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Referat und bibliographische Angaben

Einleitung: Seit mehr als drei Jahrzehnten sind metallische Osteosynthesematerialien in der
Kiefer-Gesichtschirurgie etabliert. Trotzdem existieren gerade bei diinnen oder wachsenden
Knochenstrukturen Indikationsbeschrankungen. Filigrane Knochenfragmente durch eine
chirurgische Knochenklebung zu verbinden, kénnte im Sinne eines minimal invasiven
Vorgehens eine Alternative zur Plattenosteosynthese in der MKG-Chirurgie darstellen.
Zielstellung: Im Zentrum der Arbeit standen experimentelle Untersuchungen zur Toxizitat
von ausgewahlten Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten an einer Osteoblasten-
explantatkultur aus dem Kieferbereich in vitro. Es sollte geprift werden, ob diese Materialien
aus biologischer Sicht als Knochenklebstoffe eingesetzt werden kénnen.

Material und Methode: Getestet wurden die Klebstoffe Excite, Clearfil New Bond, Xeno llI,
Histoacryl und Cyano Veneer, weil sie das Spektrum gebrauchlicher Materialien abdecken
und zudem durch unterschiedliche Reaktionen aktiviert werden. In Anlehnung an die
europaische Norm zur Testung auf In-vitro-Zytotoxizitat von Medizinprodukten (EN 1SO
10993-5), wurde die Zellvertraglichkeit der potentiellen Knochenklebstoffe auf die priméare
humane Osteoblastenkultur bei direkter und indirekter Wirkung mittels Resazurin- und MTT-
Test geprift. Licht- und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen sollten
morphologische Veranderungen der Osteoblasten sichtbar machen. Spezifische Tests zur
Gentoxizitat (PARP-Assay) und Apoptoseinduktion (AnnexinV-Assay) erbrachten Einsichten
zu Ausmalfd und Mechanismen der Zellschadigung.

Ergebnisse: Alle getesteten Klebstoffe wirkten zytotoxisch auf die Osteoblasten. Sie
beeintrachtigen den Zellstoffwechsel, indem sie die Aktivitdt von Dehydrogenasen senkten,
die Zellatmung in den Mitochondrien storten und die Zellmembran schéadigten. Aul3erdem
hemmten die Testsubstanzen das Zellwachstum, verhinderten eine Zelladh&sion und fuhrten
zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten. Sie schadigten die DNA, so dass Doppelstrangbriiche
entstanden und die Zellen eine Apoptose bzw. Nekrose einleiteten. Es konnten zeit- und
konzentrationsabhangige toxische Effekte nachgewiesen werden. Die Cyanoacrylate zeigten
sich weniger zellschadigend als die Dentinhaftvermittler. Das Ausmald der Toxizitat variierte
betrachtlich in Abhangigkeit vom Klebstofftyp, von der Konzentration der Testsubstanzen
und ihren Reaktionsprodukten und von der Kontaktzeit der Klebstoffe mit dem Kulturmedium.
Schlussfolgerung: Fir die Toxizitat der Klebstoffe sind vor allem |6sliche Bestandteile wie
Restmonomere und Degradationsprodukte verantwortlich, die zu einem oxidativen Zellstress
fuhren. Die Klebstoffe Histoacryl, Cyano Veneer und Excite sind aus toxikologischer Sicht als
Knochenklebstoffe im Kiefer-Gesichtsbereich am ehesten geeignet. Es sollte allerdings auf

geringe Materialmengen und eine ausreichend lange Polymerisationszeit geachtet werden.

Bibliographische  Angaben: Heinzelmann, Christian:  Dentinhaftvermittler — und
Cyanoacrylate als potentielle Knochenklebstoffe in der Kiefer- und Gesichtschirurgie - eine
In-vitro-Untersuchung zur Zelltoxizitat. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., Seiten 80, 2009
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Seit mehr als drei Jahrzehnten sind die Osteosynthesen in der Kiefer-Gesichtschirurgie
etabliert und die dafur verwendeten metallischen Materialien finden eine breite Anwendung
in diesem Bereich. Einsatzmoglichkeiten der Osteosynthesematerialien reichen von der
Traumatologie Uber die rekonstruktive Chirurgie und Umstellungsosteotomien bis hin zur
dentalen Implantologie. Trotzdem existieren gerade bei dinnen oder wachsenden
Knochenstrukturen Indikationsbeschrankungen. Schwierig erweist sich vor allem das sichere
Einbringen von Osteosyntheseschrauben in filigrane Knochen, wie z.B. im Mittelgesicht,
wobei durch das Bohren der Schraubenlécher der Knochen zusatzlich geschwécht wird. Des
Weiteren ist die Fixation von kleinen Knochenfragmenten mittels Plattenosteosynthese
haufig problematisch und teilweise unmdglich. AulRRerdem ist eine Folgeoperation zur
Entfernung der Platten und Schrauben in aller Regel notwendig. Dies stellt eine erneute
Belastung fir den Patienten und ein Infektionsrisiko dar.

Aus diesen und anderen Grinden scheint die Suche nach alternativen
Osteosynthesematerialien angebracht. Eine elegante Erganzung zu dem klassischen
Verfahren konnte die Knochenklebung sein (Abb.1). Vorteile einer solchen Klebung bestehen
vor allem in der geringen mechanischen Gewebetraumatisierung, der Vermeidung von
Sekundareingriffen und der einfachen Reposition von Knochenfragmenten in ihren
urspringlichen Verbund (Donkerwolcke et al., 1998). Der ideale Knochenklebstoff musste
eine stabile Haftkraft und gleichzeitig eine hohe Biokompatibilitéat aufweisen. Auf3erdem sollte
er bioresorbierbar, degradierfahig, nicht kanzerogen, sterilisierbar, wirtschaftlich sein sowie
eine einfache klinische Anwendung erméglichen und vor allem die Knochenneubildung nicht
behindern (Giebel und Rimpel, 1981; Donkerwolcke et al., 1998; Heiss et al., 2004, 2005b).
Bisher verflgten die gepriften Materialien entweder Uber eine zu geringe Haftkraft oder sie
scheiterten an ihrer nicht ausreichenden Gewebevertraglichkeit (Heiss et al., 2004, 2006).
Die Biokompatibilitat drickt aus, wie sich ein Werkstoff oder das Biomaterial in
Wechselwirkung mit dem zu klebenden Gewebe und seiner Umgebung verhalt (Wataha und
Schmalz, 2001). Wahrend man in der Vergangenheit Wert darauf legte, dass das Biomaterial
keine Reaktion im Organismus zeigt, also bioinert sich verhdlt, ist bei der Knochenklebung
eine  Wechselwirkung mit der biologischen Umgebung durchaus erwinscht, um
Abbauprozesse des synthetischen Materials und seine zellulare Resorption in Gang zu
setzen. Diese Degradation der Klebstoffe ist notwendig, um eine vollstdndige kndcherne
Durchbauung des Frakturspaltes im Sinne einer Restitutio ad integrum zu erreichen.

Das Fuge-Verfahren des Klebens findet heute schon eine vielseitige Anwendung in der

Medizin. So werden Cyanoacrylate in der Weichgewebschirurgie zur Klebung von Haut,
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Lunge oder Niere eingesetzt. Ebenso werden auch in der Augenheilkunde zum Kleben von
Hornh&uten synthetische Klebstoffmaterialien verwendet. Die Blutstillung dber eine
Fibrinklebung oder die Abdichtung perforierter Gefale sind weitere medizinische
Anwendungsgebiete von Klebstoffen. Auch in der konservierenden Zahnmedizin erfolgt die
Befestigung von Kunststoffflllungen, Keramikinlays und Veneers am Zahn adhésiv mittels
eines Dentinhaftvermittlers. In der dentalen Traumatologie kénnen mit diesen Materialien
auch Schienen am Zahn befestigt werden.

Es gibt bisher nur wenige Studien zur Verwendung von Klebstoffsystemen zur
Knochenklebung. Interessant sind die ersten experimentellen Arbeiten Gber die Anwendung
von Adhésionsosteosynthesen (Gosain, 2002). Hierbei wurde hauptsachlich Histoacryl, ein
Cyanoacrylatklebstoff, eingesetzt, um Osteosyntheseplatten am Knochen festzukleben. Aber
auch die alleinige Fixation von Knochenfragmenten Uber eine Klebung mit Cyanoacrylaten
zeigte in einem Tierversuch an 6 Minischweinen hinsichtlich Stabili&t und Histokompatibilit&t
den Schrauben und Platten vergleichbare Ergebnisse (Amarante et al., 1995).

In den vergangenen Jahren hat vor allem die Arbeitsgruppe um Christian Heiss, Universitat
Giel3en, in vitro und in vivo Untersuchungen zu einem selbsthartenden, resorbierbaren
neuartigen Knochenklebstoff auf der Basis von funktionalisierten Oligolactiden durchgefuhrt
(Heiss et al, 2004, 2005a,). Diese Klebstoffsysteme verfugen uber eine gute
Biokompatibilitdt und ein ausreichendes Degradationsverhalten. Die Untersuchungen in vitro
haben gezeigt, dass der Abbau polymerer Klebstoffnetzwerke von Ethylenglycol-oligolactid-
bismethacrylat (ELAMA) und der Comonomere (MMA und HEMALA-1,3) Uber eine
Hydrolyse der Esterverbindung stattfindet (Heiss et al., 2004).

Die in der Weichgewebschirurgie bereits erfolgreich eingesetzten Cyanoacrylate kénnten
auch eine Stoffgruppe fur die Hartgewebsklebung darstellen. Besonders ihre Fahigkeit, in
feuchter Umgebung schnell zu harten, macht diese Materialien fir die klinische Anwendung
interessant. Die Biokompatibilitdt der Cyanoacrylate wird allerdings immer wieder kritisch
diskutiert. Wahrend einige Autoren ein toxisches Potential der Cyanoacrylate fanden (Galil et
al., 1984; Ciapetti et al., 1994a,b; Nitsch et al., 2005; Kaplan und Baysal, 2005) und eine
entzindliche Reaktion speziell nach Applikation auf Knochengewebe feststellten (Hunter et
al., 1976), bescheinigten andere diesen Materialien eine gute Biovertraglichkeit (Vasenius et
al., 1988).

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von Knochen und Dentin erscheint auch die
Anwendung von Dentinhaftvermittlern als Knochenklebstoff denkbar. Dentinhaftvermittler
dienen in der Zahnmedizin der mikromechanischen Retention von Kunststofffillungen am
Dentin. Die Haftung wird Uber das Eindringen der amphiphilen Monomere in das
Kollagengeflecht des Dentins (,Hybridlayer”) und in die Dentinkanélchen (,Tags") erreicht.

Ein weiterer praktischer Einsatzbereich dieser Adhasive ist die Behandlung der
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Dentinhypersensibilitdt. Erste, vielversprechende In-vitro-Studien zur Verwendung von
Dentinhaftvermittlern als Knochenklebstoffe sind beschrieben worden (Meechan et al., 1994;
Meechan und Cabe, 1995). In den letzten Jahren riickte die Frage nach der Zytotoxizitat von
Dentinhaftvermittlern und ihrer Bestandteile immer mehr in das Interesse wissenschatftlicher
Studien. Ursache ist die zunehmende Bedeutung von Kompositen als Alternative zu den
toxikologisch und asthetisch kritisch betrachteten Amalgamfillungen. Bereits heute stellen
Komposite die am haufigsten verwendeten zahnarztlichen Materialien dar. Zahlreiche
Publikationen konnten belegen, dass sowohl die Komposite als auch die Dentinhaftvermittler
auf Pulpazellen und auf Zellen der Mundschleimhaut toxisch wirken (Dumsha et al., 1985;
Cox et al., 1998; Geurtsen et al., 1999; Chen et al., 2003; Wiegand et al., 2006).

Bei der Durchsicht des internationalen Schrifttums bleibt die Frage nach der Toxizitdt von
Cyanoacrylaten und der Dentinhaftvermittler in Bezug auf kndcherne Strukturen bis dato
unbeantwortet. Wahrend in jingsten Studien der eigenen Arbeitsgruppe vor allen Dingen die
Haft- und Zugfestigkeit von Dentinhaftvermittlern untersucht worden war (Bekes 2003;
Maurer et al., 2004a, 2004b), stand im Zentrum der vorliegenden Arbeit die Prifung der
toxischen Wirkung von ausgewéhlten Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten in vitro. Ziel
war es zu evaluieren, ob diese Materialien als Knochenklebstoffe von Frakturen in wenig

belastetem Gebiet, wie dem Mittelgesicht, aus biologischer Sicht eingesetzt werden kénnen.

Abb.1: Klinisches Anwendungsgebiet fiir Knochenklebstoffe; a.) Typischer Einbruch der
Kieferhdhlenvorderwand im Rahmen einer lateralen Mittelgesichtsfraktur mit dem Entstehen
kleiner Knochenfragmente (b.); Titanplattenosteosynthese infraorbital und paranasal (a.,c.)
und Fixation der Fragmente in ihre urspriingliche Position durch Klebung mit Histoacryl (c.)
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Die Fixation filigraner Knochenfragmente durch eine Klebung kdnnte im Sinne eines minimal-
invasiven Vorgehens eine Alternative zur klassischen Plattenosteosynthese in der MKG-
Chirurgie darstellen. Nachdem die mechanische Haftkraft von Dentinhaftvermittlern und
Cyanoacrylaten am Knochen bestatigt worden war (Bekes 2003, Maurer et al. 2004a,b),
sollte der Frage nachgegangen werden, ob diese Materialien auch eine ausreichende
Biokompatibilitat besitzen, um sie als Knochenklebstoffe in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie einsetzen zu kénnen.

Im Zentrum der Arbeit standen deshalb experimentelle Untersuchungen zur Prifung der
Toxizitat von Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten an primaren humanen Osteoblasten
aus dem Kieferbereich in vitro.

Mit einem komplexen Testmodell, das unterschiedliche Zellparameter prifte, sollte die
biologische Wirkung der Klebstoffe auf Knochenzellen mdglichst umfassend evaluiert
werden. Einerseits galt es herauszufinden, ob sich primére Osteoblastenkulturen aus
humanem Knochenmaterial des Kieferbereichs erfolgreich ziuchten lassen und ob
andererseits diese Zellen geeignet sind, sensitiv, standardisiert und reproduzierbar die
biologischen Wirkungen der Materialien zu erfassen.

Erste allgemeine Untersuchungen zur Zytotoxizitat bzw. Zellvitalitat sollten den Einfluss der
Testsubstanzen auf den Zellstoffwechsel klaren und durch spezifische Versuche zur
Gentoxizitdt und zur Apoptose erweitert bzw. konkretisiert werden. Licht- und
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen sollten toxische Effekte auch visuell sichtbar
machen.

Die Toxizitatstestungen konnen prinzipiell an Zelllinien oder an priméaren Zellkulturen
erfolgen. Dabei bieten Zelllinien die Mdglichkeit, sehr viele Testreihen mit einer hohen
Standardisierung und damit guten Vergleichbarkeit schnell und kostengiinstig durchzufthren.
Gleichzeitig sind diese kauflich erwerbbaren Zellen immortalisiert, d.h. nahezu unendlich
vermehrbar und einfach in ihrer Kultivierung.

Die Prufung der Toxizitat erfolgte an primaren, eigens daflir gezlchteten
Knochenzellkulturen aus dem menschlichen Kiefer. Diese direkt aus dem Gewebe isolierten
Zellen stehen der In-vivo-Situation deutlich né&her als Zelllinien. Aufbauende Untersuchungen
sollten Erkenntnisse Uber eventuelle gentoxische Effekte der Materialien erbringen. Diese
sind nur mit primaren Kulturen sinnvoll, da Zelllinien einen verdnderten Genpool aufweisen,
der diese Zellen weit weniger empfindlich bzw. sogar resistent gegenuber derartigen
Testungen macht. Fur eine umfassende Evaluierung der Toxizitdt der potentiellen

Knochenklebstoffe in vitro sind daher vor allem Primarzellen interessant.
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Ursachen und Wege der Toxizitat in den Knochenzellen aufzukléaren, stand ebenfalls im
Fokus der Untersuchungen. Auch mégliche Anpassungsreaktionen der Osteoblasten auf die
potentiellen Knochenklebstoffe wurden evaluiert. Die Zusammenschau dieser In-vitro-Daten
sollte Aussagen uber den klinischen Einsatz der Klebstoffe ermdglichen.

Um die gemessenen toxischen Effekte der unterschiedlichen Materialien bewerten und
einordnen zu koénnen, wurden fur die Anwendung der Dentinhaftvermittler und der
Cyanoacrylate als Knochenklebstoffe vergleichbare Untersuchungsbedingungen geschaffen
und eingehalten. Der experimentelle Ansatz sollte dabei standardisiert werden, um Fehler zu
minimieren und in Zukunft weitere Materialien hinsichtlich ihrer Toxizitat evaluieren zu
kdnnen.

Nach Exposition von Osteoblasten mit Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten waren unter

den Gesichtspunkten der oben genannten Zielstellung folgende Fragen zu klaren:

e Welches Proliferationsverhalten zeigen die Osteoblasten?

e Wie verdndert sich die Stoffwechselaktivitdt der Osteoblasten?

e Sind Veranderungen der Zellmorphologie festzustellen?

e Welche toxischen Effekte zeigen die Osteoblasten im direkten und im indirekten
Kontakt mit den Klebstoffen?

¢ Welche zeit- und konzentrationsabhangigen Wirkungen sind zu beobachten?

o Welche essentiellen Zellfunktionen werden durch den Klebstoffkontakt geschadigt
und in welchem Mal3e?

e Lassen sich gentoxische Effekte nachweisen?

e LOsen die Klebstoffe Appoptosevorgange in den Zellen aus?

e Welche Aussagen lassen sich Uber die biochemischen Mechanismen der Toxizitat
treffen?

e Auf welche Inhaltsstoffe ist die toxische Wirkung der Klebstoffmaterialien vor allem

zurtickzuftihren?

Die Gesamtheit der gewonnenen Daten sollte Aufschluss dariiber geben, ob die
untersuchten Materialien als Knochenklebstoffe in wenig belasteten Gebieten eingesetzt

werden kénnen.
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3.1 Kultivierung von Osteoblasten

3.1.1 Anlage einer Explantatkultur aus dem Kieferbereich

Im Rahmen von kieferchirurgisch indizierten operativen Eingriffen im Ober- und Unterkiefer
wurde Uberschiissiges Knochenmaterial steril entnommen und in ein Zentrifugenréhrchen mit
Leibovitz (L15) Transport-Medium unter Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin gegeben. Die
weitere Praparation der Uberwiegend spongidsen Knochenfragmente erfolgte unter
Laborbedingungen (Abb.2). Die Zeitspanne zwischen Entnahme und Aufbereitung der
Proben im Labor lag unter vier Stunden. Nach mehrmaliger Spilung der Proben mittels PBS-
Pufferlésung, um unerwinschte Zellen wie Erythrozyten und Monozyten zu extrahieren
sowie der mechanischen Séauberung von anhaftendem Weichgewebe, wurden die
Knochenfragmente auf eine GrolRe von 1-2 mm?3 mit einer Luer-Zange zerkleinert und in
unbeschichtete Kulturschalen (@ 6 cm) ausgesét (Abb.3a). Die Kultivierung der Primarzellen
aus den Spongiosafragmenten erfolgte in Osteoblast Growth Medium (Firma Promocell)
unter Zugabe von 10% Supplement Mix (Firma Promocell) und 1% Penicillin/Streptomycin.
Die Anzichtung der Zellen fand bei 37° C, 12,5% Sauerstoff und 5% Kohlenstoff bei
Mediumerneuerung alle sieben Tage statt. Nach ca. 10-14 Tagen war ein Auswachsen von
Zellen aus den Knochenproben lichtmikroskopisch sichtbar (Abb.3b). Uber die Zeit bildete
sich am Boden der Kulturflasche ein adhéarenter Zellrasen. Diese Zellen sind rein
morphologisch schwer von Fibroblasten zu unterscheiden, so dass zur Charakterisierung ein
qualitativer Nachweis der knochenspezifischen Alkalischen Phosphatase nétig war (3.1.3).
Mit der ersten Proliferation der Zellen verband sich eine Verkiirzung des Medienwechsels auf
drei Tage. Nach ca. vier Wochen zeigten die Zellen eine Konfluenz von 90-100%, d.h. der
Schalenboden war gleichméRig und dicht mit Zellen besiedelt (Abb3c).

Insgesamt wurde das Resektionsmaterial von 28 Patienten (8 weibliche, 20 mannliche) fur
die Untersuchung verwendet, davon stammten 16 Proben aus dem Unter- und 12 aus dem
Oberkiefer. Das Durchschnittsalter der Spender lag bei 34 Jahren, der Median betrug 29

Jahre. Der jungste Patient war 12, der alteste 54 Jahre alt.
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Abb.3: Kultivierung humaner Osteoblasten aus dem Kieferbereich: (a) Aussaat von
Knochenfragmenten in einer Kulturschale unter Zugabe von Osteoblast Growth Medium; (b)
Auswachsen erster Osteoblasten aus einem Knochenstiick nach Inkubation fur 14 Tage; (c)
subkonfluenter Zellmonolayer nach 4-woéchiger Kultivierung; (d) Osteoblast mit
charakteristischer Morphologie, wie ein polygonales Soma mit ovalem Zellkern und einigen
Fortsétzen, zahlreiche intrazellulare Granula (raues endoplasmatisches Reticulum) lassen
auf eine ausgepragte Proteinbiosynthese der Zelle schliel3en
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3.1.2 Trypsinieren und Passagieren der Zellen

Um eine fur die Versuche ausreichende Zellzahl zu erhalten, wurden die Osteoblasten vom
Boden abgeldst und neu ausgesat. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellkultur
mit PBS gespult. Auf diese Weise werden Mediumreste entfernt, die das enzymatische
Ablésen der Osteoblasten inhibieren wirden. Nach Zugabe von 3 ml Trypsin/EDTA und
Inkubation fur 5 min im Brutschrank l6sten sich die Zellen vom Boden der Kulturschale.
Durch Hinzufigen von 6 ml PBS wurde die Reaktion gestoppt, die Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen Gberfuhrt und fir 6 min bei 1100 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das entstandene Zellpellet in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Unter
lichtmikroskopischer Betrachtung wurden die Zellen einer Probe der Suspension in einer
Fuchs/Rosenthal Zahlkammer ausgezahlt und anschlielBend 500.000 Zellen in einer 75cm3
Kulturflasche ausgeséat (Abb.4). Fur die weitere Kultivierung diente DMEM unter Zusatz von
10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin als N&hrldsung. Nach Zichtung Gber 14 Tage
erschien ein subkonfluenter Monolayer. Diese Zellen wurden analog zu der oben
beschriebenen Weise abtrypsiniert und in der fir den jeweiligen Versuch benétigte Zellzahl
ausgesat. Die Zellen der daraus entstehenden zweiten Passage bildeten das

Ausgangsmaterial fur alle Versuche (Abb.4).

0. Passage 1. Passage 2. Passage
Explantat Flasche Schale

e T ==

Abb.4: Prinzipieller Ablauf der Kultivierung und Vermehrung von Primarzellen

3.1.3 Nachweis der Alkalischen Phosphatase

Eine Charakterisierung der Zellen als Osteoblasten ermdglichte der Nachweis der
Expression von alkalischer Phosphatase (AP). Im menschlichen Organsimus kommen drei
Isoenzyme der alkalischen Phosphatase vor: Leber- Knochen- Niere- Typ, intestinaler Typ
und plazentarer Typ. Im Knochen dient das Enzym der hydrolytischen Abspaltung von
Phosphationen aus Phosphorséureesterverbindungen. Diese werden in Matrixvesikeln
gespeichert, im Zuge der Osteoidbildung mit Kalziumionen durch Exozytose freigesetzt und
kristallisieren im Extrazellularraum zu Hydroxylapatit aus (Geschwill, 2002). Im Rahmen von
Knochenerkrankungen wie der Osteomalazie, Knochenmetastasen und Knochenbriichen

kann durch Steigerung der Osteoblastenaktivitdt die Konzentration an AP pathologisch
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erhdht sein. Die alkalische Phosphatase stellt einen sensitiven und verlasslichen Marker der
Aktivitat von Osteoblasten dar (Leung et al., 1993).

Die Aktivitat der AP wurde durch eine Zellfarbung qualitativ bestimmt, so dass die
gezichteten Zellen als Osteoblasten identifiziert werden konnten. Dazu wurden die
kultivierten Zellen auf ,Chamber slides” ausgesat und nacheinander mit PBS, Aceton/PBS

und Aceton fixiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von Inkubationsmedium fiir eine bis drei
Stunden. Die Lésung setzte sich wie folgt zusammen:

¢ 5 mg Naphtol AS:MX Phosphat

e 0,25 ml N,N-Dimethylformid

e 25 ml Aqua dest.

e 25 ml Pufferlosung (2,4 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan + 100 ml Aqua dest.)

e 2 Tropfen MgSO4x 7H20 10%

e 30 mg Fast Blue BB
Das Gemisch wurde ausreichend geschiittelt und vor Gebrauch filtriert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen mit Aqua dest. gespult und fir 5-10 min mit 0,1%-
Kernechtrot behandelt. Die gefarbten Proben wurden erneut gewaschen und anschliel3end
eingedeckt. Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase zeigt sich als blauer Niederschlag im
Zytoplasma. Die Zellkerne sind rot gefarbt. Alle Proben wurden lichtmikroskopisch untersucht

und das Ergebnis der Zellfarboung wurde mit einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 5000)
fotografiert.

3.2 Untersuchte potentielle Knochenklebstoffe

CYANOACRYLATE DENTINHAFTVERMITTLER
i \
HISTOACRYL
: 2 3 CYANOVENEER
Eg XENO Il EXCITE  CLEARFIL NEW BOND
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Abb.5: Die getesteten Materialien in der Originalverpackung der Hersteller
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In der Untersuchung wurden die biologischen Eigenschaften folgender Stoffklassen (Abb.5)
analysiert:

1. Dentinhaftvermittler, die in der konservierenden Zahnheilkunde als adhasives
Befestigungsmaterial fiir Kunststofffullungen, Keramikinlays und Veneers eingesetzt werden.
2. Cyanoacrylate, die bereits in der Weichgewebschirurgie erfolgreich als Klebstoffe

verwendet werden.

3.2.1 Dentinhaftvermittler

Es wurden folgende Dentinhaftvermittlersysteme hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt auf
Knochenzellen aus dem Kieferbereich getestet:
e Clearfil New Bond (KURARAY Co.LTD.,Osaka,J), ein chemisch hartendes Zwei-
Flaschen-Bonding-Material,
e Excite (Vivadent Ets., Schaan/FL), ein lichthartendes Einkomponenten-System und
e Xeno Il (Dentsply De Trey, Konstanz, D.), ein selbstatzendes, selbstprimendes
lichth&rtendes Adhasiv.

Einen Uberblick (iber die genaue Zusammensetzung gibt Tabelle 1.

Tab.1: Chemische Zusammensetzung der untersuchten Dentinhaftvermittier

Clearfil New Bond Excite Xeno |l
Catalyst: Flussigkeit A:
2-Hydroxyethylmethacrylat 2-Hydroxyethylmethacrylat 2-Hydroxyethylmethacrylat
(HEMA) (HEMA) (HEMA)
Bisphenol-A-diglycidil- Bisphenol-A-diglycidil- Wasser
methacrylat (Bis-GMA) methacrylat (Bis-GMA)
10-Metacryloyloxydecyl- Ethanol Ethanol
dihydrogenphosphat (MDP)

Hydrophobes aromatisches | Dimethacrylat Butylhydroxytoluol (BHT)
Dimethacrylat
Benzoylperoxide Hochdisperses Siliciumdioxid | Hochdisperses Siliziumdioxid
Phosphonsaureacrylat
Katalysatoren, Stabilisatoren
Universal: Flissigkeit B:
N,N'-Diethanol-toluidine Phosphorsaure-modifiziertes
Methacrylat (Pyro-EMA)
Natriumbenzolsulfinat Monofluorophosphazen-
modif.
Polymethacrylat (PEM-F)
Ethanol Urethandimethacrylat
Butylhydroxytoluol (BHT)
Kampferchinon
Ethyl-4-
dimethylaminobenzoat

10
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3.2.2 Cyanoacrylate

Als Vertreter der Cyanoacrylate wurden der Hautklebstoff Histoacryl (B.Braun, Melsungen,
D) und der Reparatur- und Fallungswerkstoff Cyano-Veneer (Hager Werken, Duisburg, D),

untersucht.

Tab. 2: Chemische Zusammensetzung der untersuchten Cyanoacrylate

Histoacryl Cyano Veneer

Butyl-2-Cyanoacrylat Ethyl-2-Cyanoacrylat

Farbstoff D&C violett No.2 blau

3.3 Methodik - methodisches Vorgehen

In der Literatur wird kein genaues Vorgehen zur Testung der Zytotoxizitdt dentaler
Materialien angegeben. Einen Uberblick uber die biologische Beurteilung von
Medizinprodukten liefert allerdings die EN-ISO 10993. Nach dieser Norm stellen
Dentinhaftvermittler und Cyanoacrylate Medizinprodukte dar, die mit Weichgewebe, Knochen
oder Pulpa/Dentin in Dauerkontakt treten. Die EN-ISO 10993 besteht aus 18 Teilen, wobei
sich Punkt 5 mit der Prifung auf In-vitro-Zytotoxizitat befasst. Diese Vorschrift gibt einen
groben Leitfaden fur diese Toxizitatstestung von polymerisierbaren Materialien, betont aber
gleichzeitig, dass fur jede Testsubstanz einzeln zu prifen ist, welche Untersuchungen
sinnvoll sind. Prinzipiell kann die Beurteilung der Zytotoxizitdt von Kunststoffen am
unpolymerisierten Ausgangsmaterial oder am definitiven Polymerisat erfolgen. Die EN-ISO
10993-1 schlagt vor, die Toxizitat der Medizinprodukte vorrangig in ihrem endgultigen
Zustand zu prifen. Daher wurden alle Untersuchungen zur Testung der biologischen

Vertraglichkeit der potentiellen Knochenklebstoffe mittels der Polymerisate durchgefiihrt.

Einen schematischen Uberblick tiber den Versuchsaufbau liefert Abbildung 6. Dabei wurde in
Anlehnung an die EN-ISO 10993-5 die Zytotoxizitat der potentiellen Knochenklebstoffe auf
die primare humane Osteoblastenkultur bei direkter und indirekter Wirkung untersucht.

Unter der direkten Wirkung versteht man die Evaluation der Toxizitat in unmittelbarem
Kontakt des Klebstoffes mit den Zellen. Dazu wurde eine Probe der Testsubstanz in einer
Kulturschale gehartet, Osteoblasten dazugegeben und die Veranderung der Zellvitalitat und
der Zellmorphologie uber sechs Wochen analysiert. Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen ermdoglichten eine spezifische Beurteilung des Kontaktbereiches zwischen Zellen

und Klebstoff sowie der Klebstoffoberflachen.

11



3 Material und Methoden

Ziel des indirekten Verfahrens ist es, die Wirkung langlebiger I6slicher toxischer Produkte der
Testsubstanzen auf die Osteoblasten abzubilden. In einem ersten Schritt wurden
polymerisierte Klebstoffprobekdrper in  Nahrmedium gegeben und mit dem daraus
entstandenen Klebstoffextrakt die Zellen in einem zweiten Schritt kultiviert. Die Osteoblasten
hatten somit nur Kontakt mit den in Lésung gegangenen Klebstoffbestandteilen. Mogliche
toxische Effekte der eluierten Stoffe auf die Zellkultur wurden zeit- und
konzentrationsabhangig untersucht.

Um genauere Aussagen zum Ausmald der Zellschadigung treffen zu koénnen, wurden
zusatzlich spezifische Tests zur Genotoxizitat und zur Apoptoseinduktion in das methodische
Repertoire aufgenommen. Da die DNA Trager der gesamten Erbinformation ist, hat eine
toxische Schadigung dieser Strukturen fatale Folgen fur die einzelne Zelle und den
gesamten Organismus. Eine DNA-Schadigung kann zum Zelltod fiihren. Die Untersuchung
zur Apoptose sollte klaren, ob ein solcher Zelluntergang durch die Klebstoffe induziert wird.
Darlber hinaus lasst sich mit diesem Test eine Apoptose von einer Nekrose unterscheiden.
Die Apoptose als kontrollierter Zelltod findet fir das umliegende Gewebe schonend statt,
hingegen ist die unkontrolliert ablaufende Nekrose mit einer massiven Entzindung des
umliegenden Gewebes verbunden. Durch alle diese Untersuchungen konnten komplexe

Ruckschlisse zur toxischen Wirkung der Klebstoffe auf die Osteoblasten gezogen werden.

12
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Methodik der Toxizitatstestung

Aussaat von

/ Knochenfragmenten in
Nahrmedium

Inkubation im Brutschrank
“— f{{ir 3-4 Wochen

Konfluenter
Osteoblastenmonolayer
der 2. Passage

Zellvitalitat
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des Kontaktbereiches

DIREKT Testung der INDIREKT
<— Zytotoxizitat ——>
der Klebstoffe an den
Knochenzellen
nach EN-ISO 10993-5
Langzeitversuch tber
sechs Wochen Ansatz A Ansatz B
Untersuchungen: Zeitabhangige | Konzentrations-
= Resazurin-Test Wirkung abhangige
Messung der Aktivitat Wirkung
der Atmungskette und
damit Bestimmung der MTT-Test

Photometrische Bestimmung der

Aktivitat intrazellularer Dehydrogenasen
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Abb.6: Schematische Darstellung der Methodik
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3.4 Methodik: Direkte Wirkung — Resazurin-Assay

Ziel dieses Versuches war es, die Vitalitat, Proliferation und Morphologie der Osteoblasten in
unmittelbarem Kontakt mit einer geharteten Klebstoffprobe zu bewerten. Diese

Untersuchung wurde als sechswdchiger Langzeitversuch angelegt.

3.4.1 Methodische Grundlagen Resazurin-Assay

Als guantitative Messmethode zur Beurteilung der Zytotoxizitat kam der Resazurin-Test
(Alamar-Blue-Assay) zur Anwendung. Dieses als ,non destruktive sampling” bezeichnete
Verfahren ermdéglicht es dem Anwender, die Zellen nach Versuchsdurchfihrung weiter zu
kultivieren, da zur Messung keine Zelllyse notwendig ist. Das Salz Resazurin ist ein
Oxidations- bzw. Reduktionsindikator (O’Brien et al., 2000) und misst die Zellatmung. Durch
die Aktivitat der mitochondrialen Elektronentransportkette vitaler Zellen wird das oxidierte
blaue nicht fluoreszierende Salz Resazurin zu dem pinken, bei 590 nm stark
fluoreszierenden Resosurfin reduziert (Holst et al., 2005), (Abb.7). Diese Reduktion benétigt
freie Elektronen, die am Ende der Elektronentransportkette standig neu entstehen und als
Energielieferanten fur die ATP-Synthese dienen. Die Fluoreszenzintensitat des gebildeten
Resosurfins kann anschlieBend im ELISA-Reader quantifiziert werden und ist direkt
proportional zur Zellzahl, zur Starke der Zellatmung und damit ein Mal3 fur die metabolische
Aktivitat der Zellen (Gloeckner et al., 2001).

Zusatzlich wurde die Kontaktzone zwischen den Zellen und den Klebstoffen
lichtmikroskopisch untersucht und Uber eine Digitalkamera morphologische Veranderungen

der Zellen, die Zelldichte und eine mdgliche Hofbildung um die Klebstoffproben festgehalten.

O@

g\
| Resazurin
HO O O

NADH / H*

NAD*, H,0

N
~
HO O 0

Abb.7: Chemische Umsetzung von Resazurin in fluoreszierendes Resosurfin
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3.4.2 Versuchsablauf: Direkte Wirkung

Die Untersuchung erfolgte mittels 6er Wells, deren versiegelte Kavitdten zur besseren
Retention der Klebstoffe im Applikationsgebiet mit einem Skalpell aufgeraut wurden (Abb.8).
In die Mitte jeweils einer Kavitat eines 6er Wells wurden 10 pl des potentiellen Klebstoffes
pipettiert und anschlieBend nach Herstellerangaben polymerisiert. Die Dentinhaftvermittler
Excite und Xeno Il wurden Uber 40 s lichtpolymerisiert, die Cyanoacrylate Histoacryl und
Cyano Veneer durch Zugabe eines Tropfens Nahrmedium gehartet. Eine Titanminiplatte
(Firma Martin) wurde an zwei Punkten mit zahntechnischem Klebewachs am Boden einer
weiteren Kavitat fixiert. Die letzte Einsenkung des 6er Wells blieb unverandert und diente als
Kontrolle (Abb.8). In analoger Weise wurden zwei weitere Wellplatten vorbereitet (n=3). Der
Haftvermittler Clearfil Liner New Bond konnte in diesem Experiment nicht untersucht werden,
da keine feste, langzeitstabile Klebstoffprobe hergestellt werden konnte. Das polymerisierte

Methacrylat I8ste sich im Medium.

e

i ST T %;.:

Abb.8: Versuchsaufbau der direkten Wirkung, 6er Well mit den polymerisierten
Klebstoffproben, der befestigten Titanplatte und einer Leerprobe als Kontrolle

In jede Kavitat der drei 6er Wells wurden 50.000 in DMEM suspendierte Osteoblasten
pipettiert und anschlie3end alle Proben im Brutschrank bei 37° C, 12,5 % Sauerstoff und 5 %
Kohlenstoffdioxid inkubiert.

Die Untersuchung der Vitalitat der Zellkulturen in direktem Kontakt mit den Testmaterialien

erstreckte sich Uber einen Zeitraum von sechs Waochen. Der Resazurin-Test erfolgte 2x pro

15
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Woche (Abb.9). Somit wurde die Aktivitat der Atmungskette an 12 Tagen gemessen (nach 4,
7,11, 14, 18, 21, 25, 28, 32, 35, 39, 42 Tagen) und jeweils der Kontaktbereich zum Klebstoff
lichtmikroskopisch untersucht.

Zu Beginn des Resazurin-Tests musste eine Resazurin-Stammldsung hergestellt werden.
Bei einer Zielkonzentration von 0,44 mmol/l Resazurin und einem Molekulargewicht des
Salzes von 251,17 g/mol ergab sich eine Einwaage von 11 mg Resazurin Salz in 100 ml
PBS. Die 10% ige Gebrauchslésung resultierte aus der Suspension von 2 ml dieser
Stammlésung in 20 ml DMEM und wurde Uber einer 0,22 um Membran steril filtriert.

Die Wellplatten wurden dem Brutschrank entnommen, das Medium abgesaugt und jeweils
1ml der Gebrauchslosung in die Kavitaten pipettiert. Zuséatzlich wurde eine Probe der
Resazurinlésung mitgefuhrt. Diese diente bei der spateren Messung als Leerwert (Blank).
Die Inkubation aller Wellplatten erfolgte anschliel3end fur 2 h im Brutschrank. Nach Ablauf
der Expositionszeit wurde der zellfreie Inkubationsiberstand resuspendiert und 100 ul in eine
Einsenkung eines 96er Wells gegeben. Pro Klebstoff, Titanplatte bzw. Kontrolle wurden nach
dem Prinzip der Doppelbestimmung zwei Kavitaten bestiickt. Die restliche Resazurinlésung
wurde aus den 6er Wells abgesaugt und die Zellen mit PBS gespllt. In dieser Phase
erfolgten die Lichtmikroskopie und die Fotografie der Proben. Danach wurde der Puffer
entfernt, DMEM hinzugegeben und die Osteoblasten im Brutschrank weiter kultiviert.

Die Fluoreszenzmessung erfolgte im ELISA-Reader (Tecan Genius) bei einer
Anregungswellenlange von 560 nm und einer Emissionswellenldnge von 590 nm. Aus den
resultierenden Messwerten wurde flr jede Probe der arithmetische Mittelwert berechnet, der
Leerwert davon subtrahiert und die prozentuale Fluoreszenz in Relation zur Kontrolle als

Maf der Zellvitalitdt bestimmt.

Versuchsablauf direkte Wirkung

Zugabe einer
Osteoblasten-

Polymerisierte :
suspension

Klebstoffprobe

[

Kultivierung der
Zellen im direkten
Kontakt mit dem
Klebstoff

Abb.9: Methodik der Zytotoxizitatstestung in direktem Kontakt der Zellen mit den Klebstoffen
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3.4.3 Rasterelektronenmikroskopie

In Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer Institut fiir Werkstoffmechanik Halle/Saale (Andreas
Cismak) wurden rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Zell-Klebstoff-Proben
angefertigt. Mit dieser Untersuchung galt es die Frage zu klaren, ob ein Zellwachstum auf
den Oberflachen der Testmaterialen Uber die Zeit stattfindet. Des Weiteren wurden
Veranderungen der Zellmorphologie festgehalten.

Die Rasterelektronenmikroskopie erfolgte an drei ausgewahlten Testsubstanzen, dem
Dentinhaftvermittler Excite, dem Cyanoacrylat Histoacryl und der Titanplatte. Die Proben
wurden analog der Arbeitsvorschrift fir den Resazurin-Test vorbereitet und mit den
Osteoblasten inkubiert. Nach einer Expositionszeit von sieben Tagen und 21 Tagen bei
regelméaligem Mediumwechsel fand die Fixierung der Zellen mit 2%igem Glutaraldehyd
statt. Die weitere Aufbereitung erfolgte im Fraunhofer Institut fur Werkstoffmechanik

Halle/Saale. Die Praparation der Proben umfasste folgende Schritte:

e Fixierung mit 2%iger Glutaraldehydldsung in PBS tber 2 h

e Mehrmaliges Waschen mit PBS

e Nachfixieren mit 2%igem Osmiumtetroxid in PBS uber 2 h

¢ Mehrmaliges Waschen mit PBS

¢ Entwasserung in Ethanol — Reihe: 30; 60; 80; 90; 96; 100% je 30 min

e Uberfiihrung in Hexamethyldisilazan in 3 Stufen 30, 70, 100% HMDS-Ethanol-
Mischung je 15 min

e Lufttrocknung der Proben und ,Besputtern” mit Platin

Die aufbereiteten Proben wurden danach im Rasterelektronenmikroskop untersucht.
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3.5 Methodik: Indirekte Wirkung - MTT-Test

Die Prifung der indirekten Wirkung diente der Beurteilung der Toxizitat von ldslichen
Bestandteilen der Klebstoffe auf die Osteoblasten. Dazu wurden gehértete Klebstoffpellets
hergestellt und diese in Kulturmedium Uberfihrt, um einen wassrigen Klebstoffextrakt zu
gewinnen. AnschlieBend wurden die Osteoblastenkulturen mit den so hergestellten
Losungen inkubiert. Im Ansatz A, der zeitabhdngigen Wirkung, wurde die Kontaktzeit
zwischen Klebstoffpellet  und Kulturmedium variiert. Im Ansatz B, der
konzentrationsabhangigen Wirkung, galt es, unterschiedliche Verdinnungen der
Klebstoffeluate auf inre Toxizitat zu untersuchen (Abb.12).

Die Messung der zellschadigenden Wirkung der Klebstoffextrakte auf die Osteoblasten
erfolgte durch den MTT-Test. Der MTT-Test ist ein weit verbreiteter, allgemeiner
Zytotoxizitatstest, der bereits erfolgreich zur Evaluierung der In-vitro-Biokompatibilitdt von
Dentinhaftvermittlern (Chen et al., 2003; Spagnuolo et al., 2004a, 2006; Wiegand et al.,
2006) und Cyanoacrylaten (Ciapetti et al., 1994b; Nitsch et al., 2005) eingesetzt worden ist.

3.5.1 Methodische Grundlagen MTT-Test

Die Erstbeschreibung dieses Vitalitatstestes geht auf Mosmann, 1983 zurtick. Der MTT-Test
ermoglicht die Bestimmung der Aktivitat intrazellularer Dehydrogenasen und gibt damit
Auskunft tber die Vitalitdt der Osteoblasten. Diese Enzyme katalysieren die Reduktion des
gelben Farbstoffs MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazolium-Bromid) in
violettes Formazan (Abb.10). Dieser Farbumschlag lasst sich photometrisch im ELISA-
Reader bei 560nm quantifizieren.

Dazu werden die Zellen mit der MTT-Ldsung inkubiert, anschlieBend werden die
Osteoblasten durch Zugabe von Isopropanol/Ameisenséure lysiert, so dass das entstandene
violette Formazan freigesetzt wird. Die Messung der Extinktion erfolgt photometrisch bei 560
nm im ELISA-Reader. Die Intensitat der Farbung ist dabei Ausdruck des Stoffumsatzes von
Tetrazolium in Formazan und direkt proportional zur Vitalitédt der Zellen. Die Reaktion lauft
vor allem im endoplasmatischen Reticulum ab und benétigt die pyridinhaltigen
Reduktionsaquivalenten NADH und NADPH (Berridge et al., 1996). Ein geringer Teil des
Farbstoffs wird zusatzlich in den Mitochondrien von der Succinat-Dehydrogenase gespalten
(Mosmann, 1983). Der MTT-Test misst somit primar die Glykolyserate und liefert sekundar
auch Aussagen zur Aktivitat der Zellatmung (Gloeckner et al., 2001). Es handelt sich hierbei
um einen unspezifischen Test, der eine hohe Sensitivitat und Reliabilitat besitzt (Ciapetti et
al., 1994b).
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diphenyl-Tetrazolium-Bromid

Abb.10: Reduktion des gelben Farbstoffs MTT zu violettem Formazan

3.5.2 Ansatz A: Zeitabhéangige Wirkung

Die potentiellen Knochenklebstoffe (Clearfii New Bond, Excite, Xeno IlIl, Histoacryl und
Cyano Veneer) wurden nach Herstellerangabe angemischt, jeweils 100 pl der Losung in ein
genormtes Napfchen (Deckel eines Eppendorf Réhrchen) pipettiert und dort polymersisiert.
Dieses Verfahren ermdglichte es, standardisiert anndhernd konstant grof3e Volumina mit
vergleichbarer Oberflachengestalt und Grof3e herzustellen. Die Polymerisationsschrumpfung
der Dentinhaftvermittler und die Expansion der Cyanoacrylate wurden nicht weiter
berlcksichtigt, da diese Volumenveranderungen nur 6-8% ausmachen.

Die ausgeharteten Pellets besalien eine Grol3e von ca. 0,8 x 0,3 cm. Zusatzlich wurde eine
Titan-Miniplatte (4-Loch ohne Steg) als Vergleich zum derzeitigen Goldstandard der
Osteosynthese mitgefiihrt. Die polymerisierten Klebstoffpellets wurden dem N&pfchen
entnommen (Abb.11) und je ein Pellet bzw. eine Titanplatte in 5 ml Kulturmedium uberfahrt.
Als Kontrolle diente eine Probe des Nahrmediums ohne ein Testmaterial. Die Kontaktzeiten
der Probenkorper und des ,Leermediums” im Brutschrank betrugen: 5 min, 30 min, 1 h, 6 h
und 24 h bei 37° C. Nach Ablauf der Kontaktzeiten wurden die Klebstoff-Pellets entfernt und
die Losungen resuspendiert (Abb.12).

In einem zweiten Ansatz wurden drei Tage vor der Pelletherstellung in ein 24er Well 50.000
Osteoblasten pro Kavitat ausgesat. Uber die Zeit entstand ein subkonfluenter Monolayer.
Diese Knochenzellkulturen wurden mit jeweils 1 ml des hergestellten Klebstoffextraktes
versetzt. Der Kontrollkultur entsprechend, wurde das ,Leermedium“ hinzugegeben. Nach
dem Prinzip der Doppelbestimmung wurden pro Testsubstanz und zugehoriger Kontaktzeit
zwei Kavitaten beschickt. Die Inkubation der so préaparierten Well-Platten erfolgte fir 24 h im
Brutschrank. Danach erfolgte der MTT-Test als Mal3 der Dehydrogenasenaktivitdt und deren
photometrische Auswertung bei 560 nm (Abb.12). Fir die Beurteilung der Vitalitat diente die

Kontrolle als Referenzwert (100%). Die Untersuchung umfasste zehn Versuchsreihen.
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Clearfil New Bond
B Xeno il

Abb.11: Polymerisierte Pellets der untersuchten potentiellen Knochenklebstoffe und eine
Titanminiplatte (Firma Martin) vor Inkubation in Kulturmedium

3.5.3 Ansatz B: Konzentrationsabhangige Wirkung

Analog zu dem im Versuchsansatz A beschriebenen Vorgehen wurden Pellets der
Testsubstanzen hergestellt und jeweils flinf Pellets eines Klebstoffs in 5 ml DMEM unter den
0.g. Bedingungen fur 24 h im Brutschrank inkubiert. Proben mit jeweils funf Titanplatten
ermdglichten einen Vergleich mit der Standardosteosynthese. Als Kontrolle diente eine
Osteoblastenkultur ohne Testsubstanz. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Pellets
bzw. die Titanplatten entfernt und das so hergestellte Test-Medium und das Kontrolimedium
resuspendiert. Folgende Verdinnungen (Elutionen) wurden unter Zugabe von
unbehandeltem Kulturmedium (DMEM) hergestellt: 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%, 10% und
5%. Je 1 ml der jeweiligen Verdinnung wurde in ein mit Osteoblasten beimpftes 24er Well
pipettiert. Die Aussaat von 50.000 Osteoblasten erfolgte analog zu Ansatz A drei Tage zuvor,
so dass ein subkonfluenter adhaerenter Monolayer enstehen konnte. Die beimpfte Kultur
wurde flr 24 h im Brutschrank bei 37° C inkubiert (Abb.12). Pro Konzentration wurde eine
Doppelbestimmung der Stoffwechselaktivitat mittels des MTT-Testes durchgefuhrt. Die
Kontrolle diente hierbei erneut als Referenzparameter (100% Vitalitat). Aus den Ergebnissen
der Konzentrationsabhéngigkeit lie3 sich die mittlere effektive Dosis (EDsg) ableiten.
Darunter versteht man die Konzentration eines Stoffes, die eine Halbierung der Zellvitalitat
verursacht. Eine Abstufung der Materialien nach ihrer Toxizitatsstarke konnte anhand dieser
EDso Werte erfolgen.
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Ansatz A: Zeitabhéangige Wirkung Klebstoffpellet
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Ansatz B: Konzentrationsabhangige Wirkung
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Abb.12: Methodik der Zytotoxizitatstestung im indirekten Kontakt

3.6 Untersuchungen zur Gentoxizitat und zur Apoptoseinduktion

Um einen komplexen Eindruck Uber die biologische Wirkung der Klebstoffe zu gewinnen,
wurden Untersuchungen zur Gentoxizitat und zur Apoptose in das methodische Repertoire
aufgenommen. Fur diese spezifischen Analysen wurden aus den Testsubstanzen drei
potentielle Knochenklebstoffe ausgewéhlt, die im Hinblick auf einen mdglichen klinischen
Einsatz nach den bisherigen Ergebnissen aus toxikologischer Sicht am interessantesten
erschienen. Einbezogen wurden der nach dem EDsyp-Ranking zellvertraglichste
Dentinhaftvermittler und das am wenigsten zytotoxische Cyanoacrylat. Der Klebstoff mit der
grol3ten Haftkraft am Schweineknochen, Clearfil New Bond (Bekes et al., 2003), stellte das
dritte einbezogene Produkt dar. Das gentoxische Potential der Materialien wurde tber eine
immunzytometrische Messung der PARP-Aktivitat evaluiert. Die Untersuchung zur Apoptose
erfolgte durch den AnnexinV-Assay im Durchflusszytometer. Alle Versuche zur Induktion
einer Apoptose wurden mit den jeweiligen EDsp-Konzentrationen der Klebstoffe durchgefuhrt.
Da das PARP-Enzym im Rahmen einer Apoptose gespalten wird (Nufez et al., 1998),
mussten zur Untersuchung der Gentoxizitéat niedrigere Konzentrationen der Klebstoffe

verwendet werden (EDgo-Werte). Die Gewinnung dieser Extrakte erfolgte analog Ansatz B.
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3.6.1 Immunzytochemische Bestimmung der PARP-Aktivitat

Taglich unterliegt das menschliche Erbgut chemischen und physikalischen Stressfaktoren
aus der Umwelt, wodurch die DNA in ihrem Aufbau und ihrer Struktur geschadigt werden
kann. Eine Schadigung der DNA kann dabei immense Konsequenzen fur die einzelne Zelle,
aber auch fir den gesamten Organismus haben. Daher sind DNA-Reparaturmechanismen
fur die Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase von essentieller Bedeutung. Der
enorme Energieeinsatz der Zelle fur diesen Prozess zeigt, wie wichtig die DNA-Reparatur ist.
Ein komplexes System unterschiedlicher Enzyme ist in der Lage, DNA-Strangbriiche zu
reparieren. Ein wichtiger Bestandteil dieses Reparaturmechanismuses ist die Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1). Diese Transferase ist ein nukledres Enzym mit einem
Molekulargewicht von 113 kDA und besteht aus drei Domanen, einer c-terminalen NAD-
bindenden Domane, einer Automodifikationsdomane und einer Doméne mit zwei
Zinkfingermotiven am N-Terminus, die es dem Enzym ermdglicht, DNA-Schaden spezifisch
zu erkennen und daran kovalent zu binden (Bouchard et al., 2003). PARP-1 katalysiert die
Hydrolyse von NAD® zu ADP-Ribose und Nikotinamid und ubertragt diese ADP-Ribose
einerseits auf sich selbst (Auto-Poly-(ADP-Ribosyl)ierung), andererseits auf
Chromatinproteine wie das Histon H1. Dieser Vorgang wiederholt sich mehrfach, wodurch
lange und verzweigte Poly-ADP-Ribose (PAR)-Ketten auf den Akzeptorproteinen entstehen.
Die genaue Funktion des Enzyms im Rahmen der DNA-Reparatur ist bislang noch nicht
bekannt. Gesichert ist, dass PARP konstitutiv exprimiert wird, die PARP-Bildung proportional
zur Anzahl von DNA-Strangbruchen erfolgt (Burkle et al., 2001) und die Auto-Poly-(ADP-
Ribosyl)ierung des Enzyms ein entscheidender Faktor fir die Formation eines
Proteinkomplexes ist, der den DNA-Schaden repariert (Satoh und Lindahl, 1992). Weiterhin
scheint die synthetisierte PAR-Kette als ATP-Lieferant fur die DNA-Ligase Il zu fungieren,

wodurch die reparierten DNA-Enden wieder zusammengefiigt werden (Oei u. Ziegler, 2000).

Versuchsablauf des PARP-Assays: Die Genotoxizitat der potentiellen Knochenklebstoffe
konnte durch Messung der PARP-Aktivitat in den Osteoblasten untersucht werden. Der
Nachweis der Aktivitdat des PARP-1-Enzyms und damit die durch genotoxische Einflisse
induzierten DNA-Strangbruche erfolgten mittels der indirekten Immunzytochemie. Dabei
wurde nicht das Enzym selbst, sondern die synthetisierte Poly(ADP-Ribose)-Kette (PAR)
Uber eine Antigen-Antikorper-Reaktion nachgewiesen. In einem ersten Schritt wurde der
Poly(ADP-Ribose)-Komplex mit einem spezifischen Monoklonalen-Maus-Antikdrper (10H)
markiert. Durch  Applikation eines Sekundarantikérpers (Polyclonal-Goat-Mouse-
Immunoglobuline/FITC), der sich gegen den Primarantikdrper richtete und mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC (Fluorescein Isothiocyanat) gekoppelt war, konnte in einem

zweiten Schritt diese Bindung sichtbar gemacht werden.
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Osteoblasten wurden auf sterilen Deckglaschen kultiviert und bei Erreichen eines
subkonfluenten Monolayers mit den EDgy, Konzentrationen von Clearfil New Bond, Excite und
Histoacryl im Brutschrank bei 37° C Uber 24 Stunden inkubiert. Als Negativkontrolle diente
eine unbehandelte Probe. Um eine DNA-Schadigung zu simulieren, wurde einer weiteren
Kultur H,O, in der Konzentration von 0,1 mM fir 5 min zugesetzt (Positivkontrolle). Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Losungen entfernt, die Proben mit PBS vorsichtig
gespult und mit eisgekihlter 10%iger Trichloressigsaure fixiert. AnschlieRend erfolgte die
Entwasserung der Deckglaschen in Ethanolreihe (70%, 90%, 100%) bei -20° C fiur jeweils 5
min. Die aufbereiteten Proben wurden erneut mit PBS gespilt und dem Monoklonalen-Maus-
Antikorper (10H) in Blockierungspuffer im Verhéltnis 1:150 bei Raumtemperatur exponiert.
Nach 60 min wurden die Deckgldschen zunachst kurz und anschliel3end zweimal fir 5 min
gewaschen. Der FITC konjugierte Sekundarantikorper (Polyclonal Goat Mouse
Immunoglobuline/FITC) wurde in Blockierungspuffer 50fach verdinnt und die Proben mit
diesem Gemisch Uberschichtet. Die Einwirkzeit betrug erneut 60 min bei Raumtemperatur.
AbschlieBend wurden die Deckglaschen erneut mehrfach mit PBS gespult und auf
Objekttrager unter Zugabe von DAPI-Mounting-Medium (=Diamidine-Phenyl-Indol) tberfuhrt.
Die Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgte mittels Zeiss Axioscope und der Software
AQM Advance 6. In jeder Probe wurden 50 Zellkerne vermessen und daraus die mittlere
Intensitat bestimmt. Die verwendeten Filter besal3en eine Wellenlange von 485 nm fur FITC
und 360 nm fir DAPI. Zusatzlich wurden digitale Bilder des FITC-Signals und der DNA-
Farbung mit DAPI angefertigt.

3.6.2 Durchflusszytometrische Bestimmung von AnnexinV

In der Zytologie unterscheidet man zwei Formen des Zelluntergangs, die Apoptose und die
Nekrose. Im Rahmen von Wachstums- und Differenzierungsprozessen in einem Organismus
ist es auch notig, gezielt Zellen zu eliminieren. Diesen Vorgang des ,programmierten”
Zelluntergangs nennt man Apoptose. Man unterscheidet zwischen einer von aulien (z.B.
durch Immunzellen) in der Zielzelle induzierten Apoptose und einem inneren, von der Zelle
selbst verursachten, Zelltod. Bei der von aul3en induzierten Apoptose wird Uber Botenstoffe
(Zytokine, FasL) und zellmembranstdndige Rezeptoren (CD95/TNFR-1) eine intrazellulare
proteolytische Enzymkaskade (verschiedene Caspasen) eingeleitet, die den kontrollierten
Zelluntergang zu Folge hat. Dieser Vorgang spielt fur die normale Geweberegulation eine
essenzielle Rolle. Durch DNA-Schaden oder Mangel an Sauerstoff in der Zelle kdnnen
Apoptosevorgange allerdings auch direkt von innen aktiviert werden. Am Ende 16st sich die

Zelle in kleine Vesikel auf, die von Makrophagen phagozytiert werden.
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Bei zu grol3er Schadigung der Zelle ist diese nicht mehr in der Lage, eine Apoptose
durchzufiihren, es kommt zu einem unkontrollierten Zelluntergang, der Nekrose. Dabei
schwillt die Zelle an, platzt und samtliche zellularen Bestandteile werden freigesetzt.
Zahlreiche toxische Substanzen und proteolytische Enzyme flhren zu einer Schadigung des
umliegenden Gewebes und zu einer entzindlichen Begleitreaktion.
Methodische Grundlagen: Der Nachweis von apoptotischen Zellen ist mit der
Durchflusszytometrie mdglich. Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das
Streulichteigenschaften (Vorwarts- bzw. Seitwartsstreulicht) und Fluoreszenzeigenschaften
von mit Laserlicht angeregten Zellen automatisiert misst. Dieses Messverfahren weist eine
hohe Sensitivitdt und Spezifizitdit auf und ermoéglicht durch die standardisierte Messung
tausender Zellen eine hohe statistische Aussagekratft.
Eine typische Veranderung wahrend der Apoptose stellt der Verlust der Polaritdt der
Zellmembran dar. Es kommt zur Translokation von Phospholipiden wie dem Phospatidylserin
von der Innenseite der bilamildaren Zytoplasmamembran an deren Aul3enseite. AnnexinV
weist eine starke Affinitdt zu Phospatidylserin auf, kann aber die intakte Zellmembran nicht
passieren. Mittels der Markierung von AnnexinV mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC ist es
moglich, die Bindung des Proteins an Phospatidylserin im Durchlusszytometer und damit
einen Zelluntergang nachzuweisen. Da nekrotische Zellen, aufgrund der Destruktion der
Zellmembran, eine Bindung von AnnexinV an der Innenseite zulassen, ist eine
Differenzierung zwischen einer Apoptose und einer Nekrose mit AnnexinV allein nicht
maglich. Erst die Kombination mit einem zweiten Parameter, dem Propidiumjodid, lasst eine
Unterscheidung von vitalen, apoptotischen und spatapoptotisch/nekrotischen Zellen zu.
Propidiumjodid kann mit der DNA interkalieren, sobald es durch Zellmembrandefekte nach
intrazellular gelangt. Somit zeigen apoptotische Zellen ein Fluoreszenzsignal auf FITC-
AnnexinV, aber keines auf Propidiumjodid, wohingegen spatapoptotische/nekrotische Zellen
AnnexinV und Propidiumjodid positiv reagieren. Vitale Zellen verhindern eine Bindung beider
Stoffe und sind somit doppelt negativ.
Versuchsablauf des AnnexinV-Assay:. Von allen drei ausgewahlten Testsubstanzen
wurden die jeweiligen EDsp-Verdinnungen analog zum Ansatz B hergestellt. Mit diesem
Klebstoffextrakt kultivierten wir die Osteoblastenkultur tber 48 h. AnschlieRend wurden die
Zellen vorsichtig abtrypsiniert, zentrifugiert, in 1 ml PBS resuspendiert und in ein FACS-
Rohrchen tberfuhrt. Die Arbeitsvorschrift sah folgende Schritte vor:

e Antikorper: AnnexinV-FITC (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
Inkubationspuffer: 10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 5 mM CacCl2, ad 200 ml, pH=7,4

Osteoblasten bei 1300 U/min fir 3 min zentrifugieren

Uberstand dekantieren, 1 ml Inkubationspuffer hinzugeben und Pellet resuspendieren

100 pl der Zellsuspension in ein neues FACS-Rd6hrchen Uberfihren
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e 5 pl AnnexinV-FITC und 10ul Propidiumjod 5% dazugeben

e Inkubation fur 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

e 400 pl Inkubationspuffer hinzufiigen

e Messung Streulichteigenschaften und der Fluoreszenz von jeweils 10.000 Zellen im

Durchflusszytometer (FSC 300, SSC 180, FITC 320, Pl 360)

Als Software zur Messung und graphischen Darstellung diente das Programm FACS Diva
Software. Aufgrund der Uberlagerung der Fluoreszenzfilter von FITC und Propidiumjodid
musste eine Kompensation der Messdaten erfolgen. Es war somit nétig, einen bestimmten
Prozentsatz der Fluoreszenz von FITC von der Fluoreszenz des Propidiumjodids (PI) zu
subtrahieren und umgekehrt. Die GréRe der Kompensation betrug bei F(FITC)=1,0% von
F(PI) und bei F(P1)=22,3% von F(FITC). Die graphische Darstellung erfolgt in einem Dotplot,
wobei jeder Punkt die Fluoreszenzeigenschaften einer einzigen Zelle darstellt. Die Einteilung
des Diagramms in vier Quadranten erméglichte eine Zuordnung von vitalen, apoptotischen

und spatapoptotisch/nekrotischen Osteoblasten (Abb.13).
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Abb.13: Darstellung der Fluoreszenzeigenschaft der Zellen im Dotplot nach Interaktion mit
AnnexinV-FITC und Propidiumjodid (durchflusszytometrische Zweiparameterdarstellung),
(Riemschneider, 2001)

3.7 Statistische Auswertung

Die gewonnenen metrischen Daten wurden durch Mittelwertvergleiche, ein- und
mehrfaktorielle Varianzanalysen mit der Statistiksoftware SPSS 15.0 auf Signifikanz gepruft.
Das Signifikanzniveau wurde auf 5,0% festgelegt (p< 0,05). Als Mal3 fur die Streuung wurde

jeweils der Standardfehler ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis der Alkalischen Phosphatase als Osteoblastenzellmarker

Durch Anfarbung der Alkalischen Phosphatase konnte der Uberwiegende Teil der kultivierten
Zellen als Osteoblasten identifiziert werden. AP-positive Zellen imponierten im
Lichtmikroskop durch ihr violettes Zytosol (Abb.14). Es fanden sich auch viele Zellen ohne
eine AP-Farbung. Dies heif3t jedoch nicht zwangsweise, dass diese Zellen keine
Osteoblasten sind. Besonders junge Osteoblasten muissen erst einen funktionsfahigen
Proteinbiosyntheseapparat entwickeln, andere Zellen kdnnten sich nicht in der Synthese-
Phase des Zellzyklus befinden und deshalb AP-negativ sein. Allerdings muss von einer
gewissen Verunreinigung der Kulturen mit Fibroblasten ausgegangen werden. Fibroblasten

ahneln im Phanotyp den Osteoblasten, exprimieren aber keine Alkalische Phosphatase.

Abb.14: Anfarbung der Alkalischen Phosphatase als ein spezifischer Marker fir
Osteoblasten. AP-positive Zellen imponieren durch ein violettes Zytoplasma (*);
lichtmikroskopische Aufnahme der Osteoblastenkultur nach 14-tagiger Anziichtung.
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4.2 Direkte Wirkung — Langzeitversuch

Ziel des Langzeitversuches war es, die Auswirkung der Testsubstanzen im Hinblick auf die
Vitalitat, das Wachstum und die Morphologie der Osteoblasten im Kontakt mit einer
applizierten Klebstoffprobe tber einen Zeitraum von sechs Wochen zu untersuchen. Mittels
des Resazurin-Tests wurde die Aktivitat der mitochondrialen Elektronentransportkette in den
Knochenzellen als MalR3 ihrer Vitalitdt gemessen. Weiterhin sollten lichtmikroskopische
Untersuchungen Auskunft Gber das Wachstumsverhalten der Osteoblasten im
Kontaktbereich mit den Testsubstanzen geben. Clearfil New Bond konnte nicht untersucht

werden, da die Klebstoffprobe instabil war und sich im Medium aufléste.

4.2.1 Resazurin Assay

Zu Beginn erwiesen sich alle potentiellen Knochenklebstoffe als stark toxisch auf die
Osteoblasten. Dabei inhibierten die Dentinhaftvermittler die Zellatmung in héherem Malie
(Vitalitdat nach 4 d ca. 20%) als die Cyanoacrylate (Vitalitdt nach 4 d ca. 50%). Trotz des
anfanglichen Vitalitatseinbruchs, kam es bei allen Testmaterialien mit zunehmender
Versuchsdauer wieder zu einem deutlichen Anstieg der Zellvitalitat (Abb.15, 16).

Dentinhaftvermittler: Die mit Dentinhaftvermittlern in Kontakt stehenden Zellen zeigten
nach anfénglich hohem Vitalitdtsverlust (s.0.) einen Anstieg der Aktivitat der Atmungskette.
Diese Zunahme vollzog sich bei beiden Produkten nahezu linear Uber den gesamten
Versuchszeitraum (Abb.15). Nach sechs Wochen waren die héchsten Vitalitatswerte zu
verzeichnen. Die Zellprobe mit Xeno Ill erreichte eine Aktivitdt von 65,1%, was einer
Verdreifachung der Zellvitalitat im Vergleich zum Versuchsbeginn entspricht. Eine Aktivitat
von 90,1% in Relation zur Zellkontrolle war in der ,Excite-Kultur® nachweisbar. Somit nahm
die mitochondriale ATP-Syntheseleistung Uber den Untersuchungszeitraum um den Faktor
funf zu. Trotz dieser starken Vitalitatszunahme der Osteoblasten, erreichten diese im
Gegensatz zu den Cyanoacrylaten nicht die Werte der Zellkontrolle. Unter den
Dentinhaftvermittlern war das lichthartende Adhasiv Excite biologisch am vertraglichsten. Die

gemessenen Unterschiede im Vitalitatsverlust sind statistisch signifikant (p<0,05).
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Direkte Wirkung
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Abb.15: Ergebnisse des Resazurin-Tests im direkten Kontakt der Dentinhaftvermittlerproben
mit den Osteoblastenkulturen tber sechs Wochen, arithmetische Mittelwerte der Zellvitalitat
von je drei Versuchsreihen in Doppelbestimmung, Angaben in Prozent in Bezug zur Kontrolle
(100%)

Cyanoacrylate: Nach Inkubationzeit von 14 Tagen erreichten die mit Cyanoacrylaten
behandelten Zellen die Aktivitat der Zellkontrolle und lieBen Uber den verbleibenden
vierwochigen Untersuchungszeitraum keine weitere Beeintrachtigung der Zellatmung
erkennen. Die Vitalititswerte der Osteoblasten unter Einfluss beider Cyanoacrylate lagen
Uber die gesamte Versuchszeit eng beieinander. Geringfugig zellvertraglicher erwies sich
das Histoacryl gegeniiber dem Cyano Veneer (Abb.16).

Die Titanplatte fuhrte Uber den gesamten Versuchszeitraum zu keiner Beeintrachtigung der
Zellvitalitat.

Die statistische Auswertung ergab fur beide Cyanoacrylate und fur die Titanplatte im Mittel
Uber alle Inkubationszeiten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle
(p>0,05).
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Direkte Wirkung
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Abb.16: Ergebnisse des Resazurin-Tests im direkten Kontakt der Cyanoacrylatproben und
der Titanplatte mit den Osteoblastenkulturen Gber sechs Wochen, arithmetische Mittelwerte
der Zellvitalitdt von je drei Versuchsreihen in Doppelbestimmung, Angaben in Prozent in
Bezug zur Kontrolle (100 %)

Tab.3: Ergebnisse des Resazurin-Tests, arithmetische Mittelwerte der Zellvitalitdt in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit der Zellen mit den Klebstoffen (je drei Versuchsreihen
in Doppelbestimmung), Vitalitditsangaben in Prozent in Bezug zur Kontrolle (100 %)

Zellvitalitat [%]
Zeit [Tag]| Zellkontrolle Excite Xeno lll Histoacryl | Cyano Veneer Titan

4 100,0 19,1 21,1 54,7 45,5 91,3

7 100,0 24,5 194 62,7 66,8 83,0
11 100,0 29,0 20,1 80,6 82,8 103,7
14 100,0 48,2 29,2 99,7 100,2 120,3
18 100,0 57,5 30,3 102,8 96,3 112,3
21 100,0 70,0 32,2 105,0 90,7 106,9
25 100,0 80,0 42,1 104,0 94,8 104,0
28 100,0 79,3 46,3 101,9 87,5 96,7
32 100,0 83,5 60,2 99,8 93,0 103,6
35 100,0 79,7 58,6 91,9 91,0 98,2
39 100,0 90,1 69,4 103,6 92,2 97,6
42 100,0 90,1 65,1 100,8 93,2 104,5
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4.2.2 Lichtmikroskopie

Der quantitative Resazurin-Test wurde durch eine qualitative Beurteilung der Zellkultur im
Lichtmikroskop ergénzt. Die Aufnahmen zeigen, wie die Osteoblasten im Kontaktbereich zu
den Klebstoffen bzw. zur Titanplatte wuchsen (Abb.17, 18, 19).

Nach vier Tagen zeigte sich im Lichtmikroskop folgendes Zellwachstum:

Die Zellkontrolle wies einen ca. 50%igen konfluenten, adharenten Monolayer auf. Eine
vergleichbare Zelldichte war in der Umgebung der Titanplatte zu beobachten. Die
Osteoblasten lagerten sich direkt an das Titan an (Abb 17:%).

Dentinhaftvermittler: Im Kontaktbereich der Dentinhaftvermittler war eine stark verminderte
Zellzahl auszumachen. Beim lichthartenden Excite hatte sich ein zellfreier Hof um das
Polymerisat gebildet, was ein deutliches Indiz flr Zytotoxizitat ist. Zahlreiche tote Zellen
schwammen im Kulturmedium (Abb17 **). Die zytotoxische Wirkung von Xeno IlIl war noch
ausgepragter. In unmittelbarer Umgebung des Materials wuchsen keine Zellen.
Cyanoacrylate: Eine Hofbildung war auch bei den beiden Cyanoacrylaten festzustellen,
wobei eine dichtere Zellpopulation als bei den Dentinhaftvermittlern und ein scharfer
Ubergang in den zellfreien Gurtel zu beobachten war (Abb.17). Auch bei diesen Proben
fanden sich einige abgestorbenen Zellen im Nahrmedium.

Zytotoxizitat lag somit bei allen untersuchten potentiellen Knochenklebstoffen vor, allerdings
differierte das Ausmald erheblich. Die Dentinhaftvermittler stellten im Vergleich zu den
Cyanoacylaten den grofReren Zellstressor dar. Das Osteosynthesematerial Titan hingegen

lie3 keinerlei zellschadigende Effekte auf die Osteoblastenkultur erkennen.
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Abb.17: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit den
Testmaterialien nach einer Inkubationszeit von vier Tagen ( * Zellen in direktem Kontakt mit
der Titanoberflache, ** abgestorbene nicht adharente Zellen )
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Nach 14-tagiger Inkubation war folgendes Zellwachstum zu beobachten:

Die Osteoblasten der Kontrolle und in der Umgebung der Titanplatte bildeten einen
gleichméaRigen und dichten Zellrasen. Dabei wurde die Miniplatte regelrecht von den
Knochenzellen eingemauert (Abb 18).

Dentinhaftvermittler: Im Kontaktbereich der Dentinhaftvermittler waren deutlich weniger
Zellen zu beobachten, die besonders gro3e Zellvolumina aufwiesen (siehe Abb.18 *). Anders
als nach vier Tagen, waren nach 14-tdgiger Kontaktzeit mit Excite eine Proliferation der
Osteoblasten und eine Reduktion der Breite des peripheren Hofes festzustellen. Nahezu
zellfrei zeigte sich der Kontaktbereich um das Adhéasiv Xeno Ill. Die eigentliche
Zellpopulation befand sich in grol3er Distanz zur Klebstoffprobe. Xeno Il hemmte das
Wachstum der Osteoblasten erheblich und zeigte sich insgesamt toxischer als Excite.
Cyanoacrylate: Die Zelldichte in der Umgebung der Cyanoacrylate war hdher als bei den
Dentinhaftvermittlern, aber lag unter der Konfluenz der ,Titankultur® und der Zellkontrolle.
Beide Materialien fuhrten zu einer &hnlichen Dichte an Osteoblasten. Jedoch wuchsen einige
Osteoblasten direkt an das Histoacryl an bzw. sogar auf seiner Oberflache (vgl. Abb.18 **),
wahrend bei Cyano Veneer ein zellfreier Hof sichtbar war.

Auch nach 14-tagiger Inkubation zeigten sich im Lichtmikroskop die Cyanoacrylate weniger

toxisch als die Dentinhaftvermittler. Die Titanplatte fihrte zu keinen sichtbaren Effekten.
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250
50 pm
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Abb.18: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit den
Testmaterialien nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen. ( * grofRvolumige Zellen,

**Zellwachstum auf der Klebstoffoberflache )
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Die abschlieRende lichtmikroskopische Beurteilung der Osteoblastenkulturen fand nach
sechs Wochen statt, einer Zeit, in der in vivo die knécherne Durchbauung einer Fraktur
soweit fortgeschritten ist, dass eine vollstandige funktionelle Belastung erfolgen kann. Die
Kontrolle zeigte einen extrem dichten, teilweise bereits mehrschichtigen Zellrasen. Die
Osteoblasten lagen nicht wahllos verstreut, sondern sie bildeten einen strukturierten
Zellverband (Abb.19). Eine geordnete, radiar auf die Miniplatte zuwachsende Kultur entstand
bei der Titanprobe. Auch hier fanden sich sehr dicht wachsende und vereinzelt
Ubereinandergelagerte Knochenzellen. Dabei wuchsen die Zellen direkt an die
Osteosyntheseplatte an und schlossen diese vollstandig und gleichmé&Rig dicht ein. Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum ging von der Titanplatte keine Zellschadigung aus.
Dentinhaftvermittler. Eine geringere Zelldichte war bei den zwei getesteten
Dentinhaftvermittlern zu erkennen (Abb.19). Dabei zeigte sich bei beiden Produkten ein
ahnliches Bild. Die Zellen waren locker verteilt, ohne eine erkennbare strukturierte
Anordnung. Im Vergleich zu den anderen Proben lagen groRe Zellleiber mit einigen
Fortsatzen vor. Zwischen und auf den Zellen waren plaqueartige Ablagerungen erkennbar,
die vermutlich Klebstoffbestandteile oder zellulare Produkte darstellen. Im Gegensatz zur
Betrachtung nach 14 Tagen, war ein zellfreier Hof sowohl bei Excite als auch bei Xeno Il
nicht mehr zu erkennen. Die Knochenzellen wuchsen direkt an das Polymerisat an. Aufgrund
der Transluzenz der Adhésive war es moglich, die Oberflache der Materialien zu beurteilen.
Bei beiden Dentinhaftvermittlern konnte vereinzelt ein Wachstum von Zellen auf den
Klebstoffoberflachen beobachtet werden. Die auf der Xeno llI-Oberflache wachsenden Zellen
lieRen morphologische Zeichen einer toxischen Schadigung, wie eine kugelige Morphologie
und eine Degeneration der Fortsatze, erkennen. Derartige Verdnderungen waren in der
»EXcitekultur” nicht sichtbar.

Cyanoacrylate: Ein Zellwachstum auf dem Klebstoff konnte auch bei Histoacryl festgestellt
werden. Die Osteoblasten lagerten sich zu Haufen zusammen und standen Uber ihre
Fortsétze miteinander in Verbindung (Abb.19). Bei beiden Cyanoacrylaten war die Zelldichte
ahnlich hoch wie die der Kontrolle und der Titanprobe. Diese gleichmalig starke
Zellkonfluenz reichte bis direkt an den Klebstoff heran. Die Materialien wurden vollstandig
und dicht von den Osteoblasten umschlossen. Insgesamt &hnelte die Morphologie der
Zellkultur sowohl bei Histoacryl als auch bei Cyano Veneer sehr stark der Titanprobe.
Lichtmikroskopisch konnten nach einer Inkubationszeit von sechs Wochen keine toxischen

Wirkungen der Cyanoacrylate auf die Osteoblasten festgestellt werden.
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Titan

Abb.19: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit den
Testmaterialien nach einer Inkubationszeit von sechs Wochen. ( * plagueartige
Ablagerungen, ** Zellwachstum auf der Klebstoffoberfléache )
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4.2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Nach sieben Tagen konnten folgende Ergebnisse gesichtert werden:

Excite: Der Dentinhaftvermittler Excite lie3 in seiner Umgebung ein Zellwachstum zu
(Abb.20 A). Die Zellen lagen einzeln locker verstreut, waren polygonal geformt und wiesen
nur sparliche Zellfortsatze auf, die auf keine ausgepragte interzellulare Kommunikation
schlieBen lassen. Ein Wachstum auf der Oberflache von Excite konnte nicht beobachtet
werden (Abb.20 B). Die hell leuchtende Oberflaiche des Dentinhaftvermittlers resultiert aus

Atomen mit einer hohen Ordnungszahl wie z.B. Barium.

Abb.20: REM-Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit Excite nach sieben
Tagen; A: einzeln liegende Zellen in der Kulturschale; B: Klebstoffoberflache ohne
Zellbesiedlung

Histoacryl: Osteoblasten in Kontakt mit dem Cyanoacrylat Histoacryl proliferierten in sieben
Tagen starker als die ,Excitekultur”. Es bildeten sich grol3e, ausdifferenzierte Zellen mit sehr
vielen Fortsétzen. Die Zellen lagen teilweise Ubereinander und bildeten ein komplexes
engmaschiges Netzwerk (Abb.21 A). Allerdings fand kein Zellwachstum auf der Oberflache
des Cyanoacrylates statt (Abb.21 B).
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Abb.21: REM-Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit Histoacryl nach sieben
Tagen; A: Osteoblasten bilden einen komplexen Zellverband mit ausgepragten
Zellfortsatzen; B: Klebstoffoberflache ohne Zellbesiedlung

Titan: Das Zellbild ahnelte stark der ,Histoacrylkultur®. Es fanden sich polymorphe vitale
Osteoblasten unterschiedlicher GroRRe, die Uber zahlreiche Fortsatze ein funktionelles
Zellgeflecht bildeten (Abb.22 A). Speziell im Bereich der Schraubenlécher der Titanplatte
konnten einzeln liegende Zellen beobachtet werden. Ein Zellverband vergleichbar mit den

Osteoblasten in der Kulturschale existierte auf der Titanoberflache jedoch nicht (Abb.22 B).

Abb.22: REM-Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit einer Titanminiplatte
nach sieben Tagen; A: ausdifferenzierter Osteoblastenmonolayer in der Kulturschale; B:
Zellwachstum auf der Titanoberflache
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Nach einer Kontaktzeit von 21 Tagen mit den Klebstoffen zeigten die Osteoblasten

folgendes Proliferationsverhalten:

Excite: Nach 21 Tagen konnte im Vergleich zur Probe nach sieben Tagen eine deutliche
Proliferation der Osteoblasten in der Kulturschale und die Bildung eines Zellnetzwerkes
festgestellt werden. Gleichzeitig zeigten sich rundliche weil3e Zellauflagerungen, die
womaoglich exprimierte Proteine darstellen (Abb.23 A). Teilweise erfolgte eine Besiedlung der
Exciteoberfliche mit Osteoblasten (Abb.23 B). Die Zellmorphologie unterschied sich jedoch
von den Zellen auf der Kulturschale. Eine Degeneration der Zellfortsatze, das tUberwiegende
Fehlen von Zellkontakten und die Schrumpfung des Zellkérpers deuten auf eine toxische
Schadigung hin (Abb.23 B). Am Rande sei auf die verdnderte Oberflachenfarbe und Struktur

des Adhasivs hingewiesen. Das ehemals glatte, schneeweil3e Excite zeigte als Folge einer

Erosion oder einer Degeneration eine graulich gekdrnte Oberflache (Abb.23 B).

Abb.23: REM-Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit Excite nach 21 Tagen;
A: dichter Zellverband in der Kulturschale; B: Klebstoffoberflache zeigt Zellbesiedlung

Histoacryl: Einen extrem dichten, teilweise mehrschichtigen Zellrasen zeigte die
LHistoacrylkultur® nach 21-tdgiger Kultivierung (Abb.24 A). Die Osteoblasten wirkten im
Gegensatz zur Probe nach sieben Tagen sehr dicht und gestreckt. Auf der Zelloberflache
waren zahlreiche weildliche Aggregationen zu erkennen, die entweder ausgefallene
Mediumbestandteile oder zelleigene Proteine darstellen. Die Oberflaiche des Cyanoacrylats
wurde stellenweise von Osteoblasten besiedelt. Einige dieser Zellen zeigten eine polygonale

Form mit Zellfortséatzen, andere waren abgerundet und fortsatzlos (Abb.24 B).
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Abb.24: REM-Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit Histoacryl nach 21
Tagen, A: hochkonfluenter Zellrasen; B: Osteoblastenwachstum auf der Histoacryloberflache

Titan: Der ausgewachsene, komplex strukturierte Zellverband der Titankultur liel3 auf seiner
Oberflache EiweilRaggregate erkennen, die Ausdruck einer ausgepragten Proteinbiosynthese
sein kénnten (Abb.25 A). Die direkt auf der Titanoberflache wachsenden Osteoblasten
bildeten Uber lange ausgepragte Zellfortsdtze ebenfalls ein Zellnetzwerk. Zeichen einer
toxischen Schadigung, wie eine Abkugelung der Zellen oder eine Fortsatzdegeneration,
waren nicht erkennbar (Abb.25 B).

Abb.25: REM-Aufnahmen der Osteoblasten in direktem Kontakt mit einer Titanminiplatte
nach 21 Tagen; A: konfluenter, engmaschige Zellverband mit Proteinaggregation B:
differenzierte Osteoblasten auf der Titanoberflache
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4.3 Indirekte Wirkung

4.3.1 Ansatz A: Zeitabhangige Wirkung (MTT-Test)

Die Ergebnisse des MTT-Tests in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit der Klebstoffe mit dem
Kulturmedium sind in Form arithmetischer Mittelwerte und den jeweiligen Standardfehlern in
den Abbildungen 26 und 27 sowie in der Tabelle 4 dargestellt. Die relative Vitalitat [%] der
Zellen bestimmte sich aus der Extinktion der jeweiligen Probe in Relation zur Extinktion der
unbehandelten Zellkontrolle (100% Vitalitat). Der Versuch umfasste 10 Messungen in
Doppelbestimmung.

Bei allen getesteten potentiellen Knochenklebstoffen kam es zum Rickgang der Aktivitat der
Dehydrogenasen in den Zellen und damit zur Abnahme ihrer Vitalitdt (Abb.26, 27). Das
Ausmal’ der Toxizitat differierte deutlich in Abhangigkeit vom Typ des Adhéasivs und von der
Kontaktzeit der Klebstoffpellets mit dem Kulturmedium. Alle Testsubstanzen, aufRer dem
Adhéasiv Clearfil New Bond, zeigten mit Zunahme der Kontaktzeit eine kontinuierliche
Abnahme der Vitalitat der Osteoblasten. Im Vergleich der beiden gepruften Klebstoffklassen
erwiesen sich die Dentinhaftvermittler zellschadigender als die Cyanoacrylate. Beim
Osteosynthesematerial Titan waren keine toxischen Effekte auf die Knochenzellen
nachweisbar (Abb.27).

Dentinhaftvermittler: Unter den Dentinhaftvermittlern hemmte das chemisch hartende
Clearfil New Bond die Aktivitdt der Enzyme am starksten. Bereits nach einer Kontaktzeit von
funf Minuten war ein starker zytotoxischer Effekt zu verzeichnen (Zellvitalitat nur noch 29,8%;
vgl. Tab.4). Uber den Zeitraum von 24 h blieb diese toxische Wirkung nahezu konstant
(Zellvitalitat von 35-42%). Als Dentinhaftvermittler mit den geringsten zytotoxischen Effekten
auf die Osteoblasten erwies sich das lichthadrtende Adhésiv Excite. Nach 5 min erreichte die
Vitalitat 91% und nach 24 h noch 64% der Zellkontrolle (Tab.4). Die Ergebnisse flr den
selbstkonditionierenden Dentinhaftvermittler Xeno Il lagen zwischen den Werten von Excite
und Clearfil New Bond (Abb.26).
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Zeitabhangige Wirkung ( Ansatz A)
Dentinhaftvermittler
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Abb.26: Ergebnisse des MTT-Tests in Abhangigkeit von der Kontaktzeit (Ansatz A) der
Dentinhaftvermittler mit Kulturmedium. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte der
Zellvitalitat von je 10 Versuchsreihen in Doppelbestimmung, Angaben in Prozent in Bezug
zur Kontrolle (100%)

Cyanoacrylate: In der Gruppe der Cyanoacrylate stellte sich Histoacryl weniger
zellschadigend als Cyano Veneer dar (Abb.27). Die Vitalitat der Osteoblasten fiel zu keinem
Zeitpunkt unter 90% der Zellkontrolle. Als einziger Klebstoff zeigte Histoacryl im Mittel keinen
statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrolle (p=0,184). Damit erwies sich Histoacryl in
der zeitabhangigen Wirkung unter allen getesteten Klebstoffen als zellvertraglichstes
Material. Nach kurzer Expositionszeit waren die Ergebnisse von Cyano Veneer mit denen
von Histoacryl vergleichbar (nach 30 min Vitalitat 87,7% bei Cyano Veneer und 92,3% bei
Histoacryl; Tab.4). Bei langeren Kontaktzeiten zeigte Cyano Veneer im Gegensatz zu
Histoacryl eine deutliche Zunahme der Toxizitat (Zellvitaliat 24h = 72,5%).

Die mehrfaktorielle Varianzanalyse ergab, dass die Unterschiede der gemessenen
Vitalitatswerte bei allen getesteten Klebstoffen, auf3er dem Cyanoacrylat Histoacryl
(p=0,184), im Mittel Gber die Zeit hochsignifikant zur Zellkontrolle waren (p<0,001). Die Werte
fur die Titanplatte lagen im Bereich der Zellkontrolle. Die geringfiigigen Unterschiede hier

waren statistisch nicht signifikant (p=0,584).
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Zeitabhangige Wirkung ( Ansatz A )
Cyanoacrylate und Titan
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Abb.27: Ergebnisse des MTT-Tests in Abhangigkeit von der Kontaktzeit (Ansatz A) der
Cyanoacrylate und der Titanplatte mit Kulturmedium. Darstellung der arithmetischen
Mittelwerte der Zellvitalitdét von je 10 Versuchsreihen in Doppelbestimmung, Angaben in
Prozent in Bezug zur Kontrolle (100%)

Tabelle 4: Ergebnisse der indirekten Wirkung (MTT-Test) in Abhangigkeit von der
Kontaktzeit (Ansatz A), arithmetische Mittelwerte von 10 Versuchsreihen in
Doppelbestimmung, Vitalitditsangaben in Prozent in Bezug zur Kontrolle (=100%)

Zellvitalitat [%]
Kontaktzeit Clearfil Excite | Xenolll | Histoacryl | Cyano Veneer Titan Kontrolle
5min 29,8 90,9 80,8 98,9 93,7 104,2 100,0
30min 36,0 82,1 64,0 92,3 87,7 103,6 100,0
1h 41,8 83,3 62,0 93,9 82,7 102,9 100,0
6h 34,6 69,3 48,3 91,7 71,9 101,4 100,0
24h 37,2 63,6 45,7 91,4 72,5 100,7 100,0
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4.3.2 Ansatz B: Konzentrationsabhangige Wirkung (MTT-Test)

Im Versuchsansatz B wurden in flinf Testreihen sieben Elutionen der Testsubstanzen
(5,00%-100%) hinsichtlich ihrer zytotoxischen Wirkung auf die Osteoblasten untersucht. Der
MTT-Test als Indikator der Dehydrogenasenaktivitat diente auch hier als Messinstrument fr
die Zellvitalitdt. Die Enzymaktivitat der Zellkontrolle wurde auf 100% festgelegt und bildete
jeweils die Referenz fur die Messwerte der anderen Proben. Einen Uberblick tiber die
Ergebnisse geben die Abbildungen 28, 29 und die Tabelle 5.

Bei steigender Konzentration der l6slichen Klebstoffbestandteile reagierten die Zellen mit
einer Verminderung ihrer Zellvitalitdt. Analog zum Versuchsansatz A zeigten sich die
Dentinhaftvermittler zytotoxischer als die Cyanoacrylate.

Dentinhaftvermittler: Die Dosis-Wirkungskurve fur die getesteten Adhéasive zeigte einen
annahernd asymptotischen Verlauf (Abb.28). Der lichhartende Dentinhaftvermittler Excite
war am geringsten zellschadigend. Niedrige Konzentrationen von 5% bis 12,5% blieben
ohne toxischen Effekt. Ein statistisch nachweisbarer Unterschied (p<0,05) zur Zellkontrolle
ergab sich erst bei einer Eluatdosis von 50%. Wurde die Konzentration héher, nahm die
Vitalitat der Osteoblasten jedoch deutlich ab (Vitalitdat von 26,7% bei ¢c=100%; Tab.5). Die
Kurve fur Excite liel3 einen Schwellenwert fir eine toxische Wirkung erkennen. Darunter
versteht man die Maximalkonzentration eines Stoffes, bei der an der Zielzelle gerade noch
keine toxische Reaktion festzustellen ist. Der Schwellenwert flr Excite betrug ca. 12,5%.
Zellen, die mit Eluaten des selbstkonditionierenden Haftvermittlers Xeno Il behandelt
worden waren, zeigten bei zunehmender Konzentration ebenfalls einen kontinuierlichen
Abfall der Dehydrogenasenaktivitat (Abb.28). Das Spektrum reichte von 94,1% Vitalitat bei
5%iger Losung bis nur noch 7,3% Vitalitat in der maximalen Dosis (Tab.5).

Das chemisch hartende Clearfil New Bond verursachte die starksten zytotoxischen Effekte.
Selbst geringe Konzentrationen der Stammlésung inhibierten die Enzymaktivitat (Vitalitat von
70,7% bei c=5%; Tab.5). Die Kurve verlauft deutlich asymptotisch und zeigt ab einer Dosis
von 50% kaum noch eine messbare Zellvitalitat (Abb.28). Die erfassten Unterschiede waren

bei allen getesteten Konzentrationen von Clearfil statistisch signifikant.
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Konzentrationsabhdngige Wirkung ( Ansatz B )
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Abb.28: Ergebnisse des MTT-Tests in Abhéngigkeit von der Konzentration der
Dentinhaftvermittler (indirekte Wirkung, Ansatz B), arithmetische Mittelwerte der Zellvitalitat
von 5 Versuchsreihen in Doppelbestimmung, Angaben in Prozent im Vergleich zur Kontrolle

Cyanoacrylate: Beide Cyanoacrylate erwiesen sich in niedrigen Konzentrationen als
zellvertraglich (Abb.29). Im Dosisbereich zwischen 5% bis 25% ergaben sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede der Vitalitatswerte in Bezug zur Zellkontrolle (Vitalitat
bei ¢c=25%: Histoacryl 98,1%, p>0,05; Cyano Veneer 99,6%, p>0,05). Eine deutliche
Abnahme der Vitalitat erfolgte bei Cyano Veneer ab einer 50%igen Losung (Vitalitat=69,5%;
Tab.5). Histoacryl lieR in dieser Verdinnung mit 97,6%iger Enzymaktivitat keine toxische
Wirkung erkennen. Ein zellschadigender Effekt dieses Weichgewebsklebstoffs war erst bei
héherer Konzentration festzustellen (Vitalitat=78,10% bei c=75%). Unverdiinnte Losungen
(c=100%) beider Substanzen fuhrten jedoch annahernd zu einer Halbierung der Aktivitat der
Dehydrogenasen (Tab 5). Wahrend fur Excite der Schwellenwert fur Toxizitat bei 12,5% lag,
betrug er fur die Cyanoacrylate Cyano Veneer ca. 25% und Histoacryl ca. 50%.

Die Titaneluate zeigten Gber den gesamten Messbereich keine zytotoxische Wirkung auf die
Osteoblasten. Geringe Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (p=0,862).

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% in Bezug zur Kontrolle fand sich im Mittel bei allen
potentiellen Knochenklebstoffen, dabei waren die Messwerte fir Histoacryl signifikant
(p=0,026) und fur Clearfil New Bond, Excite, Xeno Il und Cyano Veneer hoch signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle (p<0,001).
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Konzentrationsabhéangige Wirkung ( Ansatz B )
Cyanoacrylate und Titan
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Abb.29: Ergebnisse des MTT-Tests in Abhangigkeit von der Konzentration der
Cyanoacrylate und der Titanplatte (indirekte Wirkung, Ansatz B), arithmetische Mittelwerte
der Zellvitalitdt von je 5 Versuchsreihen in Doppelbestimmung, Angaben in Prozent im
Vergleich zur Zellkontrolle (=100%)

Tab.5: Zytotoxizitat bei unterschiedlichen Konzentrationen der Klebstoffe bei indirekter
Wirkung nach Inkubation Uber 24h (AnsatzB), arithmetische Mittelwerte von 5
Versuchsreinen in Doppelbestimmung, Vitalitatsangaben in Prozent im Vergleich zur
Zellkontrolle (=100%)

Zellvitalitat [%]
Eluat- Clearfil Cyano
konzentration| New Bond | Excite | Xeno lll | Veneer | Histoacryl | Titan Kontrolle

5,0% 70,7 93,0 94,1 103,0 96,5 96,9 100,0

10,0% 447 95,0 81,2 91,3 98,1 95,3 100,0

12,5% 42,9 1011 71,1 93,7 100,2| 105,3 100,0

25,0% 16,6 79,1 51,4 99,6 98,1| 1051 100,0

50,0% 0,3 54,3 33,1 69,5 97,6| 1001 100,0

75,0% 0,2 45,0 13,3 63,7 78,1 95,9 100,0
100,0% 2,2 26,7 7,3 52,3 64,3 96,3 100,0
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Aus den Ergebnissen konnte die mittlere effektive Dosis (EDso) ermittelt werden. Dabei
handelt es sich um die Konzentration eines Stoffes, die eine 50%ige Reduktion der Vitalitat
der exponierten Zellen verursacht. Je groRRer die daflir notwendige Dosis ist, desto geringer
ist das zytotoxische Potential der Testsubstanz einzustufen. Die EDso-Werte ermdglichten ein
Ranking der Adhdasive nach ihrer Toxizitatsstarke (siehe Tab.6).

Fur die Cyanoacrylate und die Titanproben konnten keine definitiven EDso-Konzentrationen
bestimmt werden, da selbst die unverdinnten Stammldsungen zu keiner Halbierung der
Vitalitat fuhrten. Ein Ranking war jedoch durch die Angabe des grof3ten gemessenen
Vitalitatsverlustes maoglich.

Unter den getesteten Materialgruppen war das Titan mit einer Zellvitalitéat von 96,3% in der
unverdinnten Loésung nicht toxisch (Platzl). Danach folgte die Gruppe der Cyanoacrylate
und als am zellschadigsten erwiesen sich die Dentinhaftvermittler. Mit einer Enzyminhibition
auf 64,3% bei Inkubation mit der Stammldsung zeigte sich unter den Cyanoacrylaten
Histoacryl vertraglicher (Platz 2) als Cyano Veneer (Platz 3, max. Enzymhemmung auf
52,3%). Die Eluate der Dentinhaftvermittler schadigten die Zellen starker und lieRen EDsq-
Konzentrationen bestimmen. Das lichthdrtende Adhésiv Excite ergab einen EDso-Wert von
62,2% (Platz 4). Deutlich toxischer erwiesen sich der selbstkonditionierende Haftvermittler
Xeno Il mit einem EDsy von 27,5% (Platz 5) und das chemische Polymerisat Clearfil New
Bond mit einer EDso-Dosis von nur 9,0% (Platz 6) (Tab.6).

Tab.6.: Einstufung der potentiellen Knochenklebstoffe nach ihrer Toxizitatsstarke; Angabe
der Zellvitalitat bei 100%iger Eluatkonzentration (=7 Pellets in 7ml Medium fur 24h), den
ermittelbaren EDso-Werten und dem daraus resultierenden Toxizitatsranking; (CA =
Cyanoacrylat, DA = Dentinadhasiv; 1=geringste Zytotoxizitat, 6= hochste Zytotoxizitat)

Eluat- ED5Q-
Material Testmedium konzentration | Vitalitat | Werte Ranking
Titan Losung aus 100% | 96,30% 1.
Histoacryl (CA) 7 polymerisierten 100% | 64,30% 2.
Cyano Veneer (CA) Klebstoffpellets in 100% | 52,30% 3.
Excite (DA) 7ml Kulturmedium 100% | 26,70% 62,2% 4.
Xeno Il (DA) flr 24 Stunden 100% 7,30% 27,5% 5.
Clearfil New Bond (DA) 100% 2,20% 9,0% 6.
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4.4 Untersuchungen zur Gentoxizitat und zur Apoptoseinduktion

4.4.1 Immunzytochemische Bestimmung der PARP-AKktivitat

Nachdem die Zytotoxizitat der Klebstoffe umfassend untersucht wurde, sollte eine mégliche
gentoxische Wirkung der Testsubstanzen Uber eine immunzytochemische Bestimmung der
Aktivitat des PARP-1 Enzyms evaluiert werden. Dieses Enzym wird ausschlie3lich durch
DNA-Strangbriiche aktiviert und stellt einen wichtigen Faktor bei der DNA-Reparatur dar.
Das Reaktionsprodukt von PARP-1, die Poly-ADP-Ribose, kann (ber eine indirekte
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Der PARP-Assay ermdglicht somit die Detektion
von Strangbrtichen in der DNA, die durch die Klebstoffe induziert sein kdnnten.

Es zeigte sich, dass alle Testsubstanzen zu einer Aktivierung von PARP-1 flihrten. Die im
Fluoreszenzmikroskop grin leuchtenden Zellkerne signalisierten die Bildung von Poly-ADP-
Ribose-Ketten und waren ein Indiz fur eine Induktion von DNA-Strangbriichen durch die
Klebstoffe (Abb.30). Die Intensitat der Fluoreszenz erschien bei Histoacryl schwécher als bei
den Dentinhaftvermittlern Clearfil New Bond und Excite (Abb.30). Da die Starke der
Fluoreszenz mit der Anzahl an Strangbrichen Kkorreliert, kann von einer geringeren
Gentoxizitat dieses Cyanoacrylats im Vergleich zu den Dentinhaftvermittlern ausgegangen
werden.

Unbehandelte Osteoblasten dienten als Negativkontrolle und zeigten keine PARP-Aktivitat
(Abb.30). Stark fluoreszierende Zellkerne fanden sich hingegen bei den mit H,O, exponierten
Osteoblasten  (Positivkontrolle). Mittels der DAPI-Farbung (blau) konnten die
fluoreszierenden Strukturen als Zellkerne identifiziert werden.

Die quantitative Analyse der Ergebnisse (Abb.31) zeigt, dass die durch Clearfil und Excite
induzierte PARP-Aktivitdt und damit die Gentoxizitat dieser beiden Dentinhaftvermittler
annahernd dem Schadigungspotential von H,O, (Positivkontrolle) entsprechen. Wie bereits
auf den Fluoreszenzbildern ersichtlich, erwies sich das Cyanoacrylat Histoacryl als weniger
DNA-schadigend. Der geringe Messwert der Negativkontrolle resultierte aus der
Hintergrundfluoreszenz und tauschte lediglich eine PARP-Aktivitat vor. Insgesamt zeigten
sich hochsignifikante Unterschiede der PARP-Aktivitdt aller Proben zur unbehandelten
Kontrolle (p<'0,001).
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Kontrolle

Clearfil

Abb.30: Immunzytochemischer Nachweis der Aktivitdit von PARP-1 nach Inkubation der
Osteoblasten mit den EDgg-Eluaten der Klebstoffe fir 24h. Die unbehandelte Kontrolle zeigt
keine PARP-1-Expression. Der blaue Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4,6-Diamidino-2-
phenylindol) diente dem Nachweis nukleinsdurehaltiger Zellkerne. Sowohl die
Positivkontrolle mit H,O, als auch die Klebstoffe Clearfil, Excite und Histoacryl fihrten zu
einer Aktivierung des PARP-1-Enzyms (griun fluoreszierende Zellkerne); VergroRerung 100x

PARP-Assay
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Abb.31: Quantitative  Auswertung des PARP-Assays nach Messung der
Fluoreszenzintensitat. Darstellung des arithmetischen Mittels und der Standardabweichung
aus 3 Versuchsreihen (Messung von je 50 Zellkernen), Angabe der PARP-Aktivitat in
Prozent im Vergleich zur Positivkontrolle (*** hochsignifikanter Unterschied zur
unbehandelten Kontrolle (p<0,001))
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4.4.2 Durchflusszytometrische Bestimmung von AnnexinV

Mit dieser Untersuchung galt es die Frage zu klaren, in welchem Ausmalf eine Schadigung
der Zellen stattfindet. Geringe Zellschaddigungen konnen durch intrazellulare
Reperaturmechanismen kompensiert werden, grofRere hingegen induzieren einen Zelltod,
der entweder kontrolliert und damit fir das umliegende Gewebe schonend ablauft
(Apoptose) oder unkontrolliert als Nekrose, die mit einer entziindlichen Reaktion verbunden
ist.

Als Indikator fiir eine Apoptose diente die Bindung von AnnexinV an Phosphatidylserin, die
im Durchflusszytometer analysiert wurde. Drei potentielle Knochenklebstoffe wurden
ausgewahlt und die Osteoblasten analog zu Ansatz B den EDse-Konzentrationen der
Klebstoffeluate fir 48 Stunden exponiert. Getestet wurden die Dentinhaftvermittler Clearfil
New Bond und Excite und das Cyanoacrylat Histoacryl. Da fir Histoacryl kein EDso-Wert
bestimmt werden konnte, wurde die unverdiinnte Stammlésung untersucht.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung zur Apoptose sind in Abb.32
grafisch und in Abb.33 quantitativ dargestellt. Eine Quadranteneinteilung erméglichte eine
Zuordnung von vitalen, apoptotischen und spatapoptotisch/nekrotischen Zellen (Abb.32).

Die Kontrolle zeigte einen Uberwiegenden Anteil vitaler Zellen (73%), 18% der Zellen
erwiesen sich als nekrotisch und ca. 6% apoptotisch. Die relativ grof3e nekrotische Fraktion
lasst sich durch den Vorgang des Ablésens der Zellen vom Schalenboden mittels Trypsin
erklaren, wobei einige Zellen sterben. Der geringe apoptotische Anteil kann als nattrlicher
Prozess im Rahmen von Zellerneuerungen gewertet werden. Die potentiellen
Knochenklebstoffe fuhrten zu einer deutlichen Erhdéhung der apoptotischen, aber auch
teilweise der nekrotischen Zellpopulation (Abb.32, 33).

Dentinhaftvermittler: Lediglich 21% vitale Zellen fanden sich bei dem chemischen
Polymerisat Clearfil New Bond, der Uberwiegende Anteil war nekrotisch (43,4%) und 34,4%
der Osteoblasten gingen in Apoptose. Das lichthartende Material Excite induzierte in den
meisten Zellen den programmierten Zelltod (42,7%), aber auch viele nekrotische
Osteoblasten waren messbar (37,5%). Nur ein Filnftel aller Zellen konnte der vitalen
Population zugeordnet werden (Abb.33).

Cyanoacrylate: Einen besonders groRen Anteil apoptotischer Osteoblasten verursachte
Histoacryl. Uber 76% der Zellen gingen in den programmierten Zelltod. Der vitale Zellanteil
reduzierte sich auf 4% und die nekrotische Population betrug 18,8% (Abb.33).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alle Testsubstanzen das Potential
besitzen, eine Apoptose in den Osteoblasten zu induzieren. Die beiden Dentinhaftvermittler
Clearfil New Bond und Excite fuhrten zu einer Rechtsverschiebung der Zellwolke (Abb.32)

und damit zu einem erhdhten Anteil apoptotischer und spatapoptotisch/nekrotischer Zellen.
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Das getestete Histoacryl induzierte in den Osteoblasten ausschlie3lich eine Apoptose.
Weiterhin lagen kaum noch vitale Zellen vor, was auf eine toxische Schadigung hinweist.
Eine Ursache fir die Toxizitat des sonst zellvertraglichen Histoacryls kdnnte im verwendeten
Spendermaterial liegen. Aber auch die Tatsache, dass fur Histoacryl keine EDsy-LOSung,
sondern die unverdiinnte Stamml&sung eingesetzt wurde, kann fiir den Verlust vitaler Zellen
verantwortlich sein.

MKG-0B AnnexinV-Pl 48h-Kontrolle1 MKG-0B Annexin-Pl 48h-Clearfill

Kontrolle nekrotisch Clearfil New
spatapopfotisc Bond

Zellfragmente

MKG-0B AnnexinV-Pl 48h-Excitel

Excite

Abb.32: Durchflusszytometrische Messung von Annexin V - FITC und Propidiumjodid an
humanen Osteoblasten nach Inkubation mit den EDsy Eluaten der Testsubstanzen fiir 48h;
Dotplot der Zellpopulation: Q3=vital; Q4=apoptotisch; Q2 = spatapoptotisch / nekrotisch;
Ql=Zelltrimmer
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Annexin V - Assay
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Abb.33: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V - FITC
und Propidiumjodid an humanen Osteoblasten nach Inkubation mit EDso-Eluaten der
Testsubstanzen fir 48h ; (n=6) ( * signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle,* = p
<0,05;* =p <0,01; ** =p <0,001)
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5 Diskussion

Die Osteosynthese von Frakturen des Mittelgesichts gestaltet sich aufgrund des
Zusammenfigens filigraner, pergamentartiger Knochenstrukturen schwierig. Einfach und
zugleich innovativ kénnte es sein, die Knochenfragmente miteinander zu verkleben. Das
Verfahren ist aussichtsreich, wenn eine langfristig stabile Verbindung des Knochens erreicht
wird, ein ungehinderter Heilungsprozess stattfinden kann und das umliegende Gewebe nicht
geschadigt wird. Das stellt an die Knochenklebstoffe spezifische Anforderungen. Vor allem
missen diese Materialien u.a. eine gute Haftkraft besitzen, biokompatibel und resorbierbar
sein (Giebel und Rimpler, 1981; Donkerwolcke et al., 1998; Heiss et al., 2005b).

Mit dieser Arbeit galt es zu klaren, ob die untersuchten Dentinhaftvermittler und
Cyanoacrylate eine genligende Biokompatibiltitdt besitzen, um sie zur Knochenklebung
einsetzen zu kdnnen. Die vorliegende Studie befasste sich mit der Prifung der Zelltoxizitét
dieser Materialien auf primére Osteoblastenkulturen aus dem Kieferbereich. Die Evaluation
der Klebstoffe erfolgte anhand der europaischen Leitlinie zur Testung auf In-vitro-

Zytotoxizitat von Medizinprodukten.

5.1 Das Modell der Toxizitatstestung auf Grundlage der Norm ,EN ISO 10993

Die Testverfahren zur Biokompatibilitatsprifung in vitro bzw. in vivo sind von essentieller
Bedeutung fir die Entwicklung und die spatere erfolgreiche klinische Anwendung von
Biomaterialien. Einen Leitfaden fur die biologische Untersuchung von Medizinprodukten gibt
die Norm EN ISO 10993. Diese ist in 18 Unterpunkte gegliedert. Teil 5 befasst sich mit der
Testung auf In-vitro-Zytotoxizitat und Teil 12 erlautert Verfahren der Probenvorbereitung und
der Anwendung von Referenzmaterialien bei der biologischen Beurteilung. Die Norm10993-5
liefert Anhaltspunkte zur Methodik der Zytotoxizitatstestung und betont ausdrtcklich, dass im
Hinblick auf das spatere Einsatzgebiet fUr jedes einzelne Material genau abzuwégen ist,
welche biochemischen Verfahren und welche morphologischen Parameter zur Prifung
sinnvoll sind.

Der Norm entsprechend wurden die potentiellen Knochenklebstoffe einer
Zytotoxizitatstestung nach direktem und nach indirektem Kontakt mit der Zellkultur
unterzogen. Die Zellen kdnnen entweder mit einem Extrakt des Testmaterials (entspricht der
indirekten Wirkung) oder im direkten Kontakt mit der Probe (entspricht der direkten Wirkung)

getestet werden. Die Applikation der Zellen in direktem Kontakt mit den Klebstoffen
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simulierte dabei am ehesten die klinische Situation, in der die Adhasive unmittelbar den
knochernen Frakturrandern aufliegen. Die Prifung erfolgte auch am gewonnenen
Originalextrakt und an einer Serie von Verdiinnungen mit Kulturmedium (indirekte Wirkung),
um  Dosis-Wirkungsbeziehungen zu erkennen und den  Einfluss gelGster
Klebstoffbestandteile auf die Knochenzellen zu evaluieren.

Die Klebstoffe wurden in polymerisierter Form hinsichtlich ihrer toxischen Wirkung untersucht
(EN ISO 10993-12). Klinisch begriindbar ist dieses Vorgehen damit, dass erst das
Polymerisat die Adhasion und die Stabilitit der Osteosynthese gewahrleistet und die
Materialien in dieser Form Uber langere Zeit mit dem umliegenden Gewebe in Kontakt
kommen. Die mdgliche toxische Wirkung der Rohstoffe blieb hierbei weitestgehend
unberucksichtigt (Janda et al., 2007). Jedoch wurde auch die Toxizitat der Ausgangsstoffe
teilweise erfasst, da die Polymerisation nie vollstdndig verlauft (Tanaka et al., 1991,
Geurtsen et al.,, 1998) und sich in den Eluaten immer unpolymerisierte Restmonomere
befinden (Ferracane, 1994).

Auch in anderen Untersuchungen wurden die toxischen Eigenschaften von
Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten tberwiegend anhand der biologischen Wirkung
ihrer eluierten Bestandteile ermittelt (Ciapetti et al., 1994b; Geurtsen et al., 1999; Kaga et al.,
2001; Mantellini et al., 2003; Spagnuolo et al. 2004; Wiegand et al., 2006).

Die Proben wurden Uber den Versuchszeitraum von sechs Wochen steril gehalten, da eine
bakterielle Kontamination eine Verfalschung der Messwerte zur Folge hatte. Ein 80%iger
konfluenter Zellrasen diente als Testkultur, dies entspricht dem Ende der logarithmischen
Wachstumsphase der Osteoblastenkultur (Lindl, 2002). Die 100%ige Konfluenz des
Monolayers hatte eine erhohte Toleranz gegeniber toxischen Einflussen zur Folge. Eine
sehr niedrige Zelldichte wirde zu einem schwachen Messsignal mit einer starken Streuung
der Messwerte fiuihren. Die Zellen wurden mindestens einmal subkultiviert, bevor eine
Prifung der Toxizitat erfolgte.

Unser Untersuchungsmodell bestand aus mehreren sehr differenzierten Testverfahren, um
die Auswirkung der potentiellen Knochenklebstoffe auf moglichst viele unterschiedliche
Zellparameter erfassen zu konnen. Ziel war es, den Grad und die Mechanismen der
Zellschadigung durch die Adhésive beurteilen zu konnen. Die Toxizitdt der eluierten
Bestandteile der Klebstoffe (indirekte Wirkung) wurde mittels des MTT-Tests quantifiziert.
Dieses Verfahren misst die Aktivitat intrazellularer Dehydrogenasen als Maf3 fur die
Zellvitalitat und lasst Ruckschlisse auf die Glykolyserate (Berridge et al., 1996) und auf die
Funktion der Zellatmung zu (Mosmann, 1983). Eine Beurteilung der Aktivitat der
mitochondrialen Atmungskette ermdglichte der Resazurin Test, der zur Bestimmung der

direkten Wirkung der Klebstoffe auf die Zellkultur eingesetzt wurde. Dabei wird die
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Funktionsféahigkeit der Elektronentransportkette in den Mitochondrien gemessen, welche
ebenfalls ein Vitalititsparameter darstellt (O Brien et al., 2000; Gloeckner et al., 2001).

Diese allgemeinen Tests zur Prufung der Zellvitalitat wurden zusatzlich durch spezifische
Untersuchungen zur Gentoxizitat und zur Apoptoseinduktion erweitert. Mit diesen Verfahren
sollte eruiert werden, ob die Klebstoffe einerseits eine Schadigung der DNA verursachen und
andererseits zu einem toxisch induzierten Zelltod fiihren kdnnen. Strangbriiche in der DNA
und damit ein gentoxischer Effekt der Adhasive lie3en sich tber eine immunhistochemische
Untersuchung der Aktivitat des Enzyms Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) indirekt
nachweisen.

Die Untersuchung der Induktion einer Apoptose in den Zellen erfolgte mittels des Annexin-V-
Assays im Durchflusszytometer. Das Prinzip besteht im Nachweis der Translokation von
Phosphatidylserin von der Innen- an die Aul3enseite der Zellmembran und markiert damit
den Verlust der Polaritat der Zytoplasmamembran. Dieser Vorgang ist typisch fur die frihe
Phase der Apoptose.

Mit diesem Testsystem konnten differenzierte Aussagen zur Toxizitat der Klebstoffe auf
unterschiedlichste Zellkompartimente gewonnen werden. Dazu gehdrten vor allem toxische
Wirkungen in den Mitochondrien (Resazurin/MTT-Test), im Endoplasmatischen Reticulum
(MTT-Test), im Zytosol (MTT-Test), im Zellkern (PARP-Assay) und auf die Zellmembran
(Annexin V-Assay). Im Sinne eines toxischen Screenings ist dieses Modell nicht nur zur
biologischen Bewertung von Dentinhaftvermittiern und Cyanoacrylaten geeignet. Auch
andere Klebstoffe oder plastische Fillungsmaterialien kénnen in diesem Versuchssystem auf
ihre Toxizitat untersucht werden. Die gewonnenen komplexen Daten liefern Hinweise auf die

spatere in vivo Wirkung der Substanzen.

5.2 Osteoblastenexplantatkultur aus dem Kieferbereich

Die angewandte und schon beschriebene Kultivierungstechnik (siehe 3.1) ermdglichte es,
Osteoblasten aus Knochenfragmenten des menschlichen Kiefers zu zilchten. Durch
Anfarbung der alkalischen Phosphatase konnte der Uberwiegende Teil der proliferierenden
Zellen als Osteoblasten identifiziert werden. Die Osteoblasten stellten sich im Lichtmikroskop
als groRe polygonale flach gestreckte Zellen mit einem runden Zellkern und zahlreichen
Fortséatzen dar. Trotz sorgfaltiger Sauberung der Proben von anhaftendem Weichgewebe
und mehrmaliger Spilung ist von einer Kontamination der Kultur mit Fibroblasten
auszugehen, so dass es sich bei den gezlchteten Zellen um eine Mischkultur aus

Osteoblasten mit einem geringen Anteil von Fibroblasten handelte. Auch in der klinischen
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Anwendung ist davon auszugehen, dass der Klebstoff nicht nur in Kontakt mit dem Knochen
tritt, sondern gleichfalls mit dem bindegewebigen Periost, den BlutgefaRen und dem
anliegenden Weichgewebe. Selbst die von Biotechnologiefirmen kultivierten und kauflich
erwerbbaren primaren Osteoblastenkulturen sind nicht frei von Fibroblasten.

Die zur Zichtung notwendigen Knochenproben stammten aus Uberschissigem
Knochenmaterial, welches bei verschiedenen kieferchirurgischen Eingriffen im Ober- und
Unterkiefer wie operativen Weisheitszahnentfernungen, Wurzelspitzenresektionen und
Umstellungsosteotomien anfiel. AnschlieBend wurden mit Hilfe einer Luer-Zange
Knochenfragmente der Gréf3e von 2-3 mm?3 hergestellt und diese in Kulturschalen unter
Zugabe von Kulturmedium ausgesat. Diese Form der Isolierungstechnik bietet gegeniber
der Aussaat von gemahlenen Knochenspdnen Vorteile in Bezug auf Wachstum und
Differenzierung von humanen Osteoblasten des Kiefers (Springer et al., 2004; Pradel et al.,
2005). Eine Zerlegung von Knochenmaterial in moglichst kleine Partikel, verbunden mit der
daraus resultierenden Oberflachenvergrof3erung, ergibt nicht gleichzeitig eine hohere
Zellproliferation. Eine Ursache dafir liegt in der mechanischen Zerstérung von Osteoblasten
durch den Vorgang des Zerkleinerns in einer Knochenmihle (Springer et al., 2004). Die Art
des Knochens scheint ebenfalls einen Einfluss auf den Kultivierungserfolg zu haben. So
konnten aus spongidsem Knochen deutlich mehr Osteoblasten gewonnen werden, als aus
Kompaktaproben (Springer et al., 2004). In der Literatur wird die Verwendung von Proben
aus dem Oberkiefer zur Zichtung empfohlen (Pradel et al., 2005). Folglich kénnte sich der
hohe Spongiosaanteil in der Maxilla gunstig auf eine Kultivierung von Osteoblasten
auswirken.

Fur die beschriebenen Untersuchungen wurden 16 Proben aus dem Unterkiefer und lediglich
12 aus dem Oberkiefer verwendet. Aus beiden Spenderregionen lie3en sich erfolgreich
Osteoblasten kultivieren. Das Knochenmaterial bestand fast ausschliellich aus der
Spongiosa des Kieferknochens. Ohne quantitativ ndher untersucht worden zu sein, scheint
das Patientenalter Einfluss auf das Wachstumspotential der Zellen zu haben.
Knochenproben junger Erwachsener unter 30 Jahren zeigten eine schnellere Proliferation
der Osteoblasten als die &lterer Patienten.

In der Literatur wird neben der mechanischen Aufbereitung eine weitere interessante
Methode zur Gewinnung von Primarzellen beschrieben, die Enzympraparation. Durch
enzymatische Spaltung von Knochengewebe mittels Trypsin, Kollagenasen, Pronasen u.a.
ist es dabei moglich, aus Knochenfragmenten Einzelzellen zu isolieren und diese zu
kultivieren (Lindl, 2002).

Vergleichende Untersuchungen dieser beiden Kultivierungsmethoden kdnnten sicherlich
hilfreich sein, um die Effektivitdt der Zichtung von Osteoblasten aus der Maxilla bzw. der

Mandibula weiter zu optimieren.
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5.3 Primére Osteoblasten als Testkultur fur toxikologische Untersuchungen

Die kultivierten humanen primaren Osteoblasten aus dem Kieferbereich sind gemaf der
Norm EN ISO 10993-5 zur biologischen Beurteilung von Medizinprodukten geeignet. Zwar
sollten prinzipiell etablierte Zelllinien, wie beispielsweise American Type Culture Collection
CCL1 (NCTC-Clone 929) oder CCL 163 (Balb/3T3 clone A31), bevorzugt werden, jedoch ist
bei spezifischen Fragestellungen der Einsatz von Primarkulturen, also organtypischen
Kulturen, die direkt aus dem lebenden Gewebe gewonnen werden, erlaubt (EN 1SO 10993-
5). Die Testung der Zytotoxizitat von Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten als
Knochenklebstoffe im Mittelgesichtsbereich ist sicherlich als eine Untersuchung fur einen
spezifischen Anwendungsbereich zu werten.

Primarkulturen konnen zur Toxizitatstestung von verschiedenen Medizinprodukten
verwendet werden, da sie am genauesten die In-vivo-Situation im Labor simulieren.
Nachteile von Primarzellen sind die limitierte Lebenszeit, die im Vergleich zu Zelllinien
begrenzte Zellzahl und ihre laborintensive bzw. zeitaufwandige Isolierung und Kultivierung
(Demirici et al., 2007). Zusatzlich unterliegen sie einer hohen Spendervariabilitat. Zelllinien
sind ,unsterbliche* Zellkulturen aus einer Gewebeart, die durch zuféllige Mutation
(Tumorzellen) oder durch gezielte Veranderung der Expression von Telomerasegenen die
Fahigkeit besitzen, sich unendlich zu teilen (Lindl, 2002). Durch diese Immortalisation
konnen groRe Mengen an Zellklonen in kurzer Zeit geziichtet werden. Die gewonnenen
Kulturen bestehen nur aus einem Zelltyp, sind reproduzierbar, vergleichbar, kostengtinstig
und einfach zu kultivieren. Zu beachten sind jedoch die relative Resistenz dieser Zellen
gegenlber toxischen Einflissen und die bei der Zichtung notwendige Arbeitssicherheit
(Rasche, 2003).

Gemal ihres begrenzten Einsatzgebietes im bzw. am Zahn wurden Dentinhaftvermittler
bisher Uberwiegend an den dort vorherrschenden Zelltypen auf ihre Toxizitat geprift. Zur
Testung wurden Primarzellen, wie beispielsweise humane dentale Pulpazellen (Chen et al.,
2003) und humane Gingivafibroblasten (Spagnuolo et al., 2006), aber auch Zelllinien, wie
Odontoblast-Like-Cells (MDPC-23) und Pulpazellen (OD21) der Maus (Mantellini et al.,
2003) oder Maus 3T3 Fibroblasten (Geurtsen et al., 1999), verwendet.

Aufgrund ihrer Indikation zur Weichgewebsklebung wurden die zellschadigenden Effekte der
Cyanoacrylate fast ausschlief3lich an Fibroblastenkulturen untersucht (Ciapetti et al., 1994a,
b; Kaplan et al., 2005). Die Osteoblastenkultur aus dem Kieferbereich wurde u.a. zur
Evaluation der biologischen Eigenschaften von Knochenersatzmaterialien (Wiedemann-Al-
Ahmad et al., 2002) und von Implantatoberflachen (Rasche, 2003) genutzt.

Die Prufung der Zytotoxizitat von Dentinhaftvermittlern oder Cyanoacrylaten an einer

humanen Osteoblastenkultur wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Die Ergebnisse
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der vorliegenden Untersuchung haben gezeigt, dass sich die Toxizitat von Methacrylat- bzw.
Cyanoacrylat-Klebstoffen an einer primaren Osteoblastenkultur aus dem Kieferbereich

erfolgreich messen lasst.

5.4 Zytotoxizitat der Dentinhaftvermittler und Cyanoacrylate

Die Ergebnisse liel3en erkennen, dass sowohl aus den polymerisierten Dentinhaftvermittlern
als auch aus den gehérteten Cyanoacrylaten Inhaltsstoffe in das Kulturmedium eluiert
werden. Der MTT-Test zeigte, dass diese Eluate auf die Osteoblasten zellschadigend
wirken. Das Ausmal} der Toxizitat variierte allerdings betrachtlich in Abhangigkeit vom
Klebstofftyp, von der Eluatkonzentration (vgl. Ansatz B) und von der Kontaktzeit der
Klebstoffpellets mit Kulturmedium (vgl. Ansatz A). Die Untersuchung der indirekten Wirkung
der Klebstoffe auf die Osteoblasten ergab eine geringere Zellschadigung durch die
Cyanoacrylate im Vergleich zu den Dentinhaftvermittlern. Ein Ranking der Testmaterialien
nach ihrer Toxizitatsstarke ermdglichten die EDso-Werte. Danach ergaben sich folgende
Toxizitatsstarken der Materialien in aufsteigender Reihenfolge: Titan < Histoacryl < Cyano
Veneer < Excite < Xenolll < Clearfil New Bond.

Das Ausmald der Zellschadigung innerhalb der drei getesteten Dentinhaftvermittler, aber
auch innerhalb der beiden Cyanoacrylate, unterschied sich zumeist signifikant. Allerdings
zeigten die Dosis-Wirkungskurven, die Zeit-Wirkungskurven und die Kurven des
Langzeitversuches sowohl bei den Dentinhaftvermittlern als auch bei den Cyanoacrylaten
jeweils einen sehr @hnlichen Verlauf. Teilweise lag ein nahezu paralleler Kurvenverlauf vor.
Dies lasst vermuten, dass die verschiedenen Dentinhaftvermittler &hnliche oder sogar
gleiche toxische Substanzen eluieren, jedoch in unterschiedlichen Mengen. Gleiches gilt fur
die Cyanoacrylate. Folglich konnten die zellschddigenden Effekte in der Gruppe der
Dentinhaftvermittler bzw. der Cyanoacrylate jeweils auf den gleichen toxikokinetischen und
toxikodynamischen Mechanismen beruhen.

Die Untersuchung der direkten zellschadigenden Wirkung der Klebstoffe auf die
Osteoblasten im Langzeitversuch erbrachte nach kurzer Expositionszeit bei allen getesteten
Produkten einen hohen Vitalitatsverlust. In den lichtmikroskopischen Aufnahmen fand sich
ein zellfreier Hof um die Polymerisate und viele Zellen lieRen Anzeichen einer Apoptose, wie
eine Abrundung der Zelle, ein Verlust der Zelladhasion und eine Degeneration der
Zellfortsatze, erkennen. Diese Schadigung war bei den Dentinhaftvermittlern ausgepréagter
als bei den Cyanoacrylaten. Die Osteoblasten zeigten im Kontakt mit den

Dentinhaftvermittlern anféanglich eine starke Abnahme ihrer Zellvitalitat, jedoch mit
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zunehmender Kontaktzeit stieg die Vitalitdt wieder an, was als Indiz flr eine geringere
Toxizitat zu werten ist. Nach sechs Wochen zeigten die Zellen eine Vitalitéat von 70-90% im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Die licht- und die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen belegten auch visuell diese
messbare Abnahme der Zytotoxizitat. So verschwand der zellfreie Hof um die Klebstoffprobe
Uber den Versuchszeitraum und die Osteoblasten lagerten sich, vor allem bei den
Cyanoacrylaten, direkt dem Polymerisat an. Im Rasterelektronenmikroskop konnte nach 21-
tagiger Kultivierung sogar ein Zellwachstum auf den Klebstoffoberflachen von Histoacryl und
Excite festgestellt werden. Eine Zellbesiedlung war auf den lediglich fir sieben Tage
inkubierten Proben nicht sichtbar.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die direkten zytotoxischen Effekte ebenfalls
mehrheitlich durch l6sliche Bestandteile der Klebstoffe verursacht werden (Ferracane 1994;
Geurtsen et al, 1999, 2000; Schmalz et al., 2006) und dass die verbleibenden Polymere
weitgehend biokompatibel sind. Auch Janda stellte 2007 fest, dass die Zytotoxizitat der
Monomere eine temporéare Erscheinung ist und verschwindet, wenn die Monomere in den
polymeren Zustand Ubergegangen sind.

Im Resazurin-Assay zeigte sich die hodchste Zytotoxizitat der Klebstoffe in der ersten
Versuchswoche. Somit scheinen die schadlichen Bestandteile hauptséchlich in den ersten
Tagen in Losung zu gehen (Geurtsen et al.,, 2000, Schmalz et al.,, 2006). Diese
Beobachtungen belegen auch Studien zu Elutionsraten von Kompositen, die in ihrem
organischen Anteil weitestgehend den Dentinhaftvermittlern entsprechen. So stellten
Ferracane & Condon, 1990 fest, dass 75% der loslichen Stoffe von Kompositen innerhalb
weniger Stunden extrahiert werden. Bereits nach ein paar Tagen schienen die
Elutionsvorgange weitestgehend abgeschlossen zu sein, da es zu keiner Gewichtsanderung
der Komposite mehr kam.

Die Extraktion erfolgt in Form einer logarithmischen Kurve und ist abhangig von der Art des
Lésungsmittels (Ferracane, 1994). Organische Ldsungen wie etwa ein 75%iges Ethanol-
Wasser-Gemisch stellen ein effektiveres Elutionsmittel als reines Wasser dar (Schmalz et al.,
2006). Fur diesen Unterschied scheint die gréRere Féhigkeit organischer Losungen, das
Polymernetzwerk zu penetrieren, die Offnungen zwischen den Polymerketten zu erweitern
und somit die Diffusion von Monomeren zu beginstigen, ursachlich zu sein (Ferracane,
1994).

In vivo erfolgt eine Elution vor allem durch den Speichel in der Mundhohle oder durch Blut
bzw. Gewebsflissigkeiten im Frakturbereich. Aufgrund ihres organischen und ihres
wassrigen Anteils ist von einem Elutionsvermogen dieser Stoffe auszugehen, das zwischen

reinem Wasser und Ethanol liegt. Auch das in dieser und in anderen Arbeiten (Ciapetti et al.,
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1994b; Geurtsen et al., 1999) als Losungsmittel verwendete Kulturmedium mit Serum dirfte
ein derartiges Elutionspotential besitzen.

Generell ergab die Untersuchung, dass die Zytotoxizitat der getesteten Klebstoffe von der Art
und der Menge der l6slichen Komponenten abhdngt. Dies bestatigen Studien an
Dentinhaftvermittlern von Ranthanathien et al., 1995; Geurtsen et al., 1998, 1999; Wiegand
et al.,, 2006; Demirici et al., 2007 und an Cyanoacrylaten von Ciapetti et al., 1994b und
Nitsch et al., 2005.

5.4.1 Toxizitat der Dentinhaftvermittler

In der Gruppe der dentalen Adhasive verursachte das Lichtpolymerisat Excite die geringste
Vitalitéatsreduktion der Osteoblasten, gefolgt von dem selbstatzenden, lichthartenden Adh&siv
Xeno Il und dem chemisch hartenden Clearfil New Bond. Excite fuhrte bei kurzer Kontaktzeit
(bis 1h) oder in héherer Verdinnung (c=12,5%) zu keinem bzw. zu nur einem geringen Abfall
der Zellvitalitat. Erst steigende Konzentrationen und langere Elutionszeiten verursachten
deutliche toxische Effekte. Diese Beobachtungen stehen in Kontrast zu den Ergebnissen von
Demirici et al., 2007, der die Zytotoxizitdt von Excite und verschiedenen Self-Etching-
Adhéasiven im unpolymerisierten Zustand an transformierten-Pulpa-Zellen untersuchte. Der
von ihm durchgefiihrte Crystal-Violett-Assay ergab, dass unpolymerisiertes Excite die
hdchste Toxizitat auf Pulpazellen unter allen getesteten Dentinhaftvermittlern aufwies. Dieser
Unterschied der Ergebnisse zwischen dem unpolymerisierten und gehéartetem Excite zeigt,
dass sich durch die Polymerisation das toxische Potential eines Produktes verédndert und
eine Untersuchung der Ausgangsstoffe keinen Rickschluss auf die biologischen
Eigenschaften des fertigen Polymerisats zulasst (Janda et al., 2007).

Das getestete Self-Etching-Adhésiv Xeno 1l erwies sich in unserer Untersuchung toxischer
als Excite. Selbstatzende Systeme besitzen in der Zahnmedizin den Vorteil, dass eine
Konditionierung der Dentinoberflache mit  Phosphorsdure entfallt, da diese
Dentinhaftvermittler bereits saure Monomere zur Oberflachenmodifikation enthalten. Die
sauren Monomere flihrten in unserer Untersuchung teilweise zu einer deutlichen Senkung
des pH-Wertes im Kulturmedium (pH=4), was per se toxisch fiur die Zellkultur ist (Lindl,
2002). Somit beruht die Toxizitat von Xeno Ill nicht nur auf den eluierten Bestandteilen,
sondern zusétzlich auf einer pH-Wert-Senkung im Medium. Eine zellschadigende Wirkung
von Xeno lll ergaben auch Untersuchungen von Wiegand et al. 2006, welche Uber eine
Perfusion von Dentinprifkorpern die In-vitro-Zytotoxizitat von verschiedenen Self-Etch-
Adhasiven ebenfalls mittels MTT-Test an L929-Mausfibroblasten evaluierten.
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Als das Produkt mit der insgesamt starksten Zytotoxizitat auf die Osteoblasten erwies sich
der Dentinhaftvermittler Clearfii New Bond. Bereits niedrige Konzentrationen (c=5%) der
geldsten Bestandteile und eine sehr kurze Expositionszeit (5 min) zwischen Adhasiv und
Kulturmedium fuhrten zu einem deutlichen Vitalitatsverlust der Zellen. Die starke Zytotoxizitéat
von Clearfil nach einer Kontaktzeit von lediglich 5 min muss durch eine grof3e Menge
l6slicher, unpolymerisierter Bestandteile auf der Klebstoffoberflache verursacht worden sein,
da eine Stoffdiffusion aus dem Pelletinneren mehr Zeit bendétigt hatte. Es ist denkbar, dass
die Polymerisation des chemisch hartenden Clearfil New Bonds, trotz Beachtung der
Herstellerangabe, zum Zeitpunkt der Applikation noch nicht abgeschlossen war, da eine
chemische Polymerisation langer dauert und schlechter steuerbar ist als eine Lichthértung.
Dieser niedrige Polymerisationsgrad durfte zu der gro3en Fraktion eluierbarer toxischer
Bestandteile gefuhrt haben.

Auch ist bekannt, dass der Luftsauerstoff an der Oberflache der Dentinhaftvermittler die
Polymerisation verhindert. Diese sogenannte Sauerstoffinhibitionsschicht ist in der
zahnmedizinischen Fillungstherapie gewiinscht, da sie eine Verbindung der Kompositfiillung
mit der Dentinhaftvermittlerschicht ermoglicht. In unserer Untersuchung scheinen die
Monomere der Inhibitionsschicht maf3geblich zur Toxizitat von Clearfil New Bond, aber auch
von Xeno Il und Excite beigetragen zu haben. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Entfernung der Inhibitionsschicht durch eine Politur oder durch Beschleifen die Menge an

Restmonomeren reduziert und die Zytotoxizitat senkt (Schmalz et al., 2005).

5.4.2 Toxizitéat der Cyanoacrylate

Die beste Zellvertraglichtkeit unter allen getesteten Klebstoffen zeigte das Butyl-2-
Cyanoacrylat Histoacryl. Toxische Effekte waren erst bei héheren Konzentrationen (c>50%)
und langeren Inkubationszeiten (24 h) zu verzeichnen. Auch andere Untersuchungen fanden
eine gute Zellvertraglichkeit der Butyl-2-Cyanoacrylate. So zeigten Ciapetti et al., 1994b
ebenfalls mittels einer MTT-Testung von Cyanoacrylat-Eluaten an Lymphozyten, dass die
Butyl-Cyanoacrylate deutlich weniger toxisch sind als die Ethyl-Cyanoacrylate in
verschiedenen Darreichungsformen (flissig bzw. als Gel). Eine gute In-vivo-Vertraglichkeit
der Butyl-Cyanoacrylate hatten schon vorher Vasenius et al., 1988 nachgewiesen. Nach
Applikation von Histoacryl auf die Femurcondylen von Ratten konnte weder eine Entziindung
noch eine Fremdkdrperreaktion beobachtet werden.

In unserer Studie zeigte das Ethyl-2-Cyanoacrylat Cyano Veneer analog zu den Ergebnissen
von Ciapetti et al., 1994a, 1994b einerseits eine hohere Zytotoxizitat als Histoacryl,

andererseits erwies es sich vertraglicher als alle Dentinhaftvermittler. Die Toxizitat korreliert
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anscheinend mit der Kettenlange der Cyanoacrylate mit dem Ergebniss, dass langkettige
Verbindungen wie Histoacryl biokompatibler sind als die kurzkettigen wie Cyano Veneer
(Tseng et al., 1990; Ciapetti et al., 1994b; Nitsch et al., 2005).

Die Arbeitsgruppe um Ciapetti et al. untersuchte 1994 in einem &ahnlichen Versuchsmodell
verschiedene Cyanoacrylate hinsichtlich ihrer zytotoxischen Wirkung auf L1929
Mausfibroblasten in direktem Kontakt. Sie beschrieben nach 24- bis 72-stlindiger Exposition
ebenfalls starke zytotoxische Effekte, so u.a. einen durch Zelltod entstandenen zellfreien
Hof, ein Fehlen der Zelladhasion und eine Vakuolisierung des Zellkerns. Interessanterweise
nahm in unserer Untersuchung die zellschadigende Wirkung der Klebstoffe (ber den
Versuchszeitraum von sechs Wochen kontinuierlich ab und die Vitalitat der Osteoblasten
stieg an, so dass bei beiden Cyanoacrylaten nach 14-tagiger Kultivierung die Aktivitat der
Zellkontrolle erreicht wurde. Dieses Untersuchungsergebnis korreliert mit einer Studie von
Thumvanit et al., 1999, die zeigte, dass die Elution zytotoxischer Substanzen aus

Cyanoacrylaten innerhalb von zwei Wochen abgeschlossen ist.

5.5 Ursachen der Zytotoxizitat der Dentinhaftvermittler und Cyanoacrylate

5.5.1 Ursachen der Toxizitat der Dentinhaftvermittler

Viele Studien befassten sich mit der Identifizierung der eluierbaren Bestandteile von
Kunststofffillmaterialien. Diese l6slichen Komponenten kénnen die strukturelle Stabilitat der
Materialien beeinflussen und zu ungunstigen lokalen Gewebereaktionen oder sogar zu
systemischen Effekten fiihren (Schmalz et al., 1998). Bereits 1981 hatten Braden & Pearson
Uber eine Infrarotspektroskopie die Extraktion von Restmonomeren aus Bis-GMA- und
Urethan-basierten Kompositen nachgewiesen, und 1986 identifizierten Okamoto et al. mittels
einer HPLC (High Performance Liquid Chromatographie) die Monomere TEGDMA und Bis-
GMA in Eluaten verschiedener Komposite.

Extrahierbare Bestandteile von Dentinhaftvermittlern untersuchte die Arbeitsgruppe von
Geurtsen et al., 1999. Eine Analyse der wassrigen Extrakte Uber eine Gas-Chromatographie
und Massen-Spektrometrie (GC/MS) ergab in vier der finf Extrakte das hydrophile Monomer
HEMA. In einigen der Proben konnten verschiedene Ethylenglykolmethacrylate wie
TEGDMA, EGDMA und TEGMMA identifiziert werden. Zusatzlich fand sich in allen
untersuchten Extrakten der Photoinitiator Kampferchinon. Geurtsen et al., 1999 kamen zu
dem Schluss, dass es sich bei den eluierten Bestandteilen vor allem um kleine (Ko-)
Monomere und Zusatzstoffe wie Polymerisationsinitiatoren handelt. Zahlreiche In-vitro-
Studien zeigten, dass besonders die Kunststoffmonomere der Dentinhaftvermittler
zytotoxisch sind (Hanks et al., 1991; Wataha et al., 1999; Kaga et al., 2001). Diese freien
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Monomere, die Restmonomere, sind eine Folge der unvollstandigen freien radikalischen
Polymerisation der Dentinhaftvermittler. Bei diesem Vorgang reagieren grol3e
Dimethacrylate, sogenannte Basismonomere (wie Bis-GMA), miteinander und mit kleineren
Ko-Monomeren (HEMA, TEGDMA) zu einem Polymernetzwerk. Die Ko-Monomere fiihren zu
einer Quervernetzung der Matrix, die die Beweglichkeit der Monomere einschrankt und die
Polymerisation verzogert, so dass 25% bis 50% der Methacrylatgruppen im geharteten
Material nicht reagiert haben (Ferracane, 1994). Allerdings ist der Grof3teil dieser
Methacrylate nicht 16slich, da diese Monomere an einem Ende mit der Polymerkette reagiert
haben und nur am anderen Ende eine ungebundene C=C-Doppelbindung vorliegt. Derartige
Monomere werden als anhangende Methacrylatgruppen bezeichnet (Ferracane, 1994).
Insgesamt entfallen ca. 2-7% der unreagierten Methacrylate auf eluierbare Restmonomere
(Tanka et al., 1991). Ziel sollte es daher sein, einen maximalen Konversionsgrad der
Methacrylate zu erreichen (Janda, 2007), um den Anteil der Restmonomere so weit wie
moglich zu senken. Ein hoher Konversionsgrad und damit eine geringe Zytotoxizitat, kann
durch eine ausreichend lange Polymerisationsdauer und durch die Verwendung von
geeigneten Polymerisationslampen erreicht werden (Kaga et al., 2001; Wiegand et al.,
2006). So zeigte sich bereits, dass die Polymerisation von Dentinhaftvermittlern mit
konventionellen Halogenlampen in vitro zu einer geringeren Zellschadigung flihrte als bei
Hartung mittels Light-Emmiting-Diode (LED) Lampen (Spagnuolo et al., 2004a).

Neben dem Konversionsgrad hangt die Menge der Igslichen Monomere auch von ihrem
Molekulargewicht und ihren chemischen Eigenschaften ab. So eluieren kleine hydrophile
Monomere wie HEMA oder TEGDMA leichter und schneller in wassriger Losung als groRRere
lipophile Monomere wie Bis-GMA (Bouillaguet et al.,, 1996; Thonemann et al., 2002).
Aufgrund ihrer guten Membrangéangigkeit weisen lipophile Monomere wie Bis-GMA jedoch
ein groReres zytotoxisches Potential auf (Oliveira Mamede et al., 2004). Ratanasathien et al.,
untersuchten 1995 verschiedene Monomere dentaler Adhéasive hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat
auf Mausfibroblasten und stellten anhand der EDso-Werte folgendes Toxizitatsranking auf:
Bis-GMA>UDMA>TEGDMA>>>HEMA.

Diese Ergebnisse bestatigten prinzipiell Geurtsen et al.,, 1998, die 35 verschiedene
Monomere und Additive von Dentinhaftvermittlern auf ihre Toxizitat in der Zellkultur priften.
Anhand der EDso-Werte zeigten sich Bis-GMA, UDMA und DMBZ stark zytotoxisch auf
Fibroblasten, wohingegen die Monomere HEMA, BEMA und der Photoinitiator
Kampferchinon moderate toxische Effekte verursachten. Die hochste Zytotoxizitat auf
Fibroblasten fand sich fiir den Photostabilisator 2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenon (HMBP)
und den Inhibitor 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol.

In unserer Untersuchung enthielten alle gepriften Dentinhaftvermittler das hydrophile (Ko-)

Monomer HEMA. Als Basismonomere beinhalteten Clearfil New Bond und Excite das Bis-
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GMA, wahrend Xeno IIl eine UDMA-Komponente aufweist. Die Lichtpolymerisate Excite und
Xeno Il enthielten als Initiator Kampferchinon, das als Radikalbildner sowohl ein
zytotoxisches als auch eine mutagenes Potential besitzt (Geurtsen et al., 1999). Aufgrund
der guten Ld&slichkeit im wassrigen Kulturmedium und des hohen prozentualen Anteils in
Dentinhaftvermittlern, dirften die gemessenen toxischen Effekte der eluierten Bestandteile
vor allem auf das hydrophilie Monomer HEMA zurtickzufiihren sein. Zumindest stellt HEMA
den mengenmalfig gréRten Anteil in den Eluaten von Dentinadhédsiven dar (Geurtsen et al.,
1999).

Neue Studien zeigen, dass HEMA und TEGDMA zur Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS = Reactive Oxygen Species) fuhren (Spagnuolo et al., 2004a,
2004b und 2006; Chang et al., 2004; Demirici et al., 2007). Gleichfalls gilt Kampferchinon,
das die Licht-Polymerisation in den meisten Dentinhaftvermittlern initiiert, als ein potenter
Radikalbildner und damit als ein ROS-induzierendes Agens (Schweikl et al., 2006). ROS, zu
deren Vertretern u.a. das Wasserstoffperoxid, das Superoxidradikal und das Hydroxylradikal
gehdren, sind aufgrund ihrer ungepaarten freien Aul3enelektronen hochreaktive und damit fur
die Zelle sehr gefahrliche Molekdle. Beispielsweise sind diese Stoffe in der Lage, Fettsduren
miteinander zu vernetzen und damit die Integritat der Zellmembran zu stéren. Des Weiteren
fuhren ROS zur Schadigung im Aufbau von Proteinen und Nukleinsauren, so dass
Signaltransduktionswege gestért und Genexpressionen verandert werden (Demirici et al.,
2007). Auch fir vorzeitige Alterungsprozesse scheinen ROS verantwortlich zu sein (Lu et al.,
2008). Als Folge des aeroben Zellstoffwechsels entstehen, besonders in den Mitochondrien,
in den Peroxisomen und durch das Cytochrom-P450-Enzym, standig kleine ROS-Mengen
(Schweikl et al.,, 2006). Neben dieser endogenen Produktion kdnnen durch Exposition
gegenluber UV-Licht, durch ionisierende Strahlung oder durch Aufnahme anthropogener
Fremdstoffe, die sogenannten Xenobiotika, zusatzlich exogen ROS erzeugt werden. Zur
Entgiftung dieser reaktiven Molekiile besitzt jede Zelle Antioxidantien wie Glutathion (GSH),
das durch seine Thiolgruppe die Fahigkeit besitzt, ROS in stabile, reaktionstrage und damit
fur die Zelle harmlose Stoffe zu reduzieren (Emmler et al., 2004). Diese Reaktion wird durch
das Enzym Glutathionperoxidase unter Bildung des oxidierten Dimers Glutathion-Disulfid
(GSSH) katalysiert. So kann beispielsweise Wasserstoffperoxid (H,O,) mittels Glutathion in
zwei Moleklile Wasser (2H,0) detoxifiziert werden. Zusatzlich besitzt Glutathion als
intrazellul&rer Scavenger die Fahigkeit, Xenobiotika durch eine Konjugation Uber die Niere zu
eliminieren (Emmler et al., 2004). Durch eine gesteigerte Exposition gegeniiber ROS kann
es zu einer Uberlastung des schiitzenden zelleigenen Antioxidationssystems kommen.
Dieser als oxidativer Stress bezeichnete Zustand fiihrt zu den oben beschriebenen
zellschadigenden Effekten. Die Monomere HEMA und TEGDMA verursachen eine derartige

Imbalance im intrazellularen Redoxstatus, einerseits durch Steigerung der Produktion von
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ROS, andererseits durch eine schnelle Depletion von Glutathion (Stanislawski et al., 2003;
Chang et al., 2005; Schweikl et al., 2006). Eine GSH-Depletion kann infolge der vermehrten
ROS-Produktion auftreten, die den Glutathion-Pool erschopft und zu einer Akkumulation von
Glutathion-Disulfid fuhrt (Chang et al., 2005). Zuséatzlich kann es auch Uber eine direkte
Konjugation von GSH mit Monomeren wie HEMA zu einer Depletion von Gluthathion
kommen (Chang et al.,, 2005). Diese als Michael-Addition bezeichnete Reaktion fihrt zu
einer kovalenten S-C Bindung zwischen dem Methacrylatester von Monomeren wie HEMA
und Glutathion. Die molekularen Mechanismen der ROS-Bildung durch die
Kunststoffmonomere sind bislang nicht geklart (Schweikl et al., 2006). Es konnte allerdings in
einigen Studien gezeigt werden, dass bei gleichzeitiger Gabe von Antioxidantien wie N-
Acetylcystein, Ascorbat und Trolox (Vitamin E) die durch HEMA und TEGDMA verursachte
Zytotoxizitat abgeschwacht wird (Stanislawski et al., 2003; Spagnuolo, 2006).

Die in der vorliegenden Arbeit gemessene Abnahme der Aktivitat intrazellularer
Dehydrogenasen nach Kontakt mit Eluaten der Dentinhaftvermittler durfte eine Folge des
durch Monomere in den Osteoblasten induzierten oxidativen Stresses sein. Auch die
Reduktion der Zellatmung im direkten Ansatz konnte in Zusammenhang mit der
zytotoxischen Wirkung von Sauerstoffradikalen stehen.

Die Polymermatrix der Dentinhaftvermittler ist keineswegs biologisch stabil, sondern steht in
Wechselwirkung mit einer Reihe von Enzymen. Da es sich bei den meisten
Kunststoffmonomeren um Esterverbindungen handelt, sind unspezifische Esterasen wie das
Enzym Cholinesterase (CE) oder die im Speichel vorhandene Pseudocholinesterase (PCE)
in der Lage, diese Esterbindungen hydrolytisch zu spalten (Emmler, 2004). Vor allem die
anhangenden Methacrylatgruppen sind Angriffen der Esterasen ausgesetzt (Ferracane et al.,
1994). Infolge dieser Degradation entstehen Intermediate, die ihrerseits ein zytotoxisches
Potential entfalten kdnnen. Bereits im Jahr 1992 fanden Larsen et al., dass Mono- und
Dimethacrylate durch die Esterasen zu Methacrylsaure und in ihren korrespondierenden
Alkohol hydrolysiert werden. Ethylenglykol, ein Alkohol aus der Hydrolyse von HEMA, konnte
in Eluaten von Dentinadh&siven nachgewiesen werden, blieb aber ohne toxischen Effekt auf
die getestete Fibroblastenkultur (Geurtsen et al., 1999). Die Methacrylsaure hingegen besitzt
ein geringes zytotoxisches Potential, das nach den Ergebnissen von Ratasanathien et al.,
1995 unter der Toxizitdt von TEGDMA und HEMA einzuordnen ist. Im Gegensatz dazu
ermittelte Emmler, 2004 fur die Methacrylsdure eine im Vergleich zu HEMA toxischere
Wirkung. Die Bildung von Formaldehyd durch Oxidationsprozesse in der Inhibitionsschicht
von Kompositen konnte in einer Studie nachgewiesen werden, allerdings schienen die
Konzentrationen fir toxische Effekte zu gering zu sein (Oysaed et al., 1988). In der Literatur
finden sich keine weiteren Arbeiten, die diese Formaldehydbildung bestatigen. Somit durfte

die Methacrylsaure das Degradationsprodukt sein, welches zur toxischen Wirkung der
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Dentinhaftvermittler beitragt. Aufgrund der im Serum des Kulturmediums vorhandenen
Esterasen, erfolgt eine enzymatische Degradation der Methacrylate auch in vitro (Ciapetti et
al., 1994a). Die gemessene Abnahme der Vitalitat der Osteoblasten und die beobachteten
zytotoxischen Effekte auf die Zellen konnten somit teilweise auch auf der Bildung von

Methacrylsaure beruhen.

5.5.2 Ursachen der Toxizitat der Cyanoacrylate

Eine zytotoxische Wirkung zeigten die Cyanoacrylate sowohl nach direktem Kontakt mit den
Osteoblasten als auch (ber ihre extrahierten Bestandteile. Im Vergleich zu den
Dentinadhasiven wurden die Enzymaktivitdt und die Zellatmung der Osteoblasten durch
diese Acrylatklebstoffe weniger beeintrachtigt. Bei den Cyanoacrylaten wurden die
Zellfunktionen erst bei hbheren Konzentrationen und langeren Inkubationszeiten gehemmt.
Die Vitalitdtsabnahme der Osteoblasten im indirekten Ansatz zeigte, dass analog zu den
Dentinhaftvermittlern die Zellschadigung durch I6sliche Bestandteile und
Degradationsprodukte der Cyanoacrylate erfolgt. Innerhalb der beiden getesteten Produkte
ergab die Untersuchung anhand des EDsp-Wertes fir das Butyl-Cyanoacrylat Histoacryl eine
geringere Zytotoxizitat als fur das Ethyl-Cyanoacrylat Cyano Veneer. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit den Daten anderer Autoren, die den langkettigen Butyl-Cyanoacrylaten die
héhere Biokompatibilitdt bescheinigen (Ciapetti et al., 1994; Nitsch et al., 2005). Es gibt
Anzeichen, dass die Zytotoxizitat mit der Kettenlange der Cyanoacrylate korreliert und die
Toxizitat mit zunehmender MolekulgrofRe abnimmt (Tseng et al., 1990; Ciapetti et al., 1994b).
Die Ursache durfte in der hoheren Degradationsgeschwindigkeit von kurzkettigen
Cyanoacrylaten (Methyl-CA, Ethyl-CA) im Vergleich zu langkettigen Derivaten (Isobutyl-CA,
Isoesyl-CA) liegen (Tseng et al., 1990).

Ahnlich wie bei den Dentinadhasiven erfolgt die Degradation der Cyanoacrylate enzymatisch
durch Esterasen. Durch diesen Abbau entstehen toxische Substanzen wie Cyanessigsaure
und insbesondere Formaldehyd, welche fir die in vivo und in vitro Toxizitat der
Cyanoacrylate verantwortlich sein kdénnen (Tseng et al.,, 1990; Nitsch et al., 2005).
Papatheofanis und Barmada stellten 1992 fest, dass Cyanoacrylate zu einer Steigerung der
Superoxid-Anionen-Produktion und der LDH-Freisetzung in polymorphkernigen Leukozyten
fuhren. Im Gegenzug konnte durch Applikation von Ascorbinsdure (Vitamin C) als
Antioxidanz die Superoxid-Anion- und LDH-Freisetzung gehemmt und die intrazellulare
Glutathion-Menge erhoht werden. Somit kdnnte die Zytotoxizitat der Cyanoacrylate wie bei
den Dentinhaftvermittlern auf der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und den

Folgen von oxidativem Zellstress beruhen. Der in unserer Arbeit beobachtete
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Attachementverlust der Zellen konnte durch eine ROS induzierte Zerstdérung von
Membranfetten verursacht worden sein.

Insgesamt stimmen unsere Ergebnisse mit den Literaturdaten (berein. In diesem
Zusammenhang sei noch mal auf die Arbeiten von Ciapetti et al., 1994 hingewiesen, die
analog zu unserem Versuchsansatz die Toxizitat der Cyanoacrylate im direkten Kontakt und
in einem Elutionstest untersuchten und ebenfalls den Butyl-Cyanoacrylaten im Vergleich zu
den Ethyl-Derivaten eine geringere Zytotoxizitat bescheinigten. Aus toxikologischer Sicht
erscheint somit das moderat zytotoxische Histoacryl als Knochenklebstoff am ehesten

geeignet zu sein.

5.6 Gentoxizitat und Apoptoseinduktion

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die Bestandteile aller untersuchten potentiellen
Knochenklebstoffe das toxische Potential besitzen, die Aktivitat unspezifischer Enzyme zu
reduzieren, die Funktion der Zellatmung zu stéren und die Zellmorphologie zu verandern.
Ziel der weiteren Untersuchungen war es zu ermitteln, ob durch die Klebstoffe auch die DNA
der Osteoblasten geschadigt wird und ob als Folge der Zytotoxizitat ein programmierter
Zelluntergang (Apoptose) in den Osteoblasten induziert wird. Die Gentoxizitat der Klebstoffe
liel3 sich Uber die Bestimmung der Aktivitat des PARP-Enzyms indirekt nachweisen. Dieses
wird ausschlie3lich bei DNA-Strangbriichen aktiviert, daher ist der Nachweis von PARP
spezifisch fur das Vorliegen einer DNA-Schadigung. Die immunzytochemische Analyse der
PARP-Aktivitat als Mal3 der Gentoxizitat ergab, dass alle drei getesteten Adhéasive (Clearfil
New Bond, Excite und Histoacryl) zu Strangbriichen in der DNA fuhren. Eine zusatzliche
Messung der Fluoreszenzintensitat ermdglichte, die Aktivitat von PARP zu quantifizieren und
zeigte fir beide Dentinhaftvermittler doppelt so hohe Werte im Vergleich zu den
Cyanoacrylaten. Somit scheinen die getesteten Dentinhaftvermittler eine deutlich grol3ere
gentoxische Wirkung auf die Osteoblasten zu erzielen, als das untersuchte Butyl-2-
Cyanoacrylat Histoacryl.

Eine gentoxische Wirkung von dentalen Kunststoffmaterialien wird auch in der Literatur
diskutiert und wurde bereits durch verschiedene Methoden nachgewiesen (Schweikl et al.,
2001; Kleinsasser et al., 2006; Demirici et al., 2007).

In dieser Untersuchung wurde die Gentoxizitat von Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten
mittles des PARP-Assays erstmalig analysiert. Schweikl et al.,, 2001 evaluierten die
Gentoxizitat verschiedener Monomere anhand der Bildung von Mikrokernen als Anzeichen

einer Chromosomenabberration in V79-Zellen. Es zeigte sich, dass die Monomere TEGDMA
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und HEMA konzentrationsabh&ngig zu einer Steigerung der Anzahl von Mikrokernen fiihren.
Eine moderne, sensitive und valide Mdglichkeit der Erfassung der Gentoxizitat bietet der
COMET-Assay. Mittels dieser Einzelzellgelelektrophorese konnte die Induktion von DNA-
Strangbrichen durch TEGDMA, HEMA und UDMA bereits nachgewiesen werden
(Kleinsasser et al., 2006). Das gentoxische Potential scheint in Abhangigkeit von der
Methacrylatzusammensetzung der Dentinhaftvermittler stark zu variieren (Schweikl et al.,
2006). In einer aktuellen Studie verursachte beispielsweise Excite keine, dagegen der Primer
des Haftvermittlers AdheSE eine fast 6-fache Erhéhung der Anzahl von Mikrokernen in einer
V79-Zellkultur (Demirici et al., 2007).

Es werden zwei Moglichkeiten fur eine DNA-Schéadigung durch die Monomere diskutiert
(Schweikl et al., 2006). Einerseits kénnte eine Michael-Addition zwischen der Carbonyl-
Funktion der Acrylate und dem nukleophilen Zentrum der DNA zu einer Quervernetzung der
Doppelhelix fuhren, andererseits die Genmutationen aber auch auf der Bildung von ROS
durch die Monomere beruhen. Es ist bekannt, dass die ROS gentoxisch sind, da diese
Radikale DNA-Basen oxidieren und die DNA-Strange modifizieren kdnnen (Foth et al.,
2005). Der ROS-Bildner Kampferchinon durfte somit ebenfalls zur beobachteten DNA-
Schéadigung durch die Dentinhaftvermittler beigetragen haben.

Der gentoxischen Wirkung des Cyanoacrylats Histoacryl konnten &ahnliche Mechanismen
zugrunde liegen. So sind eine direkte Interaktion des Acrylats mit der DNA sowie eine
indirekte Schadigung Uber ROS oder durch die Freisetzung von Formaldehyd vorstellbar.
Mutagene Effekte von Methyl-Cyanoacrylaten wurden bereits vor mehr als 20 Jahren in
einem in vitro Salmonella-Mikrosomen-Assay erkannt (Rietveld et al., 1987).

Die Ergebnisse des PARP-Assays in der eigenen Untersuchung zeigten, dass die Zelle Gber
eine Aktivierung des PARP-Enzyms bestrebt ist, einen Reparaturmechanismus in Gang zu
setzen, um die durch die Klebstoffe verursachten DNA-Strangbriiche zu beheben. Dieser als
Basen-Exzisions-Reparatur (BER) bezeichnete Vorgang ermdglicht die effektive Reparatur
speziell von ROS induzierten DNA-Schaden (Schweikl et al., 2006). Infolge der verursachten
Schadigung des Erbgutes kann es zu einer Blockierung im Zell-Zyklus kommen. Ein
derartiger Zell-Zyklus-Arrest gibt der Zelle Zeit, Reparaturmechanismen einzuleiten, um die
Integritdt des Genoms zu erhalten.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass HEMA und TEGDMA zu einem Zell-Zyklus-Arrest in
Pulpazellen und Gingiva-Epithel-Zellen fihren (Chang et al., 2005; Schweikl et al., 2007).
Die Gabe des ROS-Scavengers N-acetylcystein scheint auf die Zellen protektiv zu wirken, da
NAC das Ausmal der durch die Monomere verursachten DNA-Schadigung reduziert und
damit einen Zell-Zyklus-Arrest verhindert (Schweikl et al., 2007).

Schwere und nicht reparierbare Defekte im Erbgut verhindern eine physiologische

Homoostase und induzieren Mechanismen, die den programmierten Zelluntergang, die
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Apoptose, einleiten. Dieser aktive, Uber proteolytische Enzymkaskaden vermittelte und
kontrolliert stattfindende Prozess fuhrt zur Auflosung der Zelle in kleine Vesikel, die von
Makrophagen phagozytiert werden kénnen. Die Apoptose ist, im Gegensatz zur unkontrolliert
ablaufenden und mit einer Entzindung verbundenen Nekrose, fir das umliegende Gewebe
schonend.

Wie bereits festgestellt werden konnte, ist eine Apoptose eng mit dem PARP-Enzym
assoziiert. Das Schliisselenzym Caspase 3 leitet die Apoptose ein, indem es PARP spaltet,
wodurch eine DNA-Fragmentation erfolgt (NUfez et al., 1998).

In unserer Untersuchung wurde in den Osteoblasten Uber eine durchflusszytometrische
Bestimmung von AnnexinV eine potentielle Apoptoseinduktion durch die Klebstoffe ermittelt.
Der Test basiert auf dem Nachweis der Translokation des Phospholipids Phosphatidylserin
von der Innen- an die AulRenseite der Zellmembran, einem ausschliel3lich in der frihen
Phase der Apoptose stattfindenden Prozess (Martin et al., 1995). Nach Exposition der Zellen
mit den eluierten Klebstoffbestandteilen zeigte sich, dass im Vergleich zur Kontrolle die
Dentinhaftvermittler Excite und Clearfil New Bond zu einer deutlichen Steigerung der
apoptotischen und nekrotischen Zellpopulation fiihrten. Das Cyanoacrylat Histoacryl
dagegen verursachte ausschlief3lich eine Apoptose in den Osteoblasten.

Die Induktion des programmierten Zelltodes durch die Dentinhaftvermittler war ebenfalls Gber
eine AnnexinV-Analyse bereits nachgewiesen worden (Mantellini et al., 2003). Das Ausmalf3
der Apoptose in den untersuchten Zelllinien war abhéngig vom Polymerisationsgrad des
getesteten Adhasivs Single Bond. Diese Ergebnisse machten deutlich, dass die apoptotische
Wirkung der Dentinhaftvermittler auf ihren I6slichen Komponenten beruht. Besonders das
leicht eluierbare hydrophile Monomer HEMA induziert ein Apoptose in primaren Fibroblasten
und in Zelllinien (Spagnuolo et al., 2004; Samuelsen et al., 2008). Die Ursache kdnnte erneut
in der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) liegen. Uber eine direkte Interaktion
mit wichtigen zelleigenen Molekilen oder durch Beeinflussung von intrazellularen
Signalwegen kénnen ROS zum Zelltod per Apoptose fithren (Foth et al., 2005; Schweikl et
al., 2006). Gleichzeitig kommt es infolge der ROS-Induktion durch HEMA zu einer
Aktivierung von zelleigenen Schutzmechanismen, wie dem Transkriptionsfaktor NF-kappaB,
die einer Apoptose entgegenwirken (Spagnuolo et al., 2004b).

Die ROS scheinen insgesamt eine zentrale Rolle sowohl in der Zyto- als auch fir die
Gentoxizitat von Dentinhaftvermittler einzunehmen (Schweikl et al., 2006). Die in dieser
Untersuchung erfasste Abnahme von Enzymaktivitaten und die Reduktion der Zellatmung in
den Mitochondrien sowie die festgestellte DNA-Schéadigung konnten auf durch die ROS-
Bildung induzierten oxidativem Zellstress beruhen, der zu einem Zell-Zyklus-Arrest oder

einer Apoptoseeinleitung in den Osteoblasten fiihrt.
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5.7 Einsatz der Materialien als Knochenklebstoffe

Die Ergebnisse zeigen, dass es deutliche Unterschiede hinsichtlich der toxischen Wirkung
der einzelnen Materialien auf die Osteoblasten gibt. Unter den getesteten Produkten
verursachten die beiden Cyanoacrylate Histoacryl und Cyano Veneer sowie der
Dentinhaftvermittler Excite die geringsten Zellschdden. Somit scheinen Histoacryl, Cyano
Venner und Excite aus toxikologischer Sicht als Knochenklebstoffe im Kiefer-
Gesichtsbereich am ehesten geeignet zu sein.

In Bezug auf die mechanischen Eigenschaften verfiigen beide Cyanoacrylate zwar Uber eine
geringe, aber dennoch ausreichende Klebekraft, um im wenig belasteten Gebiet angewendet
zu werden (Maurer et al., 2004a, 2004b). Der guten Vertraglichkeit des Dentinhaftvermittlers
Excite steht seine geringe Haftkraft in vitro gegentber. In Zugversuchen an
Schweineknochen ermittelten Bekes, 2003 und Maurer et al., 2004a, 2004b fir Excite eine
Haftkraft von lediglich 2,97 MPa (Knochen-Komposit-Klebung), dagegen zeigte das in
unserer Studie am starksten toxische Clearfii New Bond mit Werten von ca. 8,00 MPa
(Knochen-Komposit-Klebung) und 6,39 MPa (Knochen-Knochen-Klebung) die grofite
Adhéasionskraft unter allen getesteten Produkten. Eine Knochenklebung mittels Clearfil New
Bond ist aufgrund der Zytotoxizitdt des Materials jedoch nicht zu empfehlen. Die geringe
Haftkraft von Excite konnte fur die klinische Anwendung im mechanisch wenig
beanspruchten Mittelgesicht, speziell bei der Fixation kleiner Knochenfragmente, dennoch
ausreichend sein (Bekes, 2003). Somit ist aus mechanischer und toxikologischer Sicht der
Einsatz von Excite als Knochenklebstoff vorstellbar.

Eine weitere interessante und innovative Indikation fur die Klebung mit Excite kénnte die
Augenheilkunde bieten. Die Therapie einer schweren Veratzung der Hornhaut besteht initial
in der adhasiven Befestigung einer Kontaktlinse auf dem freiliegenden Hornhautstroma.
Hierzu wird haufig Histoacryl verwendet, welches regelmallig zu entzindlichen
Veranderungen und Reizzustanden des Auges fuhrt. Proprawa untersuchte 2004 in vitro
eine alternative Klebung mit Excite und postulierte eine im Vergleich zu Histoacryl bessere
Gewebevertraglichkeit des Materials bei ausreichender Haftkraft, so dass durch den Einsatz
des Dentinhaftvermittlers ein besseres klinisches Ergebnis erreicht werden konnte.

Die evaluierte In-vitro-Toxizitat der Klebstoffe lasst in einem gewissen Rahmen auch
Aussagen in Bezug auf die In-vivo-Wirkung zu. Aufgrund der zur Klebung Kkleiner
Knochenfragmente notwendigen geringen Materialmengen und des regional begrenzten
Einsatzgebietes ist eine systemische Wirkung der Klebstoffe unwahrscheinlich. Eine lokale
Toxizitat, verbunden mit einer Entziindung und Wundheilungsstorung im Applikationsgebiet,
konnte allerdings durchaus mdoglich sein. Besonders die in dieser Arbeit festgestellte

Induktion einer Apoptose und eines Zell-Zyklus-Arrestes in den Osteoblasten kénnte die
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Wundheilung verzégern und damit die kndcherne Durchbauung der Fraktur behindern. Da
die Menge der fur die Toxizitat verantwortlichen l6slichen Bestandteile tber die Zeit abnimmt,
durften diese lokalen Irritationen vor allem in der initialen Phase nach der Klebung auftreten.

In vivo ist es wahrscheinlich, dass zytotoxische Effekte auf die Osteoblasten aufgrund ihres
schitzenden Osteoidmantels abgeschwacht werden. Dieser protektive Effekt wvon
Hartgeweben ist in der Zahnheilkunde schon langer bekannt. So erbrachten zahlreiche
Untersuchungen, dass das Dentin als Barriere fiir die Penetration von Adhasivbestandteilen
in die Pulpa fungiert und die dortigen Zellen vor einer toxischen Schadigung schitzt
(Bouillaget et al., 1996; Schmalz et al., 2006; Wiegand et al., 2006; Demirici et al., 2007).
Beziglich der Hautklebung mit Cyanoacrylaten erfillt das avitale, verhornte Stratum
corneum eine &hnliche Schutzfunktion, indem es als Distanzhalter die vitalen Zell- und
Bindegewebsschichten vom Klebstoff trennt (Nitsch et al., 2005).

Aus all diesen Daten kann fur den Klinischen Einsatz geschlussfolgert werden, dass die
Knochenklebstoffe nicht direkt auf die Bruchflachen appliziert werden sollten, da die dortigen
proliferierenden Zellen noch nicht von Osteoid umgeben sind und damit den toxischen
Effekten der Adh&sive ausgesetzt waren. Dies kdnnte zu einer Storung der Frakturheilung
fuhren. Auch im Hinblick auf die Degradation erscheint eine direkte Klebung der
Bruchflachen nicht sinnvoll. Ein idealer Knochenklebstoff misste in dem Mal3e degradieren,
wie eine Knochenneubildung stattfindet (Donkerwolcke et al., 1998; Heiss et al., 2004). Da
diese knocherne Regeneration zahlreichen Variablen unterliegt, ist dieses Ziel schwer
realisierbar. Nach Heiss et al. 2004 fuhrt einerseits eine zu rasche Degradation zur
Instabilitdt der Fraktur, andererseits behindert eine zu langsame Degradation die kndcherne
Durchbauung. Um diesen Problemen auszuweichen, scheint eine flachige Applikation der
Knochenklebstoffe auf die Kortikalis im Sinne einer Schienung der beiden Frakturenden
erstrebenswert. Dadurch wird eine flachige Kraftverteilung erreicht (Giebel und Rimpler,
1981) und gleichzeitig eine primare Frakturheilung ermdglicht, da die Bruchflachen direkt in
Kontakt treten kdnnen (Heiss et al., 2005b). Eine toxische Schadigung des aufliegenden
Weichgewebes kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.

In Bezug auf die klinische Anwendung der potentiellen Knochenklebstoffe sei noch auf eine
maogliche allergisierende Wirkung der Materialien hingewiesen. Speziell die Inhaltsstoffe der
Dentinhaftvermittler wie die Monomere HEMA und TEGDMA sowie Epoxydharze konnten als
Allergene identifiziert werden (Geurtsen et al., 2000; Schweikl et al., 2006). Aber auch
Bestandteile der Cyanoacrylate besitzen ein allergenes Potential (Leggat et al., 2007). Das
Risiko einer allergischen Reaktion besteht weniger fir den Patienten, sondern vielmehr fur
das den Substanzen dauerhaft ausgesetzte zahnarztliche bzw. &rztliche Personal. In diesem
Zusammenhang wurde bereits haufig Uber das Auftreten einer allergischen Kontaktdermatitis

(Allergie Typ IV) bei dieser Berufsgruppe berichtet (Karnerva et al., 1994; Janda et al., 2007).
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6 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Das im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Testsystem ermoglichte eine umfassende
Evaluation der Zytotoxizitat von Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten in vitro und kénnte
im Sinne eines Screeningverfahrens auch zur toxikologischen Priifung anderer Materialien
eingesetzt werden. Die Untersuchungen erfolgten an eigens aus dem Kieferbereich
gezlchteten primaren Osteoblasten. Eine Kultivierung dieser Zellen aus Uberschiissigem
Knochenmaterial von Patienten konnte erfolgreich durchgefiihrt werden, und durch
Anfarbung der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase lie3en sich die proliferierenden
Zellen als Osteoblasten identifizieren. Insgesamt erwiesen sich die Zellen als geeignet, um
sensitiv. und reproduzierbar unterschiedliche toxische Effekte der potentiellen
Knochenklebstoffe nachzuweisen.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Dentinhaftvermittler als auch die Cyanoacrylate ein
zytotoxisches Potential besitzen. Bezuglich des Ausmal3es der Toxizitat bestehen allerdings
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen getesteten Produkten. Die toxischen Effekte
der Klebstoffe werden durch ihre l6slichen Bestandteile vermittelt und sind abhangig von
ihrer Konzentration und von der Expositionszeit bzw. -dauer. Hydrophile Monomere wie
HEMA und TEGDMA, aber auch der Lichtinitiator Kampferchinon, stellen eluierbare toxische
Inhaltsstoffe der Dentinhaftvermittler dar. Die Zytotoxizitdt der Cyanoacrylate scheint vor
allem auf l6slichen Acrylatmonomeren und den Degradationsprodukten Formaldehyd und
Cyanessigsaure zu beruhen. Diese Elution findet hauptsachlich innerhalb der ersten Tage
nach der Anwendung der Klebstoffe statt. Uber die Zeit sinkt somit stetig die Menge der
eluierbaren Bestandteile, was zu einer Abnahme der Zellschadigung fuhrt. Die verbleibenden
Polymere sind fur die Osteoblasten deutlich weniger toxisch. Die dennoch messbaren
zytotoxischen Effekte kodnnten auf Hydrolyseprodukte dieser Polymere, wie der
Methacrylsaure aus den Dentinhaftvermittlern sowie dem Formaldehyd und der
Cyanessigsaure aus den Cyanoacrylaten, zurtickzufiihren sein.

Beide Klebstofftypen verursachen eine Schadigung unterschiedlichster Zellkompartimente
und beeintrachtigen den Zellstoffwechsel. Beispielsweise wird die Aktivitat von Enzymen des
Zellmetabolismuses wie die Dehydrogenasen gesenkt, die Zellatmung in den Mitochondrien
gestort und die Zellmembran geschadigt. Zusétzlich hemmen die Testsubstanzen das
Zellwachstum, verhindern die Zelladhdsion und fihren zum Verlust von Zellkontakten. Vor
allem die Dentinhaftvermittler interagieren mit der DNA der Zellen und induzieren
Strangbriiche in der DNA-Doppelhelix. Uber zelleigene Reparaturmechanismen versuchen
die Osteoblasten diese Schadigung zu beseitigen. Infolge der vielfaltigen Stérungen der

Zellstruktur, der Zellhomoostase und insbesondere des Genoms kdénnen
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Reperaturmechanismen nicht mehr greifen, so dass die Osteoblasten den programmierten
Zelltod, die Apoptose, einleiten. Auch diese Effekte sind auf l6sliche Bestandteile der
Testsubstanzen zurickzufuhren. Die Toxizitat scheint auf der insbesondere durch die
Monomere HEMA und TEGDMA induzierten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
zu beruhen, die Uber eine Imbalance im zellularen Redoxstatus zur Schadigung von Lipiden,
Proteinen und Nukleinsauren fihrt. Ziel sollte es daher sein, den Polymerisationsgrad der
Klebstoffe zu erhéhen, um die Menge der l6slichen Restmonomere zu senken. Dies kann
beispielsweise Uber eine ausreichend lange Polymerisationszeit und bei den
Lichtpolymerisaten durch Verwendung von geeigneten Polymerisationslampen erreicht
werden. Auch der Einsatz von per se schnell- und hochpolymerisierenden Substanzen diirfte
zur Senkung der Zellschadigung sinnvoll sein.

Aus toxikologischer Sicht scheint prinzipiell eine Knochenklebung mit den Testsubstanzen
maoglich. Dabei sollte auf den Einsatz geringer Materialmengen und auf eine ausreichend
lange Polymerisationzeit Wert gelegt sowie eine direkte Applikation in den Frakturspalt
vermieden  werden. Besonders die vergleichsweise geringe Toxizitat des
Dentinhaftvermittlers Excite sowie der Cyanoacrylate Histoacryl und Cyano Veneer sollte zu
weiterfuhrenden Untersuchungen ermutigen. Hierbei durften In-vitro-Versuche zum Einfluss
der Klebstoffe auf die Expression von knochenspezifischen Proteinen wie der alkalischen
Phosphatase, Osteocalcin und Kollagen Typ 1 interessant sein, um die toxische Wirkung der
Materialien auf den Knochenstoffwechsel erfassen zu kénnen. Diese Ergebnisse lassen
Ruckschlisse auf den Einfluss der Klebstoffe hinsichtlich der Frakturheilung zu.

Fir eine klinische Anwendung musste insbesondere das Degradationsverhalten der
Materialien genauer evaluiert werden. Idealerweise sollte dieser Abbau vollstandig erfolgen
und zeitlich mit der Knochenneubildung korrelieren. Die bisherigen umfangreichen
Ergebnisse zur In-vitro-Toxizitat und zur Haftkraft am Schweinekiefer lassen bereits an eine
Evaluierung der In-vivo-Wirkung dieser potentiellen Knochenklebstoffe im Tierversuch
denken. Hierbei sollte der Fokus vor allem auf die Untersuchung von pathohistologischen
Veranderungen im Grenzbereich zwischen Knochen und Klebstoff liegen.

Insgesamt koénnen Dentinhaftvermittler und Cyanoacrylate als Knochenklebstoffe das
chirurgische Repertoire der MKG-Chirurgie erweitern und im Sinne eines minimal-invasiven
Vorgehens eine schonende Versorgungsalternative im wenig belasteten Gebiet darstellen.
Daruber hinaus konnte die weitere Forschung an synthetischen Klebstoffen nicht nur
fruchtbringend fur das Gebiet der MKG-Chirurgie, sondern tberall dort hilfreich sein, wo es
um das Zusammenfugen von filigranen Knochenteilen geht oder um die feste Verankerung

von Biomaterialien im Organismus.
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8 Thesen

Seit mehr als drei Jahrzehnten sind metallische Osteosynthesematerialien in der Kiefer-
Gesichtschirurgie etabliert. Trotzdem existieren gerade bei dinnen oder wachsenden
Knochenstrukturen Indikationsbeschrankungen. Filigrane Knochenfragmente durch eine
chirurgische Knochenklebung zu verbinden, kdnnte im Sinne eines minimal-invasiven

Vorgehens eine Alternative zur Plattenosteosynthese in der MKG-Chirurgie darstellen.

Im Zentrum der Arbeit standen experimentelle Untersuchungen zur Prifung der
Zytotoxizitat von ausgewahlten Dentinhaftvermittlern und Cyanoacrylaten an primaren
humanen Osteoblasten aus dem Kieferbereich in vitro. Es sollte die Frage beantwortet
werden, ob diese Materialien als Knochenklebstoffe in der MKG-Chirurgie eingesetzt

werden kénnen.

Getestet wurden die Klebstoffe Excite, Clearfi New Bond und Xeno Il
(Dentinhaftvermittler) sowie Histoacryl und Cyano Veneer (Cyanoacrylate), weil sie das
Spektrum gebrauchlicher Materialien reprasentieren und zudem durch unterschiedliche

Reaktionen aktiviert werden.

Das methodische Vorgehen entsprach der europaischen Norm (EN ISO 10993-5), einem
Leitfaden zur Testung auf In-vitro-Zytotoxizitat von Medizinprodukten. Mit diesem
Testsystem ist es gelungen, differenzierte Einsichten zur Toxizitat der untersuchten
Klebstoffe auf unterschiedlichste Zellkompartimente zu gewinnen. Dazu gehoéren vor
allem Erkenntnisse Uber toxische Effekte in den Mitochondrien (Resazurin/MTT-Test), im
Endoplasmatischen Reticulum (MTT-Test), im Zytosol (MTT-Test), im Zellkern (PARP-

Assay) und auf die Zellmembran (AnnexinV-Assay).
Alle untersuchten Klebstoffe besitzen ein zytotoxisches Potential. Es wurden zeit- und

konzentrationsabhangig toxische Effekte nachgewiesen. Die gemessenen Unterschiede

im Grad der Toxizitat zwischen den einzelnen Materialien sind statistisch signifikant.
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11.

Bei den Dentinhaftvermittlern zeigte sich das lichthartende Excite weniger zellschadigend
als das selbstatzende Xeno Il und das chemisch héartende Clearfil New Bond. Eine
wesentliche Ursache daftr dirfte im Reaktionsmechanismus des
Polymerisationsprozesses liegen. Lichthartende Materialien polymerisieren im Vergleich
zu chemisch hartenden Kunststoffen in hherem Maf3e aus und weisen deshalb einen
geringeren toxisch wirkenden Rest-Monomer-Gehalt auf. Als das Produkt mit der

insgesamt starksten Zytotoxizitat erwies sich der Dentinhaftvermittler Clearfil New Bond.

Die beste Zellvertraglichtkeit zeigte das Butyl-2-Cyanoacrylat Histoacryl. Insgesamt sind
die Cyanoacrylate signifikant geringer zellschadigend als die Dentinhaftvermittler. Ein
Ranking der Testmaterialien anhand ihrer EDso Werte ergab folgende Toxizitatsstarken in
aufsteigender Reihenfolge: Titan < Histoacryl < Cyano Veneer < Excite < Xeno Il

< Clearfil New Bond.

Die Zytotoxizitat der getesteten Klebstoffe ist vor allem abhangig von Art und Dosis der
im wassrigen Milieu Ioslichen Bestandteile. Das Ausmald der Toxizitdt variierte
betrachtlich in Abh&ngigkeit vom Klebstofftyp, von der Eluatkonzentration und von der

Kontaktzeit der Klebstoffe mit dem Kulturmedium.

Die toxischen Substanzen (Restmonomere und Additive) gehen hauptsachlich in den
ersten Tagen nach der Anwendung der Klebstoffe in Losung. Da uber die Zeit die Menge
der I6slichen Bestandteile sinkt, nimmt die Zellschadigung ab und die Vitalitat der Zellen
wieder zu. Die licht- und die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen belegen auch

visuell diese messhare Abnahme der Zytotoxizitat.

Bei allen auf Gentoxizitat getesteten Adhésiven (Clearfii New Bond, Excite und
Histoacryl) lieBen sich Doppelstrangbriche in der DNA der Osteoblasten und damit
gentoxische Effekte Uber eine immunzytochemische Bestimmung der PARP-Aktivitat
indirekt nachweisen. Die getesteten Dentinhaftvermittler besitzen ein deutlich grol3eres

gentoxisches Potenzial als das Butyl-2-Cyanoacrylat Histoacryl.

Infolge der DNA-Schadigung durch die Dentinhaftvermittler und die Cyanoacrylate wird
eine Apoptose in den Osteoblasten induziert.
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Die Abnahme von Enzymaktivitdten und die Reduktion der Zellatmung in den
Mitochondrien sowie die festgestellte DNA-Schadigung kdnnten auf oxidativem Zellstress
beruhen, der durch ,Reaktive Sauerstoffspezies“(ROS) ausgelést wird und eine

Apoptose in den Zellen einleitet.

Die integrative biologische Antwort der Osteoblasten auf die verschiedenen Klebstoffe ist
ahnlich, allerdings mit unterschiedlichem Ausmald des Schadigungspotentials. Folglich
konnten die zellschadigenden Effekte der verschiedenen Dentinhaftvermittler und
Cyanocrylate jeweils auf gleichen toxikokinetischen und toxikodynamischen

Mechanismen beruhen und sollten durch gleichartige Strategien beherrschbar sein.

Histoacryl, Cyano Veneer und Excite sind aus toxikologischer Sicht als
Knochenklebstoffe im Kiefer-Gesichtsbereich am ehesten geeignet. Dabei sollte auf den
Einsatz geringer Materialmengen und auf eine ausreichend lange Polymerisationszeit

Wert gelegt sowie eine direkte Applikation in den Frakturspalt vermieden werden.
Eine adhésive Osteosynthese mit diesen Klebstoffen erweitert das chirurgische

Repertoire der MKG-Chirurgie und stellt eine schonende Versorgungsalternative zur

herkdmmlichen Plattenosteosynthese in wenig belasteten Gebieten dar.
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