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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mef3system entwickelt, das auf der Basis der DNA-
markierenden fluoreszierenden Farbstoffe Hochst 33342 und BCECF-AM sowie als
Parameter der Membranintegitdt Sulforhodamin 101 als Proteinmarker EDsq-Bestimmungen
von primaren und Dauerzellkulturen in einem Kurzzettest ermdglicht. Dabel erwies sich die
intrazelluldre Messung mit dem Hoedhstfarbstoff sensitiver gegeniiber der EDso-Bestimmung
mit BCECF-AM sowie der Proteinbestimmung mit Sulforhodamin 101 Der Vorteil dieser
Methode liegt darin, dal3 alle Mesaungen in einem Well durchgefuhrt werden kénnen, was
eine deutliche Zeit- und Materialersparnis mit sich kringt. Mit Hilfe dieser Methoden wurden
fir insgesamt 38 Substanzen von zahnérztlichen Fillungswerkstoffen EDsg-Bestimmungen
mit der Dauerzellinie 3T3 sowie primdren humanen Pulpa, Wurzelhaut- und
Gingivafibroblasten durchgefihrt.

Es konnte in dieser Arbeit keine Zellinie gefunden werden, die generell weniger bzw stérker
auf die hier untersuchten Substanzen reagierten als die anderen Zellinien. Primére
Wurzelhautfibroblasten und Pulpafibroblasten erwiesen sich bel den meisten untersuchten
Substanzen empfindlicher als die 3T3- und Gingivafibroblasten. In allen Zellkulturen waren
BisGMA, UDMA, BisMA, DEGDMA, TEGDMA, BisEMA, DMTDA, DMDDA, BHT,
TPS und TPP gark zytotoxisch. Diese Substanzen zeigten in allen Zellkulturen ahnliche
EDsg-Konzentrationen.

Auch weniger schadigende Substanzen wie DDMA, DEAE und DMAPE fihrten in alen
Zellkulturen zu vergleichbaren Ergebnissen. Substanzen, bei denen sich weniger oder kaum
zytotoxische Effekte (z.B. EGDMA) nachweisen lief3en, wiesen dagegen grol3ere Varianzen
bei den verschiedenen Zellarten auf.

Fur TEGDMA, das shr gut wassrloslich ist, konnten Konzentrationen in Wassereluaten
nachgewiesen werden, die an die hier gefundenen EDso-Werte heranreichen.

Die Ergebnisse aus dem EDs¢-Bestimmungen zeigen auf, dal3 es zu jeder stark toxischen
Substanz mittlerweil e biokompatible Substanzen mit geringerem toxischem Potential gibt, die

als Alternative au den sehr toxischen Substanzen eingesetzt werden kdnnen.

Bei der Verwendung von primdren Zellen ist die Frage, inwieweit diese Zellen fir

reproduzierbare Zytotoxizitétstest verwendet werden kénnen, von grof3er 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 90-120h in hbheren Passagen beobacdhtet werden. Der BrdU-Einbau
sank dagegen ab der 9. Passage von etwa 40 % markierter Zellen bis zur Nachweisgrenze.
Primére Zellen zeigten in den Passagen 3-8 einen etwa gleichbleibenden EDsy-Wert. Ab der
neunten Passage lassen sich jedoch nicht mehr reprodwierbare EDso-Bestimmungen
durchfohren. Der Grund dafir liegt weniger in der Veranderung der Zellen wie zB.
morphologische Veranderungen, as vielmehr darin, dald wegen der verléngerten
Verdoppelungszeiten nicht mehr gentigend Zellen pro Well zu Verfligung stehen, um eine
reproduzierbare EDsg-Bestimmung durchzufiihren. Das Alter der Patienten scheint dagegen
kaum einen Einful? auf die EDsq zu haben.

Somit kénnen primédre Zellen zwischen den Passagen 3-8 fir reproduzierbare EDso-
Bestimmungen verwendet werden. Hohere Passagen sind aufgrund des verringerten

Zellwachstums nicht mehr flr Zytotoxizitétstest geeignet.

Weiterhin wurde an einigen ausgewahlten Substanzen Untersuchungen zur Gentoxizité und
Kanzerogenitét mit zwei verschiedenen Kurzzeittestmethoden durchgefiihrt, zum einem mit
einem bakteriellen, dem klassischen Ames-Test vergleichbaren System, dem umu- Mikrotes,
und zum anderen mit einem eukaryontischen System, dem DIT (DNA-Synthese-
Inhibitionstest) der die DNA-Synthese der Zellen quantitativ durch BrdU-Einbau mif3t.

Dabei konnten bei den meisten Substanzen in beiden Testsystemen kein gentoxisches
Potential ausgemacht werden. Bei BisGMA, UDMA und CQ koénnte eine mdgliche
Gentoxizitét dieser Stoffe durch die hohe Zytotoxizitét Uberlagert sein. Bei TP, einem
Zusatzstoff bei der Herstellung von BissGMA, wurde jedoch im DIT-Test eine starke
konzentrationsabhéngige Hemmung der DNA-Synthese beobadhtet. Fur diese Substanz wurde
die Moglichkeit diskutiert, dal3 TPSo aufgrund seiner molekularen Eigenschaften sich an die
DNA kovalent bindet und damit die DNA-Synthese behindert, jedoch dabei die DNA nicht
schadigt.

Schlagwaorter:
Zytotoxizitét, Zahnérztliche Materialien, Monomere, prindre humane orale Fibroblasten,

Gentoxizitét.



Abstract

It was the purpose of this investigation to determine the cytotoxic effeds (ED50
concentrations) of 35 monomers or additives identified in commercial dental resin
composites. Monolayers of permanent 3T3 cdls 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
Hoedhst 33342to marked living cells. All substances were tested in concentrations ranging
from 0.01to 50 mM. In general, ED50 values varied from 0.06 to > 5 mM. Within the groups
of co(monomers), initiators, and cointiators, severe (e.g., BisGMA, UDMA, DMBZ, and
DMDTA) or moderate (HEMA, BEMA, CQ, DMPT, and DMAPE) cytotoxic effeds could be
evaluated. Within the group of readion/decomposition products, only moderate or dlight
effeds were found (ED50: 0.7 to > 5 mM). The inhibitor BHT, the contaminant TP, 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, respedively, and 0.44-
3.07 mM) with the gplied cell culture. Our comprehensive screening shows that for several
of the highly cytotoxic composite cmponents, less cytotoxic alternatives are available.
Furthermore, there was no cdl type identified which was consistently less or more sensitive to
the toxic effeds 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 cdl 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 clls.

Permanent cell cultures are mostly well defined and more homogeneous with resped to
morphology and growth charaderistics, 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 cels derived from the oral cavity, (1,2,3,) becaise the use of these cells might

improve the mmparison with the in vivo-situation.

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

cytotoxcity tests and EDg values.



Cytotoxy tests with HPLF of different origin, resp. patients can be performed duing passage
#4to #10. But due to the significantly increasing doubling time and the markedly deaeasing
proliferation rate (BrdU-incorporation) beginning with passage #9 it is recommended to use
the primary cell s from passage 4 to #38 only for biocompatibility studies.

To charaderize the (possible) DNA-damaging properties of resins and specific compounds
that contribute to this genotoxicity. For screening, two tests that assay for different aspeds of
genotoxicity (i) the baderial umu-test; and (ii) the aucaryotic DNA synthesis inhibition test
(DIT); were dchosen. This investigation gives sveral lines of evidence that most of the 14
chemica monosubstances tested yield 'positive’ resultsin at least one of the genotoxicity tests,
however, with effeds ranging from 'borderline' to 'strong positive’. However, TPS in the DIT
test a strong concentration-dependent inhibition of the DNA synthesis was observed. For this
substance the possibility was discussed that TP binds itself due to its moleaular
charaderistics to the DNA binds and so that obstructs the DNA synthesis however the DNA
does not damage. On the basis of these data aad public concern, more atention hes to be
given to local or systemic complications which may be aciated with the use of dental

materials.

Keywords:
cytotoxicity, cytocompartibility, genotoxicity, dental materials, monomers, additives,
ord fibroblasts.
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1 Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Begrundung zur Notwendigkeit biologischer Prufungen von

zahnarztlichen Materialien

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

Werkstoffen in den Vordergrund eines breiten I nteresses geriickt.

Angesichts einer immer mehr zunehmenden Skepsis gegen das auf einer Quedksilber-
Silber-Legierung basierende Fillungsmaterial Amalgam wird den modernen
Kungtstoffullungswerkstoffen immer mehr Beachtung geschenkt. Sie werden mitunter
auch als “ biologische Amalgam-Alternative’ bezeichnet. Allerdings melden sich immer
mehr Kunststoffgegner zu Wort, die vielfaltige Krankheitserscheinungen auf dentale
Kungtstoffe aurtickfiihren (Lehnhard, 1994). Zahnérztliche Fullungswerkstoffe werden
as Medizinpodukie angesehen, da diese Materialien fir langere Zeit in den
menschlichen Korper direkt appliziert werden und auch systemisch wirken kénnen. Im
Sinne einer verantwortungsvollen Medizin ist eine biologische Prufung dieser
Materialien und ihrer Einzelsubstanzen notwendig. Zur Kontrolle werden heute bereits
eine Reihe von Prifverfahren angewendet, wobei den Zellkulturmodellen eine immer

grofere Bedeutung zukommt.

1.2 Die biologische Testung von Materialien

Analysen zur Biokompatibilitdt sind wesentlich schwieriger durchzufiihren und zu
interpretieren. Das liegt zum einen daran, da3 es sch um biologische Testsysteme
handelt, die naturgemal3 biologischen Schwankungen unterliegen, welche schwierig zu
kontrolli eren sind, zum anderen in der Anzahl der variablen Parameter im Vergleich zu
physikali schen Untersuchungsmethoden (Schmalz, 1986).

Die American Dental Asociation (ADA) erarbeitete 1976 eine Reihe von Richtlinien,
die fur die Standardisierung von Tests zur Analyse von dentalen Materialien
herangezogen werden sollten. Diese Richtlinien sind in den letzten Jahren Uberarbeitet
worden und finden in den heutigen européischen und internationalen Normen ihre
Anwendung (EN 30993 ISO/TR 74501984). Die Materialien sollen dabei auf folgende

biologische Eff ekte untersucht werden:
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1.) Akute allgemeine Toxizitat
2.) Chronische Toxizitat und Tumorproduktion
3.) Allergische Sensibilisierung
4.) Lokale Toxizitat
a) bei unspezifischer Applikation
b) bei spezifischer Applikation (Anwendungstest)
(nach Langeland und Klo6tzer, 1977)

Zur Bestimmung dieser GrofRRen empfehlen die Autoren Thonstedt und Wennberg
(1980 folgende Punkte:

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

1.2.1 Zellkulturen

Schon seit 30 Jahren werden Zell- und Gewebekulturen verschiedenster Art zur
Bestimmung  zytotoxischer Effekte von zahnérztlichen Materialien, wie
Wurzelkanalfullungsmaterialien, Flllungsmaterialien, Unterflllungsmaterialien etc.
benutzt. Die Untersuchungen dentaler Materialien in den In-vitro-Studien bietet eine
Reihe von Vortellen gegeniber den In-vivo-Modellen, da sich hierbei einzelne
Zelltypen isolieren und die Umgebungsparameter genauer definieren lassen.
Desweiteren sind die Testverfahren relativ gut reprodwzier- und standardisierbar, somit
Okonomisch und im Gegensatz zu den haufig angewandten Tierversuchen ethisch
unbedenklich.

Die Prufung einer moglichen Toxizitét kann mit den unterschiedlichsten Zellkulturen



1 Einleitung 3

durchgefuhrt werden. Die Problematik, die sich dabei ergibt ist, dal3 je nach Herkunft
der Zellart ein verandertes Verhalten auf das zu untersuchende Material auftreten kann.

Ebenfalls ist es wichtig, dal? Zell kulturuntersuchungen auf ihre Vorhersagbarkeit fur die
wirklichen Gegebenheiten in situ Uberprift werden. Dazu missen Methoden entwickelt
werden, die eine moglichst schnelle und genaue Vorhersage tber die Toxizitét eines

Stoffes erméglichen.

Man unterscheidet dabei zwischen Dauerzellkulturen und priméaren Zellkulturen.

1.2.2 Dauerzellkulturen

Dauerzellkulturen, oft auch permanente oder immortalisierte Zellkulturen genannt, sind
gpontan oder gezielt so transformiert worden, dald sie unbegrenzt passagiert und auf
Vorrat Uber Jahre gehalten werden konnen.

Die wesentliche Eigenschaft von permanenten Zellinien ist, dal3 diese Zellen Klone,
ausgehend von einer Zelle, darstellen. Somit sind dese Zellen genetisch, morphologisch
und physiologisch gleich. Ergt dadurch lassen sich viele molekularbiologische und
biochemische Untersuchungen in ausreichender Genauigkeit und Reproduzierbarkeit

durchfuihren, da die charakteristischen Eigenschaften der Zellen erhalten bleiben.

Dauerzellkulturen sollen nach der europdischen Norm EN 30993 in den In-vitro-
Biokompatibilitétsprifungen verwendet werden. Die in dieser Arbeit u.a. verwendete
Maéausefibroblastenzellinie 3T3 ist eine der zur Prifung empfohlenen Zellinien.
Weiterhin ist in der Norm festgehalten, dal3 fir speziellere Fragestellungen auch primére
Zellen des Zielgewebes benutzt werden sollten, um in einer kombiniert parallel
verlaufenden Anwendung der priméaren und der Dauerzellinie eine Erganzung des
Gesamteindruckes der Zytotoxizitat des untersuchten Materials zu finden.

1.2.3 Priméare Zellkulturen

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

Zusammensetzung des Zell materials auf.

Die Kultivierung von priméaren Zellen erfolgt durch das Aussetzen wvon
Gewebestiickchen in Zellkulturflaschen.
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Nad 3-6 Tagen kann durch mikroskopische Kontrolle das Auswachsen der Zellen
beobadhtet werden, diese neuen Zellen kénnen mach einiger Zeit passagiert und in

Kultur genommen werden.

Die EG-Leitlinien zur Prifung von Impfstoffen definieren die Priméarzellen als Kulturen
von Zellen, die sich nicht von denen im tierischen Ursprungsgewebe unterscheiden, aus
denen sie hergestellt wurden. Ein wesentlicher Vorteil des priméren Zellkulturmodells
gegeniber den Dauerzellkulturen ist die bessere Anpassung des Zellkulturmodells an
die In-vivo-Lebensbedingungen. Die Heterogenitét des Zellgewebes ist aber auch ein
Ausdruck des physiologischen Zustandes des Herkunftgewebes, da diese Zellen
unterschiedliche Differenzierungsrichtungen mit &hnlichem oder unterschiedlichem
Phanotyp aufweisen. Desweiteren kénnen Zellen verschiedensten Alters vorhanden sein
und in die Kultur mit Gbernommen werden. Dieses ist ein Zustand, der den In-vivo-
Bedingungen stark ahnelt (Heidemann, 1982).

Aus diesem Grunde propagieren einige Autoren die Prifung von zahnérztlichen
Materialien mit priméren Zellen des oraen Zielgewebes (Geurtsen, 1986 Hensten-
Petersen, 1981J). In der folgenden Tabelle 1 sind noch einmal die Eigenschaften von

Primér- und Dauerzellkulturen zusammengestel lt:

Tab 1.: Unterschiede awischen priméaren Zelen und Dauerzellkulturen

(nach Zalkind 1979).

Priméare Zellen Dauerzdlkulturen
Zé€llbild
Heterogenes Zéll bild Homogenes Zdl bil d, gleichartiges Wachstum
Verschiedene physiol ogische , Alterszustande’ Nur Mitose und Degeneration heben sich aus dem
V erschiedene physiol ogische Aktivitéat Z€llbild ab

Vermehrungsgeschwindigkeit

Geringer Hoch, Mitoseaktivitét bleibt Uber 100 Passagen stabil

Instabil e Mitoseaktivit &t

Transfor mation, Genetik

Relativ konstante Genetik Uber 10-15 Passagen Konstante Genetik Ulber 100 Passagen

Anschli eRend mogli che spontane Transformation, Ubergang in einen diploiden “ cdl strain”

Endguiltige Degeneration durch Alteration oder Endguiltige Transformation bei Verlust der Diploidie,

Erschdpfung der Wachstumspotenz Ubergang zur heteroploiden Dauerzellinie
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1.5 Methoden zur Bestimmung der Toxizitdt in der Zellkultur mittels

Fluoreszenzfarbstoffen

Seit vielen Jahre werden fluoreszierende Farbstoffe aur spezifischen Lokalisation
bestimmter Stoffe in Zellen und auf Zellmembranen, wie zB. bei der indirekten
Immunfluoreszenz, benutzt. Weiterhin haben sich die Fluoreszenzfarbstoffe als
Alternative au radioaktiven Methoden z.B. bei der Bestimmung der DNA-Sequenz mit

fluoreszenzgekoppelten Basenanalogen bewahrt.

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

jeweils nur an eine Zellkomponente anlagern.

Jedoch sind Hdsher noch keine Untersuchungen zur Bestimmung der EDsy mit

fluoreszierenden Farbstoffen in der Zellkultur durchgefiihrt worden.

Eine Mdglichkeit zur Bestimmung der EDsy mittels fluoreszierenden Farbstoffen hietet
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 Gegensatz zu H
33258 und anderen DNA-Farbstoffen wird H 33342von lebenden Zellen etwa um den
Faktor 1000ach besser aufgenommen (Blaheta et a,, 1991 und ist selbst relativ
untoxisch fur die Zellen (Arnd-Jovin and Jovin, 1977 Durand and Olive, 1982).

Da sich der Hoechst Farbstoff quantitativ, d. h. s6échiometrisch an die DNA bindet,
konnen Zellzahlbestimmungen mit diesem Farbstoff durchgefihrt werden. Blaheta .
al. (1991 beschrieben eine Methode der Zellzahlung 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 dal3 ein quantitativer Einbau in die DNA erfolgte. Es zegte sich in der
Analyse, da? cer °H-Einbau und die Fluoreszenzmessung praktisch identische
Ergebnisse lieferten. Die Fluoreszenzintensitét war linea zu der eingesetzen DNA-
Menge. Das Bisbenzimid H 33342 scheint aufgrund seiner  besseren
Membrangangigkeit fur eine Zellzahlung bei vitalen Zellen besser geeignet zu sein als
der Farbstoff H 33258 Die Bisbenzimide kénnen den *H-Thymidineinbau teilweise

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

Die Fluoreszenzintensitdt kann quantitativ. mit speziell entwickelten Geréten,

sogenannten Fluoreszenzscannern direkt in der Mikrotiterplatte gemessen werden,
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wobei es verschiedene Mel3prinzipien gibt. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Scanner strahlt eine Halogenlampe Licht in definierter Wellenlénge (Exzitation) durch
die Unterseite der Mikrotiterplatte aus, die dabei durch den Farbstoff entstehende
Fluoreszenz (Emisson) wird gleichzeitig von der Unterseite der Platte gemessen. Der
Durchgang fur die Messung einer 96-well-Platte betragt dabei weniger als 1 min. Die
Messwerte sellen relative Fluoreszenzeinheiten dar, die im Computer weiter verarbeitet
und berechnet werden kdnnen. Mit diesem Gerét ist es moglich, auch mit relativ wenig
Zellmaterial EDso- Bestimmungen durchzufihren. Zugleich kénnen mehrere Farbstoffe,
die sich durch verschiedene Wellenléngen bei Exzitation und Emisson unterscheiden,
durch verschiedene Filterkombinationen quantitativ in derselben Mikrotiterplatte
detektiert werden. Eine andere Moglichkeit die Biokompatibilitét einer Substanz zu
untersuchen, ist die Mesaung der Membranintegritét an Zellen, da fur die Funktion der
Zelle die Membran von esentieller Bedeutung ist. Eine der méglichen Methoden zur
Messung der Membranintegritét ist die Messung des Uberstandes von °'Cr (Brunner et
a., 1968. Dabei wird *’Cr,0; von den Zellen aufgenommen und intrazellulér
reduziert zu °'Cr, das dann nicht mehr freigesetzt werden kann. Bei einer Schadigung

der Zellmembran ist eine ehohte Radioaktivitét im Uberstand nachzuweisen.

BCECF-AM (2,7 -bis(carboxyethyl)-5,6-carboxy-fluorescein-acetoxy-methyl-ester)
bietet sich als Ersatz fir den *'Cr-Release-Test an. Kolber et a. (1989 zdgten im
Vergleich zu dem *'Cr-Release-Test vergleichbare Ergebnisse mit BCECF-AM.

Dieser Vitalfarbstoff wird von vielen Zellarten als membrangangiger Acetomethyl-Ester
(BCECF-AM) aufgenommen und dann intrazelluldar zu dem Abspaltungsprodukt
BCECF hydrolysiert, wodurch er fluorogen wird und die Zellmembran nicht mehr
verlassen kann (Juliane € al., 1990. Bel einer Schadigung der Zellmembran ist diese
alerdings permeabel, so dal3 eine Veranderung der Fluoreszenz Aufschluld Uber die
Membranaktivitét unter Einwirkung eines toxischen Stoffes geben kann. Die Mesaung
kann gleichzeitig mit der Hoedst-Farbstoff-Messung erfolgen, da die Farbstoffe

unterschiedliche Exitations- und Emissonswellenléangen besitzen.
Auch diese Methode bietet sich fir eine quantitative Bestimmung der Toxizitét an.

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes als Zellzahlparameter wird ebenfalls zur
Bestimmung der Toxizitdt herangezogen. Die Mesauing 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 rach
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Fixierung und Permeabilisierung mit dem Farbstoff inkubiert. Sulforhodamin 101ist ein

aminoxanthener Farbstoff mit zwei Sulfogruppen. Das Sulforhodamin 101 hbndet sich
an freie Aminogruppen in Proteinen. Diese Bindung ist stochiometrisch und kann durch
Abfuhren des Uberstandes und Losen des gebundenen Sulforhodamins durch pH-

Anderung gemessen werden.

Sulforhodamine sind die empfindlichsten fluoreszierenden Farbstoffe fir die
Proteinbestimmung (Brinkley, 1997).

1.6 Materialien

In der Zahnmedizin werden Materialien verwendet, die nach dem neuesten
Medizinproduktegesetz auf ihre Biokompatibilitdt hin geprift werden missen. Im
folgenden soll der Stand der Forschung bei Kunststoffen kurz dargestellt werden:

1.6.2 Kunststoffe

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

nach, zahnfarbene Fillungsmaterialien zu entwickeln.

Entscheidende Fortschritte bradhte die Einfihrung einer Mischung des Kunststoffes mit
einem Fullstoff, z.B. mit vinylsilianisiertem Silikatpulver. Fir diese aisammengesetzten
Fullungskunststoffe hat sich die Bezeichnung “ Komposite” durchgesetzt. Ein Komposit
bestent demnacdh aus einer Mischung von mindestens zwei chemisch unterschiedlichen
Materialien mit einer klar abgegrenzten Verbundschicht (Phillips, 1981).

Mit der EinfUhrung eines groferen Monomermolekils, dem Bisphenol-a-Glycidyl-
methaaylat (BissGMA), durch Bowen (1962 und de verbesserte Kunststoff haftung an
der Zahnhartsubstanz auf chemischem Wege, bzw. durch die Einfihrung der
mechanischen Mikroretention durch Saureaztechnik wurde eine weitere Verbesserung

der physikalischen und chemischen Eigenschaften der Fillungsmaterialien erreicht.

CH CHy
ce=c] fHs “e=c

C~0~CHz—CH-CHz—0 c 0~ CHe~CH~CHo -0~

0 OH s OH 0

Abb 1: Bisphenol-a-Glycidyl-methacrylat (Bis-GMA), Bowen-Monomer
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Durch die Verwendung von Makromolekiilen erhéhte sich die Viskositdt des Materials.
Mit dem Einsatz von sogenannten Verdiinnern, den Komonomeren, konrte eine bessere
Verarbeitungsqualitét erreicht werden. Die Bezeichnung “Verdinner” ist chemisch
gesehen nicht korrekt, da die Komonomere als Mono-, Di- oder Trimethaaylate mit den
Monomeren kopolymerisieren und somit in den Kunststoff eingebaut werden. Sie
dienen nur zur besseren Verarbeitung des Kunststoffes vor der Polymerisation. Die
Polymerisation eines Fullungsmaterials 183t sich in zwei Funktionsarten aufteilen: in

eine chemische und in eine lichthértende Polymerisation.

Beide Redktionsarten kénnen auf alle Monomere angewendet werden. Bel der
chemischen Héartung erfolgt die Autopolymerisation durch Dibenzoylperoxid (DBPO).
DBPO zefdlt unter Hitzeeinwirkung in zwei Carboxylradikale welche die
Polymerisation starten. Als Coinitiator wird ein tertigres Amin, das N,N Dimethyl-p-
Toluidin verwendet (Schnebel, 1951, Horner, Schwenk, 1949 Asmussen, 1980. Da die
Hitzeantwicklung fur eine Polymerisation im Mundraum nicht gedgnet ist, wird heute
meist die Photopolymerisation verwendet. Bei der Photopolymerisation wird die
Héartung duch das Campherquinon initiiert. Die Substanz wird bei einer Wellenlange
von 420-450 i in einen angeregten Tripletzustand angehoben, der unter Reduktion zu
Radikalen zerféllt (Rabedk, 1987).

Abb 2.:

Dibenzoylperoxid (DBPO), N,N Dimethyl-p-Touidin (DMPT) und Campherquinon (CQ)
DBPO zefdlt in zwei Carboxyradikale, welche die Polymerisation starten. Als
Koinitiatoren fir DBPO fungieren tertiare 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 zerféllt. Die Toxizitét von tertidren Aminen ist
bekannt. Die LDso-Dosis bei Ratten betragt bei tertigren Aminen 25 mg/kg. Der hohe
Restgehalt und die unbefriedigende Monomer-Polymer-Konversion der heute
verfigbaren geflllten Kunststoffe (Asgnussen, 1975 bedingen neben einer
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biologischen Unvertréglichkeit auch Veranderungen der physikalischen Eigenschaften.
Dies kann zur Folge haben, dal3 sich das Material verfarbt oder auch zu einer
mangelhaften Standfestigkeit des Komposites fuhrt. Es ist bekannt, da3 ale im
unpolymerisierten Komposit vorliegenden Komponenten extrahierbar sind (Ferrance
199Q Spahl 199Q Jontell, 1995 Geurtsen, 1997, 1998, 199, Hamid, 1998. Es konrte
nachgewiesen werden, dal’ sich Monomere und die Additiva bis zu 2 Gew.% innerhalb

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

Mittels der Gaschromatographie/Massenspektroskopie und der |R-Spektroskopie und
anschlief3endem Vergleich der IR-Spektren in der Literatur konnten eine Reihe von
Substanzen aus polymerisierten und unpolymerisierten Kompositextrakten identifiziert
werden. Interessanterweise lieffen sich mehr Substanzen aus den polymerisierten als aus
den unpolymerisierten Extrakten identifizieren. Das bedeutet, da3 wahrend der
Polymerisation zusétzliche organische Substanzen als Retions- oder Abbauprodukte
entstehen. Die Herkunft dieser Produkte ist in den meisten Fallen noch unklar, nur bei
Camphersaureanhydrid (CSA) und Hydroxyepicampher (HC) 183t sich die Herkunft aus
dem Campherquinon herleiten (Spahl, 1991, 1995 wnd 1998 Geurtsen, 1998 ).

Angesichts dieser Daten und der nachgewiesenen Zytotoxizitdt von modernen
Kompositen (Geurtsen, 1987) ist zu vermuten, dal3 einige Nebenwirkungen der in dieser
Studie gefundenen Substanzen darauf zurlckzufthren sind. Deshalb sollte eine
Biokompatibilitétsprifung nicht nur an dem ausgeharteten Komposit, sondern auch an
den Einzelbestandteilen dieser Fillungswerkstoffe durchgefihrt werden. Dadurch
ergdbe sich die Méglichkeit, schon im Vorfeld hochtoxische oder mutagene Substanzen
zu eliminieren, die dann spater zu unerwinschten Nebenwirkungen fihren kénnten.
Bisher wurden allerdings erst verhatnismallig wenige Untersuchungen zur biologischen
Vertréglichkeit von Einzelbestandteilen zahnérztlicher Komposite durchgefihrt
(Geurtsen, 1988 1998 Hensten-Petersen, 1978 Hanks, 1991, Wataha, 1994 Li, 1999,
jedoch wurde bisher kein Vergleich der Zytotoxizitéaten von Substanzen mit chemisch
ahnlicher Funktion vorgenommen, um einen Vergleich der Zytotoxizitéten innerhalb
von Funktionsklassen ( Monomere, Komonomere, Inhibitoren, Initiatoren, Additiva
etc.) zu erhalten. Von Hanks (1991 wurden insgesamt 11 Einzelsubstanzen wvon
Fullungswerkstoffen an einer Dauerzellinie getestet. Die Ergebnisse zigten fur alle
untersuchten Substanzen eine hohe Toxizitédt. Die EDse-Werte von BIS-GMA,
UEDMA, TEGDMA und anderen Glycidylmethaaylaten lagen zwischen 10 - 100
pmol/L.
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1.7 Mutagenitatstest : Ames-Test, umu-Test

Von besonderer Bedeutung ist neben der allgemeinen Zytotoxizitét einer Substanz auch

ihre mdgli cherweise vorhandene Mutagenitét.

Fur die Prifung der Mutagenitét eines Werkstoffes ist in der EN 30993 dr Ames-Test
vorgeschrieben. Bisher wurden schon einige Monomere und Bestandteile von
Kompositen im Ames-Test Uberprift (Hensten-Petersen et a., 1978 Geurtsen, 1988
Schweikl, 1994). Gentoxische Effekte traten in diesen Studien nicht auf. Der Ames-Test
(Ames, 1962 beruht auf der Bildung von Revertanten won speziellen
histidinauxotrophen Mutanten der Bakterienstdmme des Stammes Salmonella
typhimurium (Ames-Test, Ames et.a., 1973 1979. Auf der Suche nach einer
schnelleren und kostengtinstigeren Methode wurde der umu-Test als Alternative aum
Ames-Test entwickelt (Reifferscheid, 1993. Dieser Test 1&3t sich innerhalb eines Tages

ausfuhren und auswerten, wahrend der Ames Test mehrere Tage benttigt.

Fir den umu-Test wird der Stamm Salmonella thyphimurium (TA 1535pSK1002
eingesetzt. Dem umu-Test liegt die wissenschaftlich gesicherte Erkenntnis zugrunde,
dal3 die bakterielle Mutagenese weitgehend an die Anwesenheit und die Aktivitét
bestimmter Gene in der DNA gekoppelt ist (Reifferscheid et. a., 1991). Bel Salmonella
thyphimurium (TA 1539pSK1002 sind zwei Gene, die sogenannten umuDC bzw.
mucAB Gene fir diese Aktivitét zustandig. Salmonella-Stdmme, 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
Rickmutation entstandenen Bakterienkolonien (his-Revertanten) gezahlt, sondern man
bestimmt die Aktivitdt der induzierten Gensequenzen, die ein Mal3 fur die Gentoxizitét
darstellen, durch die kolorimetrische Bestimmung der Genaktivitét, die sich dadurch
leicht bestimmen I&3t, dal? de Gene mit dem Enzym 3-Galaktosidase gekoppelt werden
(Shinagawa d al., 1983. Die R-Galaktosidase 1&/% sich durch den Zusatz von o-
Nitrophenyl-3-galaktopyranosid (ONPG) nachweisen. Das ONPG wird dabei von der 13-
Galaktosidase in seine gefarbten Komponenten gespalten. Die Farbintensitét ist ein Mal3
fir die Mutagenitét einer Substanz. Ein weiterer Vorteill des umu-Mikrotests gegeniiber
dem Ames-Test ist nicht nur der Zeitvortell, sondern die gleichzeitige Messung der
Gentoxizitét durch die Ermittlung der Induktionsrate und der al gemeinen Zytotoxizitét
einer Substanz durch Messaung der Zellzahl anhand der optischen Dichte.

Der umu-Test wird bereits it Jahren in der Umweltanalytik zur Untersuchung von
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Gentoxizitéatsprofilen an Flie3gewassern angewendet (Reifferscheid, 1990 1991). Fur
den umu-Test geht eine DIN-Vorschrift kurz vor der Verabschiedung; eine 1SO-Version
ist in Vorbereitung.

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

Im Gegensatz zu der in Bakterien in Form einer zirkuldren 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 Schadigungen 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 AmesTest auch einen
Gentoxizitétstest in einem eukaryontischen System. Der DNA-Synthese-Inhibitionstest
(DIT-Test) berunt auf der Tatsache, dal3 Verdnderungen an der DNA meist zu einer
Verringerung der replikativen DNA-Syntheserate dieser Zellen fuhrt. Dieser Test wurde
bereits erfolgreich zur Detektion von Kanzerogenen eingesetzt (Heil, 1992. Dabel wird
angenommen, dal3 die Bindung von karzinogenen Substanzen an die DNA die Synthese
hemmt. Dieser nichtradioaktive Test beruht auf dem Einbau und dem enzymatischen
Nacdhweis eines Thymidinanalogons, dem Bromdesoxyuridin (BrdU). Das eingebaute
BrdU wird dann mit Hilfe eines priméren und eines Peroxidase-gekoppelten sekundéren
Antikorpers mit anschlie3ender Substratinduktion mittels O-Phenyldiamin (OPD) im
Sandwich-Verfahren detektiert. Eine anschlieflfende Proteinmessung ergibt in
Verbindung mit dem gebildeten OPD eine =zllzahlkorrigierte DNA-Synthese. Als
gentoxisch wird eine Substanz bezeichnet, bei der die zllzahlkorrigierte DNA-Synthese

50% oder weniger der Kontrolle ereicht.

Ein Absinken der DNA-Synthese weist hierbei auf einen gentoxischen
Schadigungsmechanismus hin. Eine einzige DNA-L&sion ist dabei auf3reichend, um die
Initation der Replikation aller Replikone eines Clusters zu inhibieren (Painter, 1986,
und ein einziges DNA-Adduk hemmt die (durch die DNA-Polymerasen erfolgende)
Kettenelongation (Villiani et al., 1978.
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1.9 Problemstellung

Bisher sind nur wenige dieser Materialien auf Zytotoxizitét hin untersucht worden. Um
eine Abschétzung des Toxizitétspotentials shon bei der Entwicklung neuer Materialien
zu erkennen, ist es unerlaRlich die EDsg nicht nur aus Eluaten, sondern auch der
jeweiligen Einzelsubstanzen zu bestimmen. Das Ziel dieser Arbeit sollte sein, die EDsq
dieser Einzebestandteile innerhalb der jeweiligen Materialklasse a1 ermitteln und
hinsichtlich ihrer Zytotoxizitét zu bewerten. Weiterhin werden in diesen Arbeiten meist
Dauerzellkulturen eingesetzt, die dem "oralen" Zielgewebe’ nicht oder nur bedingt
entsprechen. Daher ist eine weitere wichtige biologische Fragestellung die
Vergleichbarkeit der Zytotoxizitdt von Dauerzellkulturen mit nicht transformierten
Zellkulturen, die direkt dem oralen Zielgewebe enthommen worden sind. Fir die
vergleichende Untersuchung stehen primére Zellinien zur Verfigung, die ais der
Gingiva, der Wurzelhaut und der Pulpa von Zahnen gewonnen wurden. Fir die
Vergleichbarkeit der Toxizitdt sollte ein Testsystem gefunden werden, das es
ermdglicht, mit verhdltnismalBig wenig Zellmateria reproduzierbare Daten zu
bekommen. Daau sollte aif der Basis von Fluoreszenzfarbstoffen (Hoedhst 33342
BCECF-AM und Sulforhodamin 101) ein Testsystem fir die Bestimmung der EDsq in
der Zellkultur fur adhdrente Zellen entwickelt werden. Zudem sollten Kultur- und
Inkubationsbedingungen eingehalten werden, die es gewahrleisten, dal3 die Substanzen
in der gesamten Proliferationsphase auf die Zellen einwirken kdnnen. Die mogliche
Gentoxizitat und Mutagenitét der in der Zahnmedizin verwendeten Substanzen spielt
durch die lange Verwendungsdauer von Kompositen eine wichtige Rolle. Deshalb sollte
an einigen ausgewdhlten Substanzen eine mdgliche mutagene Wirkung dieser
Substanzen mit zwei Kurzzeittestsystemen ermittelt werden. Da der umu-Mikrotest ein
prokaryontisches System darstellt und Ergebnisse aus dem umu-Test nicht ohne
weiteres auf Zellkulturen humaner Zellen Ubertragen werden kénnen, sollte mit einem
eukaryontischen Testsystem, dem DNA-Synthese-Inhibitionsstest (DIT-Test) Aufschluld
Uber eine mdglicherweise vorhandene DNA-synthesebeeinflussende Wirkung dieser

Substanzen gefunden werden.



