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In-vitro-Untersuchung
zur Zytotoxizitat von
Self-Etch-Adhasivsystemen

Zusammenfassung

Ziel dieser In-vitro-Studie war die Analyse der Zytotoxizitét
verschiedener Self-Etch-Adhésivsysteme nach Applikation auf
Dentinpriifkrper mit unterschiedlicher Schichtstérke.

Bovine Dentinscheiben (1,0, 1,5 und 2,5 mm, je n = 5) wurden
in einer Polykarbonatkammer mit Zellkulturmedium (2 ml/h)
perfundiert. Auf die pulpaferne Seite der Dentinscheibe wur-
den die Adhésivsysteme (A: Adper Prompt-L-Pop, B: Xeno Il
C: Clearfil SE Bond, D: One up Bond F, E: Resulcin Aqua Prime
& Monobond) oder die toxische Positivkontrolle (F: 35% H,O,)
appliziert. Die Eluate wurden unmittelbar vor und 15, 30, 45,
60 und 120 min nach der Applikation der Adhésive entnommen
und L-929-Fibroblasten zugefiihrt. Die Zytotoxizitat der Mate-
rialien wurde durch den MTT-Test ermittelt und in Relation zum
entsprechenden Basiswert bestimmt. Die statistische Auswer-
tung erfolgte durch eine Varianzanalyse (p <0,05).

Die Applikation der Adhésivsysteme B-E auf 1,0 mm und der
Adhésivsysteme B und E auf 1,5 mm schichtstarke Dentin-
scheiben fiihrte nach 15 min Perfusion zu einer signifikanten
Reduktion der Enzymaktivitdt der Fibroblasten, die jedoch
nach 30 min Perfusion nicht mehr nachweisbar war. In allen
Gruppen nahm die Zytotoxizitdt mit steigender Dentinschicht-
stérke ab. Adper Prompt-L-Pop zeigte insgesamt ein signifi-
kant geringeres zytotoxisches Potenzial als die Adhésivsys-
teme B-E.

Self-Etch Adhésivsysteme kénnen zytotoxisch auf L-929 Fibro-
blasten wirken. Die Zytotoxizitét ist jedoch zeitlich limitiert und
von der Schichtstérke des verwendeten Dentins abhangig.
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Einleitung

Die Befestigung von Kompositen an Schmelz oder Dentin er-
fordert eine sorgfaltige Konditionierung der Zahnhartsubstanz.
Wihrend Schmelz nach der Konditionierung mit Sduren ein
mikroretentives Relief aufweist, an welchem niedrigviskose
Komposite anhaften konnen (BUONOCORE 1955), erfordert die
Konditionierung des hydrophileren Dentins komplexere Mass-
nahmen (LOPES et al. 2002; HALLER 2000). Adhésivsysteme die-
nen als Dentinhaftvermittler fiir die Adhdsion von Kompositen
und bestehen in der Regel aus den drei Komponenten Konditio-



nierer, Primer und Adhésiv. Nach Konditionierung des Dentins
durch geeignete Sduren oder sdurehaltige Primer konnen die
Haftvermittler in das freigelegte Kollagennetzwerk des Dentins
penetrieren und tiber die Ausbildung einer Hybridschicht den
Haftverbund zwischen Komposit und Dentin bewirken. Wah-
rend bei der Verwendung konventioneller Adhésivsysteme die
notwendige Demineralisierung des Dentins durch eine separate
Saurekonditionierung vor Applikation des Primers bzw. des
Adhaésivs hervorgerufen wird («Etch & Rinse»-Adhésivsysteme),
vereinigen Self-Etch-Adhaésive («Non-Rinse»- oder «selbstkon-
ditionierende» Systeme) diese beiden Arbeitsschritte (VAN MEER-
BEEK et al. 2003; 2001).

Es konnte bislang in einigen Untersuchungen nachgewiesen
werden, dass die Applikation von Adhésivsystemen zu Irrita-
tionen oder entziindlichen Verdnderungen der Pulpa fiihren
kann (ABEBE et al. 2005; ACCORINTE et al. 2005; Cox et al. 2003;
Souza CosTA et al. 2002; DEMARCO et al. 2001). Das Ausmass der
Schéadigung ist dabei von der Art und Zusammensetzung des
verwendeten Adhédsivsystems, der Applikationsdauer sowie der
Dentinsklerosierung und der Restdentinstérke tiber der Pulpa
abhéngig (GALLER et al. 2005; Souza CostA et al. 2002; BOUILLA-
GUET et al. 1998). Als Ursache fiir die Reaktion der Pulpa werden
verschiedene Monomere diskutiert, die durch die Dentintubuli
bis in die Pulpa diffundieren und dort entziindliche Verande-
rungen hervorrufen kénnen.

In der Literatur sind zahlreiche Untersuchungen zur Zytotoxizi-
tat von konventionellen «Etch & Rinse»-Adhésivsystemen be-
schrieben (HUANG & CHANG 2002; SCHMALZ et al. 2002; SzEP et
al. 2002; KoLiniotou-Kousia et al. 2001; Camps et al. 1997). Self-
Etch-Systeme sind jedoch erst in den vergangenen Jahren ent-
wickelt worden, sodass bislang nur wenige vergleichende Un-
tersuchungen beziiglich der Zytotoxizitdt dieser Materialien
vorliegen (GALLER et al. 2005; VAJRABHAYA et al. 2003).

Tab. |

Lésungsmittel der Self-Etch-Adhésivsysteme.
Adhasivsystem/ Hersteller Charge
Klassifikation

Adper Prompt-L-Pop Espe, Seefeld, 198484
One-Step Self-Etch Deutschland

Xeno Il Dentsply DeTrey, 0305001039
One-Step Self-Etch Konstanz, Deutschland

Clearfil SE Bond Kuraray, Osaka, Japan 41364
Two-Step Self-Etch

One up Bond F Tokuyama, Tokio, Japan ~ X001902
One-Step Self-Etch

Resulcin Aqua Prime Merz, Litjenburg, 523502

& Monobond
Two-Step Self-Etch

Deutschland

Zytotoxizitdat von Adhésivsystemen

Zahnaérztliche Restaurationsmaterialien bedtrfen vor ihrem kli-
nischen Einsatz sowohl einer Priifung ihrer physikalischen,
chemischen und mechanischen Eigenschaften, als auch einer
sorgféltigen Analyse ihrer Gewebevertraglichkeit. Zu den biolo-
gischen Priifverfahren gehoren In-vitro-Untersuchungen, wel-
che helfen, die unspezifische Zytotoxizitdt von Materialien zu
ermitteln.

Das Ziel der vorliegenden In-vitro-Untersuchung war es daher,
die unspezifische Zytotoxizitdt verschiedener Self-Etch-Adha-
sivsysteme in Abhdngigkeit von der Dentindicke und Perfusions-
dauer von Dentin zu ermitteln.

Material und Methode
Selbstkonditionierende Adhasivsysteme

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Self-Etch-Adha-
sivsysteme Adper Prompt-L-Pop (A), Xeno III (B), Clearfil SE
Bond (C), One up Bond F (D) und Resulcin Aqua Prime & Mono-
bond (E) verwendet, deren Zusammensetzungen in Tab. I dar-
gestellt sind.

Préparation der Dentinpriifkdrper

Bovine Unterkiefer-Schneidezdahne wurden in Kunststoff (Palavit
G, Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) eingebettet und unter
konstanter Wasserkiihlung in horizontaler Richtung geschnitten
(Trennschleifsystem 300/310, Exakt, Norderstedt, Deutschland).
Dabei wurden ausgehend vom koronalen Pulpadach Quer-
schnitte der Zahne in koronaler Richtung durchgefiihrt, welche
1,0 mm, 1,5 mm oder 2,5 mm dick waren (Abb. 1). Die Schmier-
schicht auf der pulpalen Seite der Dentinpriifkorper wurde durch
15 s Applikation von 38% Phosphorsdure entfernt. Anschlies-
send wurde die Tubulidichte der Dentinpriifkérper durch Ermit-
teln des elektrischen Widerstands bestimmt (Prepometer, Hager

Hersteller, Chargennummer, Bestandteile, pH-Werte (nach Van MEERBEEK et al. 2003 und GREGOIRE & MiLLas 2005) und

Bestandteile pH-Wert  Ldsungsmittel

Methacrylat Phosphorester, 0,35 Wasser
Bis-GMA, Champferchinon, HEMA,
Polyalkensauren, Stabilisatoren
HEMA, Wasser, Butylhydroxytuluol,
Siliziumoxid, Methacrylatharze,
Phosphorsaure-funktionalisierte
Polymethacrylatharze, Kampf-
erchinon, 4-Dimethylaminoethyl-
Benzoat

Primer: MDP, HEMA, hydrophile
Dimethacrylate, dl-Camphorachinon,
dl-Camphorchinon, Adhasiv: MDP,
Methacrylat-oxydcyl Dehydrogen-
phosphat, 2-Bis-Phenol A, Diglycytat-
Methacrylat, HEMA
Methacryloxyalkyl Sdurephosphat,
MAC-10, Multifunktionale Metha-
crylmonomere, Photoinitiaator,
HEMA, Silikatglas

0,98 Ethanol

1,90 Wasser

1,09 Wasser

Phosphorsdure-HEMA-Ester,
Bis-GMA, TEGDMA,
Polymethacryloligomaleinsédure

0,7 Wasser
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Abb. 1 Herstellung der Dentinpriitkérper. Ausgehend vom
koronalen Pulpadach wurden Dentinscheiben mit einer
Schichtstarke von 1, 1,5 oder 2,5 mm geschnitten.

& Werken, Duisburg, Deutschland). Das Messprinzip des Prepo-
meters beruht auf der Analyse der elektrischen Leitfahigkeit des
Dentins bzw. der Dentintubuli. Eine Korrelation zwischen dem
elektrischen Widerstand des Dentins und der Dentintubulidichte
bzw. der Restdentindicke tiber der Pulpa konnte nachgewiesen
werden (GENTE & BECKER-DETERT 1991; GENTE & WENZ 1991).
Zur Versuchsdurchfiihrung wurden je 30 Dentinpriifkorper mit
1,0 mm, 1,5 mm und 2,5 mm Dicke ausgewahlt, die jeweils glei-
che elektrische Leitfdhigkeiten aufwiesen. Durch diesesVorgehen
wurde gewdhrleistet, dass Dentinpriifkdrper mit gleicher Schicht-
starke auch gleiche Permeabilitdtseigenschaften aufwiesen. Nach
Bestimmung des elektrischen Widerstands wurden die ausge-
wahlten Proben mit y-Strahlen sterilisiert (Gamma-Service
Produktbestrahlung GmbH, Radeberg, Deutschland).

Zellkultur

L-929 Mausfibroblasten (Permanentzelllinie, Universitat Gottin-
gen, Deutschland) wurden bei 37 °C unter 5% CO:-Sittigung in
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM, Biochrom, Berlin,
Deutschland) kultiviert, welches mit 10% fotalem Kélberserum
(FKS, Invitrogen, Paisley, Schottland), 2% Gentamycin (Biochrom,
Berlin, Deutschland) und 25 mM HEPES (2-[4- (2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl]-ethan-sulfonsdure)-Puffer (Seromed, Berlin,
Deutschland) versetzt wurde.

Vor Applikation der perfundierten Eluate wurden je 12500 Zel-
len/well fiir 24 h in 96-well-Mikrotiterplatten in wasserdampf-
gesattigter Atmosphdre mit 5% CO2 bei 37 °C kultiviert.

Priifkammer und Versuchsdurchfiihrung

Zur Simulation einer kiinstlichen Pulpa-Dentin-Einheit wurden
die sterilisierten Dentinpriifkérper in Priiffkammern (Medizi-
nische Werkstatten, Universitat Gottingen, Deutschland) einge-
setzt und mit Zellkulturmedium perfundiert. Die Priiffkammer
besteht aus zwei autoklavierbaren verschliessbaren Kunststoff-
zylindern (Makrolon, Lutze, Gottingen, Deutschland), zwischen
die eine Dentinscheibe eingespannt werden kann. Jeder Zylinder
weist eine Offnung (Durchmesser 3 mm) am Kontakt zum Den-
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Abb.2 Schematische Darstellung der Perfusionskammer

tinpriifkorper auf, sodass die Applikation des Adhédsivsystems
auf die pulpaferne Dentinseite und die Perfusion des Priifkérpers
iiber die pulpale Dentinseite erfolgen kann (Abb. 2).
Unmittelbar vor Applikation der Adhésivsysteme wurden die
Priifkdrper zundchst fiir 15 min iiber die pulpale Dentinseite mit
Zellkulturmedium (2 ml/h) perfundiert. Dazu wurde die Ver-
suchsapparatur an eine 12-Kanal-Schlauchpumpe (IPC, Ismatec
SA Ziirich, Schweiz) angeschlossen. Das perfundierte Medium
wurde entnommen, 1:2 verdiinnt und zur Bestimmung des Basis-
werts der unbehandelten Dentinpriifkérper dem MTT-Test zuge-
fiihrt. Anschliessend wurden die Adhésivsysteme A—E nach Her-
stellerangabe auf die pulpaferne Seite aufgetragen und fiir 10 s
lichtpolymerisiert (Translux CL, Fa. Heraeus Kulzer, Hanau). Als
toxische Positivkontrolle wurde 35%ige H202-Losung (Gruppe F)
appliziert. In jeder Gruppe A-F wurden je fiinf Dentinpriifkor-
per mit 1,0 mm, 1,5 mm und 2,5 mm Schichtstédrke verwendet.
Das perfundierte Medium wurde gesammelt und nach 15, 30,
45, 60 und 120 min jeweils vollstindig entnommen und 1:2
verdiinnt.

Die zuvor fiir 24 h inkubierten L-929 Fibroblasten wurden nun
fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO: mit den Eluaten inkubiert und
anschliessend dem MTT-Test zugefiihrt. Der MTT-Test wurde bei
jeder Probe in Dreifachbestimmung vorgenommen. Der Mittel-
wert dieser drei Messungen wurde der weiteren statistischen
Analyse zugefiihrt.

MTT-Test

Der MTT-Test ist eine Nachweismethode zur Quantifizierung
der Formazanbildung, die nur in vitalen Zellen nach Zugabe
von MTT (3[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl Tetrazolium
Bromid) erfolgt. Durch die Aktivitdt der mitochondrialen Succi-
natdehydrogenase wird der Tetrazoliumring des MTT reduziert.
Das dabei entstehende Formazan kann fotometrisch bestimmt
werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die fiir 24 h mit dem
perfundierten Medium inkubierten Zellen mit MTT-Reagenz
(100 pl Zellkulturmedium und 25 pl MTT-Lésung/well) versetzt



und fir 120 min inkubiert. Die gebildeten Formazankristalle
wurden durch 20-miniitige Inkubation mit 100 yl Dimethylsul-
foxid (DMSO) freigesetzt und fotometrisch bei 595 nm quanti-
fiziert (Genion plus, Tecan Austria, Salzburg, Osterreich).

Statistische Auswertung

Die Extinktion des durch die unbehandelten Dentinpriifkdrper
perfundierten Mediums diente zur Bestimmung der Basisaktivi-
tat der Succinyldehydrogenase und wurde als 100%-Wert defi-
niert. Die Extinktion des perfundierten Eluats wurde in Relation
zu diesem Basiswert ermittelt.

Mithilfe von Bonferroni-Holm-adjustierten Einstichproben-
t-Tests wurde fiir jedes Adhésivsystem tiberpriift, ob sich die
Aktivitat der Succinyldehydrogenase nach 15 min signifikant
vom Basiswert unterscheidet. Die statistische Auswertung po-
tenzieller Unterschiede der Succinatdehydrogenase-Aktivitét
nach Anwendung der verschiedenen Adhésivsysteme erfolgte
durch eineVarianzanalyse (p <0,05), wobei die Schichtstarke der

Zytotoxizitdat von Adhésivsystemen

Dentinpriifkorper und die einzelnen Adhésivsysteme als unab-
héngige Variablen dienten. Die Aktivitdt der Succinyldehydroge-
nase nach 15 min wurde hierbei als Primérvariable angesehen,
da bereits in Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass poten-
zielle Unterschiede nur zum Zeitpunkt t = 15 erwartet werden
konnen. Die Werte zum Zeitpunkt t = 30 wurden nur zu des-
kriptiven Zwecken ausgewertet. Deshalb war in diesem Fall
keine Adjustierung notwendig. Auf signifikante Haupteffekte
erfolgte allerdings eine Analyse aller Paarvergleiche innerhalb
der Faktoren, die nach TUKEY adjustiert wurde.

Resultate

Die Aktivitdt der Succinyldehydrogenase nach Auftragen der
verschiedenen Self-Etch-Adhasivsysteme auf die 1,0 mm,
1,5mm und 2,5 mm schichtstarken Dentinpriifkorper ist in
Abb. 3 in Relation zum entsprechenden Basiswert und in Abhédn-
gigkeit von der Perfusionszeit des Mediums dargestellt.

Adper Prompt-L-Pop

115
110
105
100 = -
95
90
85
80

Enzymaktivitét
Succinyldehydrogenase (%)

75 t t t t
30 45 60

Perfusionsdauer (min)

o
-
o

Clearfil SE Bond
115

110
105 -

100

Enzymaktivitat
Succinyldhydrogenase (%)

——==25mm

30 45 60 120

Perfusionsdauer (min)

Resulcin Aqua Prime & Monobond

Enzymaktivitat
Succinyldehydrogenase (%)

—-——==25mm
75 t t t t

0 15 30 45 60
Perfusionsdauer (min)

120

Xeno lll

115

Enzymaktivitat
Succinyldehydrogenase (%)

0 15 30 45 60 120
Perfusionsdauer (min)
One up Bond F
: S
® -
c . ..
58 P
s 2 :
] .
x ————T—— N -
S R
2 | o
) -
o
g 1mm
S 15mm
——==25mm
45 60 120

Perfusionsdauer (min)

Abb.3a-e Aktivitdt der Succinyldehydrogenase (Mittelwert [MW] (%) und Standardabweichung [SD]) nach Auftragen der
verschiedenen Adhésivsysteme auf die 1,0, 1,5 und 2,5 mm schichtstarken Dentinpriitkrper in Abhangigkeit von der Perfu-
sionsdauer des Mediums. Die mit * gekennzeichneten Werte sind signifikant unterschiedlich im Vergleich zum Basiswert
(Aktivitat der Succinyldehydrogenase vor Auftragen des Adhésivsystems = 100%).
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Im Gegensatz zur Applikation von Adper Prompt-L-Pop (A)
fiihrte die Anwendung der Adhésivsysteme B-E (Xeno III, Clear-
fil SE Bond, One up Bond F, Resulcin Aqua Prime & Monobond)
auf 1,0 mm dicke Dentinscheiben zu einer signifikanten Reduk-
tion der Enzymaktivitat auf 78,8-84,9%. Diese Verdnderung war
im weiteren zeitlichen Verlauf jedoch riickldufig, sodass nach
30 min kein signifikanter Unterschied im Vergleich zum Basis-
wert vor Applikation des entsprechenden Adhasivsystems mehr
feststellbar war. Bei 1,5 mm dicken Dentinpriifkdrpern fithrte nur
das Auftragen von Xeno III (B: 81,3%) und Resulcin Aqua
Prime & Monobond (E: 82,9%) nach 15-mintitiger Perfusions-
dauer zu einer signifikant geringeren Enzymaktivitdt, die nach
30 min jedoch ebenfalls nicht mehr nachweisbar war. Das Auf-
tragen der Self-Etch-Adhdésivsysteme auf 2,5 mm dicke Dentin-
scheiben fiihrte in keiner Gruppe zu einer signifikanten Veran-
derung der Enzymaktivitit.

Bei allen Adhésivsystemen A-E war die Aktivitat der Succinyl-
dehydrogenase zum Zeitpunkt t = 15 bei Dentinschichtstarken
1,0 mm, 1,5 mm und 2,5 mm signifikant unterschiedlich, d.h.,
das zytotoxische Potenzial der Adhésivsysteme wurde mit zu-
nehmender Schichtstiarke der Dentinpriifkérper reduziert. Im
Vergleich aller untersuchten Adhasivsysteme zeigte sich ein si-
gnifikanter Unterschied der Enzymaktivitdt zwischen der Gruppe
A (Adper Prompt-L-Pop) und allen anderen Adhésivsystemen
B-E, welche wiederum nicht signifikant unterschiedlich vonein-
ander waren. Insgesamt war die Zytotoxizitdt von Adper Prompt-
L-Pop somit signifikant niedriger als die Zytotoxizitdt von Xeno
111, Clearfil SE Bond, One up Bond F und Resulcin Aqua Prime
& Monobond.

Die Applikation der 35%igen H.0»-Lésung (Positivkontrolle)
fithrte bei allen Priifkdrpern unabhédngig von der Dentinschicht-
stirke im gesamten Untersuchungszeitraum von 120 min zu
keiner messbaren Extinktion mehr, sodass von einem vollstan-
digen Zelltod ausgegangen werden kann.

Diskussion
Methodische Aspekte

Zellkulturmodelle dienen der initialen Priifung der unspezi-
fischen Zytotoxizitat und damit der biologischen Charakterisie-
rung dentaler Werkstoffe. Zur Analyse der zytotoxischen Eigen-
schaften von Adhésivsystemen werden Priifsysteme empfohlen,
die durch eine Diffusionsbarriere in Form von Dentinpriifkér-
pern einen indirekten Kontakt zwischen Testmaterial und Ziel-
zellen herstellen und somit die Situation der klinischen Appli-
kationsform simulieren (VAJRABHAYA et al. 2003; SCHMALZ et al.
2002, 1999, 1996; BOUILLAGUET et al. 1998; HANKS et al. 1988). Als
Vergleichsgrosse sollte ein in seinem biologischen Verhalten
bekanntes Material Verwendung finden, sodass in der vorlie-
genden Untersuchung eine 35%ige H2O»-Losung als Positiv-
kontrolle appliziert wurde, deren starke Toxizitét vielfach nach-
gewiesen wurde. Erwartungsgemass konnte nach Auftragen der
H20:-Losung keine Enzymaktivitdt der L-929-Fibroblasten mehr
nachgewiesen werden.

Aufgrund der dhnlichen Zusammensetzung, Dichte und Diffu-
sionseigenschaften von bovinem und humanem Dentin werden
bovine Priifkorper in zahlreichen Untersuchungen zur Toxizitét
von Adhasivsystemen verwendet (GALLER et al. 2005; SCHMALZ
et al. 2002, 2001, 1996; SCHILKE et al. 2000). Im Vergleich zu hu-
manem Dentin weisen bovine Priifkdrper eine geringere Varia-
bilitdt der Perfusionseigenschaften auf (SCHMALZ et al. 2001) und
konnen in grosserem Masse aus kariesfreien Zahnen gewonnen
werden, sodass eine hohe Homogenitét der Priifkdrper erzielt
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werden kann. Da eine Korrelation zwischen dem elektrischen
Widerstand von Dentin und der Dentintubulidichte besteht
(GENTE & BECKER-DETERT 1991; GENTE & WENZ 1991), wurde in
der vorliegenden Untersuchung zusétzlich die elektrische Leit-
fahigkeit der 1,0 mm, 1,5 mm und 2,5 mm schichtstarken Proben
bestimmt. Durch dieses Vorgehen wurde sichergestellt, dass
Prifkorper mit gleicher Schichtstarke auch gleiche Permeabili-
tatseigenschaften aufweisen.

Auch Permanentzelllinien werden in Dentinbarrieretests haufig
eingesetzt, da sie einfach zu kultivieren sind und ein reprodu-
zierbares Wachstumsverhalten aufweisen.

In verschiedenen Untersuchungen konnte nachgewiesen wer-
den, dass sich Primarkulturen aus humanen pulpalen oder
gingivalen Fibroblasten hinsichtlich der Sensitivitdt gegeniiber
Kompositmaterialien von Permanentzelllinien unterscheiden
(MOODLEY et al. 2005; GROBLER et al. 2004; HUANG et al. 2002;
THONEMANN et al. 2002). Dabei waren im Vergleich zu Perma-
nentzelllinien entweder hohere (GROBLER et al. 2004; THONEMANN
et al. 2002) oder niedrigere Konzentrationen (MOODLEY et al.
2005; HUANG et al. 2002) der Testmaterialien notwendig, um die
gleiche zelluldre Reaktion in der Primarkultur zu induzieren.
Insgesamt ist die Rangfolge der Toxizitdt verschiedener Kompo-
sitmaterialien in Primér- und Permanentzellkulturen jedoch
identisch oder dhnlich, sodass die Anwendung von Permanent-
zelllinien fiir Zytotoxizittstests durchaus angemessen ist und
empfohlen wird.

Die verwendete Priifkammer wurde in Anlehnung an das Modell
von SCHMALZ et al. (1996) entwickelt und erlaubt neben der
Diffusion des Testmaterials auch die Perfusion des Dentinpriif-
korpers. Die Perfusion der Dentinscheibe dient der Simulation
der Mikrozirkulation in der Pulpa, die fiir den Abtransport po-
tenzieller toxischer Substanzen verantwortlich ist. Die Perfu-
sionsrate von 2 ml/h orientiert sich an Untersuchungen von Kiv
et al. (1990), Kiv (1985), MATTHEWS & ANDREW (1995), die eine
pulpale Blutflussgeschwindigkeit von 0,6 bis 5 ml/h feststellen
konnten. Obwohl die Bestimmung der unspezifischen Zytotoxi-
zitdt der L-929 Fibroblasten durch eine indirekte Analyse (Ap-
plikation des perfundierten Eluats) vorgenommen wurde, er-
moglicht das Priifsystem standardisierte und reproduzierbare
Versuchsbedingungen und erlaubt einen Vergleich der verschie-
denen Adhdsivsysteme hinsichtlich ihrer unspezifischen Zyto-
toxizitat.

Zytotoxizitat der Adhéasivsysteme

In der vorliegenden Untersuchung zeigten die untersuchten
Eluate der Self-Etch-Adhésivsysteme Xeno III, Clearfil SE Bond,
One up Bond F und Resulcin Aqua Prime & Monobond zyto-
toxisches Potenzial. Insgesamt war die Toxizitat aller Materialien
jedoch mit zunehmender Schichtstdrke und Perfusionsdauer der
Dentinpriifkorper deutlich riicklaufig.

Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass verschiedene Bestand-
teile der Adhésivsysteme, z.B. Monomere oder Fotoinitiatoren,
zytotoxische Effekte auslosen konnen (ScHMALZ et al. 2005;
OLIVEIRA MAMEDE et al. 2004; HUANG & CHANG 2002; THONEMANN
et al. 2002; KaGa et al. 2001). Das Ausmass der Toxizitat ist sowohl
von der Permeabilitdt des Dentins und der Diffusionsgeschwin-
digkeit der Adhésivbestandteile als auch von der Sensitivitat der
verwendeten Zellen abhangig.

BOUILLAGUET et al. (1998) und GALLER et al. (2005) konnten nach-
weisen, dass die toxischen Auswirkungen von Adhésivsystemen
mit zunehmender Dentinschichtstarke und abnehmender Per-
meabilitdt der Dentinpriifkérper deutlich reduziert werden. Fer-



ner kann die nach Priparation des Dentins vorhandene Schmier-
schicht die Diffusion von Monomeren reduzieren (PASHLEY et
al. 1988). Die Toxizitat der Materialien wird ausserdem von der
Perfusion des Dentins beeinflusst und ist mit zunehmender
Perfusionsgeschwindigkeit und -dauer deutlich riicklaufig
(ScHMALZ et al. 2002, 2001, 1999; BOUILLAGUET et al. 1998).

Die Dentindiffusion ist ferner vom Molekulargewicht und der
Wasserloslichkeit der Adhdsivbestandteile abhdngig, wobei klei-
nere hydrophile Monomere, z.B. HEMA, schneller durch das
Dentin diffundieren und somit initial ein grosseres toxisches
Potenzial aufweisen als grossere Methacrylate, z.B. Bis-GMA
(THONEMANN et al. 2002; KaGa et al. 2001; HAMID & HUME 19974;
Hamip & HUME 1997b; BOUILLAGUET et al. 1996; GERZINA & HUME
1995). Im weiteren zeitlichen Verlauf zeigen dann jedoch lipo-
phile Monomere, z.B. Bis-GMA, aufgrund ihrer besseren Memb-
rangangigkeit ein grosseres zytotoxisches Potenzial (OLIVEIRA
MAMEDE et al. 2004; SzEep et al. 2002; YosH1 1997). Methacrylate
konnen mit zelluldrem Cholesterol und Phospholipiden inter-
agieren und somit zuVerdnderungen von membrangebundenen
Funktionen fithren. Ferner kdnnen mitochondriale Membran-
strukturen verdndert und die ATP-Synthese inhibiert werden.
Grundsitzlich kénnen einzelne Adhésivbestandteile sowohl
synergistisch, additiv oder antagonistisch wirken und die enzy-
matische Zellaktivitat reduzieren (HASHIEH et al. 1999; RATANA-
SATHIEN et al. 1995). Auch Fotoinitiatoren, z.B. Campherchinon,
konnen iiber die Bildung freier Radikale zytotoxisches und mu-
tagenes Potenzial entfalten (GEURTSEN et al. 1999a; 1999b). Ebenso
konnte in vitro nachgewiesen werden, dass das in einigen Ad-
hésivsystemen enthaltene Glutaraldehyd mutagen wirken kann
(SCHWEIKL & SCHMALZ 1999).

Die Monomer-Freisetzung aus Adhésivsystemen oder Kompo-
siten ist zundchst von dem Konversionsgrad der Materialien
abhingig. Verschiedene Untersuchungen konnten daher zeigen,
dass die Polymerisationsdauer und die Art der verwendeten
Polymerisationslampen somit indirekt auch die Zytotoxizitdt
dentaler Restaurationsmaterialien und Adhésivsysteme beein-
flussen konnen (SPAGNUOLO et al. 2004; ROLL et al. 2004; KAGA
et al. 2001; SLETTEN & DAHL 1999). Allerdings kénnen verschie-
dene Materialbestandteile auch im Anschluss an die Polymeri-
sation durch Erosion oder Degradation freigesetzt werden.
Bislang liegen nur sehr wenige Untersuchungen zur Zytotoxizi-
tat von Self-Etch-Adhésivsystemen vor. VAJRABHAYA et al. (2003)
stellten fest, dass die Applikation von «Etch & Rinse-Adhésiv-
systemen auf 500 pm dicken Dentinscheiben zu einer grosseren
Reduktion von L-929-Fibroblasten fiihrte als die Anwendung
eines Self-Etch-Adhésivsystems. Ebenso konnten HUANG &
CHANG (2002), HASHIEH et al. (1999) und VAJRABHAYA et al. (2003)
in vitro nachweisen, dass Self-Etch-Adhdsivsysteme eine ge-
ringere Toxizitdt aufweisen als konventionelle «Etch & Rinse»-
Adhaésivsysteme. SCHMALZ et al. (2002) zeigten, dass das selb-
stitzende Adhdsivsystem Prompt-L-Pop trotz seines deutlich
niedrigeren pH-Wertes (pH: 1) weniger zytotoxisch war als
verschiedene konventionelle Mehrkomponenten-Systeme mit
einem pH-Wert zwischen 4 und 6, die in der «Etch & Rinse»-
Technik eingesetzt werden.

Als Ursache flir die hohere Zytotoxizitat der «Etch & Rinse»-
Systeme wird die mit der Phosphorsdurekonditionierung der
Mehrkomponenten-Adhésive einhergehende Erhéhung der
Permeabilitiat des Dentins diskutiert, die zu einer besseren Dif-
fusion der toxischen Bestandteile fithren kann (VAJRABHAYA et al.
2003). SCHMALZ et al. (2001) und GALLER et al. (2005) wiesen
hingegen nach, dass die Wirkung der Saurekonditionierung auf
die oberste Dentinschicht begrenzt ist und eine signifikante

Zytotoxizitdat von Adhésivsystemen

Zunahme der Permeabilitdt erst bei Dentinschichtstarken von
weniger als 300 pm zu verzeichnen ist.

In der vorliegenden Untersuchung zeigte Adper Prompt-L-Pop
ein signifikant geringeres toxisches Potenzial als Xeno III, Clear-
fil SE Bond, One up Bond F und Resulcin Aqua Prime & Mono-
bond. Im Vergleich zum Basiswert 16ste die Applikation von
Adper Prompt-L-Pop weder bei 2,5 und 1,5 mm schichtstarken
noch bei 1,0 mm dicken Dentinpriifkérpern zytotoxische Reak-
tionen aus. Auch GALLER et al. (2005) konnten kiirzlich zeigen,
dass Prompt-L-Pop erst bei Anwendung auf Dentinpriifkdrpern
mit einer Schichtstdrke von weniger als 500 pm zytotoxische
Reaktionen ausloste. Im Gegensatz dazu kénnen Xeno 111, Clear-
fil SE Bond, One up Bond F und Resulcin Aqua Prime & Mono-
bond auch bei deutlich héheren Dentinschichtstdrken von
1,0 bis 1,5 mm Zellirritationen hervorrufen. Diese zytotoxischen
Effekte sind jedoch zeitlich begrenzt und nach einer Perfusions-
dauer von 30 min nicht mehr nachweisbar. Das unterschied-
liche zytotoxische Potenzial von Adper Prompt-L-Pop im Ver-
gleich zu den Adhasivsystemen Xeno III, Clearfil SE Bond, One
up Bond F und Resulcin Aqua Prime & Monobond konnte eben-
falls auf Unterschiede in der Produktzusammensetzung der
einzelnen Materialien zuriickzufiihren sein. Hierbei ist eine
Wertung der vorliegenden verwendeten Materialien aber nur
schwerlich moglich, da die untersuchten Materialien sehr hete-
rogen aufgebaut sind. Weitere Untersuchungen miissen daher
durchgefiithrt werden, um mogliche zytotoxische Komponenten
der Materialien zu identifizieren sowie die Kinetik der zytoto-
xischen Reaktion zu identifizieren.

Die vorliegende In-vitro-Untersuchung zeigt, dass die Applika-
tion von Self-Etch-Adhésivsystemen auf Dentin mit einer
Schichtstérke von weniger als 1,5 mm zytotoxische Reaktionen
auslosen kann. Die Zytotoxizitdt der Materialien ist jedoch zeit-
lich limitiert und nimmt mit steigender Dentinschichtstarke ab.
Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob sich die zytoto-
xischen Eigenschaften selbstdtzender «Non-Rinse»-Adhésive
von Systemen unterscheiden, die im Sinne der Total-Atz-Technik
(«Etch & Rinse») angewendet werden. Dabei kénnte es von
besonderem Interesse sein, welche dieser Adhésivsysteme bei
pulpanahem Dentin geringere Zytotoxizitdten aufweisen und
somit speziell fiir diese Anwendung geeignet sind.

Summary

WIEGAND A, Caspar C, BECKER K, WERNER C, ATTIN T: In vitro
cytotoxicity of different self-etching dental adhesive sys-
tems (in German). Schweiz Monatsschr Zahnmed 116: 614-621
(2006)

The study evaluated the cytotoxicity of five self-etching dentin
adhesive systems applied on dentin specimens of different thick-
nesses.

The test materials (A: Adper Prompt-L-Pop, B: Xeno II, C: Clear-
fil SE Bond, D: One up Bond F, E: Resulcin Aqua Prime &
Monobond) and a positive control (35% H202) were applied on
1.0, 1.5 and 2.5 mm thick bovine dentin specimens (each sub-
group n =5) in a dentin barrier test device. The experiments were
performed with perfusion (2 ml/h) of the pulpal part of the
chamber.The eluates were obtained before (baseline) and 15, 30,
45, 60 and 120 min after application of the adhesives and pipet-
ted onto L-929 fibroblasts. Cytotoxicity of the materials was
determined in relation to the baseline value using the MTT assay
and statistical analysis was performed by ANOVA.

After 15 min perfusion, test materials B-E applied on 1.0 mm and
B and E applied on 1.5 mm dentin specimens exhibited cytotoxic
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potential. However, after 30 min perfusion none of the adhesives
showed any toxicity. Cytotoxicity decreased with increasing
thickness of the dentin slices and was lower for Adper Prompt-
L-Pop compared to adhesives B-E.

Self-etching adhesive systems might exhibit cytotoxic potential
when applied on dentin of less than 1.5 mm thickness. However,
cytotoxicity of the materials decreased with increasing dentin
thickness and increasing duration of perfusion.

Résumé

Le but de cette étude in vitro était d’évaluer la cytotoxicité de cinq
systemes d’adhésion dentinaire de type «automordangant»,
apres application sur des spécimens dentinaires d"une épaisseur
différente.

Des disques de dentine bovine (1,0, 1,5 et 2,5 mm d’épaisseur:
n=>5 par groupe) ont été mis sous perfusion (2 ml/h) dans un
milieu de culture cellulaire situé dans une chambre en polycar-
bonate. Les adhésifs dentinaires automordangants suivants ont
été appliqués du coté opposé de la pulpe: Adper Prompt-L-Pop
(A); Xeno III (B); Clearfil SE Bond (C); One up Bond F (D); Re-
sulcin Aqua Prime & Monobond (E). Le H20235% (F) servait de
controle. Les surnageants ont été collectionnés avant (baseline)
et 15, 30, 45, 60 et 120 minutes apres application de I'adhésif, puis
ajoutés aux cultures de fibroblastes (L-929). La réponse cellulaire
a été déterminée par la méthode du MIT et comparée a la valeur
«baseline», en appliquant I"analyse statistique ANOVA (p<0,05).
Apres 15 minutes de perfusion, les matériaux expérimentaux
B-E, appliqués sur un échantillon dentinaire de 1,5 mm, mon-
traient des effets cytotoxiques. En revanche, apres 30 minutes,
aucun des adhésifs testés ne révélait un effet de cytotoxicité. En
fait, la cytotoxicité diminuait avec une épaisseur croissante de
dentine et était plus faible pour le Adper-Prompt-L-Pop comparé
aux adhésifs B-E.

Il peut étre conclu que les systemes d’adhésion dentinaire auto-
mordangants montrent un potentiel cytotoxique quand ils sont
appliqués sur de la dentine d"une épaisseur inférieure a 1,5 mm.
En revanche, la cytotoxicité des matériaux testés diminuait en
fonction d"une épaisseur dentinaire croissante et d'une durée de
perfusion prolongée.
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