Blaheta et al. (1991) konnten bereits 2,5 ug reiner DNA mit H33342 und H33258 in
einem Well nachweisen. Bei einem durchschnittlichen Gehalt von 7 pg pro Zelle lassen
sich mit den Farbstoffen schon weniger als 300 Zellen detektieren. (Young-Jo, et al,

1988). Diese hohe Sperzifitdt der Bindung der Farbstoffe an DNA zusammen mit dem
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sehr guten Zellzahl-Fluoreszenz-Verhiltnis lassen die Markierung mit H33342 gegeniiber
anderen Methoden der Proliferationsmessung wie dem *H-Thymidin-Assay als gute,
brauchbare Alternative erscheinen. Die Messung mit dem Hoechst-Farbstoff zeigte sich
auch gegeniiber der BCECF-AM Messung iiberlegen in der Sensitivitit und in der
Standardabweichung. Bewegten sich die Standardabweichungen bei H 33342 bei etwa 5-
10%, so lagen diese bei BCECF-AM im Mittel tiber 10%. Als Ursache fiir diese
Schwankungen vermuten Brenan und Parisch (1984), dal das intraplasmatische
Carboxyfluorescein die Zellen leichter verlassen kann, als das sehr stark an die DNA
gebundene H 33342. Auch wurden mit Sulforhodamin 101 hohere EDsyp-Werte als mit der
H 33324 ermittelt. Ein moglicher Grund der erhohten EDsp-Werte konnte in der
Priiparationsmethode liegen, bei der zunichst Sulforhodamin 101 im Uberschu
zugegeben wird, der spiter wieder herausgespiilt wird. Dabei kann es zu Resten von nicht
an Protein gebundenem Farbstoff im Well kommen, der jedoch dann mitgemessen wird.
Die Proteinmessung erfolgt mit am Wellboden fixierten Zellen, so das hier auch neben
den lebenden bereits abgetotete, aber nicht herausgewaschene Zellen gleichermallen mit
erfaBt werden. H 33342 markiert jedoch selektiv lebende Zellen, so dies die hoheren
EDso-Werte bei Sulforhodamin 101 erkldrt, da bei der Proteinmessung die Gesamtzahl
aller lebenden und toten Zellen erfalit werden.

Zwar konnen alle drei Methoden zur Bestimmung einer EDs, eingesetzt werden. Die
Messung der EDsy mit dem H 33342 stellt jedoch von allen drei in dieser Arbeit
benutzten Memethoden die genaueste Methode dar, da dieser Farbstoff sehr selektiv die
DNA lebender Zellen markiert und das Zellzahl-Fluoreszenz Verhiltnis sehr linear ist.
Enzymtests wie BCECF-AM bieten jedoch den Vorteil von kontinuierlichen Messungen
iber die Zeit, wobei sich MeBwerte aufaddieren und somit das Signal erhoht wird oder
Kinetiken erfassbar sind. So wurde in dieser Arbeit eine Abnahme der Membranintegritét
um 50% bereits nach 7 h Inkubation mit Bis-GMA und UDMA beobachtet.

Solche Messungen haben aber hidufiger den Nachteil, unspezifisch zu sein oder ( z.B. bei
der Testung von Legierungen ) durch Metallionen iiber die eigentliche toxische Wirkung
seitens des Testmaterials hinaus beeinfluBbar zu sein. Metalle konnen zudem
Koenzymfunktion ausiiben, bzw. andere wichtige Funktionen im Zellstoffwechsel

ausiiben, die bis heute noch nicht geklart sind.
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Zytotoxizitdtstestungen sind heute anerkannte Verfahren, um das biologische Verhalten
medizinische Produkte zu beurteilen (EN 30993-5 1993). Die Norm schreibt allerdings
nicht konkret vor, welche Testverfahren zugelassen sind. Daher existieren heute eine
Reihe von Zellkulturmodellen, fiir die oft sehr unterschiedliche biologische Endpunkte
verwendet werden. Von daher sind Unterschiede in der Bestimmung der Zytotoxizitét
eines Materials nicht allein auf die Zellauswahl oder Inkubationsbedingungen
zuriickzufithren, sondern auch auf die unterschiedlichen Testmethoden.

Dekker et. al (1994) verglichen drei Methoden zur Bestimmung der zelluldren Toxizitét.
Er benutzte zum einen die MTT-Methode, bei der durch Reduktion das wasserlosliche,
gelbe Tetrazoliumsalz (3-[4,5-dimethylthiazol-2y]-2,5diphenyl Tetrazoliumbromid)
durch die mitochondriale Dehydrogenase in eine wasserunlosliche violette Formazanform
tiberfithrt wird. Diese Veridnderung kann quantitativ durch photometrische Messung
ermittelt werden. Als zweite und dritte Methode wurde der Proteingehalt der Zellen und
die Bestimmung der DNA-Synthese durch BrdU-Einbau zum Vergleich herangezogen.
Der BrdU-Einbau als Nachweis der DN A-Syntheseaktivitit zeigte gegeniiber den anderen
beiden Methoden die grofite Sensitivitit. Die MTT-Methode erwies sich sensitiver als die
Proteinbestimmung. Bean et al. (1995) fanden eine statistisch gesicherte Korrelation bei
der Untersuchung mit zwei unterschiedlichen Techniken fiir die Beurteilung der Toxizitét
von acht verschiedenen Fiillungsmaterialien. Dabei kamen der intrazellulare MTT sowie
zur Messung der Membranintegritiit der >' Cr-Release-Test zur Anwendung. Solche Tests,
die die Wechselwirkungen mit der Membran messen, stellen meistens zeitlich begrenzte
Ereignisse dar. Daher sind Messungen von Aktivitdten, die sich auf intrazelluldre
Eigenschaften der Zelle beziehen, meist sensitiver als Bestimmungen, die sich auf die
Membranwechsel-wirkungen beziehen. Diese Hypothese wird von Bean (1995)
bekriftigt, der berichtet, dal die EDsy Werte die mit der MTT Methode bestimmt wurden,
grundsitzlich niedriger waren als diejenigen EDso-Werte, die mit dem >'Cr-Release-Test
ermittelt wurden.

Papadimitriou und Lelkes (1993) verglichen die Sensitivitit des MTT-Tests mit der von
H 33258. Beide Methoden wiesen dabei eine sehr hohe Korrelation auf. Da H 33258 und
H 33342 eine vergleichbare Affinitit zur eingesetzten DNA besitzen (siehe 3.2.1), lassen
sich die Aussagen auch auf H 33342 iibertragen. Somit ist die quantitative Messung der
Proliferation mit den Hoechstfarbstoffen vergleichbar mit der Sensitivitit des MTT-

Testes.
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Grundsitzlich agieren toxische Substanzen nicht nur auf einer Ebene, sondern es wird im
allgemeinen die zellulire Homdoostasis gestort (Dekker et al., 1994). Dabei konnen
mehrere Zellfunktionen angegriffen werden. Das Ausmall dieser Storung kann dann mit
der einen oder anderen Mefmethode ermittelt werden. Dabei kann allerdings auch nicht
ausgeschlossen werden, da3 es Substanzen gibt, die nur eine einzige spezifische
Schidigung der Zellen bewirken, die erst nach ldngerer Zeit zu einer Stérung der
Homdostasis fiihren kann.

Daher schlagen mehrere Autoren die gleichzeitige Messung mehrerer Parameter vor, um
das AusmalBl und Wirkungsart von Substanzen besser abschitzen zu konnen (Kirkpatrik,
1992; Kirkpatrik und Mittermayer, 1990).

Die in dieser vorliegenden Arbeit erarbeiteten Testmethoden auf der Basis von
fluoreszenzmarkierenden Farbstoffen konnen in ihrer Kombination erginzend zu anderen
photometrischen Messmethoden wie der MTT-Test eingesetzt werden, um diese oben

genannten Kriterien zu erfiillen.

4.2 Vergleich der Zellarten

Primire Zellen zeichnen sich durch ihre unterschiedliche Herkunft und ihr heterogenes
Erscheinungsbild sowie geringere Vermehrungsgeschwindigkeit und Degeneration durch
Alteration oder Erschopfung der Wachstumspotenz gegeniiber permanenten Zellinien
aus. Daher konnen Aussagen hinsichtlich der moglichen Toxizitdt in-vivo nur mit
Einschrinkungen gemacht werden. Der Aussagewert von EDsp-Untersuchungen liegt
darin, daB diese Testreihen unter identischen und in allen Labors mit gleichen
Konditionen durchgefiihrt werden konnen (Geurtsen, 1998). Deshalb konnen
reproduzierbare Bewertungen von Materialien und isolierten Substanzen getroffen
werden (Hanks et.al, 1991; Langeland, 1978).

Grundsitzlich ist ein Vergleich der verschiedenen zitierten Zellkulturstudien aber nur
bedingt moglich, da sich meist viele Versuchsparameter, wie Zelltyp, Kulturmedium,
Materialvorbereitung, Zellaussaatdichte, Inkubationszeit, Mengen- und Oberfldchen-
verhéltnis, Material/Kulturmedium sowie der biologische Endpunkt (Schmalz, 1994)
recht uneinheitlich prdsentieren. Hier miissen die seit Jahren laufenden nationalen und

internationalen Normungsbemiihungen (DIN/EN/ISO usw.) sinnvollerweise ansetzen, um
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allgemeingiiltige Rahmenbedingungen fiir ein biologisches Screening zu schaffen. Es
konnte jedoch in dieser vorliegenden Arbeit keine Zellinie gefunden werden, die generell
weniger bzw. sensitiver auf die hier untersuchten Substanzen reagierte als die anderen
Zellinien. Primédre Wurzelhautfibroblasten und Pulpafibroblasten erwiesen sich bei den
meisten hier untersuchten Substanzen empfindlicher als die 3T3- und
Gingivafibroblasten. In allen Zellkulturen hatten diejenigen Substanzen, die sich im Test
als stark zytotoxisch herausstellten wie Bis-GMA, UDMA, Bis-MA, DEGDMA,
TEGDMA, Bis-EMA, DMTDA, DMDDA, BHT, TPSb und TPP sowie einige weniger
schidigende Substanzen wie DDMA, DEAE und DMAPE ihnliche Effekte. Substanzen,
die weniger oder kaum zytotoxische Effekte (z.B. EGDMA) induzierten, wiesen dagegen
grofere Varianzen in der EDsy bei den verschiedenen Fibroblastenarten auf. Das kann
durch inherente Unterschiede bei den einzelnen Zellinien, wie z.B. die Membranstabilitiit,
verursacht sein. Diese Beobachtungen zeigen auf, daf} es sehr sinnvoll ist, Screeningtests
mit mehreren Zellinien durchzufiihren, da die benutzte Zelllinie einen wesentlichen
EinfluB auf das Ergebnis haben kann. Daher sollten weitere Untersuchungen in dieser
Richtung den Einflul des Zellkulturtyps auf das Resultat der EDsp-Bestimmung
iberpriifen, um die diese hier aufgeworfenen Fragestellungen genauer zu untersuchen.
Diese Beobachtungen werden von verschiedenen Autoren geteilt (Heidemann, 1982,
Klaiber, 1979, Feigal, 1985).

Hensten-Petersen und Hegeland (1981) verglichen die Sensitivitdt von drei humanen
Zellinien bei der biologischen Bewertung von Kunststoffiillungsmaterialien mit vier
unterschiedlichen biologischen Endpunkten. Dabei fanden sie, da3 die Empfindlichkeit
der Zellen variiert. Sie erklidrten das mit den unterschiedlichen Kulturmedien, mit denen
die verschiedenen Zelltypen kultiviert wurden. Zudem vertreten einzelne Autoren
unterschiedliche Meinungen iiber die Verwendung von primidren humanen Zellen in
Kurzzeitoxizitétstests. Feigal et al., (1985) verglichen die Sensitivitidt von Pulpazellen mit
denen von transformierten Méusefibroblasten (L 929). Sie fanden eine signifikant hohere
Sensitivitdt der diploiden Pulpazellen gegeniiber der transformierten Zellinie. Der Grund
fiir diese unterschiedliche Sensitivitit ist unbekannt.

Daneben gibt es aber auch Autoren, die sich gegen die Verwendung von primiren
humanen Zellen aussprechen. Die Arbeit mit diploiden menschlichen Zellen bringt
erhebliche technische Probleme mit sich (Schmalz, 1981). Insbesondere das langsame

Wachstum dieser Zellen bedingt einen hoheren Material- und Kostenverbrauch. Nach der
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Trypsinierung heften sich die Zellen in Klumpen an wund bilden keine
Einzelzellsuspension. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Trypsinierungen konnte
die Neigung zu Klumpenbildung jedoch durch ein ausreichendes Suspendieren mit der
Pipette (siehe Kapitel 2.9) verhindert werden.

Auch konnen das heterogene Zellbild, Degenerationen im Verlaufe der Passagenzahl und
die instabile Mitoseaktivitdt bei den diploiden primédren Zellen die Reproduzierbarkeit
von Versuchsergebnissen einschrinken.

Jedoch reagierten die humanen Zellen in unserer Studie stets empfindlicher als die
immortalisierten Maus-Zellen. Die enge Korrelation der Ergebnisse zwischen beiden
Zellarten 148t auf einen Reaktionsmechanismus schlieBen der auf beide Zellarten gleich
wirkt, also unspezifisch ist. Schmalz zieht daraus den Schluf}, daf} fiir die biologische
Testung auf die Verwendung von humanen Zellen verzichtet werden kann. Dagegen
vertritt Heidemann (1982) die Meinung, dal Paralleluntersuchungen von
Dauerzellkulturen und priméren Zellen niitzlich seien, da sie eine wertvolle Ergiinzung zu
den histologisch-zytologischen und den rein auf zahlenwert-orientierten Me3methoden
darstellen.

Gerade die Differenzierung der primidren Zellen scheint fiir die Ermittlung eines
Toxizititsprofiles und der Ubertragbarkeitauf die In-vivo-Situation gegeniiber den
ausdifferenzierten Dauerzellkulturen von Vorteil zu sein.

Ein moglicher Grund fiir die hohere Sensitivitit von primidren Zellen konnte in der
geringeren Adaption an die Medium- und Laborbedingungen sein als bei den
permanenten Zellen. Somit wirken sich Schiddigungen von toxischen Substanzen
wesentlich stirker aus als bei den permanenten Zellarten, die meist adaptierter an In-
vitro-Situation sind. Auch andere Autoren zeigten diesen Unterschied auf (Schmalz,
1981, Hensten-Petersen, 1981; Berstein et. al, 1991).

Auch kann die kiinstliche Zellkultur-Umgebung Artefakte induzieren. Die Art der
Oberflidche der Flaschen und Wells hat Einfluf auf die Zelle und kann selektiv das
Wachstum oder die Differenzierung fordern (Peters, 1992). Primdre Zellen weisen
vermutlich aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkunft eine gréfere Varianz in den
Toxizitdtstests auf als die 3T3-Zellen Die Abweichungen in den einzelnen Tests betrugen
15-20%, wihrend die Varianz bei den 3T3 Zellen nur bei etwa 10% lag. Der Grund diirfte
vermutlich in der groBeren heterogenitit der primdren Zellen liegen Diese hohere

Variabilitét ist aber eher positiv zu sehen, da sie es erlaubt den Schidigungsbereich einer
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Substanz von den In-vitro-Bedingungen auf die den In-vivo-Bedingungen im oralen
Gewebe besser abzuschitzen, als es eine zwar genau bestimmte EDsy-Konzentration bei
einer Zellart vermag, die jedoch nicht dem oralem Zielgewebe entspricht.

Jedoch zeigen auch etablierte Zellinien unterschiedliche Ergebnisse. Wataha et al., (1994)
untersuchten vier verschiedene Dauerzellkulturen unterschiedlichsten Ursprung auf ihre
Sensitivitit gegeniiber Metallionen. Es zeigte sich, das nicht eine hohe
Stoffwechselaktivitit oder eine hohe Verdoppelungsrate verantwortlich ist fiir eine
hohere Empfindlichkeit der Zellen auf die Metallionen. Bei den vier getesteten Zellinien
wiesen die 3T3-Zellen zwar die grofite Sensitivitit auf, die L929 Zellen hatten jedoch die
hochste Vermehrungsrate. Hanks, et al. (1981) konnten ebenfalls eine hohe Sensitivitét
der 3T3.-Zellen auf einen Befestigungszement nachweisen. In dieser Arbeit wurden 3T3-
Zellen verwendet, da sie fiir Zytotoxizititstestungen sehr hiufig verwendet werden und
eine gegeniiber anderen etablierten Zellinien hohere Sensitivitit aufweisen. Neben den
hier untersuchten Substanzen wurden auch Eluate von Wourzelfiillmaterialien und
Kompositen mit dieser Methode in verschiedenen Zellsystemen untersucht (Leyhausen,
1996, Geurtsen, et. al, 1998). Auch hier zeigten die primédren Zellkulturen gegeniiber den
3T3-Zellen meist eine hohere Sensibilitét.

In den EDsj-Tests der vorliegenden Arbeit wurden fiir 3T3-und primédre Zellen
spezifische Anheftungs- und Behandlungszeiten gewihlt, die eine Testung in der
logarithmischen Teilungsphase der Zellen gewihrleisteten und auch die unterschiedlichen
Teilungsraten der Zellen beriicksichtigten. In Abhingigkeit von der Zellaussaatdichte
ergaben sich somit Inkubationszeiten von 1 bzw. 2 Tagen. Andere Autoren stellten
Methoden vor, die eine langfristige (bis zu 3 Wochen) Betrachtung zelltoxischer Effekte
ermoglichen sollten (Arvidsen et al. 1986, Arenhold-Bindslev et al., 1986).

Angesichts der im konfluenten Stadium der Monolayer einsetzenden Kontaktinhibition
(Neupert und Welker, 1975) diirfte die Aussagekraft solcher Langzeit-Zellkulturversuche
jedoch sehr begrenzt sein. Dementsprechend empfahlen schon friiher einige Autoren fiir
In-vitro-Tests von zahnérztlichen Werkstoffen die Verwendung von diploiden humanen
Zellen, die dem anwendungsspezifischen Zielgewebe (target cells) entstammen

(Wilsnack et al. 1973, Feigal et al. 1985, Spangberg 1973).
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4.3 Bewertung der Toxizitat der untersuchten Substanzen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Toxizitdt von insgesamt 38 Komponenten von
Kunststoffiillungsmaterialien mit primdren humanen Zellkulturen und einer permanenten
tierischen Zellinie untersucht. Die EDsy- Konzentrationen von zwei Substanzen, DBPO
und HMBP zeigten betridchtliche Abweichungen in der EDsj-Konzentration bei den
einzelnen Zelltypen. Ergénzend erwiesen sich die 3T3-Zellen als weniger sensitiv bei der
Bestimmung der Toxizitét dieser Substanzen als die primiren Zellarten. Ein Hinweis auf
eine mogliche Ursache dieses Unterschiedes bei DBPO zeigte Terakado (1984) auf. Er
benutzte die mikrosomale Fraktion der Rattenpulpa und wies nach, da3 DBPO die
Membran angreift. Dieses deutet darauf hin, das 3T3-Zellen moglicherweise weniger
sensitiv auf Substanzen reagieren, die die Membranen der Zellen angreifen als die hier
benutzten primédren Zellen. Somit konnten 3T3 Zellen weniger anfillig fiir Membran-
induzierte zytotoxische Effekte wie sie von DBPO ausgehen. Die Interaktion von
Methacrylaten und Acrylaten auf Liposomen als ein Modell fiir biologische Membranen
untersuchte Fujisawa et al.(1984). Sie fanden eine starke Wechselwirkung von BEMA
mit den Liposomen verursacht durch die Doppelbindungen in der Phenylgruppe. Dagegen
zeigten sich die 3T3-Zellen in dieser Arbeit weniger sensitiv (EDso: 4,10 mM) als die
primédren Fibroblasten ( 1,93-2,25 mM). Auch dies konnte ein Hinweis auf mogliche
unterschiedliche Membranstrukturen zwischen den priméren Zellen und den 3T3-Zellen
sein.

Das hochste toxische Potential besaen die beiden wichtigsten Monomere, Bis-GMA und
UDMA sowie das Bis-MA. Zu dhnlichen Beobachtungen kamen Hanks et al. (1991). Sie
untersuchten die EDsy und die ED;y von insgesamt 11 Bestandteilen zahnérztlicher
Fiillungswerkstoffe an 3T3 Zellen. Die ED,( gibt dabei die Toxizitit an, bei der 10 % der
Zellen abgestorben sind. Die EDj-Werte fir UDMA, Bis-GMA und ethoxylites
Bisphenol A waren dabei wesentlich geringer als die korrespondierenden EDs, Werte
vermuten lassen. Aufgrund dieser Daten diskutierten die Autoren die Moglichkeit einer
moglichen chronischen Toxizitdt dieser Substanzen. Sie vermuteten bei niedrigen
Konzentrationen der schiddigenden Agens eine Schwichung des Metabolismus der
Zellen, die damit anfilliger werden fiir Schidigungen anderer Art. Weiterhin wurden

Membranverletzungen aufgrund der Bildung von Bis-GMA indizierten Peroxiden sowie
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eine starke zellytische Aktivitit von Bis-GMA gefunden (Terakado, et al.; 1984 und
Fujisawa et al.; 1984).

Joshii (1996) vermutet, dal die starke Toxizitit von Bis-GMA und UDMA sich
wahrscheinlich aufgrund ihrer besonderen molekularen Struktur unterscheidet von denen
anderer Dimethacyrlate. In der MolekiilgroBe vergleichbare andere Monomere wie 1,1
DDMA und 1,2 DDMA zeigten eine geringe Toxische Wirkung. Obwohl diese
umfangreichen und sehr groen Molekiile nicht durch das Komposit diffundieren kénnen
und sehr schwer wasserloslich sind, sind jedoch Anteile in wélrigen Extrakten von
Kompositen nachgewiesen worden (Spahl, 1991). Es kann daher vermutet werden, das
diese Substanzen zwar keine Akute nachweisbare Toxizitdt an den Zellen verursachen,
jedoch konnen diese Substanzen eine wichtige Rolle bei der chronischen Toxizitdt von
Kunststoffiillungsmaterialien spielen.

Eine sehr hohe Toxizitdt wurde bei den beiden Komonomeren DEGDMA und TEGDMA
gefunden. Zusitzlich verursachte TEGDMA mikrosomale Peroxidation und kann an
Liposomen die Bilayermembran aufldsen.

Im Gegensatz zu den Ethylenglycol-Dimethacrylaten erwiesen sich die Monomere
HEMA und BEMA und besonders das als Verdiinner eingesetzte DDMA signifikant
weniger zytotoxisch in allen hier getesteten Zellkulturen. Oliva et al. (1996) fand in
Extrakten von einem Fiillungsmaterial HEMA zu einer Konzentration von 15-20 mM in
der ersten Extraktion und in weiteren Extraktionen noch 4-6 mM. Die geringere Toxizitét
steht damit im Gegensatz zur hohen Loslichkeit von HEMA. Li et al. (1999) untersuchten
die Zytotoxizitit von HEMA an Pulpafibroblasten. Sie fanden daB3 das Zellwachstum und
die DNA-Synthese in der Synthese- und in der G,- sowie in der Mitose-Phase bei hohen

Konzentrationen von HEMA gestort wird. Der Mechanismus dafiir ist unbekannt.

1,1 DDMA und 1,2 DDMA wahren in den hier durchgefiihrten Testreihen nichttoxisch.
In Wasserextrakten von ausgehirtetem Proben einiger Fiillungsmaterialien konnte nur
DDMA in Spuren nachgewiesen werden. Damit stellt DDMA eine interessante
biokompatible, weniger zytotoxische Alternative zu den wasserloslichen Monomeren wie
HEMA dar (Spahl, 1995).

Joshii (1996) versuchte die Toxizitdit von Monomeren aus der Molekularstruktur zu
erklaren. Bei Dimethacrylaten steigt die EDsy mit der Anzahl der Oxyelthylenketten
(CH,CH,0) an. Dimethacrylate mit 14 oder weniger Oxyelthylenketten wie DEGDMA

und TEGDMA zeigten dagegen eine wesentlich hohere Toxizitit als Dimethacrylate mit
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23 Oxyelthylenketten. Die geringe Zytotoxizitdit der Dimethacrylate {iiber 23
Oxyethylenketten liegt vermutlich darin, das diese Monomere aufgrund ihrer Gréfe die
Zellmembran nicht passieren konnen, wohingegen Monomere mit weniger als 14
Oxyethylenketten davon nicht betroffen sind und die Membran passieren konnen.

Ein sehr hohes toxisches Potential wurde in allen Zellkulturen fiir den Inhibitor BHT, den
Initiator DMBZ und den Coinitiator DMTDA festgestellt. Zwar kommen diese Zusitze in
sehr geringen Mengen in den Materialien vor, jedoch konnen diese Substanzen durch
hydrolytische Degeneration und Erosion der Polymere sowie durch eine hohe Anzahl der
Fiillungen im Mund im Laufe der Zeit klinisch bedenkliche Konzentrationen erreichen.
Daher sollten die hier getesteten Substanzen durch andere weniger toxische Zusitze
ersetzt werden.

Der wichtige Photoinitiator CQ, neben den anderen getesteten Substanzen ( DHEPT,
DMPT, DCHA, DEAE und DMAPE) zeigte nur geringe oder kaum toxische Reaktionen
auf die Zellen. Die von Hanks, (1991) bei CQ und DHEPT ermittelten Werte bekréftigen
die hier gefundenen Daten. Dagegen sind keinerlei Daten iiber DMPT, DCHA, DEAE
und DMAPE verfiigbar.

Neben den Substanzen die fiir die Funktion eines Komposits zustindig sind, lassen sich
noch Verunreinigungen oder auch neue Substanzen, die durch die Polymerisation
entstanden sind nachweisen. Diese Substanzen wiesen meist eine moderate oder geringe
Zelltoxizitit auf.

Das Derivat von TEGDMA, TEG erwies sich gegeniiber dem TEGDMA (EDs 0,12-
0,26 mM) in dem hier aufgefiihrten Testverfahren als wenig toxisch mit einer EDsy von
1,99 mM bei den Pulpafibroblasten bis zu iiber 5 mM bei den Gingivafibroblasten. Diese
Daten stehen im Widerspruch zu der Hypothese von Fujisawa, (1988), der die
Wechselwirkung von TEGDMA mit Phosolipidliposomen als ein Modell fiir
Odontoblastenmembranen untersuchte. Er wies darauf hin, das vermutlich die C=C
Doppelbindungen der Ehtylenglykolgruppen des TEGDMA in den Bilayer eindringen
und diesen auflosen. Unsere Beobachtungen bei TEG erbrachten aber keine Hinweise auf
eine solche Interaktion.

Starke Zellschddigungen wurden in allen Zellkulturen mit TPSb und TPP beobachtet.
Diese kommen als Katalysatoren bei der Synthese von Bis-GMA vor (Glenn, 1978) und
konnten in einigen Extrakten von Kompositen nachgewiesen werden (Spahl, 1994 und

1998).
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Da diese Substanzen in den Kompositen nur noch als Verunreinigungen auftreten und
keine Funktion mehr erfiillen, sollten TPSb und TPP aus den Fiillungsmaterialien
eliminiert werden.

Die hier mit einer EDsy von iiber einem Mol getesteten Kompositkomponenten iiben
wahrscheinlich keinen EinfluB3 im Zellstoffwechsel eukaryontischer Zellen aus, sondern
wirken wahrscheinlich nur rein destruktiv auf die Zellstrukturen.

Neben der akuten Toxizitit an Zellen konnen Residualmonomere auch weitere
Reaktionen auslosen. Zum einen sind da allergische Reaktionen, zum anderen ist aber
auch eine Verwertung der Substanzen durch Bakterien zu nennen. Erste Ansitze zeigen
dabei Untersuchungen von Hansel (1997). In dieser Arbeit wurden das Wachstum von
Lactobacillus acidophillus und Streptococcus sobrinus in Gegenwart von Bis-GMA,
UDMA und TEGDMA ,sowie EGDMA getestet. Bei S. sobrinus zeigte die
Wachstumsrate keinen EinfluB unter Zusatz von Bis-GMA UDMA und EGDMA,
wogegen TEGDMA das Wachstum nicht statistisch signifikant stimulierte. Bei L.
acidophilius konnte ein stirkeres Wachstum gegeniiber der Kontrolle in Anwesenheit von
EGDMA und TEGDMA nachgewiesen werden. Bei Bis-GMA und UDMA wurde die
Wachstumsrate inhibiert. Es wird daher vermutet, dal aus Fiillungen stammende
Komonomere von EGDMA und TEGDMA fiir einen wachstumsstimulierenden Effekt
auf einen mit Karies verursachenden Stamm wie L. acidiphilius in Verbindung gebracht
werden konnen.

Auch wird in letzter Zeit eine mogliche hormonelle Wirkung von Methylmethacrylaten
diskutiert. Von Bisphenol-A ist die ostrogene Wirkung bekannt (Korach, 1993, Krisnan
et.al.,, 1993). Bisphenol-A wird als Ausgangssubstanz fiir die Herstellung von Bis-GMA
verwendet. Zwar spaltet sich das Bis-GMA nicht unter den normalen Temperatur und
Druckbedingungen wieder in das Bisphenol-A, auch besitzt das Bis-GMA selbst keine
ostrogene Wirkung. Jedoch ist bei dem verwendeten Bis-EMA (Bisphenol-A-
Dimethacrylat) eine hydrolytische Aufspaltung in Bisphenol-A nicht auszuschlieBen.

4.4 Die Loslichkeit der Substanzen

Die meisten der hier untersuchten Agentien sind in Methanol gut 16slich, jedoch fiir die
Beurteilung der biologischen Vertréaglichkeit ist der in Wasser 16sliche Teil von hoherer
Relevanz. Spahl (1995) untersuchte die Wasserloslichkeit der hier untersuchten

Substanzen. Zum groflen Teil lassen sich die Substanzen nicht oder kaum mit Wasser
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extrahieren. Auch in dieser Arbeit konnten die Substanzen zum groen Teil nur mit

DMSO in Losung gebracht werden.

Die Wasserloslichkeit ist stark abhidngig von der MolekiilgroSe und der Struktur der
Molekiile (Kawai et al., 1988; Bowen, 1982). Die bei der Addition gebildeten
Hydroxylgruppen (-OH) wie bei Bis-GMA geben dem Monomer aber auch eine
merkliche Hydrophylie, die eine erhohte Wasseraufnahme und Verschlechterung der
Materialeigenschaften erwirkt (Assmussen, 1975). Durch die Wasserquellung wird zwar
die Polymerisationsschrumpfung ausgeglichen, daneben konnen aber andere
Schiadigungen wie Adhédsionsverminderung oder eindringende Bakterien Verdnderungen
des Kunststoffes bewirken (Lutz et.al., 1976). Die OH-Gruppen, die verantwortlich fiir
die Wasserloslichkeit dieser Substanzen sind, konnen leicht durch Isocyanate
(R-N=C=0) ersetzt werden (Spahl, 1995). Gegeniiber den langen und hydrophoben
Monomeren sind die Komonomere vergleichbar klein und hydrophil, besonders
diejenigen Komonomere, die auf der Basis von Ethylenglykol hergestellt werden, sind
sehr wasserloslich. Das wichtige TEGDMA, das praktisch in allen Kompositen als
Komonomer eingesetzt wird, ist sehr gut wasserloslich. So wurde von Spahl (1998) das
TEGDMA aus Wasserextrakten von Kompositen in Konzentrationen gefunden, die der in

dieser Arbeit gefundenen EDso-Konzentrationen entspricht.

Die meisten anderen Substanzen sind nicht in Wasserextrakten nachweisbar. Die
Wasserextraktmengen von 0,0008 mg/ml Bis-GMA und 0,012 mg/ml bei UDMA liegen
noch unter der toxischen EDs-Grenze von 0,09mg/ml bei Bis-GMA und 0,31 mg/ml bei
UDMA. Da jedoch beide Substanzen schon bei extrem geringen Konzentrationen einen
zellschadigenden EinfluBl besitzen, kann es durchaus auch zu einer Irritation der
Schleimhaut durch diese Substanzen kommen. Eine Ausnahme in der Wasserloslichkeit
stellt das TEGDMA da. Es ist mit 0,13- 0,4 Gew.% in Wasser weit hoher 16slich als die
anderen Monomere und liegt aufgrund dessen deutlich iiber dem bei den Pulpazellen
ermittelten EDso-Wert von 0,08 mg/ml. Somit stellt TEGDMA diejenige Substanz dar,
die einen moglicherweise toxischen Effekt auf die Zellen In-vivo hat. Bis-GMA und

UDMA waren jedoch in den Eluaten nicht nachweisbar.
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4.5"DMSO-Problematik"

Dimethylsulfoxid wird allgemein als Losungsmittel fiir iiberwiegend hydrophobe
Substanzen verwendet. DMSO besitzt die Fahigkeit, lebendes Gewebe weitgehend ohne
Schiadigung der Membranintegritit zu penetrieren und wird deshalb in der Medizin als
Transportmedium fiir Pharmaka verwendet (Jacob et al., 1964; Maibach und Feldmann,
1967, Ashton, 1971). DMSO vermag Wasser, Nukleinsduren, Proteine, Kohlenhydrate
und ionische Substanzen zu binden (Symant, 1975). Die kryoprotektive Eigenschaft von
DMSO wurde in dieser Arbeit zur Konservierung der Zellen eingesetzt (Lovelock und

Bishop, 1959).

Da die meisten hier verwendeten Substanzen nicht wasserloslich sind, wurden sie in
DMSO gelost. Der Einsatz von DMSO ist aber nicht unproblematisch. Die meisten
Substanzen fielen bei einer maximalen DMSO-Konzentration von 1% zwar nicht aus,
jedoch wurde in einigen Fillen beobachtet, da3 die Substanzen aufgrund der Verdiinnung

im Medium und der Inkubationsdauer aus dem Medium ausfielen.

Zudem beschreiben mehrere Autoren DMSO als nicht inertes, chemische Reaktionen
eingehendes Losungsmittel (Vaughan et al, 1989), wodurch es die Wirkung von
Mutagenen erhohen oder erniedrigen kann (Gatehouse, 1987, Waters, et al., 1989).
Kennedy und Symons (1987) berichten von einer "radikalfangenden" Eigenschaft des
DMSO, was zu einer Verringerung des gentoxischen Potentials einer Substanz beitragen

kann.

Auch mufBl durch die Erhohung der Permeabilitit der Membran bei einer
konzentrationsabhingigen Ermittlung der Toxizitdt mit einer Erhohung der toxischen
Wirkung einer Substanz gerechnet werden, da die Substanzen leichter durch die
Membran diffundieren konnen. DMSO stellt als Mittel zur Erhohung der
Wasserloslichkeit einen wichtigen Faktor bei der Bestimmung der Toxizitédt In-vitro dar.
Es ist anzunehmen, daf} aufgrund der geringen Wasserloslichkeit die meisten Substanzen
eine geringere Toxizitdt In-vivo aufweisen, als die hier gefundenen Werte andeuten.
Trotzdem kann auf DMSO als Zusatz zur Losung hydrophober Testsubstanzen nicht

verzichtet werden.
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4.6 Der EinfluB der Passagenabhangigkeit auf die Toxizitat

Gegen die Verwendung von primiren Zellkulturen wie die hier verwendeten Wurzelhaut-
, Gingiva- und Pulpafibroblasten in Zytotoxizitétstest spricht neben der unterschiedlichen
Herkunft der Zellen die Verdnderung der Morphologie und die Abnahme der
Proteinsynthese im Laufe der Passagenzahl ( Rattan et al., 1991).

Deshalb war es wichtig, EDsp-Messungen iiber mehrere Passagen durchzufiihren, um
festzustellen bis zu welcher Passage primire Zellkulturen fiir genaue reproduzierbare
Bestimmungen der EDsy zu verwenden sind.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse erbrachten Hinweise, bei der eine
Verwendung der primdren Zellen bis mindestens zur 8. Passage zu reproduzierbaren
Ergebnissen fiithren. Ab der 9. Passage verringerte sich die Wachstumsrate sehr stark, so
daf} eine verniinftige Messung der Proliferation aufgrund der drastisch verlingerten lag-
Phase und der geringeren Zellzahl nicht mehr erfolgen konnte. Die Anzahl der markierten
Zellen im BrdU-Einbautest nach 48 h sollten fiir eine Bestimmung der EDs( nicht unter
35% sinken. Unterhalb dieser Rate ist die Proliferation bereits so stark verringert, das
eine EDs( nicht mehr sinnvoll ermittelt werden kann. Daneben scheinen andere Parameter
einen grofen EinfluB auf die Sensitivitdt der Zellen zu besitzen. Das Alter der Patienten,
von denen die Biopsien stammten, konnte dabei eine nicht unerhebliche Rolle
hinsichtlich der Passagierbarkeit spielen. Diese Vermutung lie8 sich nicht statistisch
absichern, da hier nur ein Proband pro Altersgruppe untersucht wurde. Die Biopsie, die
von der vierjdhrigen Patientin stammte, lie} sich bis zur 12. Passage fiihren, wihrend die
Zellen aus der Biopsie einer 20-jdhrigen Patientin bereits nach der 9. Passage nicht mehr
weitergefiihrt werden konnten. Dennoch ist kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
der EDsj in beiden Zellinien mit dem hier untersuchten Camphersidureanhydrid und dem
Benzylalkokol festzustellen. Die EDso-Werte schwankten bei beiden Zellarten um bis um
35%, jedoch sind diese Schwankungen vermutlich eher durch den unterschiedlichen

Herkunft dieser Zellen als durch die Passagenzahl bedingt.

Wihrend in den Passagen 1-4 keine signifikanten morphologischen Verdnderungen
festzustellen sind, war ab der 5. Passage ein Anstieg der ZellgroBe in beiden Zellkulturen

zu beobachten. Kent et al, 1995 kommen zu &hnlichen Beobachtungen. Diese
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Verinderung hatte keinen signifikanten Einfluf auf die EDsy.

Die Vermutung, dal sich in hoheren Passagen die EDsy aufgrund einer verringerten

Verstoffwechselung der Substanzen erhoht, konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Passagierung von primiren Zellen kann zudem Selektionscharakter besitzen. Man
kann bei primiren Zellarten meist nicht von einer homogenen Linie ausgehen, wie es bei
den Dauerzellkulturen der Fall ist, sondern aufgrund des hohen Stresses der Kultivierung
werden bei jeder Passagierung nur Zellen iiberfiihrt, die sich den Lebensbedingungen in
vitro wieder neu anpassen konnen. So ist zu erwarten, daf} sich in den hoheren Passagen
des Toxizitétstestes unempfindlichere Zellen befinden als in jiingeren Passagen. Das zeigt
sich auch bei den EDsp-Werten bei der 4-jahrigen Patientin, deren EDs, in den Passagen
7-12 mit etwa 0,8 mM hoher liegt als in den Passagen 4-6, die eine niedrigere EDsq
aufwiesen (0,39-0,67 mM). Es erscheint aber wahrscheinlicher, dafl aufgrund des
geringen oder nicht mehr vorhandenen Wachstums und der damit wesentlich geringeren
Zellzahlen in hoheren Passagen eine verniinftige Ermittlung der EDsj nicht mehr méglich
ist. Klaiber (1979) empfiehlt daher ebenfalls Toxizitdtsversuche mit primidren humanen

Zellen nur bis zur 8. Passage durchzufiihren.

Das es mit zunehmender Alterung primirer Zellen in Kultur, was aber wahrscheinlich
nicht vom Patientenalter abhédngig ist (Sidler Pfindler et al, 1997), die
Verdoppelungszeit zu- und die DNA-Syntheserate abnimmt, konnte die individuelle
Streuung bei den Biokompatibilititsuntersuchungen erkliren. Von daher ist es von
Bedeutung zu klidren ob und wo innerhalb der Passagenzahl die Verdoppelungszeiten
relativ konstant bleiben und wie sich dieses Verhalten genauer auf die Evaluation der

Zytotoxizitdt dentaler Materialien auswirkt.

So konnen mittels unserer Daten Anhaltspunkte ermittelt werden, die es ermoglichen, die
Ergebnisse aus der Zytotoxizitdtsmessung und die ermittelte Proliferation zu korrelieren.
Damit konnte es moglich sein, die individuelle Streuung, die durch die unterschiedliche

Herkunft des Donors, sein Alter als EinfluBgroe rechnerisch zu korrigieren.

Aber auch Dauerzellkulturen konnen Zellverdnderungen im Verlaufe der Passagen
aufweisen. Wataha, et. al, (1994) konnten zwischen der 4. und der 275. Passage von 3T3-
Zellen eine Erhohung der mitochondrialen Enzymaktivitit (Succinatdehydrogenase)
feststellen. Untersuchungen von Peiser (1993) zeigten an der M3E3/C3-Zellinie, dal} das

Wachstum in den Passagen 25-30 gegeniiber hoheren Passagen verringert ist. Die
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Bestimmung der Toxizitdt durch Bestimmung der Koloniebildungsfrequenz und mit den
Substanzen Benzo(a)pyren und und N-Methy-N-Nitro-n-Nirosoguadenin (MNNG) zeigte

dagegen allerdings keine Passagenabhingigkeit.

Veridnderungen von priméren Zellen liegen aber nicht nur in der Passagierung begriindet.
Die Herkunft der Zellen hat einen entscheidenen Einfufl auf die Proliferation und den
Proteingehalt. Johnson et al., (1986) berichten, da} sich die Proteinproduktion von
Gingivafibroblasten von einem 20-jdhrigen Donor und einem 68-jahrigem Donor stark
unterscheiden Die Proteinproduktion war bei dem 68-jihrigen Spenderzellen um bis zu
fiinffach geringer.

Fir die Untersuchungen zur Zytotoxizitit wurden hier immer eingefrorene Zellen
benutzt. Das Einfrieren von primidren Zellen gegeniiber frischen, nicht eingefrorenen
Kulturen konnte daher einen EinfluB auf den Stoffwechsel haben, was die
Ubertragbarkeit auf In-vivo Bedingungen erschweren konnte. Eingefrorenes Material aus
humanen Biopsien ist allerdings die einzige Moglichkeit, Zellen in ausreichenden
Mengen fiir vergleichende Untersuchungen aus einer Quelle zur Verfiigung zu haben.
Dies ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Limitierung von experimentellen Fehlern
aufgrund der unterschiedlicher Herkunft des Donors. Warocquier-Clerout et al. (1995)
fanden heraus, das die Prozedur des Einfrierens und Auftauens die Vitalitit der Zellen
herabsetzt. Auch war die eine Verringerung der Bildung von Cytokeatinen bei Zellen,
die im Gegensatz zu der Vergleichsgruppe vorher eingefroren wurden, zu beobachten.
Aus diesen Beobachtungen schlieBen die Autoren, dal die Differenzierung von

Gingivafibroblasten sich von den Zellen unterscheidet, die nicht kryokonserviert wurden.

Auch in allen anderen EDs, -Bestimmungen, die in dieser Arbeit mit Zellen der 3-9
Passagen durchgefiihrt wurden, belegen die Ergebnisse, dal sich die Sensitivitét
gegeniiber den getesteten Substanzen im Laufe der Passagenzahl nicht veridndert.

Von daher konnen primidre Zellkulturen des Zielgewebes fiir die Beurteilung zur
Toxizitdt einer Substanz zusammen mit Versuchen an Dauerzellkulturen ein genaueres
Bild iiber ein mogliches Schiddigungspotential abgeben als nur Ergebnisse, die mit

Dauerzellkulturen gewonnen wurden.
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4.7 Gentoxizitat, DIT und -UMU- MIKROTEST

Karzinogenitit und Gentoxizitdt sind sehr wichtige Aspeke in der Bewertung der
Toxizitdt von Materialien, die im direkten Kontakt mit humanen Zellen stehen. Dadurch,
daf} sehr geringe Anteile iiber eine lange Zeit aus den Kompositen eluiert werden konnen,
ist gerade die mogliche Mutagenitit eines Stoffes von wichtiger Bedeutung.

Jedoch sind Testungen zur Mutagenitit von Monomeren und Additiva zahnérztlicher
Werkstoffe in der Literatur bisher kaum zu finden. Die meisten Studien beziehen sich
dabei auf Untersuchungen mit einem bakteriellen System, dem Ames-Test. Schweikl et
al. (1994) untersuchten HEMA und Methylmetacrylat (MAA) im Ames-Test mit fiinf
unterschiedlichen Stimmen von Salmonella typhimurium. Fiir beide Substanzen konnte
keine Mutagenitit festgestellt werden. Auch in dieser Arbeit konnte bei HEMA keine
mutagene oder karzinogene Aktivitit festgestellt werden. Bei Bis-GMA und CQ ist eine
mogliche gentoxische Wirkung durch die starke zytotoxische Wirkung iiberlagert. Es ist
daher nicht auszuschlieBen, daf} bei diesen Substanzen gentoxisches Potential vorhanden
ist. Auf Tests der hier untersuchten Substanzen mit einen Zusatz von
Rattenleberhomogenaten (S9 Mix) zur metabolischen Aktivierung von Testsubstanzen
wurde verzichtet, weil diese Materialien aufgrund ihrer molekularen Struktur nicht durch
den S 9 Mix aktiviert werden konnen.

Im DIT-Kurzzeittest zeigte besonders eine Substanz - das TPSb - eine starke
inhibitorische Wirkung auf die DNA-Synthese der HeLLa Zellen. Im bakteriellen umu-
MIKROTEST dagegen zeigte das TPSb jedoch keine Erhohung der Induktionsrate.
Hohere Konzentrationen von TPSb (> 10 mM) fithrten zu einem kompletten Absterben
der Bakterien sowie der HelLa Zellen im DIT-Kurzzeittest. Auch in den EDsq-
Bestimmungen zeigte TPSb eine klare Konzentrations-Inhibitionsbeziehung. Die EDsq

lag bei allen getesteten Zellinien bei etwa 0,04 mM.

OO

Abb. 37: Triphenylstiban (TPSb)
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Bei TPSb ist fiir die mutagene Wirkung wahrscheinlich seine starke Affinitdt zur DNA
verantwortlich. Die drei aromatischen Ringe, die iiber das Antimon verbunden sind (Abb.
37), konnen sich frei im Raum drehen. Durch diese rdumliche Anordnung ist es ihnen
moglich, in die Doppelhelix der DNA einzudringen und an die DNA zu binden. Eine
Verdoppelung der DNA durch die Polymersase wird dadurch verhindert und die DNA-
Synthese demnach vermindert. Als Folge davon wird das BrdU nicht mehr in die DNA
eingebaut und es kommt =zu einer verringerten DNA-Synthese, die stark
konzentrationsabhénig ist. Im umu-MIKROTEST wird zum Nachweis der Gentoxizitét
die Induktion des recA-Genprodukts nach Behandlung der Bakterien mit einem DNA-
schidigenden Agens verwendet. Diese Induktion tritt bei einer Notreparatur der DNA in
der postreplikativen Phase der DNA-Synthese ein. Im UMU- MIKROTEST kommt es
nicht zu einer Aktivierung des recAGens, da TPSb keine Einzelstrangbriiche oder
Deletionen der DNA verursacht. Diese Vermutungen werden unterstiitzt durch Heil. et al.
(1996) mit einem In-vivo-Kurzeittest , dem Alkalischen-Filter-Elutionstest. Bei diesem
Test wird die DNA von Kiemen aus Muscheln von Dreissena polymorpha, die zwei
Stunden mit der Substanz inkubiert worden ist, auf Einzelstrangbriiche der DNA
untersucht. Bei TPSb konnten keine Einzelstrangbriiche nachgewiesen werden, somit
vermuten die Autoren, da3 das gentoxische Potential von TPSb aufgrund von DNA-DNA

Vernetzungen hervorgerufen wird.

Daneben zeigten die Ergebnisse aus der Zellvolumenmessung mit dem Coulter-Counter

ebenfalls keinen Hinweis auf eine mogliche himolytische Wirkung von TPSb.

Der Grund fiir die differierenden Resultate in beiden Tests liegt wahrscheinlich in der
unterschiedlichen Metabolisierung beider Systeme (Dashwood, et. al, 1988). Das im
eukaryontischen DIT mehr Substanzen positiv bewertet wurden, kann bis zu einem
bestimmten Grade der hohen Toxizitdt dieser Substanzen zugeschrieben werden, die die
Testbakterien im wmu- Mikrotest abtdten und somit mogliche positive gentoxische
Ergebnisse unterdriickten. Der DIT ist einer der wenigen Kurzzeittest, der sowohl
chemische Karzinogene erkennt, als auch auf Mechanismen anspricht, welche die
Integritdt des genetischen Apparates in irgendeiner Weise beeintridchtigen (Heil und

Reifferscheid, 1992).

Der umu-Mikrotest als bakterieller Kurzzeit-Gentoxizititstest wurde von Reifferscheid

(1993) fiir Untersuchungen von chemischen Monosubstanzen und umweltrelevanten
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Proben entwickelt. In dieser Arbeit wurde der Test zur Untersuchung von
Einzelsubstanzen zahnirztlicher Fiillungsmaterialien eingesetzt. Wegen der hohen
Spezifitdt 1dBt ein positives Gentoxizitdtsresultat mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
Anwesenheit gentoxischer Karzinogene schlieBen. Bakterielle Tests sollten jedoch nicht
als alleiniges Entscheidungskriterium herangezogen werden. Der in dieser Arbeit als
Vergleichstest gewihlte eukaryontische DNA-Synthese Inhibitionstest erfa3t einen Teil
der primdr nicht gentoxischen Karzinogene durch ihre DNA-Synthese-inhibitorische
Wirkung. Die Inhibition der DNA-Synthese fithrt erwiesenermallen zu einer
Akkumulation  von  Einzel- und Doppelstrangbriichen, DNA-Addukten,
Chromosomenabberationen und Mutationen in den betroffenen Zellen, die allesamt das
karzinogene Risiko erhohen. Daher sollten Gentoxizitédtstests nicht nur mit einem
bakteriellen Testsystem, sondern ergdnzend dazu mit einer eukaryontischen Testmethode,
die den tatsdchlichen Gegebenheiten im menschlichen Korper besser entspricht,
verwendet werden, um eine Aussage iiber das gentoxische Potential einer Substanz besser

abschitzen zu konnen.

4.8 Zellvolumenveranderung

Die PartikelgroBenmessung ist ein geeignetes Verfahren zur qualitativen und
quantitativen Bestimmung im Rahmen von In-vitro-Toxizitédtspriifungen (Fieblinger et
al., 1995). Die Kriterien zur Bewertung der Toxizitdt gehen {iiber eine einfache
Verinderung der Proliferation hinaus. In dieser Arbeit wurde auf die Berechnung der
EDsp mit dem Coulter-Counter aufgrund der relativ geringen Datenmenge verzichtet.
Jedoch konnte eine Ubereinstimmung der Ergebnisse mit denen der EDsy-Bestimmungen
im Fluoreszenzassay festgestellt werden. Wichtiger in dieser Arbeit war jedoch nicht die
Korrelation der verschiedenen EDsp-Testungen mit denen der PartikelgroBenmessung im
Coulter Counter, sondern es sollte ein moglicher Hinweis auf die lytische Aktivitdt der
Substanzen mit Hilfe dieser Methode gefunden werden. Bei den meisten der untersuchten
Substanzen wurde jedoch keine signifikante Verschiebung der Zellgrole gefunden. Die
Substanzen aus der Methacrylatgruppe wie Bis-GMA und UDMA sowie das TEGDMA
zeigten eine duberst starke lytische Wirkung auf die Zellen, ebenso wies der Inhibitor

BHT starke Zellzerstorungen auf. Die Zelltrimmer bei UDMA zeigten einen
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charakteristischen Peak bei einer Grof3e von etwa 8 um, wihrend bei Bis-GMA die Groie
der Zelltrimmer gleichmédBig verteilt war. Diese Beobachtung a6t auf einen
unterschiedlichen Mechanismus bei der Zerstorung der Zellmembran schlieBen. Wihrend
bei Bis-GMA aufgrund der gleichméfigen Verteilung ein unspezifischer Mechanismus
vermutet werden kann, kann bei UDMA der Peak als eine spezielle Reaktion auf den
Angriff von bestimmten Zellwandkomponenten betrachtet werden.

Die Untersuchungen zur Veridnderung des Zellvolumens stellen eine sinnvolle Erginzung
zu den EDsp-Bestimmungen dar. Bisher gibt es in der Literatur jedoch kaum Berichte mit
diesem MeBverfahren zur Untersuchung dieser Substanzen. Geurtsen (1987) konnte mit
Hilfe der Volumenverteilung die Toxizitdt mehrerer Seitenzahnkompositextrakte mit L
5178y-Miuse T-Lymphomzellen bestimmen.

Insgesamt bietet die Messung mit dem Coulter Counter eine schnelle orientierende
Analyse der Toxizitdt, dariiberhinaus kann sie = Angaben {iber die

Volumenklassenverteilung geben.

4.9 SchluBfolgerungen und Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse {iiber die Auswirkungen der
unterschiedlichen Substanzen, die gewohnlich in Kompositen enthalten sind, machen
deutlich, dal von diesen Materialien ein nicht zu unterschitzendes Risikopotential
ausgeht. Das ist auch fiir die Hersteller dieser Produkte von immer groer werdender
Bedeutung, da an sie gesetzliche Anforderungen in Hinblick auf die Vertriglichkeit Threr
Produkte gestellt werden.

In Zukunft sollten In-vitro-Methoden verstiarkt zum Einsatz kommen, die es ermoglichen
das Schadigungspotential solcher Produkte und insbesondere deren Einzelbestandteile zu
bestimmen und einzuschitzen. Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden eignen sich

hierzu.

Die Bestimmung der EDsy mit verschiedenen Zellsystemen erlaubt eine Abschédtzung des
toxischen Potentials nicht nur mit standardisierten Zellkulturen wie den hier verwendeten
3T3-Zellen, sondern auch mit Zellarten, die den In-vivo-Bedingungen am ehesten
entsprechen. Festzustellen bleibt, dal EDsy- Bestimmungen, die nicht mit den Zellen des

Zielgewebes erfolgen, nur mit Einschrinkungen zu verwerten sind. Die Untersuchungen
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mit verschiedenen Zelltypen wiesen unterschiedlich starke Reaktionen auf die jeweilige
Substanz auf. Gerade die primidren Zellen zeigten sich in den Toxizitédtstestungen
sensitiver als die 3T3-Zellinie. Daher erscheint es sehr ratsam, fiir EDsyp-Bestimmungen
nicht nur Dauerzellinien zu verwenden, sondern auch im jeweiligen Fall primére Zellen
aus dem Bereich zu wihlen, die dem Zielgewebe entsprechen. Insbesondere bei den
Residualmonomeren und Additiva von Kompositen zeigten gerade diejenigen Substanzen
starke Abweichungen innerhalb der getesteten Zellinien, die sich als gering toxisch
erwiesen haben. Aufgrund der langen Liegedauer eines Komposites konnen aber
insbesonders chronische Schidden auch bei mindertoxischen Substanzen In-vivo nicht
ausgeschlossen werden. Auch sollten nur Substanzen verwendet werden, die sich nicht
oder nur duBerst schlecht in Wasser 16sen lassen. Die hier gefundenen Daten zeigen dal3
es in jeder der hier getesteten Substanzgruppen Verbindungen mit nicht oder nur sehr
geringem toxischen Potential gibt, die als Alternative zu den stark toxischen Substanzen
verwendet werden konnen.

Daher sollte bei der Entwicklung von neuen Materialien auf Kunststoffbasis die
Fragestellung der Toxizitdt und der Gentoxizitdt einer neuen Substanz mit Hilfe der
Kurzzeittests schon moglichst frith aufgestellt werden, um dadurch bei der Entwicklung

neuer Produkte ein spiteres Gefihrdungspotential auszuschlie3en.

Die Zukunft der Zytotoxizitdtsuntersuchungen sollte nicht nur mit der Bestimmung der
Toxizitit einer Substanz oder eines Komposites authoren. Fiir die Weiterentwicklung von
Tests zur Abschitzung eines Gefahrenpotentials sollten daher noch weitere
Untersuchungen in Bezug auf den Wirkmechanismus der einzeln Substanzen gemacht
werden. Erste Ansitze sind bereits in dieser Arbeit gemacht worden.

Es sind drei mogliche Ansidtze zur Weiterentwicklung von Untersuchungen zur

Zytotoxizitdt von Materialien denkbar:
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Es sollten Untersuchungen zur Interaktion von Monomeren und Comonomeren sowie
der anderen in Kompositen verwendeten Stoffe mit den einzelnen
Zellkompartimenten auf molekularbiologischer Ebene durchgefiihrt werden. Dabei
kann der Zusatz von radioaktiv markierten Substanzen Aufschluf} iiber den Verbleib

der Substanzen geben.

Zum anderen sind weitere Untersuchungen iiber die Eigenschaften der einzelnen
primidren Wurzelhaut-, Gingiva- und Pulpafibroblasten erforderlich um Unterschiede
in der Zellstruktur der jeweiligen Zellarten zu erkennen. Das Ziel sollte es sein,
diejenigen Parameter zu finden, die zu einer hohen Variabilitdt bei humanen oralen
Zellkulturen fithren. Die Korrelation von Zytotoxizititsdaten mit den
Proliferationsdaten kann man moglicherweise nutzen, um daraus einen Faktor zu
berechnen, der die interindividuelle Streuung als Einflu3grofe rechnerisch minimiert.
Damit wiirden Unsicherheiten iiber die Verwendung von nicht zielbezogenen Zellen (
im allgemeinen permanente Zellkulturen) moglicherweise minimiert werden.

Auch kann die Entwicklung einer transformierten Zellinie aus humanem oralem
Gewebe, durch Behandlung mit z.B. 4-NQO, die Vorteile permanenter und primérer

Zellkulturen vereinen.
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