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Schonende Sterilisation von biologisch aktiven Implantaten

Teil IV: Vergleichende elektronenmikroskopische Beobachtungen zum EinfluB von
Wasserstoffperoxid und Wasserstoffperoxid-Tensid-HarnstoffeinschluBBverbindungen auf humane

Amnionepithelzellen in einer Perfusionszellkultur

Gentle Sterilisation of Biologically Active
Implants

Part IV: Comparative Electron Microscope Observations
on the Influence of Hydrogen Peroxide and Hydrogen
PeroxidefSurfactant Urea Inclusion Compeunds on
Human Amnion Epithelial Cells in a Perfusion Cell
Culture

The use of physiological substances such as H,0, as a com-
ponent of a multiple stage sterilisation process for biologi-
cally active implants is advantageous because the expected
toxicity is low. Border surface active, ordered structures
with anionic, amphionic, cationic, nonionic, or multifunc-
tional surfactants and H,0, in the form of inclusion com-
pounds in urea significantly enlarges the range of appli-
cations for H,0,. Of the many possible variations, the H,0,
laurylsorbitan urea ester inclusion compound was selected
for examination in perfusion cell cultures. This inclusion
compound with a near-natural surfactant is characterised
by a balanced antibacterial efficacy range coupled with
lower toxicity to mammal cell than that of hydrogen per-
oxide.

When a substance acts on a living structure, prior to reach-
ing the stage at which irreversible damage occurs, one
would expect to see toxic reactions that are dependent on
concentration and time and reversible on discontinuing the
substance. Until now it has hardly been possible to examine
these microtoxic changes. To document this reversible dam-
age, we developed a test model, the perfusion cell culture
with continuous biosensor measurements of metabolic
products. In perfusion cell cultures, the cells fioat in a con-
tinuously refreshed nutrient solution, and all metabolic
products are continuously removed. Since these conditions
result in an equilibrium, the cell metabolism remains
relatively constant for a sufficiently long observation period
{up to 7 days}. Cells react to specific input signals, such as
toxins in the surrounding medium, by varying characteristic
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output signals. One parameter that is suitable for examin-
ing reversible toxic reactions is glucose metabolisation. It
can be continuously measured over prolonged observation
periods using enzyme biosensors. More detailed characteri-
sation of any changes in cell morphology within the per-
fusion cell culture with or without the influence of the to-
xin is possible using scanning or transmission electron
microscopy. It could be shown by transmission electron
microscopy that there are no changes in cell ultrastructure
under the conditions prevailing in perfusion cell cuitures. By
using a scanning electron microscope it is possible to ob-
serve changes in the amount of microvilli. Microvilli occur
on absorptive epithelia and may increase the cell surface to
a multiple of its original size. They are responsible for the
exchange of substances with the surrounding medium. Their
number and length can vary greatly, depending on cell ac-
tivity. In the perfusion cell culture the number of microvilli
decreases significantly with increasing cell age even in the
absence of toxins.

Perfusion cell cultures permit a realistic assessment of the
effects of H,0, at physiologically relevant concentrations on
mammal cells. H,0, at concentrations like those that may
occur during phagocytosis has no significant influence on
the creation of microvilli. No changes in the organellas
under the influence of H,0, are discernible by transmission
electron microscopy. The metabolisation of glucose is sig-
nificantly reduced under the influence of H,Q, This in-
fluence on glucose metabolisation precedes any morpho-
logical changes and is fully reversible. This testing arrange-
ment is therefore suitabie for early detection of toxic reac-
tions.

The sensitive, well-differentiated cellular surface structures
exhibit significant differences between the influence of
H,0, and the corresponding inclusion compound. By
contrast with H,0, the formation of a microvilli-rich frac-
tion is significantly promoted by the H,0, laurylsorbitan
urea ester inclusion compound during the entire 24 h expo-
sure time. Even 24 h after exposure has ended, it is still poss-
ible to detect a larger number of microvilli. The reduction in
the microvilli-rich fraction associated with the ageing pro-
cess is significantly retarded under the influence of the in-
clusion compound. No changes in cellular ultrastructure
were observed under the influence of the inclusion com-

Hyg Med 23. Jahrgang 1998 - Heft 11 465



W.-D. Jilich et al.

pound. The glucose metabolism of the cell is reversibly re-
duced.

Following the proposal for sterilisation of enzymatic glucose
sensors in a two-level process as described in earlier parts of
this report, the sensor is stored in a solution containing 3%
inclusion compound until used. One has to assume that the
inclusion compound is partially adsorbed to the surface of
the sensor. Available studies further demonstrate that ad-
sorbed portions of the inclusion compound that might have
been transmitted during sensor implantation are toxicologi-
cally innocuous. Unless this adsorbed compound is removed
by repeated washing, a reduction in cellular adherence to
the surface of the sensor is obtained as a desirable effect.

The combination of high antibacterial efficacy and low
toxicity afforded by the inclusion compounds, with the con-
comitant cetlular adherence of the treated surfaces, is re-
markable and recommends these antibacterial components
of a multilevel sterilisation process for other biologically ac-
tive implants as well.

Keywords: multiple stoge sterilisation processes , hydrogen
peroxide, inclusion compound, perfusion cell culture, cyto-
toxicity, cellulor odherence

Zusammenfassung

Der Cinsatz physiologischer Wirkstoffe wie H,0, als Kompo-
nente in einem mehrstufigen Sterilisationsverfahren fiir
biologisch aktive Implantate ist auf Grund der zu erwarten-
den geringen Toxizitdt vorteilhaft. Eine wesentliche Erwei-
terung der Anwendungsmaoglichkeiten von H,0, wird durch
grenzflichenaktive geordnete Strukturen mit anionischen,
zwitterionischen, kationischen, nichtionischen oder poly-
funktionellen Tensiden und H,0, in Form von EinschluBver-
bindungen in Harnstoff erreicht. Aus der Vielzahl der még-
lichen Varianten wurde flr die Untersuchung in der Perfu-
sionszellkultur die H,0,-Laurylsorbitanester-Harnstoffein-
schluBverbindung ausgewahlt, die sich durch ein ausgegli-
chenes antimikrobielles Wirkungsspektrum bei einer im Ver-
gleich zum Wasserstoffperoxid geringen Toxizitat auf Siu-
getierzellen auszeichnet.

Bevor bei der Einwirkung eines Wirkstoffs auf eine lebende
Struktur irreversible Schidigungen eintreten, ist konzentra-
tions- und zeitabhingig mit mikrotoxischen Schiden zu
rechnen, die nach Absetzen des Wirkstoffs reversibel sind.
Zur Erfassung solcher reversibler Schadwirkungen haben wir
mit der Perfusionszellkultur mit kontinuierlicher biosensori-
scher Erfassung von Stoffwechselprodukten ein Versuchs-
modell entwickelt, bei dem eine Gleichgewichtslage erreicht
wird, so daB der Zellstoffwechsel fiir eine ausreichend lange
Beobachtungszeit (bis zu 7 d) relativ konstant ist.

Die Perfusionszellkultur gestattet eine realistische Einschat-
zung der Auswirkungen von H,0, in physiologisch relevan-
ten Konzentrationen auf S3ugetierzellen. Die an Amnion-
epithelzellen auftretenden Verdnderungen wurden mit der
Elektronemikroskopie sowie durch Messung des Glukose-
stoffwechsels untersucht. Die Zahl der Mikrovilli nimmt bei
den Kontrollen in Abhéngigkeit vom Alter der Perfusions-
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zellkultur ab. Durch H,0, wird dieser ProzeB nicht signifi-
kant beeinfluBt. Verdnderungen der Zellorganellen sind mit
der Transmissionselektronenmikroskopie nicht erkennbar.
Der Glukoseverbrauch wird unter Einwirkung von H,0, sig-
nifikant vermindert. Diese toxische Wirkung von H,0, ist re-
versibel. Unter dem EinfluB der EinschiuBverbindung wird
die Ausbildung von Mikrovilli im Vergieich zur Kontrolle
ohne Wirkstoff und zu Zellen wahrend der H,0 -Einwirkung
verstirkt. Dieser Effekt ist wahrend der gesamten Einwir-
kungszeit (4-24 h) signifikant. Auch 24 h nach Beendigung
der Einwirkungszeit ist noch eine gréBere Zahl von Mikro-
villi nachweisbar. Verinderungen der Ultrastruktur der Zel-
len wurden unter dem EinfluB der EinschluBverbindung
nicht beobachtet. Der Glukoseverbrauch der Zellen wird re-
versibel herabgesetzt. Die Verbindung von hoher antimikro-
bieller Wirksamkeit und geringer Toxizitét der EinschluBver-
bindungen mit verminderter Zytoadhirenz der damit be-
handelten Oberflichen ist bemerkenswert und 136t diese als
antimikrobielle Komponenten in mehrstufigen Sterilisati-
onsverfahren auch flir andere biologisch aktive Implantate
interessant erscheinen.

Schliisselwdrter; mehrstufige Sterilisationsverfahren, Was-
serstoffperoxid, EinschiuBverbindunyg, Perfusionszellkultur,
Zytotoxizitit, Zytoadhdrenz

1 Einleitung

Insbesondere fiir die Sterilisation biologisch aktiver Implan-
tate ist es wiinschenswert, (iber antimikrobielle Wirkstoffe
zu verfligen, die nur aus naturidentischen oder naturnahen
Komponenten bestehen. Kramer et al. (1) haben die Vorteile
beschrieben, die durch Bildung supramolekularer Struktu-
ren aus naturnahen Komponenten erreicht werden kéinnen.
Am Beispiel von EinschluBverbindungen aus Tensiden und
H,0, in Harnstoff haben wir gezeigt, daB derartige Verbin-
dungen in einem Zweistufenverfahren zur Sterilisation en-
zymatischer Biosensoren vorteilhaft eingesetzt werden kon-
nen (2). Im Gegensatz zur Verwendung von H,0, wird dabei
die Funktionalitdt von enzymatischen Glukosesensoren
auch nach liangerer Lagerung nicht eingeschrinkt (3). Auch
im Hinblick auf die Biokompatibilitit der sterilisierten Sen-
soren ergeben sich Vorteile beim Einsatz der EinschluBver-
bindungen (4). Bei toxikologischen Untersuchungen solcher
CinschluBverbindungen waren im Vergleich mit H,0, diber-
raschend giinstige Ergebnisse erhalten worden (5). In Fort-
setzung dieser Untersuchungen erfolgte daher eine verglei-
chende elektronenmikroskopische Untersuchung an
Amnionepithelzellen (FL-Zellen) in einer Perfusionszellkul-
tur vor, wahrend und nach der Einwirkung von H,0, und ¢i-
ner EinschluBverbindung. Ergdnzend dazu wurde der Gluko-
sestoffwechsel der Zellen gemessen.

2 Methodik

2.1 Synthese der H,(,-Laurylsorbitanester-
HarnstoffeinschluBverbindung (EO 210}

5 g einer Laurylsorbitanester-HarnstoffeinschiuBverbin-
dung wurden mit 5 g 30%igem Percarbamid unter stin-
digem Durchmischen erwérmt (6). Zwischen 100-120 °C
beginnt ein Sinterungsprozef, der zur weitgehenden Ver-
fliissigung und Homogenisierung des Produkts fiihrt. Die



nach Abki{ihlung erhaltenen Kristalle enthalten, wie durch
iodometrische Titration bestitigt wurde, 15% H,0..

2.2 Priifkonzentrotionen

H202 wurde in einer Konzentration von 0,003% unter-
sucht. Diese Konzentration entspricht einer Konzentra-
tion, die in der Umgebung phagozytierender Zellen ma-
ximal erreicht werden kann (1). Bei der Phagozytose
kann durch Wechselwirkung mit anderen reaktiven Sau-
erstoffinetaboliten bereits bei so niedrigen Konzentratio-
nen eine antibakterielle Wirksamkeit erwartet werden (7).
In vitro ist erst eine Konzentration von 0,0125% bakte-
riostatisch gegen S. aureus wirksam (1). Vergleichend
wurde die Einschlufiverbindung 0,02%ig, d. h. mit dem
gleichen effektiven H,0,-Gehalt (0,003%) untersucht. Bei
der In-vitro-Testung der EinschluBverbindung wird be-
reits durch eine effektive H,0,-Konzentration von
0,003% eine absolute Wachstumshemmung von S. au-
reus beobachtet (1).

2.3 Perfusionszellkulftur

Fiir die Perfusionszellkultur nach Minuth (8, 9) wurden
FL-Zellen trypsiniert, 100 ml einer Zellsuspension (3 X
108 Zellen/ml} in Wachstumsmedium {(Dulbecco modifi-
ziertes Eagle-Medium mit 10% neonatalem Kilberserum,
1% Natriumhydrogencarbonat und 1% Penicillin/Strep-
tomycin) werden auf einen Zelltrdger (Thermanox Nunc
Inc) gebracht. Nach 24 h Bebritung bei 37 °C und 5%
C0,-Gehalt wird der bewachsene Zelltriiger in den Per-
fusionstriger (Minucells and Minutissue Vertriebs-
GmbH, Bad Abbach} iiberfiihrt. In das Kulturmedium
(MEM Dulbecco mit 1% Hepes und 0,1% Natriumhydro-
gencarbonat und 1% N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin)
wird die Priifsubstanz bzw. bei der Kontrolle steriles de-
stilliertes Wasser gegeben. Die Losung wird bei 37 °C mit
einer Geschwindigkeit von 1 ml/h iiber den Triger ge-
pumpt, so daB die Zellen stindig mit frischen Nahrstof-
fen versorgt und die Stoffwechselprodukte standig abge-
fithrt werden. Hinter der Zellkultur wurde im FluBsystem
ein enzymatischer Glukosesensor angeordnet (10). Dieser
ermdglicht die kontinuierliche Messung des Glukosever-
brauchs der Zellen wihrend des Versuchs.

2.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Nach 4, 8, 12, 24 und 48 h wurde jeweils ein Zelltrager
mit den anhaftenden FL-Zellen aus dem Perfusionstrager
entnommen, kurz bei 37 °C in Hanks  physioclogischer
Losung (Sigma, mit 25 mM NaN,) gewaschen und in
Glutaraldehyd (Fluka, 3% im gleichen Puffer, 90 min)
von anfangs 37 °C und spéter 20 °C gelegt und dann 12
bis 24 h bei 4 °C gelagert. Nach griindlichem Waschen in
Waschpuffer (6 X 5 min, 0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,4
mit 0,5 mM CaCl,) wurden die Proben in Osmiumtetroxid
(Roth) nachfixiert {30 min, 2% in Waschpuffer), in 0,9%
NaCl gewaschen {7 X 5 min}, fiir 90 min in Uranylazetat
(Merck) berfithrt (2% in 0,9% NaCl) und dreimal kurz in
Aqua bidest. gewaschen. Die Entwisserung der Zellen er-
folgte in Stufen mit 30, 50, 70, 90 und 96%
Fthanol (je 10 min ) und 3maligem Wechsel von wasser-
freiem Ethanol (je 15 min). Die Proben wurden stufen-
weise (1:1, 1:3 je 10 min) in Propylenoxid {SERVA)
und weiter in das Einbettungsmittel Glycidether 100
(Roth) je 60 min 25, 50, 75, 100% tiberfithrt und die Ein-
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bettungsmischung nach 12 und 6 h erneuert. Die Zell-
triger wurden dann mit den Zellen nach unten auf die
geglittete Seite von fertigen Harzblockchen gelegt und
nach Vorschrift des Herstellers polymerisiert. An-
schlieBend wurde der Zelltriiger abgezogen und nach
Trimmen eines schmalen Steges Ultradiinnschnitte ange-
fertigt (Ultracut S, Leica), die 4 min mit 4% Uranylazetat
und 1 min mit Blei nach Hanaichi {11) nachkontrastiert
wurden. Die Auswertung der Priparate erfolgte bei 60 kV
mit einem Zeiss Transmissionselektronenmikroskop EM
906. Es wurde der Einflu} der untersuchten Verbindun-
gen auf die Ultrastruktur der FL-Zellen untersucht und
die Durchmesser der Mitochondrien ausgemessen. Die
Signifikanzpriifung erfolgte im Rangsummentest nach
Wilcoxon fiir unverbundene Stichproben,

2.5 Rusterelektronenmikroskopie

Fiir die Priparation der Proben wurde eine von Wollwe-
ber et al. (12) sowie Hanschke und Schauer (13) einge-
setzte Methode modifiziert, um die wihrend der Entwiis-
serung und Trocknung auftretenden Schrumpfungen
einzuschrianken, die insbesondere bei den auf einer Un-
terlage haftenden Gewebekulturzellen erhebliche Pripa-
rationsartefakte verursachen konnen. Alle Priparations-
schritte mit Ausnahme der Lagerung iiber Nacht in 70%
Ethanol erfolgten bei Raumtemperatur. Nach griindli-
chem Waschen in Waschpuffer (6 X 5 min, 0,1 M Caco-
dylatpuffer, pH 7,4 mit 0,5 mM Ca(l,) wurden die Pro-
ben in frisch filtriertes Tannin (Mallinckrodt Inc, USA,
Nr, LOT1764, 2% in Waschpuffer, 90 min) iberfiihrt und
emeut 6 mal 5 min in Waschpuffer gespiilt. An-
schiieBend folgte eine Nachfixierung in Osmiumtetroxid
{2% in Waschpuffer, 90 min) und nach griindlichem Wa-
schen mit 0,9% NaCl eine Fixierung in Uranylazetat (2%
in 0,9% NaCl, 90 min). Nach zweimaligem Waschen in
Aqua bidest. wurden die Proben in einer aufsteigenden
Ethanolreihe entwissert, 3 X 20 min in 100% Ethanol
gelegt und dann tiber Mischstufen (25, 50, 75%) in Es-
sigsiure-iso-amylester {Riedel-de Haen) iiberfiihrt. Die
Trocknung der Proben erfolgte durch Kritische-Punkt-
Trocknung (Polaron CPC7501, VG Microtech, U. K.) un-
ter Verwendung von CQ,. Die Proben wurden auf Ob-
jekttriger aufgeklebt, mit Leitsilber versehen und in ei-
nem Sputter-Coater (Polaron SC7640, VG Microtech,
U.K.) mit 5 nm Gold beschichtet. Die Auswertung er-
folgte mit einem Zeiss Rasterelektronenmikroskop DSM
940 A bei 10 kV Beschleunigungsspannung und einer
Vergriflerung von 1000,

Der EinfluB} der untersuchten Verbindungen auf die Zell-
morphologie und auf den Besatz der Zelloberfliche mit
Mikrovilli wurde in den gleichen Zeitintervallen wie bei
2.4 untersucht. Es wurden dic Bilder von 1397 Zellen
(Kontrollen), 1343 Zellen (H,0,} bzw. 1274 Zellen (EO
210) ausgewertet und von 2 unabhiingen Personen Klas-
sen mit hohem (+++), mittlerem (++) und geringem (+)
Mikrovillibesatz zugeordnet. Zur Signifikanzberechnung
wurde der x?-Test eingesetzt,

3 Ergebnisse

Nach etwa 15 h haben die Zellen unter Bedingungen der
Perfusionszellkultur einen stabilen stationdren Zustand
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unterschied sich der Besatz der Zellen mit Mikrovilli nur
wenig von dem der Kontrollen {Abh. 4).

Wihrend der Einwirkung der EinschluBverbindung
lieBen sich keine Verinderungen der Zellultrastruktur er-
kennen. Die Durchmesser der Mitochondrien lagen zwi-
schen 0,35 und 0,45 mm und wichen nicht signifikant
von der Kontrolle und von denen in Zellen unter H,0 -
Einwirkung ab. Es kommt zu einer Herabsetzung des
Glukoseverbrauchs der Zellen, der im Vergleich zu
H,0,in den ersten Stunden der Einwirkungszeit etwas
verzogert eintritt (Tab. 1), Der EinfluB auf den Glukose-
verbrauch ist vollstindig reversibel.

Unter dem EinfluB der Einschlufiverbindungen war der
Anteil der Zellen mit einem reichen Mikrovillibesatz im
Vergleich zu den beiden anderen Versuchsgruppen er-
hoéht (Abb. 2). Der physiologische Prozefl der Verminde-
rung der Ausbildung von Mikrovilli, den wir bei den
Kontrollen beobachtet haben, wurde unter dem EinfluB
der HamstoffeinschluBverbindung verlangsamt. (Abb.
4). Das gilt auch im Vergleich zur H,0,-Einwirkung,. Die
Verschiebung zu einer Fraktion mit einem mittleren Ge-
halt an Mikroviili und auch zu der Fraktion mit einem
hohen Anteil an Mikrovilli ist wihrend der Einwirkung
der EinschluBverbindung ECQ 210 signifikant von der
wiihrend der Einwirkung von HZO2 verschieden (y*-Test,
P < 0,05) (Abb. 5). Der Einfluf} auf die Ausbildung von
Mikrovilli war auch 24 h nach Absetzen des Wirkstoffes
deutlich erkennbar (Abb. 6).

4 Diskussion

H,0, ist ein physiologischer Wirkstoff, der im Saugetier-
organismus als Mediator zytotoxischer und immunregu-
latorischer Wirkungen bei der Infektabwehr eine groBe
Rolle spielt (7). Das Konzept einer essentiellen Beteili-
gung sauerstoffabhiingiger Mechanismen an der bakteri-
ziden Wirkung von Phagozyten ist heute allgemein ak-
zeptiert. Blut-Monozyten bilden nach Stimulierung in-
nerhalb von 15 min 0,5 nmol H,0,/10° Zellen, Alveolar-
makrophagen 1,2 nmol/10® Zellen und polymorphker-
nige Granulozyten sogar 4,7 + 0,3 nmol{10° Zellen (7).
Eine H,0,-Konzentration von 0,003%, wie sie bei unse-
ren Versuchen eingesetzt wurde, bewirkt eine Hemmung
der zytolytischen Aktivitidt von Killerzellen ohne diese
abzuttten (14). Bakterien und Sédugetierzellen verfiigen
in unterschiedlichem AusmaB iiber Mechanismen zur Re-
paratur der durch H,0, bewirkten Lésionen (15). Die Wir-
kung von H_0, ist abhéingig von den Schutzmechanis-
men, die die meisten Zellen gegeniiber der toxischen
Wirkung reaktiver Sauerstoffverbindungen ausgebildet
haben (16). Sdugetierzellen sind gegen solche H,0,-Kon-
zentrationen, wie sie bei der Phagozytose entstehen, ge-
schiitzt. Der Sdugetierorganismus besitzt aulerdern Még-
lichkeiten zum raschen Abbau von H,0,,s0 daB eine An-
hiufung toxischer Konzentrationen nicht eintreten kann.
Bei einem im Stoffwechsel der Siugetiere stindig gebil-
deten Wirkstoff ist keine Sensibilisierung zu erwarten.
Diese Vorteile eines physiologischen Wirkstoffes werden
hei einem Kombinationsverfahren zur Sterilisation bio-
logisch aktiver Implantate genutzt, bei dem nach Be-
handlung mit niedrig dosierter Gammastrahlung eine La-
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gerung in einer H,0,-Lésung erfolgt (17). Bei Untersu-
chungen mit einem Glukosesensor zeigte sich aber, daB
inshesondere bei lingerer Einwirkung Schidigungen des
MeBsystems nicht auszuschlieBen sind (3).

Wenn H,0, zusammen mit naturnahen Tensiden in
Harnstoff eingelagert wird, werden geordnete grenz-
flichenaktive Strukturen gebildet, die eine hihere anti-
mikrobielle Wirksamkeit als die Einzelkomponenten auf-
weisen (1, 2). Obwohl unsere Kenntnisse iiber solche
Strukturen noch sehr gering sind, werden funktionale su-
pramolekulare Strukturen schon in verschiedenen Berei-
chen der Technik eingesetzt (18). Durch grenzflichenak-
tive geordnete Strukturen werden die Moglichkeiten zum
Einsatz des H,0, erweitert. Da eine Beeintrichtigung der
Funktionalitit von Glukosesensoren auch nach lingerer
Lagerung in 3%iger Lésung der Einschluverbindung
nicht auftritt, wird der oben genannte Nachteil bei der
Anwendung von H,0, vermieden (3). Fiir einen Einsatz
bei der Sterilisation empfindlicher Gliter spricht vor al-
lem die sporozide und antivirale Wirkung dieser Ein-
schluBverbindungen, da Sporen und Viren Problem-
keime bei der Sterilisation darstellen. Im experimentell
Uiberpriifbaren Bereich kann eine Sporenreduktion um 6
log-Stufen nachgewiesen werden. (2).

Gleichzeitig wird eine Verminderung der Toxizitét er-
reicht. Besonders auffillig wird dies bei der zytotoxi-
schen Wirkung in vitro. H,(, entfaltet auf humane Am-
nionepithelzellen in Monolayerkultur eine starke zytoto-
xische Wirkung (19). Bei Einwirkung der EinschluBver-
bindungen mit vergleichbarem H,0,-Anteil wird kein zy-
totoxischer Effekt beobachtet. Bei einigen Verbindungen
ist in Abhiingigkeit von den eingesetzten Tensiden die
Zellzahl nach einer Einwirkungszeit von 24 h sogar er-
héht (5). Auch die Phytotoxizitit ist stark vermindert (5).
Die kumulative Hautreizung bei mit EinschluBverbin-
dungen konservierten Tensiden ist gleich oder sogar ge-
ringer als die der unkonservierten Tenside (1).

Um diese unerwarteten Effekte nidher zu untersuchen und
auch eventuelle mikrotoxische und reversible Schidi-
gungen zu erkennen, haben wir vergleichend die Einwir-
kung von H,0, und EinschluBverbindungen auf humane
Amnionepithelzellen in einer Perfusionszellkultur ge-
priift. Bei diesen Untersuchungen haben wir eine Kon-
zentration gewihlt, wie sie in der Umgebung phagozy-
tierender Zellen auftreten kann. Solche Konzentrationen
von H,0, kénnen nur mit der Perfusionszellkultur unter-
sucht werden, da bei der Monolayerkultur schon viel ge-
ringere Konzentrationen zu einem Absterben der Zellen
fithren. Die Perfusionszellkultur nach Minuth (8) spiegelt
die Verhiltnisse in vivo, bei denen Sdugetierzellen vor
H,0, in antibakteriell wirksamen Konzentration weitge-
hend geschiitzt sind, besser wider als die Monolayerkul-
tur, Der Ubergang zur Perfusionszellkultur ist deshalb ein
wesentlicher Fortschritt bei der toxikologischen Charak-
terisierung eines Wirkstoffes. Als sehr empfindlicher In-
dikator einer Verinderung der Zelle erwies sich die Mes-
sung des Glukosestoffwechsels, die mit Hilfe von Bio-
sensoren sehr elegant moglich ist (10). Damit werden re-
versible Verdnderungen des Zellstoffwechsels erfafit, be-
vor morphologisch erkennbare Schidigungen eintreten.
Die bei zeitweiliger Einwirkung von H,0, bzw. der Ein-



schluBverbindung beobachtete Verminderung des Glu-
kosestoffwechsels ist vollstindig reversibel. Bei einer
Fortfiihrung der Versuche konnte gezeigt werden, daB
der Stoffwechsel selbst bei einer Einwirkung von 0,003%
H,0, iiber 4 d wihrend der gesamten Beobachtungzeit
auf leicht reduziertern Niveau erhalten bleibt.

Lichtmikroskopisch waren in der Perfusionszellkultur im
Gegensatz zur Monolayerkultur keine Veridnderungen
der Zellen unter dem Einfluf von H,0, in einer Konzen-
tration von 0,003% zu erkennen. Mit der Transmissions-
elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dafl unter
den Bedingungen der Perfusionszellkuitur auch alle aus-
gewerteten Zellorganellen in ihrer Morphologie unbeein-
fluBt bleiben.

Die vielfiltigen Beziehungen einer Zelle mit ihrer Um-
welt kommen in einer Reihe morphologischer Differen-
zierungen der Zelloberfliche zum Ausdruck. Mikrovilli
kommen vor allem an resorbierenden Epithelien vor und
kénnen die Oberfliche der Zellen um ein mehrfaches ver-
grofern. Sie dienen dem Stoffaustausch mit dem umge-
benden Medium. Thre Anzahl und Linge kann in Abhiin-
gigkeit vom Aktivitidtszustand der Zelle stark schwanken.
Die Ausbildung der Mikrovilli ist ein aktiver Stoffwech-
selprozeB, der in einem ungiinstigen Milieu bzw. bei Al-
terung der Zellkultur eingeschrinkt wird. Die Zahl der
Mikrovilli dndert sich in der Perfusionszellkuitur mit dem
Alter der Zellen. Auch bei diesen empfindlichen diffe-
renzierten Oberflichenstrukturen der Zelle und den mit
dem Alterungsprozel verbundenen Vorgingen zeigen
sich signifikante Unterschiede zwischen der Einwirkung
von H,0, und der entsprechenden Einschlufiverbindung,.
Im Gegensatz zu H,0, wird die Ausbildung der mikrovil-
lireichen Fraktion durch die H,0,-Laurylsorbitanester-
Harnstoffeinschluverbindung wéhrend der gesamten
Einwirkungszeit von 24 h begiinstigt.

Die in dieser Studie vorgelegten elektronenmikroskopi-
schen Befunde sowie die Beobachtungen zur reversiblen
Beeinflussung des Glukosestoffwechsels ordnen sich in
Hinweise fiir eine geringe Toxizitédt der EinschluBverbin-
dungen ein. Das gilt selbst im Vergleich zum physiologi-
schen Wirkstoff H,0,, gegen den Saugetierzellen in vivo
weitgehend geschiitzt sind.

Nach dem in den vorangegangenen Mitteilungen dieses
Beitrages beschriebenen Vorschlag zur Sterilisation von
enzymatischen (ilukosesensoren in einem zweistufigen
Verfahrenen wird der Sensor bis zur Anwendung in ei-
ner Losung gelagert, die 3% der EinschluBverbindung EO
210 enthilt (3}, Dabei ist davon auszugehen, daB die Ein-
schluBverbindung teilweise an der Oberfliche des Sen-
sors adsorbiert wird. Die vorliegenden Untersuchungen
sind weitere Belege dafiir, daB adsorbierte Anteile der
Einschlufiverbindung., die evtl. bei der Implantation des
Sensors libertragen werden, toxikologisch unbedenklich
sind. Wenn dieser adsorbierte Anteil nicht durch mehr-
maliges Waschen entfernt wird, kommt es zu einer er-
wiinschten Verminderung der Zytoadhdrenz an der Sen-
soroberfliche (4).

Die Verbindung von hoher antimikrobieller Wirksamkeit
und geringer Toxizitéit der Einschlufverbindungen mit
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verminderter Zytoadhirenz der damit behandelten Ober-
flichen ist bemerkenswert und 1483t diese als antimikro-
bielle Komponenten in mehrstufigen Sterilisationsver-
fahren auch fiir andere biologisch aktive Implantate in-
teressant erscheinen.
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