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1. Einleitung

1.1. Ohrmuschelrekonstruktionen

Ohrmuschelrekonstruktionen werden bei Traumen und Ohrmuschelfehlbildungen vorgenom-
men. Traumen entstehen durch Biss-, Schnitt- und Stichwunden oder auch durch Quetschung
und Abscherung. Ohrfehlbildungen kommen in der Bundesrepublik Deutschland mit einer
Haufigkeit von ca. 1:10.000 bis 1:15.000 Geburten vor, d.h. etwa 150 Neuerkrankungen pro
Jahr [Ganzer, 1999]. Doppelseitige Verdnderungen finden sich nur in ca. 10% der betroffenen
Fille [Brent, 1992, Skouteris und Sotereanos, 1989]. Die natiirliche Vielfalt der Ohrmuschel ist
groB, so dass der Ubergang zu Fehlbildungen oft flieBend ist. Angeborene Ohrmuschel-
fehlbildungen werden in drei Schweregrade unterteilt. Grad 1 beschreibt Dysplasien, bei denen
die wesentliche Struktur des Ohres erhalten ist. Grad 2 beinhaltet dagegen Dysplasien wie z.B.
eine schwere Tassenohrdeformitit. Zu Grad 3 zdhlt man die klassische Mikrotie und die Anotie,
bei der eine Ohrmuschel nur rudimentir oder iiberhaupt nicht vorhanden ist. In Tabelle 1-1 ist
die Einteilung der Ohrmuschelfehlbildungen dargestellt.

Tabelle 1-1: Einteilung von Ohrmuschelfehlbildungen [Weerda, 1988]

Klassifikation der Ohrmuschelfehlbildung nach Weerda

Dysplasie Grad 1 Makrotie

Abstehendes Ohr
Kryptotie

Fehlende obere Helix
Kleinere Fehlformen
Koloboma
Ohrlappchendeformitét
Tassenohr Typ 1 und 2

Dysplasie Grad 2 Tassenohr Typ 3
Miniohr

Dysplasie Grad 3 Einseitige Mikrotie
Beidseitige Mikrotie
Anotie

Ohrmuschelfehlbildungen sind auf Stérungen der Embryonalentwicklung zuriickzufiihren, wie
z.B. im Fall einer Roteln-Embryopathie. Wahrend der 5. bis 6. Schwangerschaftswoche entste-
hen entlang des 1. und 2. Kiemenbogens das duflere Ohr, das Mittelohr und der Unterkiefer. Die
Folge von Entwicklungsstorungen in dieser Zeit ist die Mikrotie, hdufig vergesellschaftet mit
Atresien des #duBleren Gehorgangs, Mittelohrfehlbildungen und einer Mandibulahypoplasie
[Thorn, 1994]. 38% der Patienten haben zuséitzlich ein Knochen- oder Weichteildefizit im
Bereich des seitlichen Schidels der betroffenen Seite und 19% eine verschieden stark ausge-
priagte Schwiche des N. facialis [Brent, 1992, 1999, Weerda, 1988]. Auch im Rahmen verschie-
dener Syndrome wie dem Franceschetti-, dem Treacher-Collins-, dem Albright- oder dem
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Goldenhar-Syndrom kann es zu Ohrmuschelfehlbildungen kommen [Thorn, 1994]. Bei Mutatio-
nen von Hox-Genen oder Defekten auf Chromosom 10 wurden ebenfalls Mikrotien beschrieben
[Kaur et al., 1992, Naora et al., 1994].

Die Fehlbildungen werden meist als sehr storend empfun-
den, sind funktionell aber weniger bedeutsam, solange
kein Gehorgangsverschluss bzw. keine Mittelohrfehl-
bildung vorliegt [Berghaus et al., 1996]. Fiir den
Patienten konnen soziale und berufliche Kontakte
erschwert sein. Aufgrund der Ohrmuschelfehlbildung

kann es vor allem im Kindesalter zu einer ausgeprigten

Stigmatisierung ~ kommen. Schwere  kongenitale
Fehlbildungen der Ohrmuschel sind dagegen oft mit einer
knochernen oder fibrésen Atresie des &ufleren
Gehorgangs, einem fehlenden Trommelfell oder einer
Fehlbildung der Gehorknochelchen vergesellschaftet, so
dass sich neben den kosmetischen auch funktionelle
Probleme ergeben [Kiefer et al., 2006]. Demnach sollte
bei der Behandlung von Ohrmuschelfehlbildungen
sowohl die kosmetische wie auch die funktionelle
Abbildung 1-1: Mikrotie Komponente  bedacht  werden. = Wéhrend  bei
doppelseitigen Stérungen die Herstellung eines normalen
Horvermogens angestrebt wird, steht bei einseitiger Fehlbildung und normaler Horfahigkeit der
Gegenseite der Wunsch des Patienten nach kosmetischer Verbesserung im Vordergrund.

Bis zum neunzehnten Jahrhundert fokussierten Ohrmuschelrekonstruktionen vor allem auf
traumatische Deformitdten. Erste Ohrrekonstruktionen lassen sich auf die Sushruta Samhita
zuriickfiithren [Rana und Arora, 2002]. Sushruta, ein Mediziner im 6. Jh. v. Chr., beschrieb
zahlreiche Operationen und bis zu 121 Operationsinstrumente, die in den 350 n. Chr.
entstandenen Sammelwerken, den so genannten Sambhita, dokumentiert wurden. Tagliacozzi
[1597] beschrieb die Moglichkeit einer Ohrmuschelrekonstruktion mit einem retroaurikuldren
Hautlappen. Ahnliches versuchte Dieffenbach [1845] in Deutschland, indem er das mittlere
Drittel des Ohres mit einem gewachsenen Hautlappen rekonstruierte. Die Methodik der Ohr-
muschelrekonstruktion mit einem retroaurikuldren Lappen wird sogar heute noch verwendet
[Brent, 1999]. Hierbei dient der Ohrmuschelrekonstruktion ein temporoparictaler Fascien-
lappen. Um eine formgetreue und funktionale Ohrmuschel zu rekonstruieren, bedarf es aber
neben eines Hauttransplantats auch eines Stiitzgeriistes. Eine Mdglichkeit der Behandlung von
Ohrmuschelfehlbildungen ist der Einsatz von alloplastischen Implantaten (Epithesen), sprich
dem Ersatz fehlenden korpereigenen Gewebes durch Fremdmaterial. Diese alloplastischen Pro-
thesen werden bisher in drei FormgroBen hergestellt. Basierend auf harten, nichtabbaubaren
pordsen Polymeren bergen sie ein erhdhtes Risiko einer Infektion und einer Materialextrusion
auch noch viele Jahre nach der Implantation [Berghaus et al., 1983, Breitbart, 1998]. Der Hals-
Nasen-Ohren-Chirurgie ist es heute moglich, Epithesen zur Rekonstruktion einer neuen Ohr-
muschel einzusetzen. Diese konnen mit der Haut verklebt oder mit dem Knochen, als osseo-
integrative Prothese, verankert werden. Die optischen Resultate bei der epithetischen Versor-
gung sind gut. Epithesen stellen aber, wie auch alloplastische Implantate, einen ewigen Fremd-



korper fir den Organismus dar, wodurch es auch in seltenen Féllen zu Komplikationen,
beispielsweise durch Infektionen, kommen kann. Die Gefahr einer Implantatlockerung sowie
die Angst vor Verletzungen und Verlust der Epithese schrianken die Lebensqualitét der Patienten
hiufig ein. Ein weiteres Problem der Epithesen stellt eine gelbliche Verdnderung dar, aufgrund
derer es oft nach einigen Jahren einer erneuten Farbung bedarf [Renner und Lane, 2004].

Die Rekonstruktion einer patientenindividuellen Ohrmuschel aus autologem Rippenknorpel
hatte ihre ersten Anfiange unter Gillies [1920]. Er rekonstruierte im Jahre 1937 mehr als 30
Ohrmuscheln unter der Verwendung von Rippenknorpel der Miitter der Patienten [Gillies,
1937]. Diese Form der Rekonstruktion wurde bereits von Pierce [1930] und in der Folge von
zahlreichen Autoren [Cronin, 1966, Peer, 1948, Steffensen, 1952, Tanzer, 1959, Young, 1944]
modifiziert. Die fortschrittlichsten Techniken hinsichtlich der autologen Ohrmuschelrekonstruk-
tion kamen von Brent [1977, 1978] und Nagata [1994, 1995]. Die autologe Rekonstruktion
ermoglicht die Herstellung einer individuell geformten, kosmetisch ansprechenden Ohrmuschel
[Staudenmaier, 2000]. Sie kann auch zur Rekonstruktion nach Traumen eingesetzt werden. Die
Patienten haben nach der Operation ein weitgehend normales Ohrempfinden. Die autologe
Rekonstruktion ist auBerdem gegeniiber Traumen stabiler als Epithesen, sie ist warm und sensi-
bel [Staudenmaier et al., 2006]. Die psychischen Begleiterscheinungen einer Dysplasie der Ohr-
muschel wéren somit behoben. Die Ohrmuschelrekonstruktion mit autologem Knorpel hat sich
in den letzten zehn Jahren nachhaltig etabliert [Aguilar, 2001, Brent, 1999, Firmin, 1998,
Siegert, 2003, Staudenmaier, 2006]. Dem Vorteil des minimierten Risikos der Transplantat-
abstoBung stehen aber gravierende Nachteile gegeniiber: eine mdgliche Resorption, Verbiegung
oder Schrumpfung des korpereigenen Knorpelgewebes sowie iiberschieBende Narbenbildung
und Brustkorbdeformitdten an der Entnahmestelle des Rippenknorpels. Bei kleinen Defekten
der Ohrmuschel reicht zwar oft Nasenseptum- oder Ohrmuschelknorpel der Gegenseite, gro3ere
Defektrekonstruktionen setzen aber die Entnahme von Rippenknorpel voraus [Rasp et al.,
2000]. Intraoperative Komplikationen, beispielsweise Infektionen, sind dabei zwar selten, aber
in etwa 10% der Falle kann durch die Knorpelentnahme an der Rippe ein Pneumothorax entste-
hen [Laurie et al., 1984, Skouteris und Sotereanos, 1989]. Zudem sind bis zum endgiiltigen
Resultat zwei bis drei Operationsschritte innerhalb von sechs bis neun Monaten notwendig, was
gerade fiir die hiufig operierten Kindern sehr belastend ist [Staudenmaier, 2006].

Die erwéhnten Therapien stoflen aufgrund von AbstoBungs- und Infektionsrisiko, eingeschriank-
ter Funktionsfahigkeit und Dauerbelastbarkeit der Prothesen sowie aufwindiger Operations-
verfahren immer mehr an ihre Grenzen. Daher ist die moderne Medizin bestrebt, neue Mdoglich-
keiten zur Ohrmuschelrekonstruktion zu erforschen. Ziel ist die Entwicklung einer individuell
maflgeschneiderten, mechanisch stabilen Ohrmuschel, deren Verwendung mit moglichst
geringem operativen Aufwand und wenig Komplikationen verbunden ist. Seit 2002 wurde in
diesem Rahmen der Bayrische Forschungsverbund fiir Tissue Engineering und Rapid
Prototyping (FORTEPRO) von der Bayrischen Forschungsstiftung gefordert, um die
Rekonstruktion einer Ohrmuschel aus einem dreidimensional strukturierten, resorbierbaren
Polymergeriist in Form der knorpeligen Ohrmuschelanteile, welches mit patienteneigenen
Chondrozyten besiedelt wird, zu entwickeln [Staudenmaier, 2006]. Dies erfordert eine
Kombination von Rapid Prototyping und Tissue Engineering [Staudenmaier und Rasp, 2003].
Rapid Prototyping dient der Herstellung patientenindividueller, mechanisch stabiler, abbaubarer
Zelltrdger, die in der Literatur Scaffold genannt werden [Heinzl, 2003]. Die Methode des Tissue



Engineerings beruht auf der Kultivierung lebender Zellen eines Organismus auflerhalb des
Zielgewebes, um diese dann meist in den selben Organismus zu implantieren und so eine
Gewebefunktion zu erhalten oder wiederherzustellen [Cronin und Ascough, 1978, Ohmori,
1978]. Es konnen aber auch allogene oder xenogene Gewebe verwendet werden [Shieh und
Vacanti, 2005]. Allgemein ist die Verwendung sowohl gewebsspezifischer Zellen wie auch von

Stammzellen zur Zellbesiedelung moglich, wobei der Vorteil gewebsspezifischer Zellen in der
hohen Reproduzierbarkeit und der einfachen Verfiigbarkeit liegt [Shieh et al., 2004]. Der
Prozess des Tissue Engineerings ist an Abbildung 1-2 aufgefiihrt.

In vitro Kultivierung Implantation

Abbildung 1-2: Tissue Engineering Prozess.
Zellen: Chondrozyten, Matrix: Polycaprolacton
[nach Shieh und Vacanti, 2005]

Zur Herstellung des Zelltragers wird die patientenindividuelle Formgebung durch Erfassung der
genauen Form und GrofBe der anderen, nicht deformierten Ohrmuschel ermoglicht. Bei beid-
seitigen Defekten kann das Ohr eines Elternteils zur Datengewinnung fiir das Rapid Prototyping
genannte Verfahren verwendet werden. Die Datengewinnung erfolgt in beiden Féllen durch
Scan-Technologien wie der dreidimensionalen Sonographie, der Computertomographie, der
Holographie und der Magnetresonanztomographie [Brix und Lambrecht, 1987, Marsh und
Vannier, 1983]. Daten der funktionsfahigen Ohrmuschel konnen somit digital gespeichert und
bearbeitet werden. Auf Basis dieser Bilddaten wird durch Laserstereolithographie ein
Ohrmuschelmodell aus Epoxydharz erstellt, das dem vorhandenen Ohr optisch und
spiegelsymmetrisch angepasst ist [Erickson et al., 1999, Mankovich et al., 1990]. Mit Hilfe
dieses Modells wird eine Negativform aus Silikon gefertigt. In dieser Negativform kann durch
ein Giefverfahren der Zelltrdger aus einem offenporigen Polymerschaum gebildet werden. In
Abbildung 1-3 ist der Ablauf des Rapid Prototyping dargestellt.
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Datenerhebung Datenverarbeitung

Model aus Epoxidharz Negativform aus
Silikon

Abbildung 1-3: Rapid Prototyping
[Staudenmaier, Wenzel, 2003]

Zur Besiedelung des Zelltrigers werden aus einer Knorpelbiopsie des Patienten Chondrozyten
isoliert und in groBen Mengen in vitro geziichtet. Die Zellen werden nun in einem Fibringel
gelost und in den individuellen Zelltrdger injiziert. Dieses Stiitzgeriist wird dem Patienten
implantiert. Ziel dieses neuartigen Verfahrens ist es, dass das Zelltrigermaterial nach einigen
Monaten vollstindig resorbiert und abgebaut und durch neu generiertes Knorpelgewebe ersetzt
wird. Diese Strategie zur Ohrmuschelrekonstruktion soll das Risiko einer Immunreaktion mit
Entziindung des Organismus minimieren. Erwartet wird eine Reduktion der Gefahr der
Resorption und Extrusion. Das hier beschriebene Vorgehen verspricht eine weitere
Verbesserung der Operationsergebnisse, eine Verringerung des intraoperativen Aufwands, eine
Vereinfachung der Operationstechnik und eine Reduktion der Hebedefektmorbiditit.
Entscheidend fiir die Qualitdt und Natiirlichkeit einer rekonstruierten Ohrmuschel sind Form,
Grofle und Dreidimensionalitit. Durch Kombination von Rapid Prototyping und Tissue
Engineering ist es moglich, eine neue Ohrmuschel zu rekonstruieren, die in Stabilitit, Aussehen
und Verformbarkeit dem verbliebenen Ohr gleicht. Zum Zeitpunkt der vorliegenden
Untersuchung gibt es allerdings noch kein biokompatibles und bioabbaubares Biomaterial ohne



Nebeneffekte wie beispielsweise einer inflammatorischen Reaktion auf dem Markt, das zur
Ohrmuschelrekonstruktion im Rahmen des Tissue Engineerings geeignet erscheint [Arevalo-
Silva et al., 2000, Renner und Lane, 2004]. Es wurden vielféltige Versuche unternommen, einen
geeigneten Zelltrdger zu besiedeln und in vivo im Tierversuch zu implantieren [Britt und Park,
1998, Cao et al., 1997, Haisch et al., 2002, Naumann et al., 1998, Saim et al., 2000, Vacanti et
al., 1992]. Eine lange Uberlebenszeit der implantierten Zell/Matrix-Konstrukte konnte bei den
Versuchen nicht erreicht werden. Die zuvor lingste Uberlebensdauer des Tissue Engineerings
zur Ohrmuschelrekonstruktion im Tiermodell wurde von Shieh beschrieben [Shieh et al., 2004].
Eine auf Tissue Engineering basierende Rekonstruktion der Ohrmuschel am Menschen ist zur
Zeit der vorliegenden Untersuchungen noch nicht bekannt [Naumann et al., 2003]. Die Herstel-
lung eines neuen Biomaterials ist somit fiir die plastische und wiederherstellende Chirurgie der
Ohrmuschel mit den Methoden des Tissue Engineering von essentieller Bedeutung.

Ein neues Biomaterial bestehend aus einem Polyurtehanschaum Polycaprolacton, der sich aus
sechs Reinsubstanzen zusammensetzt, wurde daher formuliert. Neben mechanischen
Anrspriichen, muss aber auch eine Biokompatibilitidt gewéahrleistet sein, die eine Proliferation
und Differenzierung der Zellen ermoglicht und keine toxischen Einfliisse auf humane Zielzellen
ausweist. Von grofer Bedeutung ist daher die toxikologische Untersuchung von
Reinsubstanzen, als Komponenten eines Biomaterials fiir das Tissue Engineering. Um einem
toxischen Einfluss der Reinsubstanzen auf die Proliferation und Vitalitiat auf die Zellen, sowie
einem potentiellen genotoxischen Schaden vorzubeugen, wird das neu formulierte Biomaterial
in vorliegender Arbeit in seinen Einzelkomponenten in Hinblick eines potentiellen toxischen
Einflusses an primdren humanen Zielzellen in vitro charakterisiert. Basierend auf den im
Folgenden aufgefiihrten Untersuchungen und Erkenntnissen, kann das neue Biomaterial weiter
modifiziert werden, so dass eine in vivo Applikation im Verlauf bereits im Tiermodel
ermoglicht wird [ Wiese und Maier, 2006].

1.2. Zusammensetzung des Polyurethanschaums

Das Biomaterial, das zur Herstellung eines dreidimensionale Zelltrager verwendet werden soll,
stellt eine wichtige Voraussetzung fiir das Gelingen des Tissue Engineerings dar. Neben einer
guten Zyto- und Biokompatibilitit soll es mechanisch belastbar sowie adiquat elastisch sein und
innerhalb eines absehbaren Zeitraums resorbiert werden. Die Resorptions- und Abbauraten
sollten hierbei der Bildungsrate des neuen Gewebes entsprechen [Miiller et al., 2006]. Als
zuverldssig haben sich in diesen Punkten Polyester wie z.B. Polylactid, Polyglycolid oder
Polycaprolacton bewahrt [Angele et al.,, 2004, Webb et al., 2004]. Diese synthetischen
Materialien haben den Vorteil der guten Kontrollierbarkeit der Materialeigenschaften. Neben
synthetischen Materialien konnen Zelltrdger auch aus natiirlichen Substanzen bestehen. So
werden modifizierte Zelltrdger basierend auf Zellulose fiir das Tissue Engineering eingesetzt
[Miiller et al., 2006]. Zelltrdger konnen zudem aus Kollagen, Alginat, Hyaluron oder
Hydroxyapatit hergestellt werden [Naumann et al., 2003, Shieh und Vacanti, 2005].

Eine neue Uberlegung fiir das Tissue Engineering von Knorpel ist die Kombination eines
Hydrogels mit einem stabilen Polyurethan [Eyrich et al., 2007]. Das neu fomulierte, in
vorliegender Arbeit in seinen Einzelkomponente untersuchte Biomaterial enspricht einem

Polyurethanschaum aus sechs Einzelsubstanzen. Polyurethane (PUR) stellen eine iibergreifende



Bezeichnung fiir die Polyaddition aus Isocyanaten und Alkoholen dar. Polyurethanschaume
entstehen bei der Polyaddition in Gegenwart von Wasser und Carbonsduren. Geschiaumte
Polymere werden zum einen anhand der Materialbasis unterschieden, zum anderen danach, ob
die Poren offen, sprich miteinander verbunden, oder geschlossen, sprich durch unterschiedlich
kompakte Wénde getrennt sind. Besitzt ein Polymerschaum auch an seiner Oberfldche gedffnete
Poren, wird er als ,,Polymerschaum ohne Haut* bezeichnet. Dies macht ihn zur Verwendung bei
der Herstellung eines Zelltragers fiir Zell- und Gewebekulturen fiir das Tissue Engineering
besonders geeignet [Wiese und Maier, 2006]. Offenporige Polyurethanschdume finden in
verschiedensten Bereichen Anwendung. Thr Einsatzgebiet reicht von Putzschwdmmen {iber
Filtermaterialien bis hin zu Zelltrdgern fiir das Tissue Engineering. In groBen Mengen werden
sie in der Medizintechnik und der Autoindustrie verwendet.

Das in vorliegender Arbeit in seinen Reinsubstanzen untersuchte Polycaprolacton soll zur
Herstellung eines gegebenenfalls bioabbaubaren, offenporigen Polyurethanschaums ohne
Hautbildung verwendet werden. Poly(e-caprolacton)e [R=(CH,)s] gehdren zu den Typ I
Polyestern der allgemeinen Formel [CO,(CH,)s],. Sie werden durch Ring6ffnungs-
polymerisation von e-Caprolacton abgeleitet. Poly(e-caprolacton)e konnen als Polydiole mit
endstdndigen Hydroxygruppen vermarktet und somit fiir die Herstellung von Polyesterpoly-
urethanen verwendet werden. Sie sind biologisch abbaubar. So dienen sie unter anderem als
abbaubares chirurgisches Nahtmaterial oder als Trager fiir Polymer gebundene Arzneimittel.
Das in seinen Reinsubstanzen hier untersuchte Polycaprolacton setzt sich aus einer Diol-, einer
Isocyanat- und einer Saccharidkomponente zusammen. Wéhrend 1,6-Hexandiol, (Hydroxy)-
hexansdure, Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol (PEG-PPG-PEG)
und Triethanolamin Teile der Diolkomponente des Polyurethans sind, ist das Monosaccharid
Dextrose Teil der Saccharidkomponente. Dariiber hinaus enthélt dieses Polycaprolacton eine
Katalysator- und Treibmittelkomponente. Als Katalysator wird 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-
en, eine basische Verbindung und Teil der Isocyanatkomponente, eingesetzt.

Neben den Anforderungen der Porenverbindungen, einer geeigneten Porengréfe und einer
hohen Porositit, muss das Polycaprolacton aber als Grundvoraussetzung eine Adhésion und
Proliferation der Zellen ermoglichen. Ein toxischer Einfluss des neuen Biomaterials auf
zelluldrer Ebene muss folglich ausgeschlossen sein, um das Biomaterial fiir das Tissue
Engineering erfolgsversprechend einsetzten und eine in vivo Applikation ohne Bedenken in
weiteren Untersuchungen durchfiihren zu koénnen. In der vorliegenden Arbeit werden daher die
Reinsubstanzen des Polyurethanschaums Polycaprolacton, Dextrose, PEG-PPG-PEG und
Triethanolamin in Hinblick auf ihre Geno- und Zytotoxizitdt an primdren humanen Zielzellen
getestet.

1.3. Aufgabenstellung und Ziel der Untersuchungen

Die Ohrmuschelrekonstruktion durch Rapid Prototyping und Tissue Engineering stellt eine
vielversprechende Alternative zu herkdmmlichen Therapieformen dar. Polycaprolacton ist ein
der formulierter Polyurethanschaum, der als Biomaterial zur Besiedelung mit Chondrozyten fiir
das Tissue Engineering der Ohrmuschel Verwendung finden soll. Um Polycaprolacton als
Zelltrager fiir das Tissue Engineering einsetzen zu konnen, diirfen seine Trigersubstanzen
weder zu Schidden an humanen Zielzellen fithren, noch DNA-Verinderungen hervorrufen.



Humane Zielzellen umfassen zum einen Chondroyzten, die in direkten Kontakt mit dem
Tragermaterial kommen, zum anderen aber auch Zellen der Immunabwehr, stellvertretend
Lymphozyten, die im Rahmen der Fremdkorperabwehr nach Implantation des mit
Chondrozyten besiedelten Zellmaterials aktiviert werden.

Ziel dieser Arbeit ist die genaue Charakterisierung des zyto- und genotoxischen Potentials der
Tragersubstanzen durch Definition von Schwellenkonzentrationen der Einzelsubstanzen in
vitro. Als Schwellenkonzentrationen sollen die maximalen Substanzkonzentrationen bezeichnet
werden, bei denen sich keine zyto- oder genotoxischen Effekte an primiren humanen Zielzellen
nachweisen lassen. Hierzu werden Dextrose, PEG-PPG-PEG und Triethanolamin auf
Zytotoxizitdt an Chondrozyten sowie auf Zyto- und Genotoxizitdt an Lymphozyten untersucht.
Eine Evaluation auf Genotoxizitdt ist ausschlieflich durchzufiihren, wenn eine Zytotoxizitit
ausgeschlossen werden kann. Daher wird in einem ersten Schritt die Dosis-Wirkungsbeziehung
der Zytotoxizitdt der Substanzen an Chondrozyten in einem weiten Konzentrationsspektrum
gepriift. Als zytotoxisch werden Substanzkonzentrationen eingestuft, die zu einem signifikanten
Unterschied der Proliferation der Chondrozyten im Vergleich zu einer Negativ-Kontrolle fiihren
und unter deren Einfluss vermehrt avitale oder morphologisch verdnderte Zellen zu beobachten
sind. Die aus den Untersuchungen zur Zytotoxizitit definierten Schwellenkonzentrationen
werden daraufhin an Lymphozyten auf Zyto- und Genotoxizitdt hin untersucht. Weisen diese
Konzentrationen keine zyto- und genotoxische Wirkung an Lymphozyten auf, werden sie
toxikologisch als potentiell zur Polymerherstellung einsetzbar eingestuft. Zeigt sich bei diesen
Versuchen eine genotoxische Wirkung in einer erhohten DNA-Fragmentierung oder einer
Einschrankung der Vitalitdt der Lymphozyten im Vergleich zu einer Negativ-Kontrolle, werden
die Substanzen in niedrigeren Konzentrationsbereichen auf ihre Geno- und Zytotoxizitit an
Lymphozyten hin untersucht. Im Rahmen der Charakterisierung des toxikologischen Potentials
der Reinsubstanzen werden somit maximale Substanzkonzentrationen definiert, die aus zyto-
und genotoxikologischen Erkenntnissen aus in vitro Untersuchungen zur weiteren Formulierung
von Polycaprolacton eingesetzt werden konnen . In Abbildung 1-4 sind die Ziele und die

Systematik des Versuchsaufbaus aufgefiihrt.

Effekt fihren

Definition Untersuchung Definition

maximaler Kon- der im Testsystem maximaler Kon-
zentrationen, die in definierten Kon- zentrationen, die in
vitro zu keinem zentration auf vitro zu keinem
zytotoxischen Geno- und Zyto- " geno- oder zyto-
Effekt an toxizitat an toxischen Effekt an
Chondrozyten Lymphozyten in Lymphozyten
fuhren vitro fuhren

Abbildung 1-4: Versuchsplanung



1.4. Testverfahren

Potentielle zytotoxische Effekte der Reinsubstanzen des Polyurethanschaums Polycaprolacton,
Dextrose, PEG-PPG-PEG und Triethanolamin werden an primiren humanen Chondrozyten
anhand von zwei Verfahren experimentell in vifro ermittelt. Die Fluoreszenzfiarbung mit
Fluoresceindiacetat und Propidiumiodid liefert qualitative und semiquantitative Aussagen iiber
den Einfluss der Substanzen auf die Zelldichte, Vitalitdt und Morphologie der Chondrozyten.
Ein indirekter Proliferationstest, basierend auf der Umwandlung von Tetrazoliumsalzen zu
Formazanderivaten in Mitochondrien lebender Zellen, wird zur quantitativen Bestimmung des
Einflusses der Substanzen auf die Proliferation der Chondrozyten eingesetzt. Als
Nachweismethode moglicher genotoxischer Wirkung der Substanzen an Lymphozyten dient der
Comet Assay mit der alkalischen Version der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese. Mdgliche
zytotoxische Effekte an Lymphozyten werden mit Hilfe des Trypanblau-Ausschlusstests
dargestellt. Zur Evaluation der Resultate erfolgte eine statistische Auswertung mit Hilfe der
SPSS-Software.

Basierend auf der Kombination der genannten Einzelstudien und Screening-Verfahren zur
toxikologischen Evaluation, kdnnen somit in vorliegender Arbeit die Einzelbestandteile von
Polycaprolacton in Hinblick toxikologischer Effekte charakterisiert werden.






2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Gewebe und Zellen

Die vorliegenden toxikologischen in vitro Untersuchungen wurden an humanen Chondrozyten
und Lymphozyten durchgefiihrt. Die Lymphozyten wurden aus heparinisiertem Vollblut gewon-
nen. Die Blutproben stammten von Patienten der Universititsklinik fiir Hals-Nasen-Ohren-
heilkunde in Regensburg. Den Patienten wurden 20 ml Blut wéhrend ihrer Operation iiber einen
schon vorhandenen Venenkatheter entnommen. Es waren daher keine zusétzlichen Komplika-
tionen zu erwarten. Zur Kultivierung der primdren Chondrozyten wurden hyaline Gewebe-
proben des Rippen- und Nasenknorpels verwendet. Das entnommene Material stammte von
Patienten, die sich einer plastischen Korrektur der Nasenscheidewand oder einer Rekonstruktion
der Ohrmuschel durch Rippenknorpel unterzogen. Bei diesen Eingriffen fallen in der Regel zur
plastischen Rekonstruktion nicht bendtigte Knorpelstiicke an. Die Operationen fanden alle an
der Universititsklinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde in Regensburg statt. Es wurden aus-
schlieBlich Gewebe- und Blutproben von Patienten ab dem 18. Lebensjahr verwendet. Die
Lymphozyten stammten von 34 verschiedenen weiblichen und ménnlichen Patienten, die
Knorpelproben von 6 verschiedenen weiblichen und ménnlichen Patienten. Die Patienten wur-
den iiber die wissenschaftliche Verwendung der Blutproben aufgeklart und gaben ihr schriftli-
ches Einverstdndnis entsprechend einem von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
empfohlenen Aufklarungsbogen (Ethikkommission der Medizinischen Fakultét der Universitat
Regensburg, Projekt Nr. 03/100 2003; Projekt Nr. 04/224 2004).

2.2. Methoden spezifische Labormaterialien

Im Folgenden sind die verwendeten Materialien aufgefiihrt.

Tabelle 2-1: Reagenzien

Enzyme und Hormone Hersteller

Collagenase II Gibco, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Heidelberg

Insulin, Rekombinante humane (27.5 U/mg)
Trypsin/EDTA (0,02%)

Chemikalien Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt
Ethylendiamintetraessigsdure-di-Natriumsalz | Serva Elektrophorese GmbH, Heidelberg

(NA,EDTA)
EZ4U (Tetrazolium-Verbindung)

Biomedica, Wien, A

Fluoresceindiacetat (25 mg/ml in Aceton)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Low-Melting-Agarose (Sea-Plaque”GTG"-
Agarose)

Cambrex Bio Science, Rockland, MA, USA
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Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid (NaOH, wasserfrei) Merck, Darmstadt
N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin Fluka, Neu Ulm
(MNNG)
Normal-Melting-Agarose (Seakem” LE Cambrex Bio Science, Rockland, MA, USA
agarose)
Propidiumiodid (1 mg/ml Aqua bidest. Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trishydroxymethylaminomethan (Trisma- Merck, Darmstadt
Base)
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypanblau-Losung Gibco, Eggenstein

Medien Hersteller
Aqua bidest. Eigenherstellung
Biocoll separating Solution (Density 1.077) | Biochrom AG, Heidelberg
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Sigma-Aldrich, Taufkirchen
medium)
DMEM HAM’S F12 (mit L-alanyl-1- Biochrom AG, Heidelberg
glutamin)
DMEM HAM’S F12 (mit Sodium PAA laboratories GmbH, Pasching

Bicarbonat, L-Glutamine)
Dulbecco’s Phosphate buffered Saline (PBS) | PAA laboratories GmbH, Pasching
(ohne Calcium und Magnesium)

Fetales Bovine Serum (FCS) Gibco, Eggenstein

Gentamycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Non-Essential-Amino-Acids (NAA) Biochrom AG, Heidelberg
Penicillin-Streptomycin (PS) Biochrom AG, Heidelberg

RPMI 1640 Biochrom AG, Heidelberg

Agarose Normal-Melting-Agarose (0,5%ig) und Low-

Melting-Agarose (0,7%ig) jeweils in PBS
unter Erhitzung in einer Mikroelle 16sen und
danach im Wasserbad bei 37 °C
aufbewahren.

Elektrophoresepuffer 24 ¢ NaOH (300 mM) und 0,744 g
Na,EDTA (1 mM) kurz vor der
Elektrophorese in 2 1 Aqua bidest l6sen

Ethidiumbromid Férbeldsung 10 mg Ethidiumbromid

50 ml Aqua bidest

Ethidiumbromid unter Lichtausschluss im
Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahren. Kurz vor
Gebrauch eine 1:10 Verdiinnung mit Aqua

bidest herstellen und steril filtrieren.
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Knorpelmedium

450 ml DMEM HAM’S F12

10 % Fetales Kéilberserum (FCS)

100 U/ml Penicillin 100 pg/ml Streptomycin
(PS)

1 mM Non-Essential-Amino-Acids (NAA)
2,5 mg (68.75 U) Insulin

30 mg Gentamycin

Lysepuffer

1% Triton

10% DMSO

89% Lysestammlosung

mischen und bei 4 °C aufbewahren.

Lysestammlosung

146,4 g NaCl (25 mM)

1,2 g Trizma Base (10 mM)

37,2 g Na,EDTA (100 mM)

10 g (1%) N-Lauroylsarcosin Natrium Salz
Bestandteile separat ansetzen und nach
vollstandiger Auflosung in 1 1 Aqua bidest
mischen. pH-Wert mit NaOH auf 8,5
einstellen und mit 1 M NaOH auf pH 10
justieren.

Neutralisationspuftfer (400 mM)

48,5 g Trizma-Base in 990 ml Aqua bidest
16sen, mit konzentrierter Salzsédure (10 mM)
einen pH-Wert von 7,5 einstellen und mit
Aqua bidest auf 1 | auffiillen. Bei Raum-
temperatur aufbewahren.

Gefriermedium 90% FCS
10% DMSO
Trypanblau 0,5 g Trypanblau in

100 ml Aqua bidest lsen,
zur Sterilisation aufkochen,
erkalten lassen und filtrieren

Tabelle 2-2: Technische Ausstattung und Arbeitsmittel

Technische Ausstattung Hersteller

Analysenwaage PM 5417 R

Ohaus, Giel3en

Brutschrank, CO,, Hera Cell Fabrik

Heraeus, Hanau

Digitales Auswertesystem Komet 4.0

Kinetik Imagine, Liverpool, UK

Eismaschine, Ziegra Eis

Isauhagen, Ziegra

Elektrophoresekammer (23,7 x 1,0 cm)

Renner, Dannstadt

Elektrophoresenetzgerit, Consort E865/E835

Renner, Dannstadt

Emax microplate reader

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
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Fluoreszenzmikroskop DM LB
Lichtquellen: Hg Gasentladungslampe 100
W Halogenlampe 12 V, 100 W

Filter- und Reflektordaten:

Filtersystem N 2.1; Eingangs-Bandfilter:
510-560 nm Bandpass; dichroitischer
Teilspiegel: 580 nm; Ausgangs-Sperrfilter:
590 nm Langpass

Objektive: 40x /0,5; 10x /0,22; 4x / 0,1

Leica, Benzheim

Gefrierschrank (-20 °C)

Bosch, Stuttgart

Gefriertruhe (-80 °C)

Heraeus, Hanau

Hochleistungs-Monochrom-CCD-Kamera
Cohu 4912 (0,02 Lux 1/2 Sensor)

Cohu, San Diego, CA, USA

Inverses Mikroskop Axioverte 25 CFI
Lichtquellen: Halogenlampe 6 V /25 W;
Quecksilberdampflampe HBO 50 W

Carl Zeiss Mikroskop, Jena

Inverses Mikroskop Axioverte 25 CFI
Filter- und Reflektordaten:

Filtersatz 09: Eingangs-Bandfilter: 450-490
nm Bandpass; Strahlteiler: 510 nm;
Ausgangs-Sperrfilter: 515 nm Langpass
Filtersatz 15: Eingangs-Bandfilter: 546/12
nm Bandpass; Strahlteiler: 580 nm;
Ausgangs-Sperrfilter: 590 nm Langpass
Objektive: 5x/0,12; 10x/0,25; 20x / 0,30;
40x /0,50

Carl Zeiss Mikroskop, Jena

Kiihlschrank (+5 °C)

Bosch, Stuttgart

Microsoft Excel Version 7.0

Microsoft, Unterschleiheim

Mikrowelle R 210A

Sharp, Hamburg

pH-Meter 766 Calimatic

Knick, Berlin

PowerShot G3, Digitale Kamera

Canon, Amsterdam, NL

GraphPad Prism 4

GraphPad Software, La Jolla, USA

Rithrmagnettisch, RCTbasic,

IKA Werke, Staufen

Schiittelplatte, Swip SM 25

Edmund Biihler GmbH, Tiibingen

Schiittelwasserbad, GFL 1083

Steiner, Siegen Elsfeld

SPSS Version 11.5

SPSS Software, Miinchen

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau

Vorschaltgerit fiir Quecksilberlampe HBO
50W IAC, Kurzbogenlampe mbq 50 ac-Serie

Leistungselektronik Jena GmbH LEJ, Jena

Zentrifuge Varifuge 3.0 RS und 3.0. R

Deckgléser

Heraeus, Hanau

Arbeitsmittel Hersteller

Langenbrinck, Emmendingen

Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg
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Flaschen mit Schraubverschluss Merck, Darmstadt

Kryor6hrchen (2 ml) Nalgene Company, Rochester, NY, USA
Neutralisationswanne Assistent, Sondheim

Objektragerkésten fiir 50 Objekttrager (76 x | GLW, Wiirzburg

26 cm)

Objekttriger (70 x 24 mm, je 5 mm seitlich Langenbrinck, Emmendingen

mattiert)

Petrischale Becton Dickinson, Heidelberg

Pinzetten Angiokard Medizintechnik, Friedenburg
Pipetten steril (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner bioone, Frickhausen
Pipettenspitzen (10, 100, 200 und 1000 pl) Eppendorf, Hamburg

Pipetus”“-akku Hirschmann, Laborgerite
Reaktionsgefdl 1,5 ml Eppendorf, Hamburg

Rohrchen mit Schraubverschluss (13, 15 und | Greiner bioone, Frickhausen

50 ml)

Schreibdiamant Renner, Dannstadt

Skalpell Nr. 10 steril Pfm (Produkte fiir die Medizin) AG, Koln
Stericup, steril Millipore Cooperation, Bedford
Zahlkammer nach Neubauer Super Rior, Marienfeld
Zellkulturflaschen Sarstedt, Nimbrecht

Zellkulturplatten (24 Wells, 96 Wells) Becton-Dickinson, Heidelberg
Zellschaber TPP, Trasadingen, CH

Zellsieb (Talcan 35) Becton-Dickinson, Heidelberg

2.3. Testsubstanzen

Im Folgenden sind die in vorliegender Arbeit auf Zyto- und Genotoxizitit untersuchten Rein-
substanzen aufgefiihrt. Dextrose, Triethanolamin und Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol-
b-Polypropylenglycol (PEG-PPG-PEG), sind Reinsubstanzen des Zelltrdgerpolymers.

Tabelle 2-3: Testsubstanzen

Testsubstanz Hersteller

Dextrose Sigma-Aldrich-Aldrich, Taufkirchen
Triethanolamin Sigma-Aldrich-Aldrich, Taufkirchen
PEG-PPG-PEG Sigma-Aldrich-Aldrich, Taufkirchen

2.3.1. Dextrose

Dextrose ist eine Aldohexose mit der Summenformel C¢H;,Og und einer Molmasse von 180,16.
Dextrose liegt meist in der Pyranoseform, als a-D(+)-Glukopyranose vor, selten auch als Gluko-
furanose. Sie ist optisch aktiv und durch Hefe girbar. Dextrose kommt frei und als Poly-
saccharid in Glykogen, Stirke, Zellulose und Dextran, Glykosiden, Nukleotiden und Glyko-
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lipiden vor. Dextrose stellt eine Schliisselsubstanz im Kohlenhydratstoffwechsel dar. Der
Korper kann Dextrose als Glykogen in Leber- und Muskelgewebe speichern oder auch in Fett
umwandeln. Stoffwechselaktive Formen sind Glukose-6-Phosphat und UDP-Glukose. Sie ste-
hen der Energiegewinnung zur Verfiigung und konnen im Kdorper durch anaerobe Glykolyse zu
Lactat und durch aerobe Glykolyse oder Pentosephosphatweg, Citratzyklus und oxidative Phos-
phorylierung zu CO, und H,O abgebaut werden. Dextrose ist als Bestandteil biokompatibler
Polyurethane grundsétzlich bekannt.

2.3.2. Triethanolamin

Triethanolamin, 2,2',2'-Nitrilotriethanol, Tris(2-hydroxyethyl)amin, wird auch als Trolamin
bezeichnet und hat die Summenformel C¢H;sNO; und eine Molmasse von 149,19. Hergestellt
wird Triethanolamin durch Ammonolyse von Ethylenoxid. Als Nebenprodukt entsteht 2-Ami-
noethanol und Diethanolamin. Es ist eine farblose, viskdse, sehr hygroskopische Fliissigkeit, die
bei Kilte zu einer kristallinen Masse erstarrt. Mischbar ist es mit Wasser, Aceton, Ethanol,
Glycerol 85% und Methanol. Mit einem pH von 10,5 ist Triethanolamin stark basisch. Auf-
grund seiner basischen Eigenschaften wird Triethanolamin als basische Komponente in Seifen,
Kosmetika, als Netzmittel in Textilien, als Weichmacher in Leder, als Korrosionsinhibitor, als
Dispergiermittel und in wasserloslichen Herbiziden verwendet. Triethanolamin findet aulerdem
Gebrauch als Erstarrungs- und Erhértungsbeschleuniger zur Zementherstellung. Triethanolamin
wird iiber die Haut und den Gastrointestinaltrakt absorbiert und nach oraler Belastung zu 95%
unverandert liber die Nieren ausgeschieden. Nur ein kleiner Teil wird iiber die Cytochrom P450
Monooxigenase zu Diethanolamin, Ethanolamin und Glyoxylat metabolisiert. Uber das kanze-
rogene Potential von Triethanolamin an Menschen und im Tierversuch besteht bislang Unklar-
heit, so dass Triethanolamin in die Gruppe 3, der nicht klassifizierbaren humanen Kanzerogene
eingestuft wird [IARC, 2000]. Das gehdufte Auftreten von malignen Lymphomen, bevorzugt
des Thymus, in weiblichen Mausen nach oraler Langzeitbelastung mit Triethanolamin wurde
beobachtet [Snyder, 1999]. Es kam zudem zu einer Haufung von Neoplasien der Leber, Endo-
metriumskarzinomen und Nierenadenomen. Andere Studien zeigten eine fehlende Abhéngigkeit
des Auftretens von Neoplasien von der Triethanolamindosis [Konishi et al., 1992]. In vitro
Untersuchungen zeigten bislang keine mutagene Wirkung von Triethanolamin [Snyder, 1999].
In Konzentrationen iiber 5% fithrt Triethanolamin nach Hautkontakt zu Hautirritationen
[Ellenhorn und Barcebux, 1988]. Es wirkt nach subchronischer und chronischer Exposition
nephrotoxisch und kann eine Demyelinisierung hervorrufen. Auch das gehaufte Auftreten von
Asthma ist beschrieben. Von Gosselin et al. [1984] wurde Triethanolamin als leicht toxisch ein-
gestuft. Die angenommen letale orale Dosis des Menschen liegt bei 5-15 g/kg. Es wird ange-
nommen, dass der toxische Effekt von Triethanolamin zu groflen Teilen auf seinen basischen
Eigenschaften beruht.

2.3.3. PEG-PPG-PEG

Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol, im Folgenden mit PEG-PPG-
PEG abgekiirzt, umfasst eine Gruppe von circa 30 verschiedenen, nichtionischen Kopolymeren,
mit einem molekularen Gewicht zwischen 1000 und 14000. Es handelt sich um schaumarme
und schaumddmpfende Blockpolymere aus Ethylenoxid (PEG) und Propylenoxid (PPG). Je
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nach Ethoxylierungsgrad sind sie fliissig, pastds, fest oder pulverformig. PEG-PPG-PEGs
dienen zur Herstellung einer Reihe von Oberflichensubstanzen, Pharmazeutika, Kosmetika und
Polyurethanen [Zhang et al., 2004]. Unter anderem finden PEG-PPG-PEGs als Poloxamere zur
Dispergierung und Emulgierung in der chemisch-technischen Industrie Anwendung. Cao et al.
beschrieb 1999 PEG-PPG-PEG Kopolymeren als Formulierung fiir Zelltrdger von Chondro-
zyten [Cao et al., 1999]. In vitro werden PEGs und PPGs bis zu 90% biologisch abgebaut. Die
Abbauwege von PEGs und PPGs unterscheiden sich allerdings. Der Abbau von PEG erfolgt
durch eine Kiirzung der Ketten bis zu Ethylenglycol und Diethylenglycol. Beim Abbau von
PPGs konnten dagegen keine kurzkettigen Abbauprodukte gefunden werden [Zgota-
Grzeskowiak et al., 2006]. PEGs mit niedrigem molekularen Gewicht unterscheiden sich hin-
sichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften, ihrer biologischen Effekte auf die Zellpermea-
bilitdt und ihrer Resorption und Ausscheidung signifikant von solchen mit groBerem molekula-
ren Gewicht. PEGs mit einem molekularen Durchschnittsgewicht von 4000 und 6000 zeigen in
Kleintierversuchen nach fiinf Stunden keine intestinale Aufnahme, wiahrend PEGs mit einem
molekularen Gewicht von 1000 und 1540 eine geringfiigige intestinale Resorption von bis zu
2% zeigten. In gleichen Studien konnte eine renale Elimination der PEGs gezeigt werden. Die
renale Clearance von PEG 400, 1000, 1540 und 4000 ist identisch mit der Kreatinin-Clearance
in gesunden, narkotisierten Tieren. PEGs wirken in vivo leicht parasympathomimetisch. Nach
intravenodser Applikation erhéhen sie zudem die Blutaggregation und erhéhen somit auch die
Emboliegefahr. Die Genotoxizitdit von PEG wird kontrovers diskutiert. Negative Ergebnisse
wurden fiir PEG 6000 in einem Méuse-Lymphom-Test [Mitchell et al., 1997], fiir PEG 300 und
400 im Schwesterchromatidaustausch-Test an Ovarzellen des chinesischen Hamster und im
DNA-Synthese-Test [Anonymous, 1993] beschrieben. Ein fehlender Hinweis fiir Genotoxizitét
konnte fiir Tetraethylenglycol (TEG) im Ames- und im Hypoxanthin-Phospho-Ribosyl-
Transferase-Test gezeigt werden [Slesinski, 1989]. In osmotischen Konzentrationen fiihrte TEG
dagegen zu Chromosomenschidden [Galloway et al., 1987]. Biondi et al. [2002] zeigten in
Leberepithelzellen des chinesischen Hamsters die Induktion von Chromosomenaberrationen
durch TEG in Konzentrationen ab 2,5 mM und durch PEG 200 in Konzentrationen ab 3 mM.
PEG 400 zeigte dagegen kein genotoxisches Potential. Dies unterstiitzt die Annahme, dass die
Genotoxizitidt von PEG-Polymeren mit ansteigendem molekularem Gewicht abnimmt.

2.3.4. Getestete Substanzkonzentrationen

Im Folgenden werden die an Chondrozyten und Lymphozyten in vorliegenden Experimenten
untersuchten Substanzkonzentrationen erldutert. Die zytotoxischen Untersuchungen wurden
entsprechend den Empfehlungen des Europdischen Komitees fiir Normung durchgefiihrt [2002,
CEN, 1993]. Dosis-Wirkungsbeziehungen wurden fiir eine jeweilige Substanz mit
Konzentrationen bis 0,2 g/ml ermittelt. Weitere Dosis-Wirkungsuntersuchungen dienten einer
genaueren Eingrenzung der Konzentrationen, unter deren Einfluss in den verwendeten in vitro-
Testsysteme an Chondrozyten keine toxischen Effekt zu erwarten sind. In Tabelle 2-4 zeigt die
verwendeten Konzentration fiir die Dosis-Wirkungsuntersuchungen. Diese wurden mit einer
Anzahl von mindestens 8 Messungen bestétigt. Anhand dieser Dosis-Wirkungsuntersuchungen
wurden maximale Substanzkonzentrationen definiert, nach deren Inkubation die Proliferation
der Chondrozyten nicht eingeschriankt sowie die Anzahl avitaler Zellen nicht erhoht war und
sich keine morphologischen Schidden zeigten. Die so bestimmten Schwellenkonzentrationen
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wurden an Lymphozyten auf Zyto- und Genotoxizitit mit einer Anzahl von mindestens 15
Messungen hin gepriift. Zeigte sich eine toxische Wirkung, dienten weitere Dosis-
Wirkungsuntersuchungen an Lymphozyten der Definition der maximalen Substanz-
konzentration, nach deren Inkubation keine erhohte DNA-Fragmentierung resultierte und die
Vitalitit der Lymphozyten nicht eingeschrinkt war. Die Untersuchungen wurden mit
mindestens drei Messungen bestitigt.

Tabelle 2-4: Untersuchte Substanzkonzentrationen

Testsubstanz Konzentrationen

Dextrose 12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml,
PEG-PPG-PEG 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml;
0,018 mg/ml, 0,037 mg/ml, 0,075 mg/ml, 0,15 mg/ml, 0,3 mg/ml

Triethanolamin 0,45 mg/ml, 0,9 mg/ml, 1,8 mg/ml, 2,5 mg/ml
0,56 mg/ml, 0,68 mg/ml, 0,79 mg/ml, 0,9 mg/ml, 1,01 mg/ml

2.3.5. Inkubationsschema

Die Toxizititspriifung wurde durch direkten Kontakt der Testsubstanzen mit den Chondrozyten,
respektive Lymphozyten, durchgefiihrt. Chondrozyten wurden zur Zyototoxizitétstestung 24 h
bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank mit den Testsubstanzen inkubiert. Dies entspricht den
Empfehlungen des Europdischen Komitees fiir Normung [CEN, 1993]. Die Inkubation von
Lymphozyten zur Zyto- und Genotoxizitéitspriifung erfolgte iiber 60 min bei 37 °C im Wasser-
bad [Green et al., 1992].

2.4. Methodik zum Zytotoxizititsnachweis

2.4.1. Kultivierung von Chondrozyten

Bei Nasen- und Ohrmuscheloperationen im Operationssaal der Universitdtsklinik fiir Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde in Regensburg anfallende Knorpelproben wurden in Knorpelmedium
(DMEM HAM’S F12 + Fetales Kélberserum + Penicillin Streptomycin + Non-Essential-
Amino-Acids + Insulin + Gentamycin) bei 4 °C aufbewahrt.

Unter sterilen Bedingungen wurde das Medium
abgegossen. Der Knorpel wurde in einer Petri-
schale mit Hilfe eines Skalpells und einer Pinzette
von Bindegewebe und Knochen befreit und in ca.
1 mm’ groBe Stiickchen zerkleinert (Abb. 2-1).
Um einzelne Chondrozyten zu gewinnen, wurde
die extrazellulire Knorpelmatrix enzymatisch
durch Kollagenasen abgebaut. Fiir einen optimalen
Verdau, wurde 1 g Knorpel mit 10 ml Kollagenase
Abbildung 2-1: Sterile Zerkleinerung von 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der
Knorpel 16 Stunden wurde die Kollagenase-Zell-Suspen-
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sion zum Stoppen des Knorpelverdaus bei 1500 Umdrehungen 5 Minuten lang zentrifugiert und
der Uberstand abgegossen. Das Pellet wurde in 20 ml Knorpelmedium aufgenommen und in
eine Zellkulturflasche gegeben. Der Erhalt einer Reinkultur aus Chondrozyten wurde durch
Lichtmikroskopie bei Phasenkontrast mit S0facher Vergroferung bestitigt. Die Chondrozyten
wurden bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte dreimal wochentlich.
Die sich vermehrenden Chondrozyten wurden jeden Tag unter einem Lichtmikroskop bei Pha-
senkontrast betrachtet. Chondrozyten sind adhérent wachsende Zellen. War der Boden der Kul-
turflasche mit Zellen semikonfluent besiedelt, wurden sie auf weitere Kulturflaschen verteilt.
Die Zellpassagierungen ermdglichte, sehr viele Chondrozyten aus einer kleinen Knorpelprobe
zu ziichten. Die maximale Passagezahl lag bei 8. Das Medium wurde steril entnommen und die
Zellen mit einem Zellschaber von dem Boden der Kulturflasche abgelost. Um alle Zellen zu
erfassen wurde der Boden der Kulturflasche mit 60 ml DMEM HAM’S F12 Medium gespiilt,
die Zellen in das Medium aufgenommen, durch ein Zellsieb vereinzelt und auf neue Kultur-
flaschen verteilt. Die Zellen wurden im bei 37 °C und 5% CO, kultiviert.

2.4.2. Vitalitdtstest mit Propidiumiodid und Fluoresceindiacetat

Die kultivierten Chondrozyten dienten nun einer Reihe von Untersuchungen, um die Zyto-
toxizitdt von Dextrose, PEG-PPG-PEG und Triethanolamin zu testen. Die Zytotoxizitdt wurde
durch direkten Kontakt der Zellen mit den Testsubstanzen bestimmt. Als qualitatives, semiquan-
titatives Testverfahren ermoglichte eine Vitalititsfarbung mit Propidiumiodid (PI) und Fluores-
ceindiacetat (FDA) die Beurteilung der Vitalitdt und der Proliferationsdichte der Chondrozyten.
Zudem konnte die Morphologie, eine modgliche Vakuolisierung, eine Ablosung der Chondro-
zyten und eine Membran- bzw. Zelllyse mit und ohne Zugabe der drei Reinsubstanzen beurteilt
werden. Zur Inkubation mit den Substanzen und anschlieBender Farbung wurden Chondrozyten
auf eine Kulturplatte mit 24 Vertiefungen, im Folgenden als Wells bezeichnet, passagiert. Fiir
ein Experiment wurden Chondrozyten einer Zellkulturflasche mit gleicher Passagezahl
verwendet. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von dem Boden der Kulturflasche gelost,
und die genaue Zellzahl durch Zellzdhlung in Neubauer Zihlkammern bestimmt. Die
Zellzdhlung wurde kombiniert mit einer Trypanblau-Féarbung, um die Vitalitdt der Zellen zu
Beginn des Versuchs zu erfassen. Nur die Zellmembran avitaler Zellen ist fiir Trypanblau
durchlidssig, so dass eine deutliche Differenzierung von avitalen und vitalen Zellen moglich ist.
40 pl des Zellen enthaltenen Mediums wurden mit gleicher Menge an Trypanblau vermischt. 40
ul wurden in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert.

Unter dem Lichtmikroskop mit Phasenkontrast wurde bei 40facher VergroBerung die
Gesamtzellzahl und der prozentuale Anteil blauer und damit avitaler Zellen bestimmt. Es
wurden vier GroBBquadrate ausgezéhlt. Die Zellzahl pro ml entspricht dem Produkt der gezihlten
Zellzahl mit 10*, dividiert durch vier. Pro Well wurden 15.000 Chondrozyten in 1 ml
Knorpelmedium verteilt und iiber 24 h bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Das Medium aus den
einzelnen Wells wurde abgesaugt und durch das die Testsubstanzen enthaltene Medium ersetzt.
Jede Konzentration wurde in vier Wells pro Platte untersucht (Abb. 2-2). Als Negativ-Kontrolle
wurde vier Wells 1 ml Knorpelmedium ohne weitere Zusitze hinzugefiigt. Es folgte eine
Inkubationszeit von 24 h bei 37 °C und 5% CO..
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die

R, A Chondrozyten mit einer Kombinationsfarbung aus

FDA (25 mg/ml) und PI (1 mg/ml Aqua bidest)

: gefarbt. Ist die Membran der Zellen intakt, wird
FDA von Esterasen in der Membran umgesetzt

und fluoresziert griin. Ist die Zellmembran

dagegen defekt, gelangt PI in die Zellen,

interkaliert mit der DNA und fluoresziert orange-

rot. So konnen vitale und avitale Zellen

Kontrolle 5,0 2,5 1,8 0,9 5,9 unterschieden werden. In Tabelle 2-5 sind die
24 h Inkubation mit Triethanolamin in Anregungs- und Emissionsmaxima von PI und
[mg/mi] FDA aufgefiihrt.
Abbildung 2-2: 24-Well Zellplatte mit
Chondrozyten

Tabelle 2-5: Absorptions- und Emissionsmaxima von FDA und PI

Anregungsmaximum A Emissionsmaximum A
PI 536 nm 650 nm
FDA 488 nm 518 nm

Zur direkten Farbung der Zellen mit Pl und FDA wurde den Zellen das Medium mitsamt den
Testsubstanzen entzogen. Die Férbelosung wurde bei jedem Versuchsdurchgang aus 1 ml PI (1
mg/ml in Aqua bidest), 1 ml FDA (25 mg/ml in Aceton) und 60 ml NaCl frisch zubereitet und
auf die Zellen gegeben. Nach einer Einwirkungsdauer von 30 Sekunden wurde mit dem
Inversen Fluoreszenzmikroskop Axioverte 25 CFI, einem Filtersatz mit Griinanregung (546/12
nm) und Ausgangssperrfilter (590 nm), und einem weiteren Filtersatz mit Blauanregung (450-
490 nm) und Ausgangssperrfilter (515), bei 50- und 200facher VergroBerung die Vitalitit der
Chondrozyten, ihre Dichte und auch in gewissen Grenzen ihre Zellmorphologie erfasst. Die
Auswertung erfolgte deskriptiv. Der Vergleich der mit PI und FDA gefarbten Chondrozyten
nach Inkubation mit und ohne den Testsubstanzen wurde in Tabellen protokolliert. Beriicksich-
tigt wurde die Dichte der Chondrozyten, der Anteil avitaler Zellen und morphologische Auftal-
ligkeiten wie z.B. eine Verdnderung der Adhérenz-Figenschaften im Sinne abgerundeter Chon-
drozyten oder die Bildung von Vakuolen. Diese morphologischen Merkmale kdnnen Zeichen
einer toxischen Schiadigung der Zellen sein. Zeigte sich kein Unterschied der mit Testsubstan-
zen inkubierten Chondrozyten im Vergleich zur Negativ-Kontrolle, wurde dies mit einem
Gleichheitszeichen gekennzeichnet. Zeigte sich eine erhdhte/erniedrigte Dichte oder ein erhdh-
ter/erniedrigter Anteil avitaler Zellen der Chondrozyten nach Inkubation mit Testsubstanzen so
wurde dies durch einen nach oben/unten gerichteten Pfeil gekennzeichnet. Die Anzahl der ange-
gebenen Pfeile beschreibt die Auspriagung des jeweils gekennzeichneten Merkmals. Ein zytoto-
xischer Schaden der Chondrozyten wurde angenommen, sofern ihre Dichte nach Inkubation mit
einer Substanz im Vergleich zu der Negativ-Kontrolle vermindert war, es zu Verdnderungen auf
morphologischer Ebene kam, oder aber eine hohe Anzahl avitaler, orange-rot fluoreszierender
Zellen zu erkennen war. Mit einer liber einen Tubus Adapter befestigten digitalen Kamera
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wurde von jedem Versuchsansatz ein reprisentativer mikroskopischer Ausschnitt aufgenommen
und gespeichert. In Abbildung 2-3 ist der Ablauf der Vitalfarbung dargestellt.

= Anlegen von 24Well = Farbung mit Pl und
Kulturplatten FDA

= Pro Well 15.000 ®"Fluoreszenz-
Chondrozyten mikroskopie

Abbildung 2-3: Versuchsaufbau Vitalfarbung

2.4.3. Proliferationstest mit Tetrazoliumsalzen

Fiir den quantitativen Nachweis der Proliferationsbeeintrachtigung der Chondrozyten durch die
Testsubstanzen diente ein indirekter Proliferationstest, basierend auf der Umwandlung schwach
gefarbter Tetrazoliumsalze in intensiv gefdarbte Formazanderivate in vitalen Zellen. Verwendet
wurden Tetrazoliumsalze in Form eines Easy-For-You- (EZ4U) Kits. In den folgenden Ausfiih-
rungen wird daher von einem EZ4U-Proliferationstest, bzw. dem EZ4U-Test gesprochen. Um
den Proliferationstest durchfithren zu kénnen, wurden Chondrozyten auf 96Well Zellkulturplat-
ten angesetzt. Fiir ein Experiment wurden Chondrozyten einer Zellkulturflasche mit gleicher
Passagezahl verwendet. Um eine gleichméfige photometrische Messung im weiteren Verlauf zu
ermOglichen, ist eine gute Vereinzelung der Chondrozyten Vorraussetzung. Die Chondrozyten
wurden daher zur Passage enzymatisch durch Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche bei 37
C gelost. Das Knorpelmedium wurde entnommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Pro
Zellkulturflasche wurden 5 ml Trypsin/EDTA (0,05%) auf die Zellen gegeben. Es folgte eine
Einwirkdauer von wenigen Sekunden unter Beobachtung mit einem Lichtmikroskop bei
Phasenkontrast. Bei ersten mikroskopisch sichtbaren Zeichen einer Losung der Zellen aus ihrem
Zellverband, wurde das Trypsin vorsichtig entnommen. Die folgende Zugabe von Knorpel-
medium zu den Zellen beendete den Verdauungsprozess des Trypsins. Die Chondrozyten wur-
den in das Medium aufgenommen, durch ein Zellsieb vereinzelt und in einer Neubauer Kammer
gezdhlt. Die festgelegte Zellzahl pro Well betrug 4000 Zellen in 100 pl Knorpelmedium. Nach
Kultivierung der Chondrozyten iiber 24 h im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, folgte die
Kontrolle nach einem regelrechten Wachstum unter einem Lichtmikroskop bei Phasenkontrast.
Bei konfluentem Zellwachstum wurde das Medium allen Wells entnommen. Die Priifsubstanzen
wurden in den zu untersuchenden Konzentrationen in 100 pl frischem Knorpelmedium zu den
Zellen in je 8-16 Wells pipettiert. Als Negativ-Kontrolle dienten 16 Wells mit Knorpelmedium
ohne weitere Priifsubstanzen. Es folgte eine Inkubationszeit im Brutschrank bei 37 °C und 5%
CO, von 24 Stunden. Grundlage des Proliferationstests mit EZ4U sind Tetrazoliumsalze, die
von Mitochondrien lebender Zellen zu Formazanderivaten verarbeitet werden (Abb. 2-4).
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Tetrazoliumsalz Formazanderivat A2 450 nm
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Abbildung 2-4: Umwandlung von Tetrazoliumsalz in Formazanderivate [nach Reichl, 2002]

Das spezifische Absorptionsmaximum der Formazanderivate bei einer Wellenldnge von A
450 ermoglicht eine photometrische Messung, aus der man auf das Vorhandensein vitaler Zellen
schlieBen kann. Die Extinktion ist nach dem Lambert-Beerschen Gesetz proportional zur Kon-
zentration des Formazanderivats. Der Wert der Extinktion ist somit ein Indikator fiir die Zell-
vitalitdt, und erlaubt indirekt quantitativ Riickschliisse auf die Zellproliferation. Die Auflésung
des lyophilisierte EZ4U Substrats erfolgte in 2 ml einer Aktivatorlosung. Pro Well wurden 20 pl
des Substrats zu der Zellkultur gegeben. Es folgte eine dreistiindige Inkubation bei 37 °C und
5% CO;, mit dem Substrat. Vor der Proliferationsmessung sollte die Zellkulturplatte leicht ge-
schiittelt werden, um das EZ4U Substrat besser zu vermischen und somit eine erhdhte Streuung
der Messwerte zu vermeiden. Ein Emax Mikroplattenlesegerdt diente der photometrischen
Messung der Extinktion bei 450 nm. Die Extinktion eines Blindwertes (Substrat ohne Zellen)
wurde von dem Messwert abgezogen. Mit Hilfe eines zweiten Referenzwerts bei 620 nm sollten
Dichtestorungen durch Fingerabdriicke vermieden werden. Die Werte der Extinktion wurden in
"Absorbance Units" (AU) angegeben. Die gemessenen Daten wurden in Microsoft Excel For-
mat gespeichert. In Abb. 2-5 ist der Ablauf des beschriebenen Proliferations-ELISA dargestellt.

Zugabe Messung im
des EZ4U- ) Photometer

= Anlegen von
96Well
Kulturplatten

=Pro Well 4.000

Chondrozyten Substrats

Abbildung 2-5: Versuchsaufbau EZ4U-Proliferationstest
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2.5. Methodik zum Genotoxizititsnachweis

2.5.1. Lymphozytenisolierung

Heparinisierte Blutproben wurden im Laufe von Operationen an der Universititsklinik fiir Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde in Regensburg mit Einverstindnis der Patienten entnommen. Die Lym-
phozyten wurden noch am gleichen Tag aus dem Vollblut isoliert. Zu 18 ml Vollblut wurden
9 ml PBS in ein 45 ml Falconréhrchen pipettiert. Vorsichtig wurde das mit PBS gemischte Blut
auf 15 ml Biocoll in ein weiteres 45 ml Falconréhrchen geschichtet, ohne das sich die Fliis-
sigkeiten vermischten. Durch 20 Minuten lange Zentrifugation bei 2000 U/min ohne Brems-
einstellung entstand zwischen der Plasma- und der Biocollschicht ein lymphozytenhaltiger
Streifen, der Buffy Coat (siche Abb. 2-6). Dieser wurde mit einer sterilen Pasteurpipette
aufgenommen und zu 15 ml PBS gegeben. Es folgte eine 10 Minuten lange Zentrifugation bei
2000 U/min mit Bremse. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet vorsichtig resuspen-
diert und in 1 ml FCS aufgenommen. Zur Zellzéhlung in einer Neubauer Zellzdhlkammer
wurden 40 ul der Suspension in einem 1:1 Verhéltnis mit Trypanblau gemischt. Es wurden

vier GroBquadrate ausgezédhlt. Die
Zellzahl pro ml entspricht dem Pro-
dukt der gezihlten Zellzahl mit 107,
dividiert durch vier. Zum Einfrieren
der Lymphozyten sollten diese mit
einer Anzahl von je 1x10° auf Kryo-
r6hrchen verteilt werden. Den Lym-
phozyten wurde eine der Zellzahl ent-
Plasma sprechende Menge FCS und 10%
DMSO hinzu gegeben. Mit einem bei
—80 °C aufbewahrten Kailteblock er-

Buffy Coat mit reichte man ein langsames Einfrieren
Lymphozyten

der Lymphozyten bis auf —80 °C. Die
Biocoll Schicht Lymphozyten konnen somit auch iiber
einen ladngeren Zeitraum aufgehoben

werden.
Erythrozyten

Die eingefrorenen Lymphozyten wur-
den jeweils direkt vor der Durch-
fiihrung einer toxikologischen Unter-
suchung aufgetaut, in 9 ml PBS gewa-

Abbildung 2-6: Mit Biocoll und PBS zentrifugiertes schen und 10 min lang bei 2000

Vollblut zur Gewinnung von Lymphozyten. Der Buffy ) e 7
Coat, eine Schicht mit Lymphozyten, ist zwischen der U/min und 4 °C zentrifugiert. Der
Plasma- und der Biocollschicht zu erkennen Uberstand wurde dekantiert und das

Pellet in 1 ml RPMI Medium
aufgenommen. Vitalititsbestimmung und Zellzdhlung der Lymphozyten erfolgten, wie unter
2.3.1. beschrieben, mittels Trypanblau. Eine toxikologische Untersuchung erfolgte

ausschlieflich bei Vitalitdten iber 85%.
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2.5.2. Genotoxizitétstest und Zytotoxizitdtstest an humanen Lymphozyten

Zum Nachweis von Genotoxizitdt an Lymphozyten wurde die alkalische Version der Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese (MGE) bei einem pH von 13,0 im Rahmen des Comet Assays
angewendet. Unter alkalischen Bedingungen dient die MGE dem Nachweis von Einzelstrang-
briichen, alkalilabilen Stellen und inkompletten DNA-Exzisionsreparaturen. Hierbei werden
durch Zelllyse und Alkalisierung erhaltene DNA-Einzelstrange je nach Grofle und Ladung der
z.B. in Folge von Strangbriichen entstandene DNA-Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt.

Um eine elektrophoretische Auftrennung der DNA zu erméglichen, miissen die Zellkerne auf
Objekttragern von Agarose umschlossen sein. Agarose ist ein lineares, aus Seetang extrahiertes
Polysaccharid. Durch Erstarren zuvor erhitzter Agarose bildet sich eine homogene Gelmatrix.
Die Zellen kommen zwischen einer Grund- und einer Deckschicht aus Agarose zu liegen. Die
verwendeten Agaroseprodukte wurden durch kurzes Erhitzen bei 180 W in der Mikrowelle in
PBS gelost und bis zur weiteren Verwendung im Wasserbad bei 37 °C aufbewahrt. Nach der
Beschriftung mit einem Diamantstift erhielten die Objekttrdger die Grundbeschichtung aus 85
ul einer 0,5%igem Seakem Agarose. Um ein Ablosen der Agarose wihrend der Elektrophorese
zu vermeiden, wurden seitlich mattierte Objekttriger verwendet. Die Agarose wurde mit
Deckglésern bedeckt, welche bei Verwendung der Objekttriger mit einem Skalpell wieder
entfernt wurden. Die beschichteten Objekttrager trockneten 36 Stunden bei Zimmertemperatur.

Am Versuchstag wurde in beschriftete 15 ml-Réhrchen je 750 ul RPMI Medium sowie 150 pl
FCS gegeben. Die Testsubstanzen wurden in der gewdhlten Konzentration pro ml hinzugefiigt.
Fiir jeden Ansatz wurden 3 Rohrchen vorbereitet. Drei Rohrchen dienten der Negativ-Kontrolle
ohne weitere Zusitze, und drei weitere der Positiv-Kontrolle mittels 10 pl/ml 17%igem N-Me-
thyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG). Die Durchfiihrung aller weiteren Versuchsschritte
erfolgte in abgedunkelten Rdumen, um das Risiko von Strahlenschdden durch Tageslicht oder
elektrischem Licht zu minimieren. Die zuvor eingefrorenen Lymphozyten wurden geméal 2.5.1.
aufgetaut und die Vitalitdt anhand der Trypanblaufiarbung bestimmt. Lag die Vitalitét iiber 85%,
wurden je 100 pl der Zellsuspension in die vorbereiteten Rohrchen gegeben und eine Stunde
lang im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Stunde wurde erneut die Vitalitét der
Lymphozyten tiberpriift. Wie schon unter 2.2.2. erwéhnt, ist nur die Zellmembran avitaler Zel-
len fiir Trypanblau durchlissig, so dass eine deutliche Differenzierung von avitalen und vitalen
Zellen moglich ist. Die Vitalititsbestimmung mittels Trypanblau stellte hiermit das Testverfah-
ren zur Zytotoxizititsbestimmung an Lymphozyten nach einstiindiger Inkubation mit den Test-
substanzen dar. Um die Vitalitit der Lymphozyten in Prozent zu berechnen, wurde die Zahl der
ungefarbten, vitalen Lymphozyten durch die Gesamtzahl der Lymphozyten dividiert und mit
100 multipliziert. Die Zellzdhlung und Vitalititsbestimmung erfolgte an den inkubierten Zellen
aus einem der drei pro Substanz und Konzentration vorbereiteten Rohrchen. Der Versuchsvor-
gang nur bei Vitalititen tiber 75% weiter gefiihrt. Bei Vitalitidten unter 75% muss bei der Inter-
pretation der im Folgenden beschriebenen Kometen von einer zytotoxischen Komponente aus-
gegangen werden, so dass Genotoxizititstests mit der alkalischen Version der MGE nicht
aussagekriftig erscheinen. Die Zellen aus den anderen zwei Rohrchen wurden nun in 75 pl
0,7%iger SeaPlaque Agarose aufgenommen, durchgespiilt, auf vorbereiteten Objekttrigern auf-
getragen und mit einem Deckglas geschiitzt. Um das Erstarren der Agarose zu beschleunigen,
lagen die Objekttrager auf einer gekiihlten Metallplatte. Nach ca. 3 min Trockenzeit wurde,
nach Entfernen der Deckgliser, eine Deckschicht von 85 ul 0,7%iger SeaPlaque Agarose auf
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die Objekttrager appliziert, und durch Deckgldser geschiitzt. Nachdem die Zellen nun mit
Agarose auf die Objekttrager geschichtet und gehértet waren, konnten die Deckgléser mit Hilfe
eines Skalpells entfernt werden. Zur Freilegung der DNA fiir die anschlieBende Elektrophorese
wurden Zell- und Kernmembran der eingebetteten Zellen mindestens eine Stunde lang bei 4 °C
unter alkalischen Bedingungen lysiert. Hierzu wurden die Objekttrager Riicken an Riicken in
Lysekammern zu je 80 ml Lysepuffer, pH von 10,0. Der Lysepuffer wurde im Kiihlschrank bei
4 °C vorgekiihlt. Eine 23,7 x 18,0 cm grofle Elektrophoresekammer wurde in ein mit Eis gefiill-
tes Becken gestellt und an den Libellen ausgerichtet. Der Elektrophoresepuffer mit einem pH
von 13,2, welcher der Entspiralisierung der DNA dient, wurde bei jedem Versuch neu herge-
stellt, kurze Zeit bei 4 °C gekiihlt und in die Elektrophoresekammer bis zur Objekttragerlage-
fliche blasenfrei eingefiillt. Der Wasserstand des Eisbeckens sollte dem Pufferstand in der
Elektrophoresekammer entsprechen. Die Objekttriger wurden nach Ablauf der Lyse auf die mit
Elektrophoresepuffer benetzte Tragfliche von der Anode ausgehend in die an ein Netzgerit
angeschlossene Elektrophoresekammer gelegt und mit Elektrophoresepuffer bedeckt. Nach 20
min langer Entspiralisierung lief die Elektrophorese unter alkalischen Bedingungen bei 300 mA
und 25 V. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist direkt proportional der angelegten Spannung und
der Ladung. Sie hingt des Weiteren ab von der Lange und Konformation der DNA, vom pH-
Wert, der Zusammensetzung des Gelpuffers und der Konzentration der Agarose im Gel bei
DNA-Molekiilen bis zu einer Linge von maximal 50 kb. Eine genaue Einstellung der Strom-
stirke war aufgrund des proportionalen Zusammenhangs mit erhdhter Pufferzugabe mdglich.
Nach abgelaufener Elektrophorese wurden die Objekttriger in einer Abtropfwanne dreimal mit
einem Neutralisationspuffer bei pH 7,5 gewaschen und dann luftgetrocknet. Die DNA wurde
abschliefend mit 7,5 pl 1:10 verdiinntem Ethidiumbromid (Merck, Dannstadt) geférbt. Ethi-
diumbromid ist ein extrinsischer Fluoreszenzfarbstoff. Es interkaliert mit seinem Ringsystem
zwischen Basenpaare. Dadurch wird es fixiert und seine Fluoreszenz gegeniiber freiem Ethi-
diumbromid in Losung erhoht. Ethidiumbromid wird bei einer Wellenldnge von 510 nm (griiner
Bereich) angeregt, und emittiert Energie mit einer Wellenlénge von 595 nm (oranger Bereich).
Da die Emission effizienter im Nukleinsdure-Ethidiumbromidkomplex erfolgt, werden selbst
kleine Nukleinsduremengen im Hintergrund ungebundenen Ethidiumbromids sichtbar. Ethi-
diumbromid interkaliert in Einzelstrang- und Doppelstrangnukleinsduren [Waring, 1965]. Es
konnte sich nun eine digitale Auswertung der entspiralisierten, aufgespalteten DNA an-
schlieBen. Zum Aufbewahren wurden die Objekttrager bei 4 °C in lichtgeschiitzten, feuchten
Késten gelagert. In Abbildung 2-7 ist der Versuchsablauf systematisch aufgefiihrt.
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2.5.3. Digitale Auswertung

Die computerassistierte Auswertung der Migration der mit Ethidiumbromid gefdarbten DNA er-
folgte mit Hilfe eines DM LB Fluoreszenzmikroskops unter Verwendung eines Filtersystems
mit Griinanregung (515 - 560 nm) und Ausgangssperrfilter (590 nm) bei 400facher Vergrof3e-
rung. Eine Monochrom-CCD Kamera digitalisierte das mikroskopische Bild. Das digitale Aus-
wertsystem Komet Data 4.0 ermittelte automatisch an einem vom Auswerter gewéhlten Zellkern
den OTM (Olive Tail Moment). Durch schiddigende Substanzen entstandene DNA-Fragmente
wandern in der Elektrophorese anodenwirts der ungeschiadigten DNA im Kern voraus. Es ergibt
sich das Bild eines Kometen, wobei der Kometenkopf den ungeschédigten, und der Kometen-
schweif den geschiddigten Teil der DNA enthélt.

Je stirker nun die durch die Noxe hervorgerufene Fragmentierung der DNA ist, um so ldnger,
breiter und intensiver ist der Kometenschweif zu erkennen. Unter alkalischen Bedingungen
hiangt das Ausmall der DNA-Migration von entstandenen Strangbriichen und alkalilabilen Stel-
len ab [Kleinsasser et al., 2001]. Aus dem Produkt des Mittelwertes der Wanderungsstrecke mit
dem Prozentsatz der DNA im Schweif errechnet sich der Olive Tail Moment "OTM" (siehe
Abb. 2-8). Der OTM diente zur Bestimmung der DNA-Schéidigung als Mal} fiir die Geno-
toxizitét [Olive und Banath, 1993]. Der OTM bezieht sich auf die Wanderungsstrecke in um,
wird iiblicherweise aber ohne Einheit angegeben.

OTM = (Mb-Ma)x(Fb/Fc)

Mittlere Fluoreszenzintensitét des gesamten Kometen

Mittlere Mittlere
luoreszenzinten8$itidt Fluoreszenzintensitéat
des Kopfs (Fa des Schweifs (Fb)

Flachenmedian der Flachenmedian der
Fluoreszenzverteilung  Fluoreszenzverteilung
des Kopfs (Ma) des Schweifs (Mb)
< > <€ >

Abbildung 2-8: Mikroskopisches Bild eines Zellkerns nach der Einzelzell-Mikrogelelektro-
phorese mit 400facher VergréRerung und Formel zur Berechnung des OTM

Pro Substanz und Konzentration wurde das Fluoreszenzmuster von insgesamt 100 Zellen auf
zwei identisch behandelten Objekttrager bestimmt. Die Auswertung erfolgte weitgehend auto-
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matisiert, wobei der Auswerter pro Objekttrager 50 Zellen auswahlen musste, die fiir das Scha-
digungsniveau des Versuchansatzes repriasentativ waren. Um eine subjektive Verfialschung der
Auswahl auszuschlieen und somit die Beobachtungsgleichheit bei der Versuchsauswertung zu
gewihrleisten, wurden die Objekttriger der Versuchsansétze blind ausgewertet, sprich ohne das
Wissen, um welchen Versuchsansatz es sich gerade handelt [Tice et al., 2000]. Zu diesem
Zweck wurden die einzelnen Objekttrager mehrerer Versuche, die durch eingravierte Nummern
eindeutig kodiert waren, randomisiert und dann ausgewertet. Um korrekte Messergebnisse zu
gewihrleisten, wurde es vermieden, Zellen im Randbereich des Objekttragers auszuwerten. Die
Messergebnisse wurden in einer Datei im Microsoft Excel-Format gespeichert. Pro Versuchs-
ansatz ging der arithmetische Mittelwerte der OTM-Werte der jeweils gemessenen 100 Zellen in
die weiteren Berechnungen ein.

2.6. Grafische Darstellung der Ergebnisse und statistische Analyse

2.6.1. Boxplots

Die photometrisch gemessenen Werte der optischen Dichte als quantitatives Mal} fiir die
Proliferation der Chondrozyten wurden, ebenso wie die Vitalitdt der Lymphozyten, in Boxplots
grafisch dargestellt. Dargestellt sind die im EZ4U-Proliferationstest und Trypanblau-Aus-
schlusstest erhaltenen Rohdaten. Beim Comet Assay ging fiir jeden Versuchsansatz der arithme-
tische Mittelwert der OTM-Werte der 100 gemessenen Lymphozyten in die weitere Berechnung
ein. Die so errechneten Daten wurden auf die jeweilige Negativ-Kontrolle bezogen. Die Nega-
tiv-Kontrolle wurde gleich eins gesetzt. Die Daten wurden grafisch in Boxplots dargestellt. Das
Datenprogramms SPSS™ 11.5 diente dem Erstellen der Boxplots (Abb. 2-9).

Abbildung 2-9:
Darstellung eines
Boxplot

usreisser

Der Boxplotkasten reprasentiert 50% der Messwerte. Die untere Linie des Boxplotkastens
entspricht dem 1. Quartil, d.h. 25% aller Werte sind kleiner, die obere Linie entspricht dem 3.
Quartil, d.h. 25% aller Werte sind grofer. Die horizontale Linie in dem Kasten gibt den Median
wieder. Der Median ist der Wert, der von hdchstens der Hilfte aller Werte unterschritten und

28



Material und Methoden

von hochstens der Halfte aller Werte iiberschritten wird. Die in den Boxplots dargestellte
T-Linie gibt den hochsten Wert an, die umgekehrte T-Linie den niedrigsten, es sei denn es
liegen Extremwerte, d.h. Werte, die mehr als drei Kastenldngen auBerhalb liegen oder Aus-
reifler, d.h. Werte, die mehr als eineinhalb Kastenldngen auflerhalb liegen, vor. Diese werden in
der Boxplotdarstellung durch Sterne (Extremwerte) und Kreise (Ausreisser) gekennzeichnet.

2.6.2. Statistische Testverfahren

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Datenprogramms SPSS™ 11.5
durchgefiihrt. Die Abhéngigkeit der Dosis-Wirkungsbeziehung der Zyto- und Genotoxizitdt der
Testsubstanzen an Lymphozyten und Chondrozyten wurde mit dem Friedman-Test berechnet.
Der Friedman-Test ist ein nicht parametrisches Verfahren, das verteilungsunabhéngig ist und
auf Réngen basiert [Friedman, 1937]. Er priift die Nullhypothese, dass es keinen signifikanten
Unterschied zwischen k verbundenen Stichproben gibt. Bei der hier benutzen Fragestellung
besagt die Alternativhypothese, dass k Stichproben sich signifikant unterscheiden.

Der Unterschied wurde als p-Wert, als Wert der asymptotischen Signifikanz, angegeben und mit
dem globalen Signifikanzniveau, als a,-Niveau bezeichnet, verglichen. Das globale a,-Niveau
wurde mit p = 0,05 bzw. 5% definiert. Liegt der p-Wert k verbundener Stichproben unter
diesem Signifikanzniveau von 0,05, so ist ein signifikanter Unterschied der k verglichenen
Proben festzustellen, die Nullhypothese kann also verworfen werden. Liegt der p-Wert iiber
dem Signifikanzniveau von 0,05, so ist kein Unterschied der Proben festzustellen, die Alter-
nativhypothese kann also verworfen werden.

Zur Berechnung des Unterschiedes der einzelnen Ergebnisse zur Zyto- und Genotoxizitit der
Testsubstanzen an Lymphozyten und Chondrozyten und der entsprechenden Negativ-Kontrolle,
wurde der Wilcoxon-Test fiir zwei verbundene Stichproben angewandt. Wie der Friedman-Test
ist der Wilcoxon-Test ein nicht parametrisches Verfahren, das verteilungsunabhingig ist und
auf Réngen basiert [Wilcoxon, 1945]. Er priift die Nullhypothese, dass es keinen signifikanten
Unterschied zwischen zwei verbundenen Stichproben gibt. Bei der hier benutzen Fragestellung
besagt die Alternativhypothese, dass zwei verbundene Stichproben sich signifikant unter-
scheiden.

Der Unterschied wurde als p-Wert, als Wert der asymptotischen Signifikanz, angegeben. Das
globale a,-Niveau wurde mit p = 0,05 bzw. 5% definiert. Um die Alphafehler-Kumulierung bei
multiplen Paarvergleichen zu neutralisieren, wurde die Bonferroni-Holm-Korrektur angewandt.
Durch den Algorithmus der Bonferroni-Holm-Korrektur werden lokale Signifikanzniveaus, als
lokale a-Niveaus bezeichnet, berechnet, mit denen die p-Werte verglichen werden. Alle Null-
Hypothesen, deren p-Werte kleiner als das lokale a-Niveau waren, werden zuriickgewiesen. Mit
der Null-Hypothese, deren p-Wert grofSer als das lokale a-Niveau wurde, werden alle folgenden
Null-Hypothesen beibehalten und zwar unter dem globalen Signifikanzniveau.

Zur Evaluation des allgemeinen zytotoxischen Potentials der Reinsubstanzen in vitro wurde die
mittlere effektive Konzentration (ECsp) in mg/ml nach nicht linearer Regression der Dosis-
Wirkungsbeziehung der Reinsubstanzen auf die Proliferation von Chrondrozyten mit GraphPad
Prism 4 berechnet. Die ECsyp mm spiegelt die mittlere Konzentration einer jeweiligen Substanz
wieder, bei der die Dichte der Zellen, gemessen in der Absorbtion von Formazan, um die Hélfte
eingeschriankt ist.
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Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchungen aufgefiihrt. Die Testsubstanzen,
Dextrose, Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol (PEG-PPG-PEG) und
Triethanolamin, wurden unabhdngig voneinander untersucht. Zunichst ist jeweils die Dosis-
Wirkungsbeziehung der Zytotoxizitit der Reinsubstanzen an Chondrozyten dargestellt.
Aufgefiihrt sind mit dem EZ4U-Proliferationstest untersuchte Dosis-Wirkungskurven zur
indirekt quantitativen Beurteilung der Zellproliferation. Im Anschluss abgebildete Aufnahmen
der mit Propidiumiodid (PI) und Fluoresceindiacetat (FDA) gefarbten Chondrozyten ermdg-
lichen eine Beurteilung der Morphologie, der Vitalitdt und des Wachstums der Chondrozyten.
Weiter sind Untersuchungen der maximalen Substanzkonzentrationen, die in vitro zu keinem
zytotoxischen Effekt an Chondrozyten fiihrte, an Lymphozyten dargestellt. Abgebildet sind die
Ergebnisse zur Zytotoxizitét, ermittelt durch den Trypanblau-Ausschlusstest, und zur Geno-
toxizitdt, ermittelt durch den Comet Assay. Zeigt sich im Rahmen der Untersuchungen eine
zyto- oder genotoxische Wirkung dieser Schwellenkonzentrationen an Lymphozyten, ist die
jeweilige Dosis-Wirkunsbeziehung der Testsubstanzen an Lymphozyten aufgefiihrt.

3.1. Zytotoxizitiit und Genotoxizitit von Dextrose

3.1.1. Zytotoxizitdt an humanen Chondrozyten

Als indirekt quantitatives Mal fiir die Wirkung von Dextrose auf die Proliferation der Chondro-
zyten wurde der EZ4U-Proliferationstest durchgefiihrt. Abbildung 3-1 zeigt die Werte der
Extinktion in Abhéngigkeit zur Dextrosekonzentration.

4,0
Abbildung 3-1:
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Eine signifikant unterschiedliche Proliferation der Chondrozyten in Abhadngigkeit zur untersuch-
ten Dextrosekonzentration ist zu erkennen (Tab. 3-1).

Tabelle 3-1: p-Werte der Unterschiede der optischen Dichte, ermittelt durch den Friedman-Test.
Das Signifikanzniveau wurde als 0,05 definiert

p-Werte p=10,001

Es besteht kein signifikanter Unterschied der Extinktion nach Inkubation der Chondrozyten mit
12,5, 25 und 50 mg/ml Dextrose gegeniiber der Negativ-Kontrolle. Chondrozyten nach Inku-
bation mit 100 und 200 mg/ml zeigen eine signifikant eingeschrankte Proliferation (Tab. 3-2).
Die mittlere effektive Konzentration (ECsp) von Dextrose nach nicht linearer Regression der
Dosis-Wirkungsbeziehung auf die Proliferation der Chrondrozyten liegt bei 108,6 mg/ml.

Tabelle 3-2: p-Werte der Unterschiede der Extinktion gegenuber der Negativ-Kontrolle, ermittelt
durch den Wilcoxon-Test. Das globale Signifikanzniveau wurde als 0,05 definiert. p-Werte
unterhalb des lokalen a-Niveaus sind grau hinterlegt

Mittelwert 2,575 2,737 2,751 2,633 1,849 0,827
Stabw 0,263 0,261 0,195 0,150 0,335 0,027
p-Werte p=0,063 p=0,023  p=0438 p=0,001 p=0,001
o-Niveau 03=0,025 | 03=0,016 0s=0,05 | a,=0,0125 a;= 0,01

Zur qualitativen, semiquantitativen Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Dextrose
wurden Chondrozyten nach Inkubation mit Dextrosekonzentrationen von 12,5 mg/ml bis 200
mg/ml mit Propidiumiodid (PI) und Fluoresceindiacetat (FDA) gefarbt (Abb. 3-2). Die mit PI
und FDA gefarbten Chondrozyten wurden unter dem Inversen Fluoreszenzmikroskop gemép
der unter 2.4.2. Tabelle 2-5 aufgefiihrten Absorptions- und Emissionsmaxima in Hinblick ihrer
Vitalitit, ihres Proliferationsverhaltens und ihrer Morphologie desktiptiv beurteilt.

Die Chondrozyten der Negativ-Kontrolle zeigen eine regelrechte Dichte vitaler Zellen mit einer
geschitzten Bedeckungsfliche von circa 30%. Chondrozyten nach Inkubation mit 12,5 und 25
mg/ml Dextrose sind in ihrem Zellwachstum gegeniiber der Negativ-Kontrolle nicht
eingeschrankt. Auch zeigt sich nach Inkubation dieser Dextrosekonzentrationen keine
verminderte Vitalitdt (Abbildung nicht aufgefiihrt). Inkubation mit 50, 100 und 200 mg/ml
Dextrose fiihrt zunehmend zu verminderter Zelldichte im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Die
Anzahl avitaler Chondrozyten ist nach Inkubation mit 200 mg/ml Dextrose im Vergleich zur
Negativ-Kontrolle erhoht (siche Tab. 3-3).
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Abbildung 3-2: Mit Pl und FDA gefarbte Chondrozyten nach Inkubation mit Dextrose (50x).
Grun fluoreszierende Chondrozyten = vital. Rot fluoreszierende Chondrozyten = avital.
a Negativ-Kontrolle. b 12,5 mg/ml. ¢ 25 mg/ml. d 50 mg/ml. e 100 mg/ml. f 200 mg/ml.

Tabelle 3-3: Mit Pl und FDA gefarbte Chondrozyten nach Inkubation mit Dextrose im Vergleich
zu der Negativ-Kontrolle. =: vergleichbar. 1: einfach erhéht. 11: zweifach erhoht. |: einfach
erniedrigt. | |: zweifach erniedrigt. | | |: dreifach erniedrigt gegenuber der Negativ-Kontrolle

Zelldichte = = ! 25 L
Anteil avitaler _ _ _

Zellen B B f il
Morphologie = = = abgerundet abgerundet
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3.1.2. Zytotoxizitdt an humanen Lymphozyten

Die Vitalitdt humaner Lymphozyten nach Inkubation mit 25 mg/ml Dextrose wurde mit dem
Trypanblau-Ausschlusstest ermittelt und mit der Negativ-Kontrolle verglichen (Abb. 3-3). Bei
dieser Konzentration hatte Dextran keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation in Chon-
drozyten gezeigt. Dagegen war die Vitalitdt der Lymphozyten nach Inkubation mit 25 mg/ml
Dextrose signifikant gegeniiber der Kontrolle vermindert (Tab. 3-4).

100
Abbildung 3-3: Vitalitaten der

Lymphozyten nach Inkubation

ilj‘ mit 25 mg/ml Dextrose.
C

x-Achse: Kontroll- und Versuchs-
ansatz mit Dextrose. Der Nega-
tiv-Kontrolle wurden keine
weiteren Substanzen zugefihrt.
N: Anzahl der Versuche. °:
Ausreilder.

T

Vitalitaten %
~ 0] [(e]
o C? o

(2]
o

y-Achse: Vitalitat der Lympho-

507 zyten in % als quantitatives Maf}
der Zytotoxizitat
40
30 : ;
N = 16 16

Neg 25

Konzentrationen [mg/mil]

Tabelle 3-4: p-Werte der Unterschiede der Vitalitaten gegeniber der Negativ-Kontrolle, ermittelt
durch den Wilcoxon-Test. Das Signifikanzniveau wurde als 0,05 definiert

Mittelwert 92 90
Stabw 2,553 3,775
p-Werte p=20,014

Aufgrund des signifikanten Unterschiedes der Vitalitdt der Lymphozyten nach Inkubation mit
25 mg/ml Dextrose und der Negativ-Kontrolle, wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung von
Dextrose im Konzentrationsbereich von 4 bis 30 mg/ml mit dem Trypanblau-Ausschlusstest
ermittelt (Abb. 3-4). Es besteht ein signifikanter Unterschied der Vitalitdt der Lymphozyten in
Abhingigkeit von der Dextrosekonzentration (Tab. 3-5).
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Tabelle 3-5: p-Werte der Unterschiede der Vitalitaten, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

p-Werte p=0,007

Aufgrund der geringen Stichprobenzahl von N = 3 wurde Wilcoxon-Test nicht durchgefiihrt.
Der Abbildung ist aber zu entnehmen, dass die Vitalitit der Lymphozyten nach Inkubation mit
der geringsten Dextrosekonzentration (4 mg/ml) gegeniiber der Negativ-Kontrolle leicht erhoht
und ab 15 bis 30 mg/ml zunehmend erniedrigt ist. Bei der hochsten Konzentration ist in mehr
als der Halfte der Zellen die fiir den Comet Assay kritische Grenze von 75% vitaler Zellen
unterschritten.

In einer zweiten Versuchsserie mit Dextrosekonzentrationen von 3,5 bis 25 mg/ml war die
Vitalitdt der humanen Lymphozyten im Trypanblau-Ausschlusstest nicht einschrinkt, es besteht
kein erkennbarer Unterschied der Vitalitdt der Lymphozyten in Abhingigkeit von der Dextrose-
konzentration (Abb. 3-5, Tab. 3-6). Der Wilcoxon-Test wurde bei einer Stichprobenzahl von
N = 3 nicht durchgefiihrt.
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Tabelle 3-6: p-Werte der Unterschiede der Vitalitaten, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

p-Werte p=0,182

3.1.3. Genotoxizitit an humanen Lymphozyten

Die DNA-Fragmentierung humaner Lymphozyten nach Inkubation mit Dextrose wurde mit dem
Comet Assay ermittelt. Abbildung 3-6 zeigt die DNA-Fragmentierung nach Inkubation mit 25
mg/ml Dextrose. An Chondrozyten hatte Dextrose dieser Konzentration die Proliferation im
Vergleich mit der Negativ-Kontrolle nicht signifikant beeintréchtig.

Es besteht ein signifikanter Unterschied der OTM-Werte der Negativ-Kontrolle und der OTM-
Werten der mit 25 mg/ml Dextrose inkubierten Lymphozyten (Tab. 3-7). Der Abbildung ist eine
erhohte DNA-Migration der mit Dextrose inkubierten Lymphozyten, gegeniiber der auf eins
normierten Negativ-Kontrolle zu entnehmen.

Aufgrund der signifikant erhohten DNA-Fragmentierung nach Inkubation mit 25 mg/ml Dextro-
se im Vergleich zur Negativ-Kontrolle, wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung von Dextrose an
Lymphozyten mit dem Comet Assay ermittelt. Abbildung 3-7 zeigt, dass die DNA-Fragmentie-
rung bei Inkubation mit Dextrosekonzentrationen von 4 bis 30 mg/ml dosisabhidngig zunimmt.
Der Unterschied der OTM-Werte in Abhéngigkeit zur Konzentration dosisabhédngig signifikant
(Tab. 3-8). Der Wilcoxon-Test wurde bei einer Stichprobenzahl von N = 4 nicht durchgefiihrt.
Die Abbildung zeigt aber erhohte OTM-Werte bereits ab 5 mg/ml Dextrose gegeniiber der auf

eins normierten Negativ-Kontrolle.
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Tabelle 3-7: p-Werte der Unterschiede der OTM-Werte gegenuber der Kontrolle, ermittelt durch
den Wilcoxon-Test. Das Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

Mittelwert 4,567
Stabw 3,434
p-Werte p=10,001

5 10 15 20 25 30 Pos
Konzentrationen [mg/ml]
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Tabelle 3-8: p-Werte der Unterschiede der OTM-Werte, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

p-Werte p=0,011

In einer zweiten Versuchsserie mit Dextrankonzentrationen von 3,5 bis 25 mg/ml konnten der
signifikanter Anstieg der OTM-Werte in Abhingigkeit von der Konzentration bestétigt werden
(Abb. 3-8, Tab. 3-9). Der Wilcoxon-Test wurde aufgrund einer Stichprobenzahl von N = 3 nicht
durchgefiihrt. Lymphozyten nach Inkubation mit 3,5, 3,75, 4 und 4,25 mg/ml Dextrose zeigen
gegeniiber der auf eins normierten Negativ-Kontrolle keine erhohten OTM-Werte. Erhohte
OTM-Werte der mit 4,5 mg/ml, 4,75 mg/ml, 5 mg/ml und 25 mg/ml Dextrose inkubierten
Lymphozyten sind der Abbildung zu entnehmen.

% Abbildung 3-8: DNA-Fragmen-
| tierung humaner Lymphozyten
30 nach Inkubation mit Dextrose-
konzentrationen von 3,5 bis
257 25 mg/ml.
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EZO’ Dextrose und der Positiv-Kontrol-
O T le (10 pl/ml 17%iges MNNG).
15 N: Anzahl der Versuche.
y-Achse: OTM = Olive Tail
10 L Moment relativ zur Negativ-
Kontrolle (= 1) als quantitatives
| Mal der DNA-Fragmentierung
i o=
ey — %ﬁi ................................

3,563,755 4 42545475 5 25 Pos

Konzentrationen [mg/ml]

Tabelle 3-9: p-Werte der Unterschiede der OTM-Werte, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

p-Werte p=20,019
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3.2. Zytotoxizitiat und Genotoxizitit von PEG-PPG-PEG

3.2.1. Zytotoxizitdt an humanen Chondrozyten

Der EZ4U-Test wurde zum indirekt quantitativen Nachweis der Wirkung von PEG-PPG-PEG
auf die Proliferation der Chondrozyten durchgefiihrt. Abbildung 3-9 zeigt die Werte der Extink-
tion in Abhdngigkeit von der PEG-PPG-PEG-Konzentration. Es ist eine signifikant verminderte
Proliferation der Chondrozyten im Konzentrationsbereich von 5 bis 200 mg/ml zu erkennen
(Tab. 3-10). Die Proliferation ist bereits ab der niedrigsten Konzentration, 5 mg/ml, signifikant
verschieden gegeniiber der Negativ-Kontrolle (Tab. 3-11).

4,0
Abbildung 3-9:
Chondrozytenproliferation nach
Inkubation mit PEG-PPG-PEG in
Konzentrationen von 5 bis

p<a 200 mg/ml.

I 1 x-Achse: PEG-PPG-PEG-
O Konzentrationen. Der Kontroll-
ansatz wurde ohne Zugabe

zusatzlicher Substanzen durch-
gef[]hrt. N: Anzahl der Versuche.

: Ausreil3er.
0 —

y-Achse: Extinktion von
—— 0 == o & Formazan bei 450 mn als indirekt

— == — quantitatives MafR fir die
Proliferation

© ©

Extipktion [AU]

—_
o

0,0 : : : : : : :
N= 12 12 12 12 12 12 12
Neg 5 10 20 50 100 200

Konzentrationen [mg/ml]

Tabelle 3-10: p-Werte der Unterschiede der Extinktion, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

p-Werte p=0,001

Tabelle 3-11: p-Werte der Unterschiede der Extinktion gegeniber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das globale Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert. p-
Werte unterhalb des lokalen Signifikanzniveaus sind grau hinterlegt

Mittelwert 1,613 0,760 1,077 0,687 0,472 0,438 0,592
Stabw 0,281 0,070 0,169 0,060 0,038 0,037 0,129
p-Werte p=0002 p=0002 p=0002 p=0,002 p=0,002 p=0,002
. o= oy = 3= oy = Os = O =
o-Niveau 0,0083 0,01 00125 0,016 0,025 0,05
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Um die Konzentration zu definieren, bei der PEG-PPG-PEG keine proliferationshemmende
Wirkung auf humane Chondrozyten zeigt, wurde eine weitere Dosis-Wirkungsuntersuchung im
Konzentrationsbereich von 0,018 bis 0,3 mg/ml mit dem EZ4U-Test durchgefiihrt. Auch hier
ergab sich eine signifikante konzentrationsabhéngige Veranderung der Extinktion (Abb. 3-10,
Tab- 3-12). Allerdings gab es bei den beiden niedrigsten Konzentrationen, 0,018 und 0,037
mg/ml PEG-PPG-PEG, eine signifikant gesteigerte Proliferation der Chondrozyten und erst bei
der héchsten Konzentration, 0,3 mg/ml, eine signifikante Einschrankung (Tab- 3-13).

Die mittlere effektive Konzentration (ECsy) von PEG-PPG-PEG nach nicht linearer Regression
der Dosis-Wirkungsbeziehung auf die Proliferation der Chrondrozyten liegt bei 0,5 mg/ml.

4,0
Abbildung 3-10:
p<a Chondrozytenproliferation nach
| L Inkubation mit PEG-PPG-PEG
| p<a in Konzentrationen von 0,018
3,0 ] .
= < bis 0,3 mg/ml.
p
< — x-Achse: PEG-PPG-PEG-
2 Konzentrationen. Der Kontroll-
2,07 ansatz wurde ohne Zugabe
< zusatzlicher Substanzen durch-
t %‘ T gefuhrt. N: Anzahl der
Versuche. : AusreiRer.
| o T T
1,0 y-Achse: Extinktion als indirekt
quantitatives MafR fir die
Proliferation
0,0

N= 16 16 16 16 16 16
Neg 0,018 0,037 0,075 0,15 0,3

Konzentrationen [mg/ml]

Tabelle 3-12: p-Werte der Unterschiede der Extinktion, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

p-Werte p=10,001

Tabelle 3-13: p-Werte der Unterschiede der Extinktion gegeniber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das globale Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert. p-
Werte unterhalb des lokalen Niveaus sind grau hinterlegt

Mittelwert 1,561 1,810 1,749 1,681 1,523 1,289
Stabw 0,148 0,207 0,211 0,246 0,278 0,158
p-Werte p=0,005 p=0015 p=0,196 p=0,836 p=0,001
o-Niveau 0,=0,0125 a3=0,016 | 04=0,025 a5=0,05 o= 0,01
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Die qualitative, semiquantitative Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziechung von PEG-PPG-
PEG an Chondrozyten erfolgte mit einer Kombinationsfarbung aus PI und FDA im Konzen-
trationsbereich von 20 bis 200 mg/ml (Abb. 3-11 und 3-12).

Abbildung 3-11: Mit Pl und FDA gefarbte
Chondrozyten nach Inkubation mit PEG-PPG-
PEG (50x). Grun fluoreszierende Chondrozyten

= vital. Rot fluoreszierende Chondrozyten =
avital.

a Negativ-Kontrolle. b 20 mg/ml. ¢ 50 mg/ml.
d 100 mg/ml. e 200 mg/ml.

Abbildung 3-12: Mit Pl und FDA gefarbte Chondrozyten nach Inkubation mit PEG-PPG-PEG
(50x). Grun fluoreszierende Chondrozyten = vital. a Negativ-Kontrolle. b 0,15 mg/ml.
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Die mit Propidiumiodid (PI) und Fluoresceindiacetat (FDA) geféarbten Chondrozyten wurden
unter dem Inversen Fluoreszenzmikroskop gemif der unter 2.4.2. Tabelle 2-5 aufgefiihrten
Absorptions- und Emissionsmaxima in Hinblick ihrer Vitalitdt, ihres Proliferationsverhaltens
und ihrer Morphologie desktiptiv beurteilt. In der ersten Versuchsserie zeigen die Chondrozyten
der Negativ-Kontrolle eine hohe Dichte vitaler Zellen mit einer geschitzten Bedeckungsflache
von circa 70% (Abb. 3-11). Nach Inkubation mit 20 mg/ml PEG-PPG-PEG sind die
Chondrozyten in ihrem Zellwachstum gegeniiber der Negativ-Kontrolle nicht eingeschrénkt.
Auch zeigt sich nach Inkubation mit dieser Konzentrationen keine verminderte Vitalitdt
(Abbildung nicht aufgefiihrt). Inkubation mit 50, 100 und 200 mg/ml PEG-PPG-PEG fiihrt
zunehmend zu verminderter Zelldichte im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Die Anzahl avitaler
Chondrozyten ist im Vergleich zur Negativ-Kontrolle erhoht. Nach Inkubation mit 200 mg/ml
PEG-PPG-PEG sind keine Chondrozyten zu erkennen. Auch in der zweiten Versuchsserie (Abb.
3-12) ist die Dichte der vitalen Chondrozyten in der Negativ-Kontrolle mit einer geschétzten
Bedeckungsflache von circa 50% regelrecht. Nach Inkubation mit 0,15 mg/ml PEG-PPG-PEG
weisen die Chondrozyten eine vergleichbare bis leicht hohere Dichte gegeniiber der Negativ-
Kontrolle auf.

Tabelle 3-14: Mit Pl und FDA gefarbte Chondrozyten nach Inkubation mit PEG-PPG-PEG im
Vergleich zu der jeweiligen Negativ-Kontrolle. =: vergleichbar. 1: einfach erhoht. |: einfach
erniedrigt. | |: zweifach erniedrigt gegeniiber der Negativ-Kontrolle

Zelldichte =bis 1 = l 1l keine Zellen
Anteil avitaler _ _ _ .

Zellen = = = i keine Zellen
Morphologie = = = abgerundet abgerundet

3.2.2. Zytotoxizitdt an humanen Lymphozyten

Die Vitalitdt humaner Lymphozyten wurde mit dem Trypanblau-Ausschlusstest nach Inkubation
mit PEG-PPG-PEG in einer Konzentration von 0,15 mg/ml, die Chondrozyten keine
signifikante Verdnderung der Proliferation im Vergleich mit einer Negativ-Kontrolle zeigte,
ermittelt. Die Vitalitdt der Lymphozyten unterscheidet sich nicht signifikant von der Vitalitat
der Kontrolllymphozyten (Abb. 3-13, Tab. 3-15).

Tabelle 3-15: p-Werte der Unterschiede der Vitalitaten gegeniber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

Mittelwert 92 92
Stabw 2,422 1,886
p-Werte p=0,905
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3.2.3. Genotoxizitdt an humanen Lymphozyten

Die DNA-Fragmentierung humaner Lymphozyten wurde mit dem Comet Assay ebenfalls nach
Inkubation mit 0,15 mg/ml PEG-PPG-PEG ermittelt. Die hinsichtlich der Chondrozytenprolife-
ration unwirksame Konzentration bewirkt auch keinen signifikanten Anstieg der OTM-Werte
gegeniiber der Negativ-Kontrolle (Abb. 3.14, Tab. 3-16).
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Abbildung 3-14: DNA-Fragmen-
| tierung humaner Lymphozyten
30 nach Inkubation mit 0,15 mg/ml
PEG-PPG-PEG.
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Tabelle 3-16: p-Werte der Unterschiede der OTM-Werte gegeniiber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

Mittelwert
Stabw

p-Werte p=0,055

3.3. Zytotoxizitit und Genotoxizitit von Triethanolamin

3.3.1. Zytotoxizitdt an humanen Chondrozyten

Der EZ4U-Test diente als indirekt quantitativer Nachweis fiir die Wirkung von Triethanolamin
auf die Proliferation der Chondrozyten. Im Konzentrationsbereich zwischen 0,45 und 2,5 mg/ml
ist eine signifikant unterschiedliche Proliferation der Chondrozyten in Vergleich zur Negativ-
Kontrolle zu erkennen (Abb. 3-15, Tab. 3-17). Wiahrend nach Inkubation mit 0,9 mg/ml noch
eine signifikante Steigerung der Proliferation zu sehen ist, wird die Proliferation nach
Inkubation mit 2,5 mg/ml signifikant gegeniiber der Negativ-Kontrolle reduziert (Tab. 3-18).

Die mittlere effektive Konzentration (ECsp) von Triethanolamin nach nicht linearer Regression
der Dosis-Wirkungsbeziehung auf die Proliferation der Chrondrozyten liegt bei 2,7 mg/ml

©

p<a
I —
p<a

=T 5= __

Extinktion [AU] |
°

N
©
‘

0,0

= 8 8 8 8 8
Neg 0,45 0,9 1,8 2,5

Konzentrationen [mg/ml]
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Abbildung 3-15:
Chondrozytenproliferation nach
Inkubation mit Triethanolamin in
Konzentrationen von 0,45 bis 2,5
mg/ml.

x-Achse:
Triethanolaminkonzentrationen.
Der Kontrollansatz wurde ohne
Zugabe zusatzlicher Substanzen
durchgefiihrt. N: Anzahl der
Versuche.

y-Achse: Extinktion von
Formazan bei 450 nm als indirekt
quantitatives MafR fir die
Proliferation



Tabelle 3-17: p-Werte der Unterschiede der Extinktion, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

p-Werte p=10,001

Tabelle 3-18: p-Werte der Unterschiede der Extinktion gegeniber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das globale Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert. p-
Werte unterhalb des lokalen a-Niveaus sind grau hinterlegt

Mittelwert 1,314 1,627 1,540 1,402 1,085
Stabw 0,146 0,189 0,216 0,131 0,055
p-Werte p=0,019 p=0,023 p=20,79 p=0,012
o-Niveau o0,=0,016 oz =0,025 o4=10,05 0;=0,0125

Zur qualitativen, semiquantitativen Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Trietha-
nolamin erfolgte eine Kombinationsfirbung der Chondrozyten mit Propidiumiodid (PI) und
Fluoresceindiacetat (FDA) nach Inkubation mit Konzentrationen von 0,9 bis 2,5 mg/ml (Abb. 3-
16). Die mit PI und FDA gefiarbten Chondrozyten wurden unter dem Inversen
Fluoreszenzmikroskop gemép der unter 2.4.2. Tabelle 2-5 aufgefithrten Absorptions- und
Emissionsmaxima in Hinblick ihrer Vitalitdt, ihres Proliferationsverhaltens und ihrer
Morphologie desktiptiv beurteilt. Die Chondrozyten der Negativ-Kontrolle zeigen eine hohe
Dichte vitaler Zellen mit einer geschitzten Bedeckungsfliche von circa 90%. Chondrozyten
nach Inkubation mit 0,9 mg/ml Triethanolamin sind in ihrem Zellwachstum gegeniiber der
Negativ-Kontrolle nicht eingeschrinkt. Bei 200x Vergroflerung sind keine morphologischen
Verdnderungen zu erkennen. Inkubation mit 1,8 mg/ml Triethanolamin resultiert in einer
verminderten Dichte der Chondrozyten im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Auf
morphologischer Ebene kommt es zu einer grobscholligen Vakuolisierung der Chondrozyten.
Eine Bildung von Vakuolen in den Chondrozyten ldsst sich auch nach Inkubation mit 2,5 mg/ml
Triethanolamin erkennen. Die Dichte der Chondrozyten ist gegeniiber der Negativ-Kontrolle
vermindert. Die Anzahl avitaler Chondrozyten nach Inkubation mit 2,5 mg/ml ist erh6ht (sieche
auch Tab. 19). Zu einer Bildung von Vakuolen in Chondrozyten kam es nach Inkubation mit
Triethanolamin in Konzentrationen von minimal 1,01 mg/ml (Daten nicht aufgefiihrt).

Tabelle 3-19: Mit Pl und FDA gefarbte Chondrozyten nach Inkubation mit Triethanolamin im
Vergleich zu der jeweiligen Negativ-Kontrolle. =: vergleichbar. 1: einfach erhéht. 11: zweifach
erhoht. |: einfach erniedrigt gegentiber der Negativ-Kontrolle

Zelldichte = ! 25
Anteil avitaler _ _ 1
Zellen

Morphologie = Vakuolen Vakuolen
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Abbildung 3-16: Mit Pl und FDA gefarbte
Chondrozyten nach Inkubation mit unterschied-
lichen Konzentrationen an Triethanolamin.

Grun fluoreszierende Chondrozyten = vital.

Rot fluoreszierende Chondrozyten = avital. a
Negativ-Kontrolle (50x). b 0,9 mg/ml (50x). ¢ 0,9
mg/ml (200x). d 1,8 mg/ml (50x). e 1,8 mg/ml
(200x). f 2,5 mg/ml (50x). g 2,5 mg/ml
Triethanolamin (200x).

Um die Diskrepanz der quantitativ und qualitativ erhobenen Daten zu verfolgen, wurde eine
weitere Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Triethanolamin an humanen Chondro-
zyten mit dem EZ4U-Proliferationstest durchgefiihrt, diesmal im Konzentrationsbereich von
0,68 bis 1,01 mg/ml (Abb. 3-17). Der Friedman-Test ergibt eine statistisch signifikante
Zunahme der Proliferation der Chondrozyten durch die niedrigen Triethanolamin-
konzentrationen (Tab. 3-20). Im Einzelvergleich mit der Negativ-Kontrolle besteht kein
signifikanter Unterschied der Extinktion nach Inkubation mit 0,56 oder 0,68 mg/ml. Nach
Inkubation mit 0,79 bis 1,01 mg/ml Triethanolamin ist eine signifikant gesteigerte Proliferation
der Chondrozyten abzulesen (Tab. 3-21)
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Tabelle 3-20: p-Werte der Unterschiede der Extinktion, ermittelt durch den Friedman-Test. Das
Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert
p-Werte p=10,001

Tabelle 3-21: p-Werte der Unterschiede der Extinktion gegeniber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das globale Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert. p-
Werte unterhalb des lokalen a-Niveaus sind grau hinterlegt

Mittelwert 1,963 2,111 2,418 2,445 2,508 2,312
Stabw 0,386 0,538 0,336 0,332 0,279 0,369
p-Werte p=0,687  p=0,062 p=0,006 p=0,001 p=0,004
o-Niveau os= 0,05 03=0,025 | 03=0,016 0,=0,01  a,=0,0125

3.3.2. Zytotoxizitdt an humanen Lymphozyten

Die Vitalitdit humaner Lymphozyten nach Inkubation mit Triethanolamin wurde mit dem
Trypanblau-Ausschlusstest ermittelt. Abbildung 3-18 zeigt die Vitalitdt der Lymphozyten nach
Inkubation mit 0,9 mg/ml Triethanolamin. An Chondrozyten bewirkt Triethanolamin in einer
Konzentration von 0,9 mg/ml keine signifikant unterschiedliche Proliferation im Vergleich mit
einer Negativ-Kontrolle und keine morphologischen Verdnderungen.
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Die Vitalitdt der Lymphozyten nach Inkubation mit 0,9 mg/ml Triethanolamin unterscheidet
sich nicht signifikant von der Vitalitit der Kontrolllymphozyten (siche Tab. 3-22).

Tabelle 3-22: p-Werte der Unterschiede der Vitalitaten gegeniber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

Mittelwert 91 91
Stabw 2,752 4,363
p-Werte p=0,755

3.3.3. Genotoxizitdt an humanen Lymphozyten

Die DNA-Fragmentierung humaner Lymphozyten nach Inkubation mit Triethanolamin wurde
mit dem Comet Assay ermittelt. Abbildung 3-19 zeigt die DNA-Fragmentierung nach Inkuba-
tion mit 0,9 mg/ml Triethanolamin. An Chondrozyten bewirkt Triethanolamin in dieser Konzen-
tration keine signifikant unterschiedliche Proliferation im Vergleich mit einer Negativ-Kontrolle
und keine morphologischen Verdnderungen.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den OTM-Werten der auf eins normierten
Negativ-Kontrolle und den OTM-Werten der mit 0,9 mg/ml Triethanolamin inkubierten Lym-
phozyten (Tab. 23).
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Tabelle 3-23: p-Werte der Unterschiede der OTM-Werte gegeniiber der Negativ-Kontrolle,
ermittelt durch den Wilcoxon-Test. Das Signifikanzniveau wird als 0,05 definiert

Mittelwert 1,324
Stabw 1,013
p-Werte p=0,.872
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Herkdmmliche Therapieformen zur Ohrmuschelrekonstruktion stofen trotz —stetiger
Weiterentwicklungen und Modifikationen weiterhin an ihre Grenzen. Neue Strategien in der
Therapie von Ohrmuscheldefekten sind daher unabdingbar. Die Kombination aus Rapid
Prototyping und Tissue Engineering stellt eine vielversprechende Alternative in der
Rekonstruktion einer optisch ansprechenden, neuen Ohrmuschel dar. Nach vielfiltigen
gescheiterten Versuchen einen Zelltrager mit Chondrozyten zu besiedeln, um ihn dann in vivo
im Tiermodel zu implantieren, wurde nun ein neues Biomaterial, Polycaprolacton, als Zelltriager
fiir das Tissue Engineering von Ohrmuschelknorpel formuliert und vorgeschlagen. Ein be-
deutender Schritt, um das Gelingen des Tissue Engineering zu gewihrleisten, ist der Ausschluss
jeglichen Einflusses der Einzelkomponenten des Biomaterials auf die Zellproliferation und
Zelldifferenzierung humaner Zielzellen. Zellulare Schiaden an humanen Zielzellen sowie DNA-
Verianderungen, die auf die Tragersubstanzen von Polycaprolacton zuriickzufiihren sind, miissen
daher unbedingt ausgeschlossen sein. Humane Zielzellen umfassen zum einen Chondroyzten,
die in direkten Kontakt mit dem Trégermaterial kommen, zum anderen aber auch Zellen der
Immunabwehr, stellvertretend Lymphozyten, die im Rahmen der Fremdkorperabwehr nach
Implantation des mit Chondrozyten besiedelten Zellmaterials aktiviert werden. Um einen
toxischen Einfluss der Triagersubstanzen von Polycaprolacton an genannten humanen Zielzellen
auszuschliessen, wurde die Substanzen somit in Hinblick ihres zyto- und genotoxischen
Potentials an primiren humanen Chrondrozyten und Lymphozyten in vitro charakterisiert.

4.1. Verwendete Gewebe und Zellen

4.1.1. Humane Chondrozyten

Der neue Ohrmuschelknorpel, der an dem Biomaterialgeriist wachsen soll, entspricht elasti-
schem Knorpelgewebe, das durch eine Ohrmuschelbiopsie entnommen wird. Daher kommen
auch elastische Chondrozyten in direkten Kontakt mit den Reinsubstanzen des Biomaterials.
Die Nachweisverfahren auf Toxizitdt der getesteten Reinsubstanzen wurden aus material-
limitierten Griinden an hyalinem Knorpel durchgefiihrt.

Knorpel besteht aus Chondrozyten und einer extrazelluliren Matrix aus Kollagen, Proteo-
glycanen und Glycoproteinen. Knorpel verschiedener adulter und embryonaler Gewebe, wie
hyaliner-, elastischer- und Faserknorpel, unterscheiden sich in der Struktur und Zusammen-
setzung der extrazelluldren Matrix. Sowohl bei hyalinem wie auch elastischem Knorpel liegen
die Chondrozyten in Chondronen angeordnet (Abb. 4-1). Sie unterscheiden sich nur in ihrer
Synthesefdahigkeit. Wéhrend hyaline Chondrozyten ausschlieBlich Kollagen II, IV, VI und
Aggrecan bilden, konnen elastische Chondrozyten auch Elastin und Fibrillin synthetisieren.
Hyalinen Knorpel findet man vorwiegend an den ventralen Rippenenden, dem Kehlkopf, der
Luftrohre, den Bronchien, dem Nasenskelett und den Gelenkflichen. Elastischer Knorpel
befindet sich dagegen am &ulleren Gehorgang, der Ohrmuschel, der Tuba auditiva und der
Epiglottis. In diesen Untersuchungen wurde davon ausgegangen, dass sich die Toxizitit an



Diskussion

Chondrozyten hyalinen und elastischen Knorpels nicht maB3gebend unterscheidet. Die Toxizitét
der Reinsubstanzen wurde stellvertretend an Chondrozyten des hyalinen Knorpels gepriift.

20p . Sy e N i ; A /
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Abbildung 4-1: Hyaliner Knorpel der Abbildung 4-2: Elastischer Knorpel der
Trachea. Zu sehen sind einzelne Chondrone Epiglottis. Zu sehen sind Chondrone mit
mit Chondrozyten. Farbung: Kernechtrot, Chondrozyten sowie elastische Fasern.
Pinkroindigo [Goscurth P, 2005] Farbung: Elastin, Kernechtrot , Pinkroindigo

[Goscurth P, 2005]

Das entnommene Material stammt von Patienten, die sich einer plastischen Korrektur der
Nasenscheidewand oder einer Rekonstruktion der Ohrmuschel durch Rippenknorpel unter-
zogen. Septumdeviationen konnen eine behinderte Nasenatmung hervorrufen. Sie werden durch
plastische Septumkorrektur beseitigt. Hierzu wird iiber einen Schnitt im Naseneingang die
Nasenschleimhaut von den knorpelig-knochernen Strukturen abgeldst, durch Knorpel- und
Knocheneinschnitte unterteilt und mobilisiert. Uberschiissige Knorpel- und Knochenanteile
werden entfernt und nach Begradigung teilweise erneut zwischen die Schleimhautblétter der
Nase reimplantiert. Zur operativen Korrektur von Formstérungen der Nase wird in einigen
Fillen, wie z.B. der Sattelnase, zusitzlich autologer Knorpel bendtigt, um die Nasenscheide-
wand und die Stiitzstruktur der Nase zu rekonstruieren. Hauptsdchlich wird hier Knorpel der
Ohrmuschel oder der knorpeligen Rippe des Patienten verwendet. Letzterer dient ebenso zur
Korrektur von Ohrmuscheldeformitéiten. Bei diesen Eingriffen fallen in der Regel zur plasti-
schen Rekonstruktion nicht bendtigte Knorpelstiicke an. Die Operationen fanden alle an der
Universititsklinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde in Regensburg statt. Aufgrund der dort
haufig durchgefiihrten Nasenseptumkorrekturen und plastischen Rekonstruktionen von Nase
und Ohr mit Rippenknorpel wurde es moglich, ohne einen zusétzlichen Eingriff ausreichende
Mengen an Knorpel zu gewinnen. Dies wire bei der Verwendung ausschlieBlich elastischer
Knorpelgewebe nicht moglich gewesen.

4.1.2. Humane Lymphozyten

Der neue Knorpel, der auf der Grundlage des Biomaterials wachsen soll, bedarf wie jedes
Gewebe einer guten Blutversorgung. Knorpelgewebe enthilt selbst keine Gefalle, sondern wird
vom Perichondrium aus gendhrt. Um dies zu erreichen, wird das geziichtete Knorpelgewebe in
einen préafabrizierten Lappen integriert [Staudenmaier et al., 2004], damit das Gewebe eine feste
Vaskularisation bekommt. Uber den somit gebildeten Blutweg gelangen auch Lymphozyten
sowie andere Immunzellen in Kontakt mit dem Zelltrager. Diese Zellen sind befdhigt zu
migrieren, das hei3t die Blutbahn zu verlassen und das umliegende Gewebe zu erreichen. Neben
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den Untersuchungen der Reinsubstanzen an Chondrozyten ist es somit ebenfalls wichtig, eine
Schadigung von Immunzellen, wie hier stellvertretend den Lymphozyten, auszuschlielen.
Zudem werden die Reinsubstanzen durch Abbauprozesse des Polycaprolactons iiber den
Blutweg transportiert. Sie konnten somit in diverse Gewebe des Korpers gelangen und dort in
Zellen eine DNA-Schidigung oder einen zytotoxischen Effekt hervorrufen. Die Genotoxizitéts-
tests an humanen Lymphozyten werden hier stellvertretend fiir alle humanen Zellen durch-
gefiihrt. Lymphozyten sind durch eine einfache Blutentnahme zu gewinnen. Im Gegensatz dazu
ist zur Gewinnung anderer humaner Zellen oftmals eine Gewebeentnahme nétig. Des Weiteren
sind fast alle humanen Zellen, trotz ihrer unterschiedlichen Differenzierung, nach dem gleichen
Grundschema aufgebaut. Lymphozyten (Abb. 4-3) sind mit einem Anteil von 25-40% Vertreter
der Leukozyten. Nur ein geringer Anteil von 5% der Lymphozyten zirkuliert im peripheren
Blut, der restliche Teil befindet sich im interstitiellen Bindegewebe und den lymphatischen Or-
ganen. Aufgrund ihrer Oberflachenantigene und ihrer Funktion werden sie in B-, T- und Null-

zellen unterteilt. B-Lymphozyten gehdren der
spezifischen humoralen Immunantwort an. Sie
kénnen zu Plasmazellen aktiviert werden und
o dienen dann der Antikorperbildung. T-Lympho-
‘ zyten dagegen gehoren zur spezifischen zellu-

laren Immunantwort. Ein Teil von ihnen ist zur

Phagozytose befdhigt, ein anderer ist maB3geb-

lich an der B-Zellaktivierung beteiligt. In der

Analyse vorliegender Untersuchungen wird kein

5n . . .
—— Unterschied zwischen den verschiedenen Lym-

Abbildung 4-3: In der Mitte der Abbildung
ist ein kleiner Lymphozyt zu erkennen.
Farbung: Pappenheim [Goscurth, 2005]

phozytenarten gemacht.

4.2. Testsubstanzen

Das in vorliegender Arbeit in seinen Reinsubstanzen untersuchte Polycaprolacton soll mit Hilfe
des Tissue Engineerings als Zelltrager zur Ohrmuschelrekonstruktion verwendet werden. Bei
der Zusammensetzung des Biomaterials spielen, wie unter 1.2. erwéhnt, verschiedene Faktoren
eine wichtige Rolle. Zum einen muss es stabil sein, um als festes Geriist fiir die Chondrozyten
zu dienen. Eine feine Bearbeitung des Materials ist unabdingbar, um eine optisch schone, der
zweiten Ohrmuschel exakt nachgeformte, dreidimensionale Schablone zu erhalten. Zusétzlich
ist eine vollstdndige Bioabbaubarkeit erwiinscht, deren Rate in etwa der Formation des neuen
Knorpelgewebes entspricht. Aulerdem bedarf es einer Zusammensetzung des Polymers durch
Reinsubstanzen, welche vom Organismus, ohne diesen zu schiddigen, vollstindig umgesetzt
bzw. eliminiert werden. Eine weitere grole Anforderung an das Biomaterial stellen die
Chondrozyten selbst dar. Die Formulierung des Polyurethans muss ein Zellwachstum iiberhaupt
ermOglichen, so dass das Ziel einer neuen, komplett aus Knorpel bestehenden Ohrmuschel
erreicht werden kann.

Das in seinen Reinsubstanzen untersuchte Polycaprolacton besteht aus einer Diol-, einer Iso-
cyanat-, einer Saccharid-, einer Katalysator- und einer Treibmittelkomponente. 1,6-Hexandiol,
Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol (PEG-PPG-PEG), und (Hydro-
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xy)hexansédure sind genauso wie auch Triethanolamin, einem Verzweiger, Teile seiner Diol-
komponente. PEG-PPG-PEG ist eine oberflichenaktive Substanz, die in Polycaprolacton zum
Erreichen einer erhohten Schaumstabilitdt gebraucht wird. Triethanolamin dient der Vernetzung
des Polyurethans. 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en ist eine organische Base, welche benotigt
wird um Reaktionen in Gang zu bringen. Es ist Teil der Isocyanatkomponente des Polyurethans.
Das Monosaccharid Dextrose dient unter anderem der Energieversorgung der Chondrozyten.

Neben den genannten Eigenschaften darf das Polymer keine zytotoxischen oder genotoxischen
Effekte auf korpereigene Zellen aufweisen. Eine durch die Reinsubstanzen hervorgerufene
DNA-Schidigung, sowie Auswirkungen auf das Zellwachstum und die Vitalitdt der Zellen,
miissen vor Verwendung der Substanzen als Zelltrdger ausgeschlossen werden. Hierfiir muss fiir
jede Substanz die maximale, an humanen Zellen nicht zyto- und nicht genotoxische
Substanzkonzentration definiert werden. Dies ist nur durch eine umfassende Untersuchung der
Reinsubstanzen zu erreichen, die von in vitro Kurzzeitversuchen iiber in vitro Langzeitversuche,
bis hin zu Tierversuchen fithren. In Hinblick auf Zyto- und Genotoxizitit wurden in vorliegen-
der Arbeit Dextrose, PEG-PPG-PEG und Triethanolamin iz vitro untersucht.

4.3. Methodik

4.3.1. Zytotoxizitétstests

Bei der Zytotoxizititsbestimmung unterscheidet man zwischen Tests durch direkten Kontakt,
indirekten Kontakt oder anhand von Extrakten. Da Chondrozyten und Lymphozyten auch nach
Implantation des Polymers in direkten Kontakt mit den Reinsubstanzen kommen, wurden zur
Evaluation eines zytotoxischen Potentials der Reinsubstanzen Testverfahren durch direkten
Kontakt gewihlt. Bei den ausgewéhlten Testverfahren zur Zytotoxizitdtspriifung handelt es sich
ausschlieBlich um in vitro Testverfahren zur Evaluation des zytotoxischen Potentials der Rein-
substanzen.

Zytotoxisch wirkende Substanzen konnen sich auf das Wachstum der Zellen auswirken, zu
morphologischen Verdnderungen und/oder Zellschaden fithren, oder den Metabolismus der
Zellen beeinflussen. Zytotoxizitédtstest werden in vier Kategorien eingeteilt. Jede dieser Katego-
rien deckt einen der genannten Aspekte ab [CEN, 1993]. Um ein breites Spektrum an potentiell
zytotoxischen Einfliissen einer Substanz zu erfassen, wurde in vorliegenden Untersuchungen
mit Testverfahren aus zwei Kategorien gearbeitet. Zum einen wurde ein besonderes Augenmerk
auf die Beeinflussung des Zellwachstums gelegt. Ein weiterer Fokus fiel auf die Evaluation
eines entstandenen Zellschadens sowie die Analyse morphologischer Verdanderungen.

Auswirkungen auf das Zellwachstum konnen an einer Abnahme der Proliferation und damit an
einer verringerten Zellzahl gegeniiber einer Negativ-Kontrolle erkannt werden. Durch die
Bestimmung der Zellzahl, lassen sich somit Riickschliisse auf das Zellwachstum ziehen. Die
Zellen werden hierzu direkt unter dem Mikroskop ausgezahlt, oder mit elektronischen Teilchen-
zahlern ermittelt. Elektronische Teilchenzdhler ermoglichen die automatische Messung des
Widerstands oder der elektrischen Leitfahigkeit der Zellen. Ebenso konnen Streulichteigen-
schaften erfasst werden. Um die Zellzahl simultan zu messen, kann die Bestimmung der
Zellzahl/Zellgrofe auch mit einer Enzymreaktion gekoppelt werden, z.B. einer zytochemischen
Peroxidasereaktion. Die automatische Zellzahlung ermdglicht, eine groe Zellzahl objektiv zu
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bestimmen. Die Prizision ist bei elektronischen Teilchenzdhlern wesentlich hoher als bei der
direkten Auszéhlung durch einen Beobachter.

Neben dieser direkten Bestimmung der Zellzahl ist auch die indirekte Messung von grofBer
Bedeutung. Zu den indirekten Testverfahren werden eine Reihe von indirekten und direkten
Proliferationstests gezihlt. Weit verbreitet ist der *H-Thymidin-Test. Er bedient sich des Ein-
baus radioaktiv markierten *H-Thymidins in die DNA-Neusynthese. Das radioaktiv markierte
Thymidin wird in gleichem Malle eingebaut, wie das physiologische unmarkierte Thymidin.
Der Einbau ist dabei abhéngig von der DNA-Syntheserate und dient damit als Marker fiir die
Zellproliferation. Fiir den *H-Thymidin-Test ist jedoch ein erheblicher Arbeitsaufwand erforder-
lich, da die Abtrennung des iiberschiissigen, nicht eingebauten *H-Thymidins vor der Messung
erforderlich ist. Hinzu kommen Nachteile, die das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen mit sich
bringt. Weit verbreitet ist der Bromodeoxyuridin-(BrdU)-Assay. Wie *H-Thymidin bauen die
Zellen auch BrdU in der Synthesephase des Zellzyklus in die genomische DNA ein. Weder
fluoresziert Brdu, noch ist es radioaktiv. Die Zellen werden mit einem fluoreszierenden anti-
BrdU-Antikorper versetzt und die markierten Zellen in einem Durchflusszytometer getrennt.
Weitere indirekte Testverfahren bestimmen den Gesamtproteingehalt mit chromogenen Farb-
stoffen oder messen die Umsatzrate zelluldrer Enzyme. Der 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid-Test, bekannt als MTT-Test, weist die mitochondriale Stoffwechsel-
aktivitdt lebender Zellen nach. Der MTT-Test ist ein indirekter Proliferationstest durch Ermitt-
lung der Zellvitalitit. Das den Zellen angebotene MTT, ein Tetrazoliumsalz, wird von Mito-
chondrien vitaler Zellen zu Formazan umgebaut [Slater et al., 1963]. Die Reduktion farbloser
Tetrazoliumsalze in rote Formazanverbindungen wurde erstmals von Pechmann und Runge
1894 beschrieben [Pechmann und Runge, 1894]. Kuhn und Jerchel zeigten 1941 die Verwend-
barkeit als Reduktionsindikatoren fiir biologische und biochemische Prozesse [Kuhn und
Jerchel, 1941]. Der Easy-For-You- (EZ4U) Test beruht ebenfalls auf der Entdeckung, dass in
Mitochondrien lebender Zellen farblose oder schwach gefirbte Tetrazoliumsalze in intensiv
gefarbte Formazanderivate umgewandelt werden konnen. Mosman [1983] hat als Erster das
Prinzip des EZ4U-Tests beschrieben, um die Zellproliferation und Zytotoxizitdt an Sdugetier-
zellen zu untersuchen. Der genaue Prozess der Umwandlung ist allerdings noch nicht ver-
standen. Da die umgesetzten Derivate ein spezifisches Absorptionsvermogen von Ap.x 450 nm
haben, ist es moglich mit Hilfe eines Photometers auf das Vorhandensein von Zellen mit aktiven
Mitochondrien zu schlieen. Bei akuter Zellschddigung kommt es innerhalb von 15 Minuten
iiber den Vorgang der Autophagie (=Selbstverdauung) oder Autolyse (=Selbstauflésung) zu
einem gesteigerten Mitochondrienabbau, einer so genannten Mitochondrienverarmung der Zelle
[Marzella et al., 1981]. Das in den Mitochondrien lokalisierte intrazelluldre Reduktionssystem
mit der Succinatdehydrogenase wird inaktiv und die metabolische Vitalitit der Zellen sinkt. Die
Folge ist eine verringerte Reduktionsrate des Testsubstrates und damit eine Abnahme der
Extinktion. Es ergibt sich eine gute Vergleichsmdglichkeit zwischen vitalen und avitalen Zellen
[Mosmann, 1983]. Die Filterung muss bei der photometrische Proliferationsmessung den
verschiedenen Zellen angepasst werden, da unterschiedliche Zelltypen die Tetrazoliumsalze
unterschiedlich umsetzen. Es sollten zudem Referenzwellenldngen gemessen (620 nm) oder
Filter verwendet werden um Hintergrundsstorungen durch Fingerabdriicke zu vermeiden.

Der MTT-Test hat einige Nachteile, wie zum Beispiel die Unloslichkeit der gebildeten Forma-
zanderivate. Es sind zeit- und arbeitsaufwéndige Schritte und die Anwendung von Losungs-
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mitteln notwendig, um diese Verbindungen wieder in Losung zu bringen. Diese Behandlung
beendet irreversibel die Zellproliferation und macht eine Verldngerung der Inkubation zur
Erhéhung der Empfindlichkeit oder ein Fortsetzen der Zellkultivierung unmoglich. Der EZ4U-
Test ist dagegen wesentlich einfacher durchzufiihren. Er arbeitet mit standardisierten Materia-
lien, ist kostengiinstig, und schneller im Ablauf. Der EZ4U-Test ist zuverldssig und weist eine
hohe Sensitivitdt auf. Das hierbei verwendete Tetrazoliumsalz ist nicht radioaktiv und der
Chromophor, soweit bekannt, nicht toxisch. Einzig stellt sich die Frage, ob es aufgrund der
intensiven Rotfarbung des Formazanderivats zu Interferenzen mit dem Phenolrot des DMEM
HAM'S F12 Mediums bei der photometrische Messung kommt. Bei Betrachtung der Absorp-
tionsspektren von DMEM und EZ4U zeigen sich aber nur &uflerst geringe Interferenzen mit
dem Phenolrot.

Wie schon erwihnt, stellt die Untersuchung eines Zellschadens und morphologischer Veridnde-
rungen der Zellen einen weiteren Aspekt der in vitro Zytotoxizititspriifung dar. Ein Zellschaden
lasst sich unter anderem durch eine Vitalititspriifung nachweisen. In erster Linie eignen sich
hierfiir Vitalfarbungen. Als Vitalfirbung bezeichnet man Farbemethoden, die am lebenden Tier
oder an der lebenden Zelle vorgenommen und von diesen ohne Schaden lidngere Zeit ertragen
werden. Jede Vitalfiarbung stellt das Resultat zahlreicher Faktoren dar. Zu beriicksichtigen sind
chemische Merkmale des Farbstoffmolekiils, seine Loslichkeit, Ladungssinn, LadungsgrofBe,
Konzentration, Dispersitit bzw. TeilchengroBe, Temperatur, Viskositit, osmotische Parameter,
Dielektrizitatskonstante, Oxidations- und Reduktionsfihigkeit, Elektrolytempfindlichkeit sowie
der aktuelle pH-Wert. Die Schiadigung und das Absterben der Zelle hat eine Verdnderung der
Farbung zur Folge, die sich unter einem Mikroskop erkennen ldsst. Vitalfarbstoffe werden in
saure und basische Vitalfarbstoffe, Fluorochrome und indifferente fettlosliche Farbstoffe unter-
teilt.

Die von Goldmann [1909] eingefiihrte Zellfirbung mit Trypanblau ist eine weit verbreitete
Methodik. Der Vitalitdtstest mit Trypanblau, einem sauren Farbstoff, beruht auf der Tatsache,
dass die Zellmembran toter und absterbender Zellen fiir Trypanblau durchléssig ist, die Mem-
bran lebensfihiger Zellen hingegen nicht. Es sind also nur avitale Zellen mit Trypanblau farbbar
sind. Eine hohe Vitalitdt ist durch eine hohe Anzahl ungefirbter und eine kleine Anzahl gefarb-
ter Zellen charakterisiert. Daher kommt auch die Bezeichnung Trypanblau-Ausschlusstest.
Dieser Test sollte immer unter den gleichen Bedingungen in Hinblick auf Farbstoffkonzentra-
tion, Temperatur und Zeit ablaufen. Die Zeit bis zur Auszdhlung sowie die Dauer der Auszdh-
lung, die Temperatur und die Bewertungskriterien des Untersuchenden haben groflen Einfluss
auf das Ergebnis. Die Frage, wann eine Zelle nicht, nur leicht oder stark angeférbt ist, liegt im
subjektiven Ermessen des Untersuchenden. Zu beachten ist, dass Serum wegen seiner hohen
Affinitdt fiir Farbstoffe die Ergebnisse verfalschen kann. Das Ergebnis der Zahlung gibt nur
einen Aspekt der Lebensfahigkeit der Zelle wieder, die nicht mit ihrer Proliferations- und Kolo-
niebildungsfahigkeit gleichgesetzt werden kann. Als qualitativer, semiquantitativer Test eignet
sich die Trypanblaufairbung, um einen weiteren Aspekt der Zytotoxizititspriifung, die Vitalitdt
der Zellen, zu untersuchen.

Als schnelles Verfahren zur Bestimmung eines Zellschadens ist die Farbung mit Propidiumiodid
(PI) und Fluoresceindiacetat (FDA) anzusehen. FDA wird von Esterasen in der intakten Zell-
membran umgesetzt und fluoresziert daraufhin griin [Rotman und Papermaster, 1966]. PI kann
die Membran vitaler Zellen nur erschwert passieren. Es wird bei zunehmender Membrandys-
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funktion in geschédigte Zellen aufgenommen. Auflerdem kann PI in avitalen Zellen vermindert
vakuoldr gespeichert werden. Es kann somit auf andere Zellorganelle wie z.B. auch den Zell-
kern iibergreifen und interkaliert in die DNA. PI ist ein rot fluoreszierender Farbstoff.
Interkaliert fluoresziert es starker als in 16slicher Form. Anhand der unterschiedlichen Fluores-
zenz der Farbstoffe lassen sich somit avitale und vitale Zellen unterscheiden. Die Vitalfarbung
mit PI und FDA eignet sich besonders zur Vitalititstestung adhdrent wachsender Zellen in
Zellkultur. Eine Quantifizierung der Zellvitalitét ist dabei aber nur bedingt moglich. Vielmehr
lassen sich neben der Beurteilung der Vitalitdt noch weitere Aspekte eines zytotoxischen Scha-
dens erkennen. So konnen durch die Beurteilung der Zelldichte Riickschliisse auf die Prolifera-
tion der Zellen gezogen werden. Zudem ermdglicht die Vitalfarbung das Erkennen morphologi-
scher Verdnderungen. Verdnderungen auf morphologischer Ebene konnen die Zellorganelle
bzw. die Membranintegritét betreffen. Ein Beispiel wire hier die Bildung von Zellvakuolen. Der
natiirliche oder programmierte Zelltod ist im Normalfall ungeachtet der biochemischen Ablaufe
durch eine definierte Abfolge eindeutiger Verdnderungen wie Zellschrumpfung, Chromatinkon-
densation, DNA-Fragmentierung, Blasenbildung sowie einer Bildung apoptotischer Kérperchen
charakterisiert. Je nach dem Ausmal der durch eine Substanz hervorgerufenen Schédigung kon-
nen somit verschiedene morphologische Verdnderungen beobachtet werden.

Nachteil der Vitalfarbung mit PI und FDA stellt die Subjektivitit der Methode dar. Die Beurtei-
lung der Zellen und ihrer Dichte kann von Beobachter zu Beobachter stark variieren. Die Vital-
farbung mit PI und FDA sollte daher nicht als alleiniger Nachweis fiir Zytotoxizitit verwendet
werden. Sie stellt aber eine wichtige Ergdnzung zu quantitativen Verfahren wie z.B. einem
EZAU-Test dar, der das Wachstum der Zellen zwar objektiv betrachtet, zytotoxische Einfliisse,
die sich nicht auf das Zellwachstum auswirken, aber nicht erfasst.

Um Chondrozyten fiir diese beiden Testverfahren (EZ4U-Test und Vitalfairbung mit PI und
FDA) vorzubereiten, mussten sie zunachst auf Zellkulturplatten subkultiviert werde. Das Losen
der Chondrozyten vom Boden einer Zellkulturflasche kann mechanisch oder chemisch erfolgen.
Zum einen lassen sich die Zellen vom Kulturflaschenboden abschaben. Dies kann allerdings zu
physikalischen Schidden der Zellen fiihren. AuBerdem werden die Zellen nicht sehr gut
vereinzelt bzw. voneinander getrennt, so dass es bei dieser Methode der Zellpassagierung zu
einer Clusterbildung von Chondrozyten kommen kann. Die Vitalfirbung mit PI und FDA wird
hierdurch in den Ergebnissen nicht wesentlich beeinflusst, da eine Clusterbildung von dem
Beobachter als solche erkannt wird und somit nicht mit einer erhdhten Zelldichte verwechselt
wird. Der EZ4U-Test dagegen setzt eine Vereinzelung der Zellen voraus um die photometri-
schen Ergebnisse nicht zu verfilschen. Das proteolytische Enzym Trypsin trennt die Zellen auch
interzelluldr voneinander. Trypsin ist eine Serinprotease, die Peptidbindungen regioselektiv
nach den Aminosduren Lysin, Arginin und auch nach modifiziertem Cystein spaltet. Behandelt
man die Zellen nicht zu lange mit Trypsin, werden sie nicht geschddigt und nur die extrazellulé-
ren Proteine werden gespalten. Man erhélt somit vereinzelte Zellen. Eine gleichmifBigere
Verteilung der Zellen auf die einzelnen Vertiefungen der Platte ist somit gewéhrleistet. Es kann
allerdings zu einer enzymatischen Zerstorung der Zellen durch das Trypsin kommen. Demnach
ist es wichtig eine zu lange Einwirkzeit des Trypsins zu vermeiden. Fiir einen Versuchsansatz
wurden jeweils Zellen einer Kulturflasche verwendet. So konnte vermieden werden, dass durch
das Trypsin entstandene enzymatische Schdden im Vergleich die Ergebnisse verfélschten.
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Um einen Einfluss von Medienzusitzen und weiteren Faktoren auf die Zytotoxizitdtsbestim-
mung zu vermeiden, wurden die Zellen einer Negativ-Kontrolle auf gleiche Weise behandelt,
wie die Zellen eines Versuchsansatzes. Die Testergebnisse wurden immer im Unterschied zu
der zugehorigen Negativ-Kontrolle gesehen. Potentiell schddigende Einfliisse verschiedener
Faktoren auf die Zellen beeinflussten somit nicht die Messung und Beurteilung der Ergebnisse.

4.3.2. Alkalische Mikrogel-Elektrophorese und Comet Assay

Genotoxizitétstests dienen unter anderem der Untersuchung einer potentiell mutagenen Wirkung
von chemischen Substanzen. Die Genotoxizitit einer chemischen Substanz, die Anderungen im
genetischen Material von Zellen ausldst, entspricht einer rein experimentellen Betrachtungs-
weise, wie sich die Substanzen in Experimenten in vivo oder in vitro verhalten. Substanzen, die
dabei als genotoxisch positiv getestet werden, miissen jedoch nicht zwingend mutagen bzw.
kanzerogen sein.

Genotoxische Chemikalien kdnnen unter anderem zu strukturellen Chromosomenaberrationen
mit Gen- oder Chromosomenmutationen fithren. Es konnen Einzel- und Doppelstrangbriiche,
Liicken und Basenaustausche der DNA, sowie Ring- und azentrischer Fragmentbildung resultie-
ren. Diese Verdnderungen des genetischen Materials konnen negative, positive, aber auch kei-
nerlei Konsequenzen nach sich ziechen. Die DNA-Integritit kann nach einer genotoxischen
Schéadigung entweder repariert werden, eine Verdnderung der weitergegebenen Information
bewirken oder zum Zelltod fiihren. Wird der Schaden des genetischen Materials nicht oder nur
unzureichend repariert, kann eine Persistenz der Verdnderung mit Mutationen und nachfolgen-
den Transformationen resultieren. Nicht reparierte Basenverdnderungen konnen beispielsweise
durch die damit verminderte Féhigkeit Wasserstoffbriicken auszubilden zu Replikationsfehlern
filhren. Des Weiteren beeinflussen Basenverdanderungen die Haufigkeit mit der Keto-Enol-
Tautomerien auftreten, einer hdufigen Ursache fiir spontane Mutationen. Es gibt auch Noxen,
welche sich in die DNA-Doppelhelix schieben und hierdurch den Replikationsprozess storen,
was zu Rastermutationen fiihrt.

Die meisten Mutagene, also Substanzen, die zu einem Anstieg der normalen Mutationsrate fiith-
ren, sind bereits seit vielen Jahren auch als Kanzerogene bekannt. Einer einfachen Kopplung
von Mutagenitdt und Kanzerogenitdt stand jedoch lange entgegen, dass potente Kanzerogene
wie z.B. polyzyklische Kohlenwasserstoffe in Mutagenitétstests negative Ergebnisse ergaben.
Erst als gezeigt werden konnte, dass diese Stoffe im Saugerorganismus, vor allem der Leber, zu
aktiven Substanzen umgebaut werden miissen, bevor sie sowohl kanzerogen als auch mutagen
wirken, konnte ein enger Zusammenhang zwischen somatischen Mutationen und der Krebsent-
stehung belegt werden [Balling, 1998]. Die Riickfithrung der kanzerogenen Wirkung einer Sub-
stanz auf ihre mutagenen Eigenschaften stellt einen wichtigen Grund dar, die genotoxische Wir-
kung von Chemikalien, mit denen der Mensch in Kontakt kommt, zu untersuchen.

Mutagenitétspriifungen konnen anhand von Zellkulturen, mikrobiologischen Systemen, Tierver-
suchen, Genmutations- und Chromosomenanalysen vorgenommen werden. Die Entwicklung
von Laborverfahren zu Darstellung toxikologischer Risiken in vitro ersetzt immer mehr Test-
systeme, fiir die bislang Versuchstiere unerlédsslich waren [Kleinsasser, 2004]. Die im Folgen-
den diskutierten Testsysteme zur Genotoxizititspriifung werden fiir in-vitro-, in vivo- und ex
vivo-Untersuchungen eingesetzt.
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Der Ames-Test ist ein anerkanntes Testverfahren, um chemische Mutagene zu identifizieren.
Das von Ames entwickelte Verfahren ist sehr sensitiv, einfach durchzufiihren und kostengiinstig
[Ames et al., 1973]. Der Ames-Test analysiert Genmutationen. Hierbei wird der Einfluss von
Chemikalien auf die Riickmutationsrate eines histidinauxotrophen Salmonellen-Stamms gemes-
sen. Da allerdings fiir die meisten Substanzen keine Untersuchungen zur Pharmakokinetik und
zum Metabolismus bekannt sind, ist die Ubertragung der Befunde auf den Menschen sehr pro-
blematisch. Es lag nahe Tests zu entwickeln, mit denen die mutagene Wirkung von Noxen an
Saugerzellen untersucht werden kann. Wéhrend sich der Ames-Test vor allem fiir Genmutatio-
nen eignet, werden Genom- oder Chromosomenmutationen an Saugerzellen in Kulturen oder an
Zellen des Knochenmarks frisch getdteter Méuse oder Hamster getestet. Der Zellzyklus wird in
der Metaphase blockiert, die Zellen mit einer Giemsa-Féarbung gefarbt und unter dem Mikros-
kop inspiziert. Nachteil dieser Methode ist, dass die Untersuchung vieler Metaphasen einen
groflen Arbeitsaufwand erfordert. Der Schwesterchromatidaustausch- (SCE = Sister Chromatid
Exchange) Test beschreibt vor allem DNA-Schiden auf DNA-Einzelstrang-Niveau. Er dient zur
Ermittlung reziproker Austausche der DNA zwischen zwei Chromatiden eines replizierten
Chromosoms. Der SCE ist eine spezielle Variante einer Chromosomenmutation, zum Teil als
Folge einer DNA-Reparatur [Tucker et al., 1993]. Der Austausch kommt zustande, wenn die
beiden Hélften eines Chromosoms (Schwesterchromatide) so geschiadigt werden, dass die DNA-
Strange aufbrechen und auf dem jeweils falschen Arm des Chromosoms wieder in den Strang
gefligt werden. Ein Chromosom besteht aus einem Desoxyribonucleinsiduredoppelstrang. Ent-
lang der beiden komplementéren Strange wird bei der Zellteilung jeweils ein neuer synthetisiert,
so dass zwei identische Schwesterchromatide aus Doppelstrangen entstehen. Zur Erkennung der
Schwesterchromatide muss jeweils eines markiert werden. Da die meisten genotoxischen- und
kanzerogenen Substanzen einen Schwesterchromatidaustausch verursachen, ist diese Chromo-
somenanalyse ein sensitiver Indikator fiir deren Genotoxizitit. Zu beachten ist, dass nur Sub-
stanzen detektiert werden konnen, die Chromosomenbriiche hervorrufen kénnen. SCE konnen
allerdings auch bei der Replikation spontan auftreten. Der genaue Zusammenhang von SCEs
und Mutationen ist daher noch weitgehend unklar. Eine direkte Korrelation der Héaufigkeit von
SCEs zur Mutagenitét ist aber beschrieben [Carrano et al., 1978].

Als Alternative wird zunehmend die Induktion von Mikrokernen ausgewertet. Mikrokerne bil-
den sich aus Chromosomenbruchstiicken oder ganzen Chromosomen, die in der Anaphase auf
keinen der Tochterkerne verteilt worden sind. Die Hiaufigkeit einer spontanen Bildung von
Mikrokernen ist bei allen Spezies vergleichbar gering. Der Mikrokerntest dient somit dem
Nachweis von Chromosomenschéadigungen oder von Schiadigungen des Spindelapparates durch
Chemikalien in vivo. Hierbei ist der mutagene Phanotyp schnell und leicht erkennbar. Von Vor-
teil ist auBerdem, dass Mikrokerne wihrend des gesamten Zellzyklus beobachtbar sind und sich
deshalb viele Zellen pro Priparat auswerten lassen. Am gebréuchlichsten ist hier der Knochen-
markstest, bei dem die vermehrte Entstehung von Mikrokernen wihrend der Erythropoese von
Hamstern und Méusen unter dem Einfluss von Chemikalien gemessen wird. Zu beachten ist bei
diesem speziellen Testsystem, dass es gehduft falsch negative Ergebnisse liefert. /n vivo Keim-
zelltests, wie z.B. der "Sauger in vivo Dominant Letal Test", werden nicht als Routine-Mutage-
nitdtsuntersuchungen durchgefiihrt, da fiir die entsprechenden Tests mit Méusen viele tausend
Tiere pro Testsubstanz noétig wiren. Weitere bedeutende Methoden zum Mutationsnachweis
sind Untersuchungen der DNA-Reparatursysteme (UDS = unscheduled DNA synthesis test).
Die Reparatur von DNA-Schéiden ist mit der DNA-Synthese verkniipft, deren Ausmal als pro-
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portionales MaB fiir den Grad der Schiadigung durch ein Mutagen dienen kann. Gemessen wird
die DNA-Synthese unter Einbau radioaktiv markierten *H-Thymidins. Die replikative DNA-
Synthese wird dabei blockiert, so dass nur die Reparatursynthese erfasst wird. Die Sensitivitét
dieser Methode ist aber limitiert. AuBerdem wird kein Unterschied in der Art der DNA-Schédi-
gung gemacht. Man braucht eine grole Anzahl von Zellen.

Mutationen konnen in der Zielzelle auch zu einer vermehrten oder verminderten Aufnahme
einer Noxe bzw. zu einem verdnderten Resistenzpotential der Zelle fithren. Dies kann mit einer
Anderung der Toxizitit der Substanz einhergehen. Nachweisverfahren stellen hier der Guanin-
Analog-Resistenztest, der Thymidin-Kinase-Test, der Oubain-Resistenztest und der Hypoxan-
thin-Phospho-Ribosyl-Transferase-Test (HPRT) dar.

In dieser Arbeit wurde zum Nachweis einer mutmaBlichen Genverdanderung der Lymphozyten
der Comet Assay mit der alkalischen Version der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (MGE,)
verwendet. Unter Gelelektrophorese versteht man im Allgemeinen alle elektrophoretischen Ver-
fahren, bei denen geladene Molekiile in pordsen Gelen getrennt werden. Das in vorliegender
Arbeit verwendete Agarosegel wird fiir die Trennung von Nukleinsduren und DNA-Restrik-
tionsfragmenten (bis zu 30 kb) erfolgreich verwendet. Ostling und Johanson [1984] benutzen als
Erste die MGE zum Nachweis von DNA-Schéden an einzelnen Zellen. Sie diente damals einer
Untersuchung des Migrationsverhalten der DNA von Einzelzellen nach Bestrahlung. Zu einer
DNA-Migration in der Elektrophorese fiihrt eine vorhergegangene Schadigung des Kerninhalts
z.B. durch Acetylierung und anschlieBender Entspiralisierung der DNA. Die DNA-Fragmente
haben eine elektrische Polarisation und wandern im elektrischen Feld in Richtung Anode. Je
hoher die Fragmentierung, desto hoher ist der Anteil der am Schluss der Elektrophorese im
Schweif des Kometen befindlichen DNA in Relation zur nicht fragmentierten DNA im Kopf.
Empfindlich ist diese unter neutralen pH-Werten durchgefiihrte Version der MGE besonders fiir
Doppelstrangbriiche. Die MGE wurde von Singh et al. [1988] zum ersten Mal unter alkalischen
Bedingungen (pH>13) durchgefiihrt. Hierbei konnen neben Doppelstrangbriichen auch alkali-
labile Stellen und Einzelstrangbriiche erkannt werden. DNA denaturiert ab pH-Werten von 12,0.
Ab pH>12,6 kommt es bei alkalilabilen Stellen zu Strangbriichen [Kohn, 1991]. Ab einem
pH>13 kann mit einem maximalen Mal} an alkalilabilen Stellen und Einzelstrangbriichen
gerechnet werden. Da die meisten Noxen eher Einzelstrangbriiche als Doppelstrangbriiche
hervorrufen, stellt die unter alkalischen Bedingungen durchgefiihrte MGE aufgrund der DNA-
Denaturierung wahrend der Membranlyse und der Elektrophorese ein besonders sensitives Ver-
fahren zum Genotoxizititsnachweis dar [Wojewodzka et al., 2002]. Uber die Bedeutung von
Einzelstrangbriichen besteht Unklarheit. Einzelstrangbriiche sind generell sehr hdufig in Zellen
und koénnen von zelleigenen Reparaturmechanismen zum Teil innerhalb von Stunden wieder
repariert werden [Olive et al., 1991]. Hierbei wird der Bereich mit dem Einzelstrangbruch
herausgeschnitten und die Liicke mit Information aus dem zweiten nicht beschidigten Strang
aufgefiillt. Jiingere Untersuchungen ergeben jedoch Anlass zur Vermutung dass bestimmte
Einzelstrangbriiche erschwert repariert werden kdnnen, so dass biologische Effekte mdglich
sind. Des Weiteren kann eine zu hohe Anzahl dieser Schiiden zu Uberlastung der Reparatur-
systeme flihren und somit mdglicherweise zu Mutationen. Eine direkte pathogenetische Verbin-
dung zwischen DNA-Strangbriichen und einem kanzerogenen Effekt ist bisher allerdings nicht
bekannt [Gliick und Gebbers, 2000]. 1990 verwendeten Olive et al. eine weitere Version der
MGE, die bei einem pH-Wert von 12,3 durchgefiihrt wurde [Olive et al., 1990]. Modifizierte
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Versionen der Mikrogel-Elektrophorese unter neutralen Bedingungen haben nach neuen
Erkenntnissen eine ebenfalls hohe Sensitivitidt [Chandna, 2004, Wojewodzka et al., 2002]. Als
Standard wird heute allerdings meistens die alkalische Version der Mikrogel-Elektrophorese
angewandt. Der Comet Assay ermoglicht durch eine Kombination der alkalische MGE mit dem
computerbasierten Programm Komet Data 4.0 eine Quantifizierung [Kim et al., 2002] und
Visualisierung [Kleinsasser et al., 2001] des DNA-Schadens. Anhand des Comet Assays kdnnen
DNA Schédigungen physikalischen, biologischen oder chemischen Ursprungs untersucht wer-
den. Er kann zur Untersuchung von Zellen nach in vivo oder in vitro Exposition eingesetzt wer-
den. Der Comet Assay weist, im Gegensatz zu anderen Genotoxizititstests, deren Nachweis auf
unreparierten Schaden und/oder strukturellen Aberration als Folge von Reparaturmechanismen
beruht, primidre DNA-Schéaden nach [Garaj-Vrhovac, 2004]. Neben den Untersuchungen zu sub-
stanzinduzierten Strangbriichen ist auch die zelleigene Reparaturfahigkeit mit dem Comet Assay
in einer quantitativen und zeitlichen Dimension zu beurteilen [Bauch et al., 1999, Plappert et al.,
1995]. Somit ist gewédhrleistet, dass induzierte Einzelstrangbriiche auch als solche erkannt wer-
den und nicht schon wieder repariert sind. Der Comet Assay dient als ein Test der Genotoxizi-
tit, da er mutagene und kanzerogene Substanzen erfassen kann [Anderson et al., 1998]. Er stellt
einen Weg dar sowohl proliferierende als auch nicht proliferierende Zellen zu erfassen. Er ist
bei praktisch jedem eukaryontischen Zelltyp schon bei geringer Zellzahl anwendbar [Gliick und
Gebbers, 2000]. Die Anwendbarkeit an Lymphozyten wurde schon in fritheren Studien be-
schrieben [Kleinsasser et al., 2001, Kleinsasser et al., 2000]. Im Gegensatz zum Mikrokerntest
zeigt der Comet Assay schon bei geringen Dosen toxischer Substanzen eindeutige Verdnderun-
gen [He et al., 2000]. Der Comet Assay stellt somit ein besonders sensitives Verfahren zum
Nachweis eines DNA-Schadens dar. Diese Sensitivitdt des Comet Assays wurde auch schon von
Tice und Strauss [1995] bestitigt: Schon bei einer Strahlendosis von fiinf cGy wiesen die
menschlichen Lymphozyten unter Anwendung der MGE erhohte OTM-Werte gegeniiber der
Kontrollgruppe auf. Der Comet Assay eignet sich besonders zum Screening potenzieller Noxen.
Chemikalien konnen Strangbriiche auf direktem Weg oder iiber Radikale erzeugen. Sie konnen
DNA-Addukte bilden oder Basen bzw. Zucker alkylieren und somit ebenfalls genotoxisch wir-
ken. All dies fiihrt zu einer stirker fragmentierten DNA und kann mit Hilfe des Comet Assays
erkannt werden. Zudem setzt der Comet Assay keine Zellkulturen voraus, so dass falsch positi-
ve Ergebnisse durch mutagene Wirkung von Zellchemikalien wie Colchicin oder Cytochalasin
B vermieden werden [Garaj-Vrhovac, 2004]. Wie schon erwéhnt, wird die alkalische Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese heute zum Nachweis von Einzelstrangbriichen, alkalilabilen Stellen so-
wie inkompletten DNA-Exzisionsreparaturen verwendet [Tice et al., 2000]. Andere Aspekte der
Genotoxizitit, wie z.B. Quervernetzungen, fiihren eventuell nicht zu einer verringerten Stabilitéit
der DNA und kénnen demnach nicht anhand von DNA-Migration erkannt werden. Die MGE
erhilt zunehmend Bedeutung in der Beurteilung der Wirkung von Chemotherapeutika sowie in
der Okotoxikologie. Auch eine Abschitzung der Pridisposition von Individuen, welche mit
Noxen in Kontakt kamen, wird moglich. Man kann das mit einem Schadstoff in Kontakt
gekommene Gewebe oder Lymphozyten direkt untersuchen. Eine Identifikation spezifischer
Chromosomen und Genorte eines DNA-Schadens ermoglicht die Kombination der Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) mit dem Comet Assay [Harréus et al., 2004]. Der Comet Assay
stellt zudem ein Kurzeitverfahren dar, das einfach und schnell durchgefiihrt werden kann. Zum
Beispiel konnen an einer Zellprobe gleich mehrere Substanzen bzw. mehrere Konzentrationen
untersucht werden. Man kann ihn daher auch als sehr flexibel bezeichnen. Ein weiterer Vorteil
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ist, dass pro Versuch nur eine sehr geringe Menge der Testsubstanz bendtigt wird. Die Material-
kosten halten sich vergleichsméBig gering. Deshalb erschien der Comet Assay mit der alkali-
sche Version der MGE gerade auch fiir das Screening auf eine potentielle Genotoxizitéit der in
dem Polyurethan enthaltenen Reinsubstanzen als geeignet. Allerdings liefert der Comet Assay
nur valide Ergebnisse, wenn eine zytotoxischen Schidigung der Zellen weitgehend ausgeschlos-
sen werden kann. Die Vitalitdt der Zellen wurde mittels des Trypanblau-Ausschlusstests be-
stimmt (siehe 4.4.1.). Auch wenn der Trypanblau-Ausschlusstests, auBer zur Membranstabilitét,
keine zusitzlichen detaillierten Aussagen zu funktionellen Aspekten der Zelle erlaubt, ist er als
standardisierter Test zum Monitoring mdglicher Einflussfaktoren auf die DNA-Fragmentierung
im Comet Assay akzeptiert [Tice et al., 2000]. Sinkt die Vitalitdt der Lymphozyten unter 75%,
kann die Migration der DNA zu einem erheblichen Anteil auch aufgrund einer Apoptose oder
Nekrose zustande gekommen sein, da diese letzten Endes alle zu einer DNA-Fragmentierung
fiihren [Henderson et al., 1998]. Basierend auf dieser Uberlegung wurde die alkalische Version
der MGE nur bei einer Vitalitét iiber 75% durchgefiihrt. Dennoch erschienen ab und zu Protein-
bestandteile in allen Proben. Diese Konglomerate wurden aber nicht ausgewertet. Vorliegende
Untersuchungen dienten der Evaluation eines genotoxischen Potentials von Reinsubstanzen, die
fiir das Tissue Engineering in Betracht gezogen werden. Eine genaue Lokalisation des DNA-
Schadens wurde im Rahmen dieses genotoxischen Screenings daher nicht ermittelt.

4.4. Substanzspezifische Ergebnisse

Die Risikoabschiatzung der Toxizitdt einer chemischen Noxe ist kein einstufiges Modell,
sondern setzt sich aus vielen Einzelschritten und Informationen zusammen. Hierzu gehodren
Informationen zu den chemischen Eigenschaften der Substanz, in vitro- und tierexperimentelle
Versuchsergebnisse, toxikodynamische und -kinetische Daten sowie Modelluntersuchungen zur
biologischen und toxischen Wirkung im Menschen. Letzten Endes bestimmen Toxikodynamik
und Toxikokinetik zusammen das Ausmal der toxischen Wirkung einer Substanz. Die Toxiko-
kinetik ist ausschlaggebend fiir die Konzentration am Wirkungsort, die Toxikodynamik be-
schreibt die Empfindlichkeit des Organismus. Prinzipiell hat jede Giftwirkung ihre Ursache auf
zelluldrer Ebene. Toxikologische Untersuchungen an Zellen liefern demnach wichtige Hinweise
iiber das toxische Potential einer Substanz. Bereits Paracelsus erkannte die Abhédngigkeit der
Wirkung einer Substanz von der Dosis. Eine Substanz ist daher nicht per se toxisch, es gibt aber
beinahe fiir jede Substanz eine toxische Konzentration [Hohenheim, 1538]. Fiir die quantitative
Erfassung der Wirkung eines Stoffes auf einen Organismus dient die Dosis-Wirkungskurve. So
zeigt sich bei entsprechend niedrigen Substanzmengen ein wirkungsfreier Bereich, bei Erho-
hung der Dosis steigt die Wirkung zunichst steil an, bis sie asymptotisch der maximalen
Wirkung zustrebt. Hierbei ist zu beachten, dass die Wirkung von Kanzerogenen im Vergleich zu
anderen toxischen Effekten eine Sonderstellung aufweist. Bei genotoxischen Kanzerogenen gibt
es keinen Anhaltspunkt fiir eine wissenschaftlich belegbare Schwellendosis, unterhalb derer
keine Schadigung des genetischen Materials mehr stattfindet. Es konnte allerdings vielfach eine
Korrelation einer Tumorinzidenz mit der Kanzerogen-Dosis gezeigt werden. So wurde auf
experimenteller Basis eine allgemeine Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir chemische Kanzerogene
mit Einbeziehung eines Zeitfaktors formuliert [Druckrey et al., 1963]. Wahrend an Tierversu-
chen eine Nichtlinearitit der kanzerogenen Effekte zu beobachten ist, kann aus epidemiologi-
schen Studien am Menschen bis auf wenige Ausnahmen eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung
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abgeleitet werden [Lutz, 1990]. Um Dextrose, PEG-PPG-PEG und Triethanolamin als Trager-
substanzen fiir Zelltrdger einsetzen zu konnen, bedarf es Dosis-Wirkungsuntersuchungen in
vitro, zur Definition der maximalen Substanzkonzentrationen, die das Risiko eines toxischen
Effektes der Reinsubstanzen minimieren. Das Risiko steht hierbei fiir die Wahrscheinlichkeit,
mit der ein toxischer Effekt eintritt. Es wurden Dosis-Wirkungsuntersuchungen zur Zytotoxizi-
tdt an Chondrozyten durchgefiihrt. Die so ermittelten maximalen Substanzkonzentrationen, die
in vitro keinen zytotoxischen Effekt an Chondrozyten zeigten, wurden in weiteren Experimen-
ten auf eine zyto- und genotoxische Wirkung an Lymphozyten hin untersucht. Zeigten sich in
diesen Untersuchungen toxische Einfliisse der Substanzen, dienten Dosis-Wirkungsuntersu-
chungen an Lymphozyten der Definition der Substanzkonzentrationen, die auch an Lympho-
zyten in vitro keinen zyto- oder genotoxischen Effekt zeigten.

Neben der Abhéngigkeit der toxischen Wirkung von der Konzentration der Fremdsubstanz,
spielt auch die Dauer der Einwirkung eine entscheidende Rolle (Abb. 4-4). Zytotoxizitits-
untersuchungen an Chondrozyten erfolgten nach 24 Stunden langer Inkubation gemill den
Empfehlungen des Européischen Komitees fiir Normung [CEN, 1993]. Zyto- und Genotoxizi-
titsuntersuchungen an Lymphozyten wurden nach 60 Minuten langer Inkubation mit den Test-
substanzen durchgefiihrt. Dies basiert auf Untersuchungen von DNA-Strangbriichen in
Lymphozyten nach Behandlung mit UV-Strahlung, bei denen das Maximum an Strangbriichen
nach 1 h Bestrahlung vermerkt wurde [Green et al., 1992].

Wirkungs-  Konzentration
starke am Wirkort

A A

Maximale
Wirkungsstarke

Abbildung 4-4: Abhangigkeit
einer primaren, reversiblen
Substanzwirkung von der
Konzentration und der Zeit. !
e: Schwellenkonzentration :4_ Wirkdauer —p
[nach Eisenbrand et al., 2005]

Als Folgen eines zytotoxischen Einflusses wurden sowohl die verminderte Proliferation der
Zellen gegeniiber einer Negativ-Kontrolle und das Auftreten avitaler Zellen, als auch die Bil-
dung von Zellvakuolen angesehen. Als genotoxisch wurden solche Substanzen bezeichnet, die
zu einer Fragmentierung der DNA, respektive zu einer Kometenbildung im Comet Assay
fiilhrten. Jeder Versuch wurde in Kombination mit einem Negativ-Kontrollansatz durchgefiihrt.
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Hierbei wurden Zellen auf gleiche Weise behandelt wie Zellen des Versuchsansatzes, ohne die
Addition von Testsubstanzen. Falsch positive Ergebnisse bei schon vor der Inkubation mit den
Reinsubstanzen bestehenden zellulire Schdden konnten somit identifiziert werden. Um das
Risiko von Strahlenschéden durch Tageslicht oder elektrisches Licht zu minimieren, wurden die
Versuche an Lymphozyten in abgedunkelten Ridumen durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle bei
der alkalischen FEinzelzell-Mikrogelelektrophorese dienten mit N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitroso-
guanidin (MNNG) inkubierte Lymphozyten. MNNG ist ein Nitrosamid und wird als alkylieren-
de Substanz eingesetzt. Alkylierende Substanzen tragen reaktionsfahige Gruppen, die mit DNA-
Basen eine kovalente Bindung eingehen konnen. Sie kdnnen somit, ohne metabolisiert zu wer-
den, fehlerhafte DNA-Strukturen hervorrufen. Eine kanzerogene Wirkung von MNNG wurde in
tierexperimentellen Studien an Nagern nachgewiesen [Aoyagi et al., 2000]. An Leberzellen
konnten DNA-Strangbriiche nach Inkubation mit MNNG festgestellt werden [Slamenova et al.,
1997]. Diese DNA-Strangbriiche lassen sich anhand der alkalischen Version der Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese nachweisen. Falsch negative Ergebnisse aufgrund eines systematischen
Fehlers in der Durchfiihrung der alkalischen Einzelzell-Mikrogelelektrophorese wurden somit
vermieden.

4.4.1. Dextrose

Vorliegende Untersuchungen zeigen, dass Dextrose in einer Konzentration von 4,25 mg/ml in
vitro keine zytotoxische Wirkung an Chondrozyten und keine zyto- und genotoxische Wirkung
an Lymphozyten hervorruft. Eine Abhéingigkeit der zytotoxischen Wirkung von Dextrose an
Chondrozyten im Sinne einer signifikant unterschiedlichen Proliferation der Chondrozyten nach
Inkubation mit unterschiedlichen Dextrosekonzentrationen bei einer mittleren effektiven Dosis
(ECsp) von 108,6 mg/ml unterstreicht die Notwendigkeit einer differenzierten Dosis-
Wirkungsuntersuchung.

In vorliegenden Untersuchungen wurden keine glucosefreie Zellkulturmedium verwendet
wurden. RPMI als Zellmedium fiir Lymphozyten enthélt circa 2 mg/ml D-Glucose, DMEM
HAM's F12 als Zellkulturmedium fiir Chondrozyten 1,801 mg/ml D-Glucose. Dies entspricht in
etwa der zur Sicherstellung des physiologischen Wachstums und Metabolismus der Zellen
benotigten Menge an D-Glucose und somit auch den physiologischen -erforderlichen
Bedingungen und den D-Glucose-Konzentrationen in vivo. Die in diesen Untersuchungen
angegebenen Dextrosekonzentrationen beziechen sich auf die zusétzlich zur Testung von den
Lymphozyten oder Chondrozyten dem Medium zugefiigten Dextrosemengen, welche die
physiologisch essentiellen Dextrosemengen {iiberschreiten. Damit wurden dem Organismus
moglichst entsprechende Bedingungen dargestellt, um potentielle zyto- oder genotoxische
dosisabhingige Effekte von Dextrose bewerten zu konnen.

Die Proliferation der Chondrozyten nach Inkubation mit bis zu 50 mg/ml Dextrose
unterscheidet sich nach quantitativer Messung mit dem EZ4U-Proliferationstest nicht
signifikant von der Negativ-Kontrolle. Eine Inkubation der Chondrozyten mit 100 mg/ml fiihrt
zu einer signifikant eingeschrankten Proliferation. Deskriptive Betrachtungen der mit PI und
FDA gefiarbten Chondrozyten zeigen eine eingeschrinkte Dichte der Chondrozyten nach
Inkubation mit 50 mg/ml. Diese in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse stehen in Einklang mit
den Ergebnissen von Pal et al., die eine Glucose induzierte Toxizitit in Gonadotropin-
Releasing-Hormon sezernierenden Neuronen in vitro gezeigt haben [Pal et al., 2007].
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Dextrosekonzentrationen von 45 mg/ml fiihrten in der Arbeit von Pal et al. im Vergleich zu 10
mg/ml zu einer deutlichen Reduktion der Zellvitalitit und einem hdheren Prozentsatz
apoptotischer Zellen. In vorliegender Arbeit entspricht die Dichte der Chondrozyten nach
Inkubation mit 25 mg/ml Dextrose der Dichte der Negativ-Kontrolle. Die maximale, nicht
zytotoxische Konzentration an Chondrozyten betrdgt somit 25 mg/ml.

Um DNA-Schéddigungen basierend auf einem genotoxischen Einfluss von Dextrose auszu-
schlieBen, wurde der Comet Assay stellvertretend an Lymphozyten durchgefiihrt. In der
vorliegenden Untersuchung zeigt eine Dextrosekonzentration von 25 mg/ml an Lymphozyten in
vitro einen zyto- und genotoxischen Effekt im Sinne einer verminderten Vitalitit und einer
erhohten DNA-Fragmentierung gegeniiber einer Negativ-Kontrolle. Die Untersuchung zur
Konzentrationsabhingigkeit der zyto- und genotoxischen Schidigung der Lymphozyten durch
Dextrose ergab nach Analyse mit dem Friedman-Test eine signifikante Abhingigkeit. Aufgrund
der niedrigen Stichprobenzahl in diesen Dosis-Wirkungsuntersuchungen wurde auf die
Auswertung mit dem Wilcoxon-Test verzichtet. Wéhrend sich fiir die Vitalitit der
Lymphozyten nach Inkubation mit 5 mg/ml Dextrose noch kein Effekt gegeniiber der Negativ-
Kontrolle abzeichnet, 1dsst sich bei dieser Konzentration eine erhohte DNA-Schéidigung der
Lymphozyten feststellen. In einer weiteren Versuchsserie fiihrte eine Dextrose-Konzentration
von 4,25 mg/ml an Lymphozyten zu keiner erhdhten DNA-Fragmentierung. Lorenzi et al. zeigte
in Unter-suchungen an humanen Endothelzellen, nicht aber an Fibroblasten, einen signifikanten
Anstieg der DNA-Fragmentation nach Inkubation mit 5.4 mg/ml Dextrose [Lorenzi et al.,
1986]. An retinalen mikrovaskuldren Endothelzellen und Perizyten konnte auch nach 5-tiagiger
Exposition mit 2,7 mg/ml oder 0,9 mg/ml (Euglycédmie) im Comet Assay kein induzierter DNA-
Schaden detektiert werden [Patton et al., 2002]. Eine Konzentration von 4,25 mg/ml kommt
somit nach in vitro Untersuchungen fiir eine Verwendung als Zelltrdger potentiell in Frage. Die
Verwendung hoherer Dextrosekonzentration ist nicht empfehlenswert, da eine genotoxische
Wirkung nicht auszuschlieen ist.

4.4.2. PEG-PPG-PEG

In einer Konzentration von 0,15 mg/ml wurden in vitro durch PEG-PPG-PEG keine zytotoxi-
schen Wirkungen an Chondrozyten und keine zyto- und genotoxischen Wirkungen an Lympho-
zyten hervorgerufen. Eine Abhéngigkeit der zytotoxischen Wirkung an Chondrozyten im Sinne
einer signifikant unterschiedlichen Proliferation nach Inkubation mit unterschiedlichen PEG-
PPG-PEG-Konzentrationen bei einer mittleren effektiven Dosis (ECsp) von 0,5 mg/ml unter-
streicht jedoch die Notwendigkeit einer differenzierten Dosis-Wirkungsuntersuchung, zumal
bislang keine Daten zu der Zyto- oder Genotoxizitdt von PEG-PPG-PEG in vitro in der Literatur
beschrieben wurden Eine signifikant eingeschriankte Proliferation der Chondrozyten kann nach
Inkubation mit PEG-PPG-PEG erst ab einem Konzentrationsbereich von 0,3 mg/ml bis 200
mg/ml festgestellt werden. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den deskriptiven
Beobachtungen der mit PI und FDA gefarbten Chondrozyten, denn hier fiihrt auch eine PEG-
PPG-PEG-Konzentration von 20 mg/ml noch zu keinen negativen Auswirkungen auf die
Zelldichte und Zellvitalitdt im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Es besteht somit eine
Diskrepanz der Ergebnisse aus quantitativer Proliferationsmessung und der Vitalfarbung. Um
einen zufélligen Fehler in einem der beiden Testverfahren auszuschlieBen, wurden die Versuche
mehrmals wiederholt. Eine Anderung der Resultate ergab sich hierbei nicht. Da die mikros-
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kopische Begutachtung der gefarbten Zellen stark vom Beobachter variieren kann, und der
EZAU-Test ein etabliertes Verfahren zur Proliferationsmessung darstellt, ist eine zytotoxische
Wirkung vom PEG-PPG-PEG bei Konzentrationen von >0,15 mg/ml nicht auszuschlieBen.
Untersuchungen der Zytotoxizitit von PEG-PPG-PEG dieser Konzentration an Lymphozyten
zeigen keine signifikant unterschiedliche Vitalitit zur Negativ-Kontrolle.

PEG-PPG-PEG-Konzentrationen von 0,018 mg/ml und 0,037 mg/ml zeigen in Proliferations-
messungen mit dem EZ4U-Test einen signifikant proliferationsfordernden Effekt auf Chondro-
zyten im Vergleich zu der Negativ-Kontrolle. Die gesteigerte Proliferation der Chondrozyten
kann auf verschiedenen Ursachen basieren. Zum einen konnen kanzerogene Stoffe wachstums-
fordernd auf die Zellen wirken. Aber auch die Optimierung der Zellkulturbedingungen durch
Einzelsubstanzen kann die Proliferation der Chondrozyten fordern. Um eine gesteigerte Prolife-
ration der Chondrozyten basierend auf einem genotoxischen Einfluss von PEG-PPG-PEG aus-
zuschlieBen, wurden Genotoxizitdtsuntersuchungen mit dem Comet Assay stellvertretend an
Lymphozyten durchgefiihrt. Nach Inkubation mit 0,15 mg/ml, der an Chondrozyten und
Lymphozyten definierten maximalen Konzentration ohne zytotoxische Folgeschéden, zeigte der
Comet Assay keine signifikant unterschiedliche DNA-Fragmentierung der Lymphozyten im
Vergleich mit der Negativ-Kontrolle. PEG-PPG-PEG in einer Konzentration von 0,15 mg/ml
wird somit als die maximale Substanzkonzentration definiert, die in vitro keinen toxischen
Effekt an humanen Zielzellen zeigt.

4.4.3. Triethanolamin

Die vorliegenden Untersuchungen haben ergeben, dass Triethanolamin in einer Konzentration
von 0,9 mg/ml in vitro weder zytotoxische Wirkungen an Chondrozyten noch zyto- und geno-
toxische Wirkungen an Lymphozyten hervorruft.

Wihrend sich mit dem EZ4U-Proliferationstest auch bei einer Triethanolaminkonzentration von
1,8 mg/ml bei einer mittleren effektiven Dosis (ECso) von 2,7 mg/ml keine Zytotoxizitdt an
Chondrozyten nachweisen lésst, zeigt sich bei der morphologischen Betrachtung nach PI- und
FDA-Férbung bei dieser Konzentration bereits eine Vakuolenbildung in den Chondrozyten

(Abb. 4-5) und zudem eine gegeniiber der
Negativ-Kontrolle leicht reduzierte Zelldichte.
Eine der Negativ-Kontrolle entsprechende
Zelldichte zeigt sich mikroskopisch nach
Inkubation der Chondrozyten mit 1,13 pl/ml. Die
Bildung von Vakuolen konnte in Chondrozyten
nach Inkubation mit 1 pl/ml erkannt werden
(Daten nicht abge-bildet). Als Ausdruck einer
unspezifischen Schéadigung der Zelle bricht das

Membransystem des rauen Endoplasmatischen
Abbildung 4-5: Chondrozyten mit Retikulums (rER) in kleine Einheiten auf. Diese
Vakuolen mit Pl und FDA gefarbt wandeln sich spéter in Bldschen um. Bei
(200fache VergroRerung) schweren Zellschdadigungen, die zu einem
Zusammenbruch der oxidativen Phospho-
rylierung fiihren, versagt folgend die Natriumpumpe. Dadurch stromt Wasser in die Zelle und

die rER-Vesikel ein, so dass sie zu wasse-gefiillten Vakuolen werden. Diese als vakuolige
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Degeneration des rER bezeichnete Zellverdnderung wird meist auch von einer Schwellung des
glatten Endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien begleitet.Die vakuolige
Degeneration einer Zelle ist zunédchst noch reversibel und findet z.B. bei Ischdmie in allen
Korperzellen statt. Bei volligem Zusammenbruch des zelluldren Stoffwechsels, bei osmotischen
Storungen oder Membranschéden, nehmen die Vakuolen gigantische Formen an. Es kann zu
einer irreversiblen Ballonisierung des Zytoplasmas kommen. Die Bildung von Vakuolen deutet
somit auf eine erste Schiadigung der Zellen hin, obwohl deren Dichte und somit das Wachstum
nicht direkt beeinflusst zu sein scheint. Auch wenn die Vakuolisierung anfangs noch reversibel
ist, sollte sie nicht auller Acht gelassen werden, zeigt sie doch die Schwierigkeit der Zelle mit
der Testsubstanz zu leben. Die Inkubation der Chondrozyten mit 0,9 mg/ml Triethanolamin
filhrt zu keiner vermehrten Vakuolenbildung bei entsprechender Zelldichte im Vergleich zu
einer Negativ-Kontrolle.

Quantitative Proliferationsmessungen mit dem EZ4U-Proliferationstest zeigen nach Inkubation
der Chondrozyten mit 0,45 bis 0,9 mg/ml Triethanolamin allerdings eine signifikant gesteigerte
Proliferation. Wie bereits unter 4.5.2. diskutiert, sollte bei einer gesteigerten Proliferation eine
mogliche genotoxische Wirkung der Priifsubstanz in Betracht gezogen werden. Bei Triethanol-
amin ist zudem bekannt, dass es unter Nitrosierungsbedingungen zu N-Nitrosodiethanolamin,
einem bekannten Leber-, Nieren- und Nasenkarzinogen umgewandelt werden kann [Hoffmann
et al., 1982]. In vitro konnte aber bis zum heutigen Zeitpunkt kein mutagener Effekt von
Triethanolamin gezeigt werden [Snyder, 1999]. Eine Induktion von Mutationen in S.
typhimurium konnte nach Exposition mit Triethanolamin von 0,033 bis 3.333 pg/Platte nicht
detektiert werden [Mortelmans et al., 1986]. Auch zytogenetische Untersuchungen an CHO
Zellen zeigten bis zu Konzentrationen von 1,01 mg/ml keine Entstehung von SCE [Galloway et
al., 1987]. Dagegen konnten in einer weiteren Untersuchung SCE nach Inkubation mit 2,52
mg/ml Triethanolamin in CHO Zellen beobachtet werden. Diese Studie wurde aber im
Nachhinein aufgrund eines negativen Trend Testes als fragwiirdig geachtet. Geno-
toxizitdtsuntersuchungen an Lymphozyten mit dem Comet Assay zeigen in vorliegenden
Untersuchungen nach Inkubation mit 0,9 mg/ml Triethanolamin keine signifikant erh6hte DNA-
Fragmentierung im Vergleich zu der Negativ-Kontrolle. Eine eingeschriankte Vitalitit der
Lymphozyten bei dieser Substanzkonzentration konnte als Ursache einer fehlenden
Genotoxizitit ausgeschlossen werden. Anhand dieser Resultate wird 0,9 mg/ml Triethanolamin
als die maximale Substanzkonzentration definiert, die in vitro keinen toxischen Effekt an
humanen Zielzellen zeigt.

4.4.4. Biomaterialzusammensetzung

Anhand der vorliegenden, toxikologischen in vitro Einzelsubstanzanalysen konnten maximale
Konzentrationen definiert werden, die das Wachstum und die Vitalitdt der Zellen nicht signifi-
kant einschrianken, und zu keiner signifikant erhohten DNA-Fragmentierung im Vergleich zu ei-
ner Negativ-Kontrolle fiihren. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass Dextrose in einer
Konzentration von 4,25 mg/ml, PEG-PPG-PEG in einer Konzentration von 0,15 mg/ml und
Triethanolamin in einer Konzentration von 0,9 mg/ml keine zytotoxischen Einfliisse auf
Chondrozyten und keine zyto- und genotoxischen Einfliisse auf Lymphozyten aufweisen. Diese
Substanzkonzentrationen spiegeln die Konzentrationen der Einzelsubstanzen wieder, die als
Bestandteil von Polycaprolacton im Rahmen der Verwendung als Zelltrager, maximal in einer
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Zeiteinheit von 24 Stunden auf Chondrozyten und Lymphozyten einwirken sollten. Es muss
somit sichergestellt sein, dass sowohl die in Polycaprolacton enthaltenen, wie auch die in einer
Zeiteinheit von 24 Stunden degradierenden Substanzkonzentrationen, diese hier definierten
Konzentrationen nicht liberschreiten.

Zu erwihnen sei hier, dass bei Verwendung der Tragersubstanzen als Zelltrager, basierend auf
Polycaprolacton, eine Interaktionen der einzelnen Substanzen mdglich ist. Der Einfluss
moglicher Wechselwirkungen der Einzelsubstanzen auf die toxikologischen Eigenschaften sind
vor der Verwendung der Substanzen in Polycaprolacton als Zelltrdger zu evaluieren.

Der menschliche Korper entspricht keinem geschlossenen System. Die Bedingungen im
Reagenzglas kdnnen nur anndhernd mit den Verhiltnissen des Implantats im Kdrper verglichen
werden. Wie schon unter 4.5. erwéhnt, ist die Toxikokinetik und -dynamik zur toxikologischen
Untersuchung von grofler Bedeutung. Hierbei sollte die Clearance, das Verteilungsvolumen, die
Bioverfiigbarkeit und die Halbwertszeit der Substanz beachtet werden. Bei guter systemischer
Verfiigbarkeit muss fiir Substanzen, die mutagene Verdnderungen von Zellen in vitro zeigen,
erfahrungsgemall auch mit einer mutagenen Wirkung in vivo gerechnet werden [Eisenbrand et
al., 2005]. Die nach teilweise nur einstiindiger in vitro Inkubation ermittelten Grenzkonzentra-
tionen fiir Einzelstoffe im Biomaterial entsprechen somit nicht zwingend der effektiven Dosis,
die in vivo auf die Zellen wirken. Dies beruht unter anderem auch auf der Tatsache, dass die in
einer bestimmten Zeiteinheit freigesetzte Reinsubstanzmenge vermutlich ldnger auf die Zellen
der Umgebung einwirkt. Um dieser Vermutung genauer nachzugehen, sind, wie schon unter 4.3.
erwahnt, als Ausblick in vitro Langzeitversuche unabdingbar, bei denen die Verdnderung der
Zytotoxizitdt und Genotoxizitdt unter Akkumulation der Polymer-Abbauprodukte untersucht
wird. Eine weitere Versuchsreihe soll, anschliefen an die vorliegende Untersuchungen, den
kompletten Abtransport der Abbauprodukte simulieren. Unabdingbar sind auch in vivo
Versuche, die sowohl an NMRI-Médusen als auch an immungeschwichten nu/nu Miusen im
Anschlup geplant sind. Nu/nu MAiuse tragen reinerbig eine Mutation, die nicht nur zu einer
nackten Haut ohne Fell fiihrt, sondern auch zu einer rudimentiren Thymusbildung. Durch das
Fehlen der Oberflichenantigenerkennung wird ein AbstoBen korperfremder Gewebe verhindert.
Dies ermoglicht die Transplantation korperfremden Materials ohne AbstoBungsreaktion. Es soll
somit untersucht werden, welche Polymermatrize die beste Biokompatibilitit aufweist, wie die
Biomaterialien vom Korper abgebaut werden und welchen Einfluss die Wachstumsfaktoren, die
dem Polymer zugesetzt werden um die Knorpelbildung zu foérdern, auf die Gewebebildung
haben. In vitro Ansétze sind zur toxikologischen Untersuchung eine wertvolle Ergénzung, kon-
nen den Tierversuch aber nicht komplett ersetzen, sind aber wohl Voraussetzung fiir etisch
korrekte und erfolgsversprechende Untersuchungen in vivo.

Individuelle Risikofaktoren hinsichtlich einer genetischen Disposition, der Erndhrung sowie des
Lebensstils wurden nicht als Variablen beriicksichtigt. Diese Risikofaktoren koénnen unter
Umstédnden das Ausmall des mutagenen Schadens durch Substanzen beeinflussen [Gliick und
Gebbers, 2000]. Um die Beeinflussung der Ergebnisse durch individuelle Risikofaktoren einer
speziellen Patientengruppe moglichst zu vermeiden, wurde jede Substanzkonzentration an
mindestens 15 zufidllig ausgewihlten Lymphozytenproben unterschiedlicher Patientenzu-
gehorigkeit im Comet Assay experimentell untersucht.
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4.5. Zellspezifische Ergebnisse

4.5.1. Ergebnisse an Chondrozyten

In den vorliegenden Untersuchungen wurde von der Annahme ausgegangen, das sich die Toxi-
zitdt der Reinsubstanzen an hyalinen und elastischen Chondrozyten nicht wesentlich unterschei-
det (siehe auch 4.1.1). Mit Hilfe einer Vitalfirbung aus PI und FDA konnte vor allem die Vitali-
tit, das Zellwachstum und die Morphologie beurteilt werden. Die Zytotoxizitét einer Substanz
korrelierte mit der Dichte und der Vitalitdt der kultivierten Chondrozyten. Auf morphologischer
Ebene resultierten unter dem Einfluss von Triethanolamin Vakuolen. Vakuolen spiegeln eine
beeintriachtigte Lebensfahigkeit der Zellen wieder (sieche 4.5.3.). Auch konnte unter Einfluss
toxischer Konzentrationen eine Verdnderung der Adhdrenz-Eigenschaften der Chondrozyten
beobachtet werden. Es kam dosisabhingig zu einer Abnahme der Adhdrenz zum Kulturboden,
einhergehend mit morphologischen Verdnderungen im Sinne abgerundeter Zellen. Eine quanti-
tatives Mal3 der Proliferation der Chondrozyten lieferte der EZ4U-Proliferationstest.

Zytotoxizitdtsuntersuchungen an Chondrozyten erfolgten nach einer Inkubationsdauer mit den
Testsubstanzen von 24 h bei 37 °C und 5% CO,. Dies entspricht den Empfehlungen des Euro-
pdischen Komitees fiir Normung [CEN, 1993]. Diese Inkubationsbedingungen simulieren am
weitgehend die Bedingungen unter denen die Testsubstanzen Verwendungen finden werden.

Eine spezielle Eigenschaft der Chondrozyten zeigte sich nach Isolierung der Zellen aus ihrem
Gewebeverband. Im Gewebeverband mit Kollagen und Proteoglycanen sind Chondrozyten
unter anderem aufgrund ihrer hohen Differenzierung nicht zur Proliferation und somit nicht zur
Regeneration fahig [Miiller et al., 2006]. Im Gegensatz zu vielen anderen menschlichen Zellen
ist es den Chondrozyten aber mdglich, nachdem sie in Kultur genommen wurden, wieder zu
dedifferenzieren und nach kurzer Zeit mit der
Proliferation zu beginnen. Dies konnte durch
Vitalfarbung mit PI und FDA bestétigt und mit
dem EZ4U-Proliferationstest quantifiziert wer-
den. Dabei zeigt sich bei Subkultivierung der
humanen Chondrozyten eine sukzessive Veridn-
derung des morphologischen Habitus. Die an-
fangs polygonal geformten Zellen (Abb. 4-6)

nehmen mit zunehmender Passagezahl ein im-

mer mehr fibroblastenartiges Aussehen an.

IR AR T s

Abbildung 4-6: Elektronenmikroskopische Hierbei kommt es zu einer Verdnderung der

Darstellung eines Chondrozyten [Goscurth Expression knorpelspezifischer Matrixproteine,
P, 2005] wie z.B. Kollagen II und Knorpelproteoglycan,

zugunsten des eher fibroblastenspezifischen Kollagen I [Benya et al., 1978, Mayne et al., 1976].

Eine Studie zum Verhalten von Chondrozyten bei Passagierung zeigte mit zunehmender
Passagezahl der kultivierten Chondrozyten einen Abfall der anfanglichen Proliferationsrate von
iiber 40% in Passage 2 auf einen Wert unter 5% ab Passage 8 [Reichl, 2000]. Dieses Verhalten
wurde bereits von Hayflick und Moorhead [1965] an normalen diploiden Fibroblasten geschil-
dert und ist seitdem als das Hayflick-Limit bekannt [Hayflick, 1965]. Es handelt sich dabei um
einen in vielen Zelltypen oder Zellen verschiedener Spezies im Zusammenhang mit der Alte-
rung beschriebenen Prozess, dessen Ursachen bis heute nicht genau geklart sind [Cristofalo und
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Pignolo, 1993]. Man vermutet einen p53 gekoppelten Prozess [Afshari et al., 1993, Kulju und
Lehman, 1995, Vaziri und Benchimol, 1996] oder einen davon abhéngigen durch die Expres-
sion von p21(CIPUWAFU
gehen weiter liber die Annahme einer Rolle von p16INK4a [Alcorta et al., 1996, Stein et al., 1999,
Stein und Dulic, 1998], bis hin zur Theorie des Abbaus von Telomeren [Campisi, 1997, Chiu

und Harley, 1997, Greider und Blackburn, 1985]. Differenzierungsabhidngige Unterschiede in
INK4b’ p16INK4a)

ausgeldsten Proliferationsstopp [Afshari et al., 1993]. Die Diskussionen

der Expression der zyklinabhéngigen Kinaseinhibitoren der INK-4 Familie (p15
und der CIP/KIP-Familie (p57°"") konnten gezeigt werden, die sich in einer Zunahme der
Expression dieser Inhibitorproteine von frithen (Passage 2) zu spiten (Passage 8) Kulturpassa-
gen sowie beim Entzug von Serummitogen manifestierten. Die Zunahme der Kulturpassagen-
zahl geht mit einer Abnahme der Proliferationsfdhigkeit humaner Chondrozyten einher [Reichl,
2000]. In vitro lasst sich somit durch unterschiedliche Dauer der Subkultivierung (Passagen-
zahl) und unterschiedliche Kulturbedingungen der Differenzierungsgrad und das Proliferations-
verhalten von humanen Chondrozyten beeinflussen. Aus diesem Grund wurden fiir Zytotoxizi-
tatsuntersuchungen Chondrozyten verwendet, die maximal acht Kulturpassagen unterlagen. So
sollte ein Einfluss der Ergebnisse zur Zytotoxizitit durch eine verminderte Proliferationsfahig-
keit von Chondrozyten hoher Passagezahl vermieden werden. Zudem wurden fiir ein Experi-
ment jeweils Chondrozyten einer Kulturflasche verwendet, die einer gleichen Anzahl an Passa-
gierungen unterlagen. Dies ermoglichte einen Vergleich der Proliferationsergebnisse der Ver-
suchsansitze mit der Negativ-Kontrolle. Anhand einer Studie zur Abhingigkeit des Alters der
Knorpelspender und der zelluldren Proliferationsfahigkeit konnte eine Abnahme der Verdopp-
lungszeit der Chondrozyten im Alter von 15 bis 60 Jahren und eine Zunahme des Ertrags an
Chondrozyten gezeigt werden [Rotter et al., 2001] In vorliegender Arbeit wurden Knorpel-
proben von Spendern ab dem 18. Lebensjahr aufwirts verwendet. Da die fiir ein Experiment
verwendeten Chondrozyten jeweils von dem gleichen Spender stammten, sollte eine ausreichen-
de Vergleichsmoglichkeit der unterschiedlich beimpften Zellen gegeben sein. Eine Beeinflus-
sung der Versuchsergebnisse durch das Alter der Spender konnte somit vermieden werden. Die
unterschiedlichen Passagezahlen der Chondrozyten und das unterschiedliche Alter der Chondro-
zytenspender erkldren auch die unterschiedliche Proliferationsfahigkeit der Negativ-Kontrollen
der verschiedenen Experimente. Die Verwendung von Chondrozyten einer Kultur fiir ein jewei-
liges Experiment erlaubt aber eine Vergleichbarkeit der toxischen Beeinflussung der Chondro-
zyten verschiedener Versuchsansitze mit der jeweiligen Negativ-Kontrolle. Chondrozyten ver-
lieren zwar in der zweidimensionalen Kulturschale ihre chondrozytiren Eigenschaften und wer-
den fibroblastisch, durch Kultivierung auf einer dreidimensionalen Matrix werden ihre alten
Eigenschaften aber reaktiviert und eine Synthese knorpelspezifischer Molekiile ermoglicht. So
ist gewéhrleistet, dass die in vitro Kultivierung sich nicht negativ auf die Besiedelung des Bio-
materials auswirkt.

Zusammenfassend kann somit davon ausgegangen werden, dass die toxikologische
Charakterisierung der Trigersubstanzen von Polycaprolacton an humanen Chrondrozyten der
maximal achten Knorpelpassage von Spendern ab dem 18. Lebensjahr mit den verwendeten
Methoden im Vergleich zu einer Negativ-Kontrolle, das toxikologische Potential der jeweiligen
Substanz wahrheitsgetreu wiederspiegelt.
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4.5.2. Ergebnisse an Lymphozyten

Die Testsubstanzen wurde auf Zyto- und Genotoxizitdt an Lymphozyten verschiedener Patien-
ten getestet, die sich in Alter und Geschlecht unterschieden. So sollten reprédsentative Ergebnis-
se fiir die Gesamtbevolkerung erstellt werden. Wie schon unter 4.4.2. erwihnt, wurden weitere
individuelle Risikofaktoren eines mutagenen Einflusses nicht beachtet. Die Inkubation von
Lymphozyten zur Zyto- und Genotoxizititspriifung erfolgte iiber 60 min bei 37 °C. Schon nach
15 Minuten langer Inkubation von Lymphozyten mit genotoxischen Substanzen kann sich eine
erhohte DNA-Fragmentierung abbilden. In den darauf folgenden 15 Minuten schalten sich zell-
eigene Reparaturmechanismen ein, die den DNA-Schaden wieder beheben. Eine erhohte DNA-
Fragmentierung der Lymphozyten nach Inkubation mit Testsubstanzen liber 60 Minuten, weist
somit auf einen irreparablen DNA-Schaden hin [Kleinsasser, 2004, Kleinsasser und Sassen,
2004]. Untersuchungen von Green et al. [1992] zeigen eine maximale DNA-Schidigung in
Lymphozyten unter UV-Bestrahlung nach 60 min.

Es gibt unterschiedliche Studien zur Beurteilung der Abhingigkeit einer im Comet Assay ge-
messenen DNA-Schiadigung vom Zellzyklus. Olive et al. [1991] konnten eine dreifach geringe-
re Schiadigung bei bestrahlten Ovarialzellen des Hamsters wihrend der S-Phase zeigen. Graub-
mann und Dikomey [1983] fanden eine hohere Rate von DNA-Briichen in der G1-Phase, be-
griindeten dies jedoch mit einem experimentellen Fehler. Es wurden weitere Ergebnisse mit den
unterschiedlichsten Resultaten publiziert [Humphrey et al., 1968, Lett und Sun, 1970, Lohman,
1968]. Allgemein kann von einer Abhéngigkeit des Olive Tail Moments vom Zellzyklus ausge-
gangen werden [Olive und Banath, 1993]. Da jedoch die verwendeten Lymphozyten in den vor-
liegenden Untersuchungen in einem breiten Spektrum der unterschiedlichen Zellphasen, ent-
sprechend der in vivo Situation, vorlagen, konnten repriasentative Bedingungen geschaffen wer-
den.

Die Lymphozyten wurden am Tag der Blutentnahme isoliert und bei —80 °C gelagert. Die
Lagerung der Lymphozyten betrug maximal drei Monate. Bis zu einer Dauer von 12 Monaten
nimmt die Lagerung keinen Einfluss auf Genotoxizititsuntersuchungen mit dem Comet Assay
[Schmezer et al., 2001]. Die in diesen Untersuchungen gemessenen Zellvitalititen nach dem
Auftauen lagen iiber 85% und zeigten damit keine durch den Einfrierungsprozess hervorgerufe-
nen zytotoxischen Effekte in Form von Membraninstabilitit. Falsch positive Ergebnisse auf
Grund einer Schiadigung der Lymphozyten bedingt durch die Lagerung sind daher nicht zu
erwarten. Die Versuche zur Genotoxizitit und Zytotoxizitdt wurden in einem Experiment
jeweils an Lymphozyten gleicher Spender durchgefiihrt. Eine Vergleichsmoglichkeit eines
Versuchsansatzes mit der Negativ- und Positiv-Kontrolle wurde somit gewahrleistet.

Die toxikologische Charakterisierung der Trigersubstanzen von Polycaprolacton nach
einstlindiger Inkubation von humanen Lymphozyten verschiedener Zellzyklusphasen nach einer
Lagerungsdauer von Maximal 3 Monaten bei —80 °C erlaubt zusammenfassend eine Evaluation
und Schlussfolgerung des toxikologischen Potentials der Substanzen.

4.6. Fazit und Ausblick

In vorliegender Arbeit wurden Trdgersubstanzen, des fiir die Ohmuschelrekonstruktion mittels
Tissue Engineering formulierten Polycaprolactons, in Hinblick ihres zyto- und genotoxischen
Potentials charakterisiert. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die verwendeten
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Diskussion

Methoden zur Detektion zyto - und genotoxischer Schiden an humanen Chondrozyten und
Lymphozyten als primdre Zielzellen zum Screening und zur Evaluation eines potentiell
toxischen Einflusses der einzelnen Trigersubstanzen und zur Definition von Schwellen-
konzentrationen in vitro geeignet sind. Diese Untersuchungen verschiedener Substanz-
konzentrationen zur Evaluation des toxichen Potentials an humanen Zielzellen zeigten
eindeutig, dass Dextrose, PEG-PPG-PEG und Triethanolamin dosisabhéngig mit humanen
Zellen und Geweben interferieren, so dass hohe Konzentrationen dieser Substanzen vermieden
werden sollten. Die vorliegenden Daten zeigen, dass Dextrose in einer Konzentration von 4,25
mg/ml, Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol in einer Konzentration
von 0,15 mg/ml und Triethanolamin in einer Konzentration von 0,9 mg/ml keine zytotoxischen
Einfliisse auf Chondrozyten und keine zyto- und genotoxischen Einfliisse auf Lymphozyten
ausweisen und somit als Scaffold fiir das Tissue Engineering sicher verwendet werden konnen.

Diese Daten unterstreichen aber auch die Notwendigkeit, negative Einfliisse von Triger-
substanzen an humanen Geweben weiter zu charakterisieren. Der kontinuierliche Abtransport,
der Abbau und die Ausscheidung der Testsubstanzen miissen deshalb in weiter fiihrende
Toxizititspriifungen einbezogen werden. An dieser Stelle schliefen sich daher fortgeschrittene
Testmodelle und in vivo Untersuchungen an.

Aufbauend auf die in dieser Arbeit erhobenen Daten, wurde die Formulierung von Poly-
caprolcaton weiter optimiert. Bis 2006 wurde eine Auswahl neuer auf Polycaprolacton
basierender Polyurethan-Zelltrager mit unterschiedlichen Eigenschaften hinsichtlich der
Vernetzung und Dichte, Kristallinitdten und Hydrophilie entwickelt und patentiert [Wiese und
Maier, 2006]. Die potentielle Kombination eines soliden Zelltragers aus dem neu entwickelten
Polycaprolacton mit einem hydrogelen Zelltrdger aus einem langzeitstabilen Fibringel konnte in
vitro und im Tierversuch zur Verwendung im Tissue Engineering von Knorpel bereits
demonstriert werden [Eyrich et al., 2007]. Hinsichtlich einer klinischen Anwendung, stehen
noch weitere Untersuchungen mit empfindlicheren Chondrozyten aus. Uberdies muss die Aus-
fiihrung des zusammengesetzten Konstruktes an einer klinisch relevanten Implantationsstelle
mit spezifischen Néhrstoffbedingungen und entsprechender mechanischer Situation beurteilt
werden. Dessen ungeachtet scheint die Kombination eines Hydrogels mit dem neu entwickelten
Scaffold eine viel versprechende Alternative in der Regeneration von Knorpel in der plastischen
und rekonstruktiven Chirurgie [Eyrich et al., 2007].
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5. Zusammenfassung

Ein neuer, vielversprechender Ansatz zur plastischen und wiederherstellenden Chirurgie der
Ohrmuschel ist die Neubildung von Knorpel mit den Methoden des Tissue Engineerings.

Dextrose, Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol und Triethanolamin
sind Triagersubstanzen des neu formulierten Polymers Polycaprolacton, das als Zelltrager fiir
das Tissue Engineering fungieren soll. Um das bedeutende Risiko einer Interaktion dieser
bioabbaubare Materialien mit dem humanen Organismus zu evaluieren, wurden in der
vorliegenden Arbeit zyto- und genotoxische Effekte der Tragersubstanzen in vitro untersucht.
Ziel ist die Definition maximaler Substanzkonzentrationen, die zu keinem toxischen Effekt in
Testsystemen fiihren.

In diesem Zusammenhang wurden Dextrose, Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol-b-Poly-
ethylenglycol und Triethanolamin an humanen Chondrozyten des Nasen- und Rippenknorpels
sowie an humanen Lymphozyten untersucht. Die Zytotoxizitit der Reinsubstanzen wurde an
Chondrozyten in vitro mit einer Kombinationsfairbung aus Propidiumiodid und Fluorescein-
diacetat bestimmt und durch den EZ4U-Proliferationstest quantifiziert. Zur Detektion eines
zytotoxischen Schadens humaner Lymphozyten diente der Trypanblau-Ausschlusstest. Der
Comet Assay mit der alkalischen Version der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese wurde nach in
vitro Inkubation zur Quantifizierung genotoxischer Schiaden an Lymphozyten eingesetzt.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen eindeutig eine dosisabhédngige Toxizitdt von Dextrose,
PEG-PPG-PEG und Triethanolamin an humanen Chondrozyten und Lymphozyten als primére
Zielzellen und unterstreichen die Notwendigkeit der Definition von maximalen Substanz-
konzentrationen, die mit humanen Zielzellen nicht interferieren. Die vorliegenden Daten
schlagen vor, dass die Tragersubstanzen in einer maximale Konzentration von 4,25 mg/ml
Dextrose, 0,15 mg/ml Polyethylenglycol-b-Polypropylenglycol-b-Polyethylenglycol und 0,9
mg/ml Triethanolamin als Scaffold fiir das Tissue Engineering sicher verwendet werden
konnen.

Schlussfolgernd konnten in vorliegender Arbeit maximale Konzentrationen der Reinsubstanzen
definiert werden, die in Einzelsubstanzanalysen keine zytotoxische Wirkung an Chondrozyten
und keine zyto- und genotoxische Wirkung an Lymphozyten aufweisen und somit zur
Verwendung als Scaffold empfohlen werden konnen. Die Daten dieser Arbeit unterstreichen
zudem die Notwendigkeit, negative Einfliisse von Trigersubstanzen an humanen Geweben
weiter zu charakterisieren, um die Toxizitdt von Abbauprodukten, deren Abbauwege und die
Interaktion einzelner Reinsubstanzen im Rahmen von ir vivo Untersuchungen zu
beriicksichtigen. Basierend auf den bedeutenden vorliegenden Daten konnte das Polymer
Polycaprolacton weiter optimiert und formuliert werden, so dass erste in vivo Untersuchungen
als weiterer Schritt in Richtung einer vielversprechenden klinischen Applikation ermdglicht

wurden.
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7.3. Daten zu den Ergebnissen

Tabelle 7-1: Daten zu Abbildung 3-1

Neg 12,5 25 50 100 200
= mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
2,873 2,711 2,789 2,399 1,393 0,843
2,626 2,947 2,877 2,934 1,698 0,811
2,710 2,881 2,751 2,459 2,009 0,811
2,343 2,530 2,587 2,663 1,854 0,819
2,176 2,828 2,693 2,753 1,566 0,810
2,305 2,893 2,853 2,591 2,250 0,837
2,661 2,906 2,918 2,651 1,978 0,856
Extinktion 2,409 2,822 2,849 2,585 1,443 0,898
in [AU] 2,646 1,870 2,602 2,673 2,113 0,827
2,916 2,672 2,909 2,564 2,517 0,801
2,730 2,972 2,891 2,798 1,932 0,816
1,994 2,721 2,213 2,456 2,026 0,797
2,700 2,841 2,477 2,431 2,021 0,806
2,734 2,753 2,927 2,675 1,831 0,816
2,856 2,828 2,843 2,676 1,730 0,817
2,517 2,621 2,831 2,818 1,215 0,863
Stabw 0,263 0,261 0,195 0,150 0,335 0,027
Mittelwert 2,575 2,737 2,751 2,633 1,849 0,827

Tabelle 7-2: Daten zu Abbildung 3-8

Neg 25 mg/ml
97 84
96 89
93 90
89 82
93 91
92 84
93 92
Vitalitdten 90 90
in % 96 92
88 89
92 90
93 92
90 96
90 87
93 92
93 94
Stabw 2,553 3,775
Mittelwert 92 90




Tabelle 7-3: Daten zu Abbildung 3-9

4 5 10 15 20 25 30
Neg

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
N 86 95 90 85 80 78 83 74
Vitalitaten
in % 97 96 95 95 94 92 92 92
90 95 91 88 84 74 73 38
Stabw 5,57 0,58 2,65 5,13 7,21 9,45 9,50 27,50
Mittelwert 91 95 92 89 86 81 83 68

Tabelle 7-4: Daten zu Abbildung 3-10

3,5 3,75 4 4,25 4,5 4,75 5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
i\r’l‘f,zhtéte“ 93 96 97 96 96 97 96 96 92
93 96 92 95 95 95 97 96 94
Stabw 1,73 1,73 2,52 2,08 3,21 3,61 3,79 2,31 3,61
Mittelwert 92 95 94 94 94 94 94 95 91

Tabelle 7-5: Daten zu Abbildung 3-11

25 mg/ml Pos

2,926 9,046
1,279 5,696
2,464 22,302
2,091 17,478
0,540 3,325
2,686 11,016
2,014 10,968
3,659 17,890
O™ 2,313 9,162
8,722 18,318
2,774 10,192
9,730 62,958
5,940 15,971
8,834 14,089
5,260 9,923
11,843 29,039
Stabw 3,434 13,915
Mittelwert 4,567 16,711

Tabelle 7-6: Daten zu Abbildung 3-12

4 5 10 15 20 25 30

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml H08
1,108 2,225 2,283 2,094 3,341 2,928 2,949 22,355

OTM 0,679 1,619 2,202 2,603 2,520 2,123 5,306 5,806
1,703 1,749 3,027 2,783 4,052 3,342 3,337 9,781
0,861 1,957 1,003 1,128 3,090 2,872 5,826 14,722

Stabw 0,446 0,264 0,837 0,743 0,635 0,508 1,424 7,130
Mittelwert 1,088 1,887 2,129 2,152 3,251 2,816 4,355 13,166




Tabelle 7-7: Daten zu Abbildung 3-13

3,5 3,75 4 4,25 4,5 4,75 5 25
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
0,569 0,910 0,873 1,022 0,899 1,961 1,469 2,921 8,347
OT™ 0,756 0,630 0,677 0,567 0,770 1,996 1,796 2,217 15,585
1,020 1,953 1,252 1,316 3,043 5,203 4,310 5,168 19,142
Stabw 0,227 0,697 0,292 0,378 1,277 1,862 1,555 1,541 5,501
Mittelwert 0,782 1,165 0,934 0,968 1,571 3,053 2,525 3,435 14,358
Tabelle 7-8: Daten zu Abbildung 3-14
Neg Smg/ml 10mg/ml 20mg/ml 50mg/ml 100 mg/ml 200 mg/ml
1,256 0,783 1,182 0,778 0,548 0,452 0,474
1,690 0,764 1,269 0,582 0,471 0,488 0,524
1,694 0,884 1,046 0,615 0,415 0,450 0,476
1,712 0,789 1,302 0,776 0,529 0,430 0,720
1,656 0,864 1,078 0,686 0,466 0,453 0,488
Extinktion 1,509 0,880 1,221 0,706 0,455 0,440 0,617
in [AU] 1,485 0,737 1,138 0,610 0,468 0,394 0,446
1,089 0,703 1,078 0,704 0,497 0,374 0,545
2,185 0,667 1,232 0,709 0,450 0,451 0,679
1,826 0,743 1,304 0,681 0,478 0,440 0,722
1,770 0,838 0,971 0,701 0,470 0,382 0,865
1,483 0,751 0,710 0,676 0,429 0,487 0,549
Stabw 0,281 0,070 0,169 0,060 0,038 0,037 0,129
Mittelwert 1,613 0,760 1,077 0,687 0,472 0,438 0,592
Tabelle 7-9: Daten zu Abbildung 3-15
Neg 0,018 mg/ml 0,037 mg/ml 0,075 mg/ml 0,15 mg/ml 0,3 mg/ml
1,615 2,051 2,002 1,819 1,786 1,460
1,602 1,892 1,960 1,449 1,815 1,500
1,646 1,981 1,894 2,091 1,783 1,460
1,441 2,078 1,961 1,901 1,917 1,373
1,544 2,072 1,818 1,652 1,635 1,226
1,127 1,892 1,710 1,886 1,090 1,268
1,398 1,484 1,757 1,789 1,422 1,201
Extinktion 1,591 1,779 1,516 1,703 1,754 1,272
in [AU] 1,514 1,842 1,587 1,683 1,116 1,288
1,686 1,610 1,495 1,468 1,584 1,390
1,631 1,786 1,424 1,649 1,248 1,093
1,762 1,544 1,614 1,443 1,313 0,932
1,682 1,657 1,449 1,448 1,287 1,147
1,569 1,451 2,071 1,186 1,204 1,215
1,650 1,944 1,874 1,652 1,713 1,515
1,521 1,904 1,846 2,081 1,708 1,285
Stabw 0,148 0,207 0,211 0,246 0,278 0,158
Mittelwert 1,561 1,810 1,749 1,681 1,523 1,289




Tabelle 7-10: Daten zu Abbildung 2-23

Neg 0,15 mg/ml
92 90
95 90
93 92
93 90
93 92
93 92
94 95
Vitalitéten in 92 93
% 92 93
92 91
93 91
93 90
90 91
88 97
90 93
85 91
90 92
Stabw 2,422 1,886
Mittelwert 92 92

Tabelle 7-11: Daten zu Abbildung 3-24

0,15 mg/ml Pos
1,721 25,210
1,927 21,393
0,954 5,880
0,938 8,299
1,295 10,676
0,909 9,234
0,370 16,163
OT™M 0,500 9,030
2,323 12,711
2,742 34,600
0,990 6,011
1,874 5,571
1,361 8,918
1,401 11,391
1,922 12,728
Stabw 0,667 8,138
Mittelwert 1,415 13,188




Tabelle 7-12: Daten zu Abbildung 3-25

0,45 mgl/ml 0,9 mgl/ml 1,8 mg/ml 2,5 mg/ml
1,123 1,312 1,695 1,405 1,047
1,494 1,628 1,308 1,503 1,181
1,295 1,372 1,747 1,501 1,078
Extinktion in 1,452 1,743 1,723 1,225 1,079
[AU] 1,381 1,688 1,144 1,182 1,149
1,274 1,858 1,514 1,463 1,084
1,394 1,675 1,665 1,403 1,034
1,096 1,743 1,524 1,530 1,025
Stabw 0,146 0,189 0,216 0,131 0,055
Mittelwert 1,314 1,627 1,540 1,402 1,085

Tabelle 7-13: Daten zu Abbildung 3-33

Neg 0,56 mg/ml 0,68 mg/ml 0,79 mg/ml 0,9 mg/ml 1,01 mg/ml
1,688 2,515 2,272 2,613 1,672 1,863
2,020 2,629 2,547 2,196 2,568 2,651
1,965 2,458 2,579 2,551 2,630 2,567
2,123 2,683 2,593 2,449 2,598 2,621
2,028 1,098 1,987 2,398 2,482 2,563
Extinktion in 1,178 2,485 2,681 2,617 2,548 2,458
[AU] 2,730 1,969 1,540 2,470 2,320 2,351
2,189 2,595 2,603 2,296 2,662 2,597
2,064 1,394 2,589 1,405 2,686 2,103
2,035 2,134 2,589 2,531 2,638 1,834
2,086 1,617 2,575 2,565 2,575 2,551
1,468 1,759 2,466 2,245 2,637 1,587
Stabw 0,386 0,538 0,336 0,332 0,279 0,369
Mittelwert 1,963 2,111 2,418 2,445 2,508 2,312

Tabelle 7-14: Daten zu Abbildung 3-34

Neg 0,9 mg/ml
92 82
93 95
93 95
91 93
96 81
89 92
90 83
96 88
Vitalitdten 88 92
in % 91 94
92 94
93 93
94 91
92 88
93 95
90 90
88 93
85 92
90 90
Stabw 2,752 4,363
Mittelwert 91 91




Tabelle 7-15: Daten zu Abbildung 3-35

0,9 mg/ml Pos

0,495 11,293
1,268 14,399
3,827 9,695
0,340 11,016
0,330 7,733
1,049 7,306
0,602 11,649
1,655 33,191
1,097 10,029
OT™ 0,794 7,309
0,827 7,724
0,946 8,455
1,056 13,035
0,875 14,984
2,701 9,030
2,334 12,711
1,035 6,011
0,538 3,149
3,382 13,396
Stabw 1,013 6,150
Mittelwert 1,324 11,164
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