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Zellwachstumsuntersuchung durch BCA-Proteinfarbung
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Der Untersuchungsbericht umfasst 6 Seiten.
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Grundstzliche Vorbemerkung

Gewebevertrdglichkeits-Untersuchungen, wie sie im Rahmen dieses Gutachtens untersucht

wurden, kénnen Auskunft auf eine generelle biologische Aktivitst im Si i fzi
(zelltoxischen Wirkung) geben. g desihbdcr

Die unmittelbare erlkung von auf der Haut getragenen Prifmaterialien (wie Textilien) kann in
letzter Konsequenz, jedoch nur durch dermatologische Priifungen ermittelt werden.

Untersuchungsziel

Ziel der Studie:

Mit dieser in-vitro Priifung wird das zytotoxische Potenzial des Prifmaterials untersticht. Die
Prilfung erfolgt mit der Maus Zellinie L 929 in deren Nahrmedium unterschiediiche
Konzentrationen des Schweilextraktes der Priifmaterialien gegeben wurden, Die Vitalitit der
Zellen bzw. potenzielle zelltoxische Wirkung des Priifmaterials wird durch die Bestimmung des

Proteingehaltes der behandelten Zellkulturen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen
quantitativ bestimmt,
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Methode

In der angefihrten vorliegenden Prifung wurden am Forschungsinstitut Hohenstein
SchweiRextrakte des Untersuchungsgutes hergestellt. Dazu wurde das Untersuchungsgut mit
einer sauren Schweiltlosung (5 g NaCl, 1,95 g NaH;PO4eH;0, 0,5 g Histidin pro |, pH 5,5) 24 Std.
bei 37° C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Der hieraus entstandene so genannte Schweifbextrakt
wurde zunachst im Verhaltnis 1:1 mit Zellkulturmedium (DMEM mit 10 % FKS / pH 7,4) gemischt.
Bindegewebszellen L 929 wurden 68 — 72 Std. mit dieser Losung (Verdinnungsstufen (33,3 % -
4.4 %) behandelt.

Die hichste getestete Konzentration betrug 33,3 % des Schweifextrakls im Endansatz sowie
Verdiinnungen zu 22,2 %, 14,8 %, 9,9 %, 6,6 % und 4,4 %. Nach der Inkubationsperiode wurde
der Proteingehalt der Kulturen mit dem der Kontrollen (Positivkontrolle 5% DMSO
Dimethylsulfoxid in DMEM + 10 % FKS, Negativkontrolle Phosphat-gepufferte Lésung (PBS) 1+1
in DMEM + 10 % FKS) verglichen und daraus das Zellwachstum in Anwesenheit des Prifmaterials
ermittelt. In Gegenwart zelltoxischer Substanzen zeigen sich verdnderte Proliferations- und
Teilungsraten der Zellen (Wachstumsinhibitions-Test) durch Vergleich des Proteingehaltes der
behandelten Zellkulturen mit dem Proteingehalt unbehandelter Kontrollkulturen.

Die Zellen

Die Durchfilhrung der Studie erfolgte mit L 929 Zellen (ATCC Nr. CCL1, NCTC Klon 929 L (pSMZ)
aus dem Bindegewebe der Maus. Diese Zellinie wird seit vielen Jahren erfolgreich flr in vitro
Experimente benutzt. Sie zeichnet sich durch eine gute Klonierungsféahigkeit sowie durch eine

hohe Proliferationsrate aus. e
Zum Versuch wurden Stammkulturen in 75 cm? Zellkulturflaschen (Greiner) in DMEM (Biochrom)

mit FKS (Biochrom) bei 37°C + 1°C und 5,0 % CO; kultiviert.

Testgruppen

1. Losungsmittelkontrolle  Phosphat-gepufferte Lésung (PBS) 1+1 in DMEM mit 10 % FKS
2. Positivkontrolle DMSO (5 %) in DMEM mit 10 % FKS
3. Priifmaterial Konzentrationen des Prifmaterials: 4,4 %, 66 %, 9.9 %, 14,8 %,

22,2%und 333 %

Eine Positivkontrolle wurde in dem Experiment mitgefilhrt, um die Validitét des Testsystems zu
bestatigen.
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Experimentelle Versuchsdurchfithrung

Die vorbereitete Priflosung und die Losungsmittelkontrolle wurden in 5 Stufen im Verhaltnis von
2:3 verdinnt, und 100 pl der verschiedenen Verdiinnungsstufen bzw. 100 pl der Kontrollen im
Dreifachansatz in die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte (Greiner) pipettiert.

Exponentiell wachsende Stammkulturen wurden in Ca-Mg-freiem PBS gewaschen und ca. 3
Minuten trypsiniert. Die enzymatische Reaktion wurde mit DMEM mit 10 % FKS abgestoppt und
eine Einzelzellsuspension hergestellt. Die Zelldichte wurde auf 1,0 x 10° Zellen/ml eingestellt. Mit
Ausnahme der flr die Leerwert-Bestimmung vorgesehenen Ansédtze wurden 50 pl der
Zellsuspension in jede Vertiefung der 96-Loch-Platte gegeben. Die Zellkulturplatte wurde 69 - 72
Std. im Brutschrank inkubiert (37 + 1°C, 5,0 % CO; / 95 % Luft).

BCA-Férbung und Messung

Der Proteingehalt der Zellkulturen in jedem Ansatz wurde kolorimetrisch bestimmt (BCA-
Proteinreagenz, Uptima). Die Messung erfolgte an einem Mikro-Platten Auto-Reader (Tecan
Geniosll), ausgeriistet mit einem 540 nm Filter.

Von Absorptionswerten (Assnm) der drei Parallelansdtze wurde jeweils der Mittelwert mit
Standardabweichung bestimmt. Die Berechnung der prozentualen Wachstumshemmung (% WH)
erfolgte nach folgender Formel:

(Assonm Probe) — (Asionm Leerwert)
(Assonm Kontrolle) - (Assonm Leerwert)

% WH = 100 - 100 x

A s40nm Probe:
A sq0nm Leerwert:
A sq0nm Kontrolle:

Absorptionswert des Priifmaterials
Absorptionswert des Leerwertes (ohne Zellen)
Absorptionswert der Lésungsmittelkontrolle

Bewertung der Ergebnisse

Nach Borenfreund und Borrero (Literatur: Borenfreund, E. und Borrero, O., Cell Biol Toxicol, 1984
Oct;1(1):55-65) kann der Proteingehalt der Zellkulturansétze als Maf fir das Wachstum der L 929
Mausfibroblasten bzw. fir eine Wachstumshemmung in Gegenwart zelltoxischer Substanzen
dienen. Als eindeutig zelltoxischer Effekt wird hierbei eine Wachstumshemmung von mehr als
30 % im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle gewertet. Dies wird in der Regel bei der héchsten
Extraktionsstufe von 33,3% des Schweillextraktes erreicht.
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Schweiflextrakte wurden von folgendem Artikel hergestelit:

Probe Nr. Artikel
1 trickschl i
SR B Unter den angegebenen Bedingungen zeigte der SchweiBextrakt des Untersuchungsgutes im
Zytotoxizitatstest keine signifikante biologische Aktivitdt. Daraus ist zu schlieBen, dass im
Gebrauch des Untersuchungsgutes keine zelltoxischen Substanzen freigesetzt werden.
Die Biokompatibilitdtsuntersuchung nach SO 10993-5 wird primdr angewandt bei
Ergebnisse Medizinprodukten die in direktem Kontakt zu Kérmperoberflachen stehen. Die Priifung auf
Zytotoxizitat ist als Basis fir alle Medizinprodukte anerkannt und erforderlich. Durch den Einsatz
Probe Nr. 1 von Zellkulturen ist es méglich, aus den gepriften Produkten heraus lsbare toxische Substanzen
nachzuweisen. Die Zytotoxizitdtsprifung liefert damit erste Anhaltspunkte flr die biologische
Rel. Proteingehalt: Vertraglichkeit des eingesetzten Produktes. Die Freisetzung toxischer Substanzen aus einem
* Wachstums- Textilprodukt mit Hautkontakt ist Voraussetzung fiir die Entstehung einer Hautirritation.
1 2 3 X - s hemmung in %
Leerwert: 0.1966 0.2023 0.2152 0.2047 & 0.010
Positivkontrolle: 0.2879 0.2706 0.2798 0.2794 * 0.009 91
Negativkontrolle: 1.0596 1.0065 0.9560 1.0074 + 0.052 0
L&sungsmittelkontrolle:
33,30% 1.0521 0.9839 0.9767 1.004 + 0042 0
22,20% 1.0243 0.9768 1.0060 1.002 + 0024 0
14,80% 1.0000 1.0013 0.9984 1.000 #0001 0
9,90% 1.0557 0.9642 1.0381 1.019 + 0049 0
6,60% 0.9925 0.9619 1.0099 0.988 + 0024 0
4,40% 1.0077 1.0736 1.0522 1.045 * 0.034 0
Mittelwert 1.010 :
Schloss Hohenstein, 07. Marz 2005
Prilfmaterial:
Der Abteilungsdirektor des Instituts Die Leiterin des Laboratoriums
33,30% 0.9687 0.9029 09228 0.931 * 0.034 9 fiir Hygiene und Biotechnologie fiir Hygiene und Biotechnologie
22,20% 0.9956 0.9900 09783 0.988 L 0.009 2
14,80% 1.0391 1.0257 1.0320 1.032 * 0.007 1]
9,90% 1.0156 1.0553 1.0387 1.037 * 0.020 0 / /
6,60% 1.0781 10407  1.0748  1.065 + 0021 0 9 ; é@‘
4,40% 1.1365 1.0542 1.0961 1.096 * 0.041 0

Dr. med. habil Dirk Héfer Dipl.-Biol. Jutta Secker



