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1. Einleitung

Pseudoelastische Nickel-Titan-Werkstoffe werden seit der Einfithrung des Nitinol-Drahtes
1971 in der Kieferorthopidie eingesetzt [3, 5, 6, 7, 23, 35] und gehdren heute neben
rostfreiem Edelstahl zu den wichtigsten Materialien fiir die orthodontische Zahnbewegung
[50].

Gegeniiber herkdmmlichen Edelstahl-Legierungen weisen moderne Ni-Ti-Drdhte einige
materialtechnische Besonderheiten auf, welche den klinischen Alltag der festsitzenden
Behandlungsmethoden revolutioniert haben. Neben einem um den Faktor 6 kleineren E-
Modul besitzen heute in der Kieferorthopiddie verwendete Drahtmaterialien weitere
vorteilhafte Eigenschaften, wie ein hohes Deflexionsvermdgen, Memory-Effekt und die
Pseudoelastizitit [2, 3, 4, 13, 20, 28, 31, 50, 53]. Trotz der Fortschritte in der Entwicklung
moderner Ni-Ti-Legierungen kann die Pseudoelastizitit heute klinisch nur unzureichend
genutzt werden, da das pseudoelastische Plateau erst bei groBerer Auslenkung der
Drahtmaterialien auftritt [11, 20, 21, 22, 50, 53]. Zudem konnen Schidden durch
Wurzelresorption an den zu bewegenden Zdhnen auftreten [17, 39, 49]. Die Ziele weiterer
Forschungen sind die verbesserte Nutzbarmachung des pseudoelastischen Plateaus, sowie die
weitere Verringerung der auftretenden orthodontischen Kréfte.

Ein Ansatz ist die Entwicklung eines Verbundmaterials, welches aus einem inneren
Polymerkern und einer &ufleren, in Diinnschichttechnik hergestellter Ni-Ti-Schicht besteht.
Ein solches Polymer-Ni-Ti-Verbundmaterial wére in der Lage, bereits bei geringen
Auslenkungen ein pseudoelastisches Verhalten bei weiter minimierten Kraftgrof3en zu zeigen.
Damit konnte dieser Werkstoff in Zukunft eine effizientere und zugleich schonendere
Zahnbewegung ermoglichen.

Aufgrund des langjéhrigen Einsatzes in der Medizin sind Nickel-Titan-Legierungen im
Hinblick auf Biokompatibilitit und Toxizitdt bereits gut untersucht. In zahlreichen
Untersuchungen konnte eine hohe Biovertraglichkeit bestétigt werden [8, 10, 16, 19, 29, 32,
40, 45, 52]. Dennoch ist im Rahmen der Entwicklung eines Polymer-Ni-Ti-Verbundmaterials
auch eine Priifung des Werkstoffes auf Gewebetoxizitit notwendig, da bislang unbekannte
Reaktionen zwischen den Materialschichten die Biokompatibilitdt beeinflussen konnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Verbundmaterials auf Toxizitdt anhand
eines standardisierten Testverfahrens und der Ausschluss einer gewebetoxischen Wirkung auf

den lebenden Organismus.



2. Literatur

2.1. Nickel-Titan-Legierungen

2.1.1. Mechanische Eigenschaften

Nickel-Titan-Legierungen besitzen mechanische Eigenschaften, durch welche sie in der
Kieferorthopédie eine herausragende Stellung einnehmen [4, 6, 7, 13, 23, 24, 50].

Bei allen Drahtmaterialien fiihrt eine Dehnung zu einem Auftreten von Spannungen. Bei
herkdmmlichen Drdhten aus Edelstahl steigt die Spannung {tber einen Teilbereich
proportional zur Dehnung (Hook’sche Gerade). Die Deformation des Werkstoffes ist in
diesem Bereich elastischer Natur, und somit reversibel. Bei weiterem Anstieg der Dehnung
kommt es zusitzlich zur plastischen Deformation des Drahtes bis hin zur Zerstérung [34].
Abbildung 1 zeigt den schematischen Zusammenhang zwischen Spannung und Dehnung bei
einem Edelstahldraht. Man erkennt, dass der Bereich der elastischen Deformation nur sehr
klein ist, zudem ist die KraftgroBe fiir die meisten kieferorthopiddischen Anwendungen zu
hoch. Eine Reduktion der auftretenden Kraft war nur durch das Einbiegen von Schlaufen

(,,Loops*) moglich, wodurch infolge der zunehmenden Drahtlénge kleinere Kréfte auftreten.

Drahtmaterialien aus Edelstahl

/ Plastische Deformation

I Belastung
Bl Entlastung
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Irreversibler Anteil

Dehnungr

Abb. 1: Schematisches Spannungs-/Dehnungs-Diagramm eines Edelstahldrahtes.



Pseudoelastische Nickel-Titan-Drihte reagieren bei Dehnung vollkommen anders. Bei
zunehmender Dehnung des Werkstoffes kommt es zunichst — wie bei Driahten aus Edelstahl —
zu einem Anstieg der mechanischen Spannung im Werkstoff. Ab einem gewissen Punkt
erhoht sich die Spannung bei weiterer Auslenkung jedoch kaum noch, so dass iiber einen
weiten Arbeitsbereich fast die gleiche Spannung vorherrscht (Abbildung 2) [13, 20, 24, 28,
51].

Pseudoelastisches Drahtmaterial

2 Il Belastung
2 Il Entlastung
g ----------- Pseudoelastisches Plateau e
&
—
—m"
P
Dehnung

Abb. 2: Schematisches Spannungs-/Dehnungs-Diagramm eines pseudoelastischen Werkstoffes.

Dieser Arbeitsbereich wird pseudoelastisches Plateau genannt und beruht auf einer
Umwandlung des  Austenits zum  spannungsinduzierten = Martensit. In  der
Hochtemperaturphase des Werkstoffes, dem Austenit, liegt eine kubisch-raumzentrierten
Anordnung der Atome vor, wihrend die Tieftemperaturphase, der Martensit, durch eine
hexagonale, dicht gepackte Kristallstruktur charakterisiert ist [14, 20, 26, 50]. Die
Umwandlung der Hochtemperatur- in die Tieftemperaturphase wird martensitische
Transformation genannt. [1, 26, 51]. Befindet sich der Werkstoff in der austenitischen Phase,
kommt es bei mechanischer Belastung zu Spannungen im Werkstoff. Um diese Spannungen
abzubauen, wandeln sich Teile des Werkstoffes von der kubisch-raumzentrierten Form in die

energetisch glinstigere hexagonal-dichtestgepackten Form (Abbildung 3) [13, 28].
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Abb. 3: Durch Spannungen wandelt sich das Atomgitter von der Austenit- in die Martensitform (aus [13]).

Zu Beginn der Deformation kommt es zu einem Anstieg der Spannung im Werkstoff, bis die
Spannung so grol wird, dass es zu einer Umwandlung des Austenits zum spannungs-
induzierten Martensit kommt [2, 7, 13, 28, 36, 39]. Mit der spannungsinduzierten Transfor-
mation beginnt das pseudoelastische Plateau des Werkstoffes, welches dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass eine weitere Dehnung keinen oder nur einen geringen Spannungs-
anstieg bewirkt. Es werden also iiber einen weiten Dehnungsbereich fast gleich grole Krifte
abgegeben. Ab einem bestimmten Dehnungsgrad ist die Moglichkeit der spannungs-
induzierten Martensitbildung ausgeschopft, der Werkstoff reagiert ab diesem Punkt wieder
mit einem Anstieg der Spannung (Abb. 2, Ende des pseudoelastischen Plateaus). Bei
Entlastung des Werkstoffes beginnt die Riickbildung des spannungsinduzierten Martensits zur
austenitischen Gitterstruktur, abermals tritt eine Plateauphase auf. Ist kein Martensit mehr
vorhanden, reagiert die Spannung des Werkstoffes wieder proportional zur Deformation. Da
die spanningsinduzierte = Martensitbildung Energie benétigt, weisen Be- und

Entlastungsdiagramm eine ausgepréigte Hysterese auf [13, 20, 50].



Ein weiteres Merkmal pseudoelastischer Ni-Ti-Materialien ist das Vermogen, sich bei plasti-
scher Deformation und anschliefender Erwdarmung wieder an die urspriingliche Form zu
erinnern. Man spricht in diesem Zusammenhang von Formged&chtnislegierungen (engl.:
shape memory alloys — SMA) [28, 53]. Diese Eigenschaften erhalten Ni-Ti-Legierungen
durch einen martensitischen Phaseniibergang von der kubisch-raumzentrierten Hoch-
temperaturphase zur monoklinen Tieftemperaturphase [7, 14, 50]. Mit sinkender Temperatur
vollzieht sich der martensitische Phaseniibergang durch eine kollektive Scherbewegung einer
grolen Gruppe von Atomen innerhalb des Austenit-Gitters. Bei diesem Scherprozess
entstehen zundchst grofe Spannungen im Werkstoff, welche iiber zwei Mechanismen
abgebaut werden konnen: Bildung von Versetzungen und Bildung von Zwillingen (Abb. 4).
Aufgrund der Festigkeit von Ni-Ti-SMA-Legierungen spielt die Bildung von Versetzungen
keine Rolle, so dass die entstechenden Spannungen ausschlieBlich durch die energetisch

giinstige Bildung von Martensitzwillingen abgebaut werden [13, 28, 31, 36].

Versetzungs-
Bildung
Austenit-Matrix
kiihlen /'
Austenit —
Zwillings-
Bildung

Abb. 4: Reduktion von auftretenden Eigenspannungen durch Versetzungs- oder Zwillingsbildung (aus [28]).



Die auftretenden Martensitzwillinge konnen hierbei zwei verschiedene Orientierungen
einnehmen: o und o - Martensite. Abbildung S5a zeigt die vereinfachte Darstellung der

Kristallgitterstruktur [13, 28].
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Abb. 5: Kristallgitterstruktur des Martensits (vereinfachte Darstellung, aus [13]).

Wird der Werkstoff nun verformt, so kommt es zu Verschiebungen zwischen den Martensit-
zwillingen, o und o - Martensite treten in diesem Fall nicht mehr abwechselnd auf. Es
resultiert eine bleibende Deformation des Werkstoffes (Abb. 5b). Bei Erhitzung des
martensitischen Werkstoffes geht dieser in die Hochtemperaturform (Austenit) {iber und
nimmt hierdurch wieder die urspriingliche makroskopische Form ein — er ,,erinnert™ sich an
die Form (Abb. 5¢). Ein Abkiihlen fiihrt nun wieder zur gleichmifligen Bildung der Mar-
tensitzwillinge, wobei die urspriingliche makroskopische Form erhalten bleibt (Abb. 5d) [13,
28]. Dieses Verhalten bezeichnet man als Einweg-Memoryeffekt. Abbildung 6 zeigt die

einzelnen Stadien des Einwegeffektes.



Einweg-Memory-Effekt
O:) d  Draht in Martensitphase

b Verformung - Verschiebungen zwischen

den Martensitzwillingen
O:) c Erhitzung - Austenitbildung und Einnahme
der Ursprungsform

O: d Abkihlung - Bildung von Martensitzwillingen

in der Ursprungsform

Abb. 6: Schema des Einweg-Memoryeffektes.

Dieser Effekt gilt jedoch nur, wenn der Werkstoff nicht zu stark deformiert wird. Bei
Verformungen iiber den Punkt der reversiblen Verschiebung der Martensitzwillinge hinaus
kommt es zusétzlich zu plastischen Deformationen. Bei anschlieBender Erhitzung mit
Austenitbildung wird lediglich der reversible Anteil der Verformung riickgéingig gemacht,
sodass der plastische Deformationsanteil erhalten bleibt. Dieser Vorgang wird Zweiweg-
Memoryeffekt genannt [13, 28, 32, 50]. Abbildung 7 veranschaulicht die Wirkungsweise des

Zweiwegeffektes.



Zweiweg-Memory-Effekt

(:) ad Drahtin Martensitphase

Verformung - Verschiebungen zwischen
b den Martensitzwillingen und irreversible
Anteile

C  Erhitzung - Austenitbildung

d Abkiihlung - Ursprungsform wird nicht
erreicht

Abb. 7: Schema des Zweiweg-Memaoryeffektes.

Sowohl der Formgedachtniseffekt als auch das pseudoelastische Plateau machen Ni-Ti-Drihte
zu einem wertvollen Behandlungsmittel in der Kieferorthopadie [1, 4, 6, 7, 13, 22, 50]. Durch
das pseudoelastische Plateau ist es moglich, gleich bleibende Krifte iiber einen weiten
Deformationsbereich auf die zu bewegenden Zahne wirken zu lassen und damit die Effizienz
der Zahnbewegung gegeniiber herkdmmlichen Stahlbogen erheblich zu steigern [6, 7, 13, 22,
49, 501].

Trotzdem weisen auch moderne Ni-Ti-Drihte Defizite im Hinblick auf Effizienz und
schonende Zahnbewegung auf. Untersuchungen von Weiland zeigten, dass bei mit Ni-Ti-
Drihten bewegten Primolaren Umriss, Fliche und Volumen der Resorptionsschiden um
140% grofler waren als bei der Bewegung mit konventionellen Stahldrdhten. Er folgerte
hieraus, dass das auftretende langwegige Kréfteplateau von 0,8-1 N fiir einen Priamolaren
bereits so hoch ist, dass Wurzelresorptionen in groBerem Mal auftreten [49].

Faltin et al. zeigten, dass bei Intrusionsbewegungen von Zéhnen durch konstante Kréfte
Wurzelresorptionen im apikalen Bereich entstehen. Fiir das Auftreten von apikalen
Wurzelresorptionen reichte eine konstante Kraft von 50 ¢N aus [17].

Dariiber hinaus konnten Fernandes et al. in Untersuchungen feststellen, dass Schmerzen und
Missempfindung wihrend der kieferorthopddischen Behandlung mit festsitzenden Geréten in

direktem Zusammenhang mit der durch die Drahtbdgen applizierten Kraftgrofe stehen [18].



Fiir neuentwickelte kieferorthopédische Drahtbdgen besteht daher generell die Forderung
nach einem weiter minimierten Kréfteplateau.

Bei Untersuchungen des Biegungs- und Torsionsverhaltens konnte Drescher nachweisen,
dass das Deformationsverhalten von pseudoelastischen Nickel-Titan-Driahten groBtenteils
durch die randstdndigen Werkstoffanteile bestimmt wird. Lediglich in den dufleren Rand-
bereichen des Drahtquerschnitts kommt es zu spannungsinduziertem Martensit, sodass die flir
die Kieferorthopadie wichtigen Eigenschaften der pseudoelastischen Dréhte auf
oberflidchliche Anteile des Drahtquerschnittes begrenzt sind [13]. Dies ist der Grund dafiir,
dass das pseudoelastische Verhalten orthodontischer Dréhte klinisch oft nicht genutzt wird.
Kock konnte experimentell nachweisen, dass das pseudoelastische Plateau orthodontischer Ni-
Ti-Dréhte bei groBen Interbracketdistanzen oder geringfiigigen Nivellierungsaufgaben nicht
erreicht werden kann [31].

Laut Brantley besitzen nur einige der auf dem Markt erhiltlichen Ni-Ti-Drihte klinisch
nutzbare pseudoelastische- und Memoryeigenschaften [9].

Aus diesen Ergebnissen konnen Forderungen zur Verbesserung heutiger Ni-Ti-Drahtbogen

abgeleitet werden:

- Weitere Minimierung der auftretenden Torsions- und Biegemomente.

- Verbesserte pseudoelastische Eigenschaften bereits bei kleinen Deformationen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Ni-Ti-Polymer-Verbundmaterialien sollen diesem Idealziel
moglichst nahe kommen. Durch einen Polyimidkern mit kleinem E-Modul koénnen die
auftretenden Krifte minimiert und gleichzeitig der Drahtquerschnitt vergrofert werden. Die
dulere Nickel-Titan-Schicht unterliegt bei Deformationen den gréfiten Spannungen, so dass in
Verbindung mit groen Drahtquerschnitten das pseudoelastische Plateau bereits bei kleinen
Auslenkungen erreicht wird. Dass auch diinne Schichten von Ni-Ti-Werkstoffen ein
pseudoelastisches Plateau aufweisen konnen, haben Ishida et al. nachgewiesen [27].

Tad et al. konnten zeigen, dass diinne Schichten prinzipiell auch auf Polyimidfolien
aufgetragen werden konnen [48]. Aufgrund der beim Auftragen der Ni Ti-Schichten
notwendigen hohen Thermostabilitit wurde bei den vorliegenden Materialproben eine
Polyimidfolie (Upilex-S) der japanischen Firma UBE Industries verwendet, welche sich bis

zu einer Temperatur von 450°C weitestgehend stabil verhilt [37].
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2.1.2. Kaorrosion, Toxizitat und Allergenitat

Aufgrund der zahlreichen Anwendungen im medizinischen und zahnmedizinischen Bereich
sind Nickel-Titan-Legierungen bereits hdufig auf mogliche Interaktionen mit dem lebenden
Organismus getestet worden [10, 15, 16, 19, 29, 32, 45, 52].

Ni-Ti-Werkstoffe besitzen trotz ihres hohen Nickelanteils von ~ 55 Gew.-% eine gute
Biokompatibilitdt [16, 32, 45]. Aufgrund der stabilen Verbindung mit Titan tritt das hohe
toxische und allergenisierende Potential des Nickels klinisch kaum auf [32, 45].

Trotzdem kann es bei ldngerer Anwendung von orthodontischen Drdhten im Mundmilieu
durch Korrosion zur Freisetzung atomaren Nickels kommen. Bruns wies experimentell nach,
dass Ni-Ti-Drihte bei ldngerer intraoraler Exposition Korrosionserscheinungen aufweisen
konnen. Im Rasterelektronenmikroskop zeigten sich diese Erscheinungen in Form von
Lochfrall an der Drahtoberfldche. Er fordert daher, auch pseudoelastische Drahtmaterialien in
regelméBigen Intervallen zu erneuern. Aufler dem auftretenden Kraftverlust nennt er
Friktionserhohung, sowie erhohte Nickelabgabe als mogliche Konsequenz der Korrosion.
Dennoch wies kein Patient der Testgruppe vor oder nach dem Versuch allergische Reaktionen
auf, welche mit erhohter Nickelexposition in Verbindung gebracht werden konnte [11].

Das Phianomen des Friktionsverlustes im intraoralen Milieu konnte auch von Geserick mit
Hilfe profilometrischer Messungen bestétigt werden. In Folge der Messergebnisse wird auch
hier der regelmifBige Wechsel von Ni-Ti-Bogen gefordert [19]. Zu einem dhnlichen Ergebnis
kam Yokohama, der zeigen konnte, dass Ni-Ti-Legierungen im Mundmillieu mit
zunehmender Verweildauer zu Degradation neigen [52].

Auch die erhohte Oberflichenrauhigkeit von bis zu 1,3 Mikron kann neben vergroferter
Friktion eine erhohte Korrosionstendenz bewirken [25].

Trotz der moglichen Korrosionsphdnomene gelten Ni-Ti-Werkstoffe nach heutigem Wissens-

stand aufgrund zahlreicher Untersuchungen als nicht toxisch [10, 11, 16, 19, 29, 32, 45].

Bei der Neuentwicklung medizinischer Materialien muss eine potentielle Gewebetoxizitit
bereits im Vorfeld ausgeschlossen werden um jegliche Schdden am Menschen zu vermeiden.
Da unbekannt ist, ob der entwickelte NiTi/Polyimid-Verbund ein gewebetoxisches Potential

aufweist, ist in diesem Fall eine Priifung des neuen Werkstoffes notwendig.
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2.2. Der Hen’s egg test

2.2.1. Allgemeines zum HET

Seit ca. 15 Jahren sind Tests am bebriiteten Hiihnerei fester Bestandteil toxikologischer
Forschungen [44]. Frither wurde vor allem der Draize-Test als Standardmethode der Gewebe-
vertraglichkeit durchgefiihrt. Bei diesem Test wird die potentiell toxische Substanz in das
Auge eines Hauskaninchens eingebracht. Nach einer bestimmten Zeit werden Reizung,
Blutung und Zerstorungsgrad der Hornhaut bestimmt und hieraus ein Hinweis auf die
Gewebetoxizitit des Teststoffes abgeleitet. Aus heutiger Sicht ist der Draize-Test aus
wissenschaftlicher und ethischer Sicht umstritten. Neben dem Mangel an Objektivitdt und
Reproduzierbarkeit ist die unsichere Ubertragbarkeit des Ergebnisses auf den Menschen ein
Hauptgrund fiir die Kritik an der wissenschaftlichen Validitit des Draize-Tests. Auch ist die
Testung von Feststoffen praktisch nicht durchfiihrbar [44].

Das Testmodell des bebriiteten Hiihnereis wird seit iiber 100 Jahren im Bereich der
experimentellen Forschung eingesetzt. Jahrlich werden ca. 3.000 Publikationen zu diesem
Thema ver6ffentlicht [43]. Beim HET wird die Testung auf toxische Wirkung durch das
Einbringen eines Stoffes in oder auf das Gewebe eines bebriiteten Hithnerembryos, bzw. der
extraembryonalen BlutgefdBBsysteme vorgenommen. Aufgrund der Verdnderungen der
exponierten Gewebe, welche sich Sekunden bis Stunden nach der Stoffexposition zeigen
konnen, werden Riickschliisse auf die toxikologische Wirkung auf den menschlichen
Organismus gezogen [33, 43, 44, 47]. Auftretende Verdnderungen sind beim HET
makroskopisch sichtbar, Djabari et al. berichten bei speziellen Fragestellungen von einer

Zunahme der Sensitivitdt bei gleichzeitiger histologischer Begutachtung des Gewebes [12].

2.2.2. Zur Entwicklungsgeschichte des Hihnerembryos

Im befruchteten Hiihnerei befindet sich der Dotter, welcher von Eiklar umgeben ist. Das
Eiklar und der Dotter sind durch eine zweibldttrige Schalenhaut umschlossen. Am stumpfen
Pol des Eies divergieren die Blatter, wodurch hier eine Luftkammer entsteht. Eine Kalkschale
und die dariiber liegende diinne Haut, die Cuticula, bilden den Abschluss des Hiihnereis und
schiitzen den Embryo vor @ufleren Einfliissen. Der Dotterkugel liegt die Anlage der Keim-

scheibe auf, die von der Dottermembran — dem Oolemm — Giberzogen ist.
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Bei der Eiablage bestehen bereits mehrere Zellen, die unter der Dottermembran die Keim-
scheibe — das Blastoderm — bilden.

Bei Bruttemperaturen von ca. 37,4°C spaltet sich zunéchst ein unteres Blatt von der
Keimscheibe ab (Entoderm). Die in der Aufsicht anfangs runde Keimscheibe weist zunéchst
ein mittleres Areal (Area pellucida) sowie ein randstindiges Areal (Area opaca) auf, deren
Zellen sich im weiteren Verlauf zum Primitivstreifen, der in die Area pellucida hineireicht,
verdichten. Dieser Primitivstreifen erhdlt im weiteren Verlauf eine Rinne, sowie eine
endstidndige Verdickung, den Primitivknoten. Durch Zellwachstum von den Seiten aus in die
Primitivrinne wird Zellmaterial zwischen Ekto- und Entoderm geschoben. Die Chorda
entwickelt sich aus dem Primitivknoten nach vorn, das Mesoderm wichst zundchst seitlich
und kaudal, spéter auch kopfwérts und wird Bestandteil des Dottersackes.

Dottermembran und Dottersack sind miteinander verbunden. Der Dottersack bildet sich aus
dem somatischen und viszeralen Mesoderm sowie dem Entoderm, wobei peripher des
Dottersackes die doppelblittrige Dottermembran (Vitellinische Membran) liegt. Zwischen
Dottersack und Embryo findet im Laufe der Entwicklung die Ausbildung eines
Blutkreislaufes statt. Uber den Dottersack werden Nihrstoffe und Sauerstoff aus dem Dotter

absorbiert und iiber das Dottersackgefaf3system zur Verwertung dem Embryo zugefiihrt [30].

2.2.3. Das Dottersack-Gefalisystem (DGS)

Nach 25 Stunden Inkubationszeit treten kleine Blutinseln auf, welche aus dem extra-
embryonalen Mesoderm hervorgehen. Durch Ausdehnung der Blutinseln um die Embryonal-
anlage entsteht ein ringférmiges Areal (Area vasculosa bzw. Area opaca ).

Zwischen den Blutinseln kommt es zu netzartigen Verbindungen. Seitlich ist dieser GefaBhof
durch einen Randsinus (Sinus terminalis) begrenzt, von hier aus wachsen venose Gefal3-
bahnen nach zentral zum Herzschlauch. Im rostralen Bereich verlaufen rechts und links
jeweils anteriore Dottervenen nach zentral, wo sie in die jeweilige V. omphalomesenterica
dext. et sin. miinden, die ihrerseits das Blut zum Embryoherzen leiten. Die entsprechenden
Arterien des Dotters (Aa. vitellinae) entspringen der Aorta weiter caudal und fithren das Blut
zur Dottersackwand.

Durch die im rostralen Anteil beidseitige vendse Zufiihrung aus dem Randsinus stellt der
Sinus terminalis anfangs keine ringformig geschlossene Abgrenzung des DGS dar. Am dritten
Bebriitungstag kommt es zur Riickbildung der vorderen rechten Dottervene und schlieflich

dem rostralen Schluss der rechten und linken Sinusanteile. An der Verschlussstelle drainiert
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jetzt lediglich die vordere linke Dottervene (V. omphalomesenterica anterior sinistra, V.
vitellina ant. sin.), wihrend am caudalen Ende sich eine V. vitellina posterior bildet.

Zu den nach lateral beidseits entspringenden Dotterarterien bilden sich paarige Begleitvenen
(entsprechend als V. omphalomesenterica dextra bzw. sinistra).

In dieser Zeit ist der Dottersack mit seinem Kapillarnetzwerk fiir die Hadmatopoese
verantwortlich, bevor nach der ersten Woche in der Leber, und nach der zweiten Woche im

Knochemark die Erythropoese stattfindet.

—
.

ol

b N

f
Abb. 8: Normal entwickelter Hihnerembryo am vierten Bebritungstag mit umgebenden Dottersack-GefaRsystem
(H: Herz, A: Augenanlage, C: Chorion-Allantois-Membran).

Abbildung 8 zeigt einen normal entwickelten Hithnerembryo am vierten Bebriitungstag. Zu
diesem Zeitpunkt hat sich aus dem anfanglichen Herzschlauch ein mehrkammeriges Herz (H)
gebildet. Des Weiteren erkennt man die Augenanlage (A), sowie die Anlage der Chorion-
Allantois-Membran (C). Das Dottersack-Gefaflsystem umgibt den Embryo und sorgt fiir die
Néhrstoffaufnahme aus dem Dotter, sowie die Aufrechterhaltung der respiratorischen
Funktion. Das DGS zeichnet bis zum 5. Bebriitungstag alleine fiir die respiratorische Funktion
verantwortlich. Vom 5. bis zum 10. Bebriitungstag teilen sich BGS und die neu gebildete
Allantois diese Funktion, ab dem 10. Bebriitungstag fungiert die Chorio-Allantois-Membran
(CAM) als alleiniges Respirationsorgan [30, 42, 43].
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2.2.4. Abgrenzung HET-CAM und HET-DGS

Wenn eine Stofftestung am bebriiteten Hiihnerei durchgefiihrt wird, ist der HET-CAM-Test
die am meisten verbreitete Testmethode. Hier wird der Teststoff auf die Chorion-Allantois-
Membran aufgebracht, welche sich ab dem 7. Bebriitungstag fiir eine Testung eignet. Ab dem
8. Tag ist die Entwicklung des zentralen und peripheren Nervensystems weitgehend
abgeschlossen, so dass man ab diesem Zeitpunkt von einer Schmerzempfindlichkeit des
Embryos ausgehen muss. Obwohl die CAM selbst nicht von Nerven durchzogen ist, kann eine
schmerzhafte Beeintrachtigung des Embryos ab dem 9. bis 10. Bebriitungstag nicht
ausgeschlossen werden. Dementsprechend sollte man aus Griinden des Tierschutzes von
Versuchen nach dem 10. Bebriitungstag, also der Hilfte der Embryonalentwicklung, absehen,
wenn man eine schmerzhafte Schidigung des Embryos vermeiden mochte. Eine solche
Einschrinkung wiirde auch den Bestimmungen des britischen Tierschutzgesetzes entsprechen,

das generell Keimlinge ab der ersten Hailfte ihrer Entwicklung unter Schutz stellt [44].

Arbeiten von Rosenbruch haben gezeigt, dass toxikologische Studien an einem Blutgeféss-
system bereits in der ersten, noch schmerzunempfindlichen Entwicklungsphase der
Hiihnerembryonen moglich sind [41]. Schdadigende Substanzwirkungen werden hierbei nicht
an der CAM, sondern am Dottersack-Gefallsystem (DGS) von 3-5 Tage bebriiteten
Hiihnereiern untersucht [30, 38, 41, 42, 43, 44, 46]. Da eine neuronale Funktionalitit vor dem
7. Bebriitungstag nicht gegeben ist, ergeben sich nach Rosenbruch durch den DGS-Test einige
methodische, administrative und tierschutzrechtliche Vorteile, wie einfache Préparation des
Hiihnereies, einfachere Handhabung des Embryos durch weniger Eigenbewegung, kiirzere
priaexperimentelle Bebriitungszeit, dadurch Zeit- und Kostenersparnis, sowie keine

tierschutzrechtlichen Bedenken aufgrund fehlender Schmerzempfindung des Embryos [41].

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe des DGS-Verfahrens

durchgefiihrt.
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3.  Problemstellung

Moderne orthodontische Ni-Ti-Drahtmaterialien sind aufgrund ihrer speziellen mechanischen
Eigenschaften in der Kieferorthopddie weit verbreitet. Dennoch gibt es im Hinblick auf
klinische Effizienz und Behandlungsrisiken Punkte, bei denen eine Weiterentwicklung
wiinschenswert ist. Hier stehen vor Allem Forderungen nach verbesserten pseudoelastischen
Eigenschaften, sowie verkleinerter Kraftabgabe im Vordergrund. Mit der Entwicklung
pseudoelastischer Verbundmaterialien kann man diesen Forderungen nachkommen.

Bei der Neuentwicklung medizinischer Werkstoffe ist die Priifung auf mogliche Toxizitdt ein
wichtiger Kernaspekt. Obwohl Ni-Ti-Drihte im Allgemeinen als biokompatibel gelten, muss
dies nicht zwangsldufig fiir ein Ni-Ti-Polyimid-Verbundmaterial zutreffen.

Daher ist das Ziel dieser Arbeit die Toxizititspriifung eines neuentwickelten Verbund-

werkstoffes mit Hilfe eines toxikologischen Testverfahrens am bebriiteten Hiihnerei.
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4. Material und Methode

4.1. Bruteier

Als Bruteier dienten befruchtete, weile Hiihnereier der Rasse "White Leghorn" (Shaver
Starcross 288A, Fa. Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven). Die Lagerung erfolgte in einem
Kiihlschrank bei +5°C fiir hochstens 24 h, bevor sie fiir die Testung gebraucht wurden. Eine
Lagerung von mehr als 2 Wochen wirkt sich negativ auf die gesunde Entwicklung der

Hiithnerembryonen aus [46].

4.2. Bebritung

Die Bebriitung der Hiihnereier erfolgte in einem Brutschrank vom Typ BSS160, #25489 der
Firma Ehret, Emmendingen. Die Bruteier wurden fiir 3 Tage bei einer Temperatur von

37,4°C, sowie einer mittleren Luftfeuchtigkeit von 45-50% bebriitet.
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4.3. Vorbereitung der Hihnereier und Applikation der Testsubstanzen

Damit man die Proben auf das extraembryonale Dottersack-Gefa3system auftragen kann, ist
es notwendig, zunichst eine definierte Menge des umgebenden Eiklar zu entfernen. Dafiir
wurden die Bruteier zundchst an ihrem stumpfen Ende mit einem 1,6 mm Rosenbohrer (Fa.

Komet) eréftnet (Abbildung 9).

Abb. 9: Anbohren des Hiihnereies mit Hilfe einer Welle und eines 1,6 mm Rosenbohrers bei 20.000 min™

Durch diese Offnung wurde die sterile Kaniile einer Einwegspritze eingefiihrt und ca. 1,5 — 2
cm in das Eiklar hineingeschoben. Wichtig war, dass die Kaniile an der Kalkschale entlang
gefilhrt wurde, um eine Verletzuzng des Dotters oder des Embryos zu verhindern. Nun
wurden 5 ml Eiklar entnommen. Hierdurch kam es zu einem Absinken des Dotters mit dem
Embryo. Eine Markierung auf der Oberseite des Eies verhinderte ein nachtrégliches Umlagern

und zeigte die Stelle, an der das Ei spiter eroffnet werden konnte (Abbildung 10).
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Abb. 10: Entfernung von 5 ml Eiklar mit einer Einwegspritze

Nach der Entnahme des Eiklars wurde die Offnung mit Plastilin verschlossen, um ein
Austrocknen des Eies zu verhindern. Nun wurde die Kalkschale an der markierten Stelle mit
Hilfe eines diamantierten Frisers (,,806 104“, Fa. Komet) bei 20.000 min" kleinflichig
entfernt und mit Hilfe einer anatomischen Pinzette ein ausreichend grofles Sichtfernster

eroftnet (Abbildung 11).

™

.
Abb. 11: Eroffnetes Brutei mit Embryo und Dottersack-GfaRsystem
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Zu diesem Zeitpunkt mussten Embryo und DGS auf vollige Unversehrtheit gepriift werden.
Bruteier mit devitalen, fehlentwickelten oder verletzten Embryonen wurden aussortiert. Von
den bestellten 72 Eiern wurden 17 (23,6%) verworfen, sodass 55 Eier (76,4%) fiir die
Testreihe zur Verfiigung standen.

In die eroffneten Eier wurden die Teststoffe mit Hilfe einer anatomischen Pinzette aufge-
bracht. Folgende Teststoffe standen zur Verfiigung:

- Kupfer (Positivprobe)

- Ni-Ti-Folie der Zusammensetzung Ti48,8% Ni51,2% (at.%)

- Ni-Ti-Polyimid-Verbundwerkstoff der Zusammensetzung ,Ti48,8% Ni51,2% (at.%)

- 1 ml physiologische Kochsalzlosung (Negativprobe)

Die Testkorper waren flache Folien mit rechteckiger Form bei einer Kantenlinge von 3-6

mm. Abbildung 12 zeigt Beispiele fiir Keimlinge mit aufgelegten Testkorpern.

PHOTO-HENS-EGG-TEST-LABOR 10-07-0

Abb.12: Embryonen mit aufgelegten Werkstofffolien.
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Entsprechend der vorhandenen Teststoffe wurde folgende Gruppeneinteilung vorgenommen:

Teststoff Anzahl Bruteier
Ni-Ti-Polyimid-Verbund | 14
Kupfer 14
NiTi-Folie 14
0,9% NaCl-Losung 13

Nach der Applikation der Teststoffe wurden Embryo und DGS eines jeden Eies erneut auf
Unversehrtheit gepriift. Nun wurden die Offnungen der Kalkschale durch vorsichtiges
Adaptieren einer rosa Wachsplatte (,,Sommer-Wachs®, Fa. Orbis-Dental) der Stirke 1,5 mm
verschlossen, um ein Austrocknen im Laufe der weiteren Bebriitung zu verhindern.

Die Bruteier gelangten nach der Applikation der Teststoffe erneut in den Brutschrank, in
welchem sie bei einer Temperatur von 37,4°C, sowie einer relativen Luftfeuchtigkeit von 45-

50% fur weitere 48 h bebriitet wurden.
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4.4, Auswertung

Nach Ablauf der Bebriitungszeit wurden die Hiihnereier unter einem Auflichtmikroskop
(Makroskop 420, Fa. Wild, Heerbrugg) im Hinblick auf mogliche toxische Effekte untersucht
(Abbildung 13).

Abb. 13: Auflichtmikroskop mit Kaltlichtquelle und Videokamera

Mit Hilfe einer Videokamera (3CCD Color video camera, KY-F55B, Fa. JVC) wurden
Aufnahmen der aktuellen Situation der Embryonen angefertigt, welche dann auf einem
Videodrucker (CP700, Fa. Mitsubishi) zu Papier gebracht wurden. Fiir makroskopische
Aufnahmen stand eine Digitalkamera (QV-4000, Fa. Casio) zur Verfiigung. Nach der
visuellen Kontrolle des Destruktionsgrades wurden die Testergebnisse gemifl den unten
angegebenen Beurteilungskriterien katalogisiert. AnschlieBend wurden die Bruteier
verworfen.

Die statistischen Auswertungen wurden mit SPSS 11.5 durchgefiihrt.
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4.5 Beurteilungskriterien

Verdanderungen der Embryonen zeigen sich makroskopisch in Form von Blutungen, Ein-
triitbungen der Membran iiber dem DGS, sowie dem Absterben des Embryos. Blutungen und
Membraneintriibungen (ME) wurden semiquantitativ in die Auspriagungsgrade leicht, mittel
und schwer eingeteilt. Membrandefekte und Letalitit des Embryos wurde als ,,zutreffend*

oder ,,nicht zutreffend* registriert [30, 38, 46].

45.1 Hamorrhagien

Die Auspriagung der beobachteten Blutungen im DGS wurden in Grad 0 bis Grad 3 unterteilt.

Auspragung Morphologie
Leichte Punktféormige oder ein kurzes GefiBlsegment betreffende Extravasion von
Hémorrhagien Blutbestandteilen. Solitir stehende oder wenige, abgrenzbare Lokalisationen betreffend.
Blutzirkulation ungestort.
(Grad 1)
Mittelstarke Auf wenige GefdBe oder GefdBabschnitte begrenzte, punktférmige und segmentale
Hémorrhagien Blutungen, teils perlschnurartig, teils konfluierend. Gleichzeitiges Vorkommen in
(Grad 2) verschiedenen Arealen. Die Mehrzahl der Gefille sind frei. In betroffenen Abschnitten
ra
finden sich mitunter Zirkulationsstdrungen.
Schwere Massive Einblutungen in allen oder den meisten GefdBabschnitten. GefaBwinde in
Hémorrhagien betroffenen Abschnitten sind nicht mehr abgrenzbar. Freie GefaBe sind nur vereinzelt oder
gar nicht mehr vorhanden. Massive Zirkulationsstorungen.
(Grad 3)
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4.5.2. Membraneintribungen

Die das DGS {iiberspannende Membran ist normalerweise klar. Bei Kontakt mit schidigenden

Substanzen kann es zu einer Trilbbung der Membran durch Denaturierung von Proteinen

kommen. Die Membraneintriibungen (ME) wurden in Grad 0 bis Grad 3 unterteilt.

Auspragung Morphologie
Leichte Gerade erkennbare Triibung, alle embryonalen Strukturen sind gut sichtbar und
Membraneintriibung lassen sich klar von der Umgebung abgrenzen.
(Grad 1)
Mittelschwere Eintriibung, die zu einer teilweisen oder vollstindigen Verdeckung der darunter
Membraneintriibung liegenden Strukturen fiihrt. Einzelne Erythrozyten sind auflichtmikroskopisch nicht
(Grad 2) mehr erkennbar. Die Begrenzung der Gefidfle erscheint unscharf. Die ME kann zur
ra
vollstindigen Verdeckung darunter liegender Areale fiihren. Der Gefafverlauf ist in
diesen Regionen nicht mehr zu verfolgen.
Schwere Flachenhafte Ausdehnung der ME, welche zur vollstindigen Verdeckung grofler
Membraneintriibung GefdBle und embryonaler Strukturen fiihrt. Der GefaB3verlauf ist kaum oder tiberhaupt
nicht mehr zu verfolgen.
(Grad 3)

45.3. Membrandefekt

Neben der Triibung der Membran kann es zu auflichtmikroskopisch sichtbaren Defekten der

Membran kommen. Das Vorhandensein solcher Defekte wurde mit ,,0° (nicht vorhanden)

oder ,,1* (vorhanden) registriert.

45.4. Vitalitat

Kam es infolge ausgeprégter toxischer Wirkungen zu einem Absterben des Embryos, wurde

die Letalitdt mit ,,0“ erfasst. Lebende Embryonen wurden mit ,,1* registriert.
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4.6. Pilotversuch

Um evtl. auftretende Probleme beim Aufbringen von Festkorpern auf das Dottersack-
Gefaflsystem im Vorfeld zu erkennen, wurde ein Pilotversuch durchgefiihrt. Hierbei wurde
insbesondere iiberpriift, ob die Folien aufgebracht werden kénnen, ohne die Membran oder
den Embryo zu verletzen. Hier zeigte sich, dass das Entfernen der Teststreifen nach der
Bebriitungszeit von 48h (insgesamt 5. Bebriitungstag des Keimlings) zu Problemen fiihren
kann, da die Folien an der Membran haften. Durch das vorsichtige Unterspiilen mit NaCl-
Losung (0,9%) lieBen sich die Teststoffe (Folien) ohne Verletzungen des Embryos l6sen.
Auch verursachten die Kanten der Folien keine Verletzungen des Keimlings oder der
Membranen.

Um das Erkennen auftretender Destruktionen zu erlernen, wurden die Eier mit verschiedenen
Teststoffen versehen und nach einer Bebriitungszeit von 48h ausgewertet. Hierbei zeigte sich,
dass es bei ungeniigender Abdeckung der Keimlinge durch Wachsplatten zu Austrocknungen
des Embryos und damit zu falschen Aussagen bzgl. des Destruktionsgrades kommen kann.
Um dieses Problem zu umgehen wurden die Wachsplatten beim Hauptversuch leicht erwarmt

und dicht adaptiert, um einem Fliissigkeitsverlust vorzubeugen.



5. Ergebnisse

51 0,9% NaCl-Losung

5.1.1. Vitalitat
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In der Kontrollgruppe mit physiologischer Kochsalzlosung waren alle Embryonen vital

(n=13) und ihrem Alter entsprechend entwickelt.

Vitalitat Testgruppe NaCl-Lésung

Vitalitat Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 0 0,0 0,0
1 13 100,0 100,0

5.1.2. Membrantribung

Bei zwei Keimlingen (15,4%) konnte eine leichte Membrantriibung beobachtet werden. Alle

anderen Embryonen wiesen keine Eintriibung der Membran tiber dem DGS auf.

Membrantribung Testgruppe NaCl-Losung

Destruktionsgrad Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 11 84,6 84,6
1 2 15,4 100,0




5.1.3. Membrandefekt

In der Gruppe konnten keine Membrandefekte festgestellt werden.
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Membrandefekt Testgruppe NaCl-L6sung

Membrandefekt

Haufigkeit

Gultige Prozente

Kumulierte Prozente

0

14

100,0

100,0

5.1.4. Hamorrhagien

92,3% (n=12) der Embryonen wiesen keine Himorrhagien auf, bei einem Keimling konnte

eine leichte Blutung festgestellt werden (7,7%).

Hamorrhagien Testgruppe NaCl-Ldsung

Destruktionsgrad Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 12 92,3 92,3
1 1 7,7 100,0

5.1.5. Zusammenfassung

Alle Keimlinge der Kontrollgruppe waren vital und wiesen keine groBeren Destruktionen auf.

Deskriptive Statistik Testgruppe NaCl-Ldsung

Membrantribung Membrandefekt Héamorrhagien
Mittelwert 0,15 0,0 0,08
Standardabweichung 0,365 0,0 0,401
Minimum 0 0 0,0
Maximum 1 0 1,0




5.2  Kupfer

5.2.1. Vitalitat

Nach 48 h Bebriitungszeit lag die Letalitéitsrate bei 100% (n=14).
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Vitalitat Testgruppe Kupfer

Vitalitat Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 14 100,0 100,0
1 0 0,0 100,0

5.2.2. Membrantribung

Samtliche Eier der Testgruppe wiesen eine Triibbung der Membran auf (n=14). Dabei zeigten

7,1% (n=1) eine leichte Triibung, wihrend 71,4% (n=10) der Embryonen eine mittelschwere

Membraneintriibung aufwiesen. Bei 21,4% (n=3) der Keimlinge wurde eine schwere

Membraneintriibung beobachtet.

Membrantribung Testgruppe Kupfer

Destruktionsgrad Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 0 0,0 0,0
1 1 7,1 7,1
2 10 71,4 78,6
3 3 21,4 100,0
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5.2.3. Membrandefekt

100% (n=14) der Embryonen wiesen einen flichigen Membrandefekt auf. In der

Kontrollgruppe konnte keine makroskopischen Membrandefekte nachgewiesen werden.

Membrandefekt Testgruppe Kupfer

Membrandefekt Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 0 0,0 0,0
1 14 100,0 100,0

5.2.4. Hamorrhagien

Alle Keimlinge der Kupfer-Gruppe wiesen stirkste Himorrhagien auf (n=13). GroBtenteils

konnten keine intakten Blutgefia3e mehr registriert werden.

Hamorrhagien Testgruppe Kupfer

Destruktionsgrad Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 0 0,0 0,0
1 0 0,0 0,0
2 0 0,0 0,0
3 14 100,0 100,0

5.2.5. Zusammenfassung

Die Applikation von Kupfer fiihrte in jedem Fall zum Tod der Embryonen. Alle Keimlinge
der Testgruppe wiesen stirkste Blutungen sowie Defekte der Membran auf. Die Embryonen
waren teilweise mumifiziert. Abbildung 14 zeigt ein Beispiel eines Embryos der Kupfer-

Testgruppe.
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Abb. 14: Starke Hdmorrhagien sowie Membraneintriibungen bei einem Brutei der Kupfer-Testgruppe. Der

Embryo ist mumifiziert und kaum noch zu erkennen.

Deskriptive Statistik Testgruppe Kupfer

Membrantribung

Membrandefekt

H&morrhagien

Mittelwert 2,14 1,0 3,0
Standardabweichung 0,535 0,0 0,0
Minimum 1 1 3
Maximum 3 1 3
5.3. Nickel-Titan-Folie

5.3.1. Vitalitat

Alle Embryonen der Ni-Ti-Gruppe waren vital (n=14).

Vitalitat Testgruppe Ni-Ti-Folie

Vitalitat Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 0 0,0 0,0
1 14 100,0 100,0




5.3.2. Membrantribung
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85,7% (n=12) der Keimlinge wiesen keine Membrantriibungen auf. Bei zwei Embryonen

dieser Testgruppe konnte eine leicht ausgepridgte Eintrilbung beobachtet werden (14,3%,

n=2).

In der Kontrollgruppe wurden bei 15,4% (n=2) der Embryonen leichte Membrantriibungen

registriert.

Membrantribung Testgruppe Ni-Ti-Folie

Destruktionsgrad Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 12 85,7 85,7
1 2 14,3 100,0

5.3.3. Membrandefekt

Bei keinem der untersuchten Keimlinge konnten Membrandefekte am DGS beobachtet

werden.
Membrandefekt Testgruppe Ni-Ti-Folie
Membrandefekt Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 14 100,0 100,0
1 0 0,0 0,0

5.3.4. Hamorrhagien

85,7% (n=12) der Keimlinge zeigten keine Blutungen. In zwei Bruteiern konnte eine leichte

Héamorrhagie des DGS registriert werden (14,3%, n=2).

Hamorrhagien Testgruppe Ni-Ti-Folie

Destruktionsgrad Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 12 85,7 85,7
1 2 14,3 100,0
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Die Applikation von Ni-Ti-Folie auf das DGS eines Embryos verursacht keine stéirkere

Destruktion des Keimlings. Alle Embryonen waren nach einer Bebriitungszeit von 48h vital,

lediglich ein Embryo wies leichte Himorrhagien auf. Abbildung 15 zeigt ein Beispiel fiir ein

Brutei der Ni-Ti-Gruppe.

Abb. 15: Keimling mit aufgelegter Ni-Ti-Folie 48 h nach Applikation des Teststoffes (5. Bebriitungstag) Rechts

ist der Testkdrper auf dem DGS zu erkennen..

Deskriptive Statistik Testgruppe Ni-Ti-Folie

Membrantriibung Membrandefekt Hamorrhagien
Mittelwert 0,14 0,0 0,14
Standardabweichung 0,363 0,0 0,363
Minimum 0 0 0,0
Maximum 1 0 0,0
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5.4. Ni-Ti-Polyimid-Verbundwerkstoff

5.4.1. Vitalitat

Alle Embryonen der Ni-Ti-Verbund-Gruppe waren vital (n=14).

Vitalitat Testgruppe Ni-Ti-Verbundwerkstoff

Vitalitat Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 0 0,0 0,0
1 14 100,0 100,0

5.4.2. Membrantribung

Lediglich bei einem Embryo konnte eine leichte Membrantriibung beobachtet werden. Bei

91,7% (n=13) konnte keine Triibung der Membran iiber dem DGS gefunden werden.

Membrantribung Testgruppe Ni-Ti-Verbundwerkstoff

Destruktionsgrad Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 13 92,9 92,9
1 1 7,1 100,0

5.4.3. Membrandefekt

Keiner der untersuchten Keimlinge wies einen Defekt der Membran iiber dem DGS auf.

Membrandefekt Testgruppe Ni-Ti-Verbundwerkstoff

Membrandefekt Haufigkeit Gultige Prozente Kumulierte Prozente
0 14 100,0 100,0
1 0 0,0 0,0
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Bei 85,7% (n=12) der Keimlinge konnte keine Blutung beobachtet werden. 14,3% (n=2)

wiesen leichte Himorrhagien im DGS auf.

Hamorrhagien Testgruppe Ni-Ti-Verbundwerkstoff

Destruktionsgrad Haufigkeit Glltige Prozente Kumulierte Prozente
0 12 85,7 85,7
1 2 14,3 100,0
2 0 0,0 100,0
3 0 0,0 100,0

5.4.5. Zusammenfassung

Durch Applikation des Verbundwerkstoffes konnte gegeniiber den Kontrollgruppen keine

starkere Schidigung der Keimlinge hervorgerufen werden. Alle Embryonen waren vital und

altersentsprechend entwickelt. Abbildung 16 zeigt ein Beispiel fiir einen Keimling mit

aufgelegter Ni-Ti-Polyimid-Verbundfolie.

Abb. 16: Keimling der Ni-Ti-Polyimid-Verbundgruppe.




34

Deskriptive Statistik Testgruppe Ni-Ti-Verbundwerkstoff

Membrantribung Membrandefekt Hamorrhagien
Mittelwert 0,07 0,0 0,14
Standardabweichung 0,267 0,0 0,363
Minimum 0 0 0,0
Maximum 1 0 0,0
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6. Diskussion

Bei der Entwicklung neuer Werkstoffe fiir den Einsatz in der Medizin ist die Uberpriifung der
Ungeféhrlichkeit fiir den lebenden Organismus ein wichtiger Aspekt. Werkstoffe aus Nickel-
Titan-Legierungen befinden sich seit {iber 30 Jahren in medizinischem Einsatz und waren
bereits hiufig Thema toxikologischer Untersuchungen [11, 16, 19, 32, 45]. Aus diesen Unter-
suchungen geht hervor, dass Ni-Ti-Legierungen trotz eines hohen Nickelanteils von 55
Gewichts-% eine gute Biokompatibilitit aufweisen.

Bei der Neuentwicklung eines NiTi-Polyimid-Verbundmaterials kommt es beim Sputtern zu
chemischen Reaktionen in der Grenzfliche zwischen Polyimid und der aufgebrachten Ni-Ti-
Schicht. Somit muss aufgrund gednderter Randbedingungen die Frage auf eventuelle
Zelltoxizitdt erneut gestellt werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Testung eines

solchen Verbundwerkstoffes auf zelltoxisches Potential.

6.1. Methode

Die vorliegenden Informationen wurden mit Hilfe des Tests am HET-DGS gewonnen.
Hierbei wurden die Teststoffe auf das Dottersack-GefaBsystem eines bebriiteten Hiihnereies
im 3. Bebriitungstag aufgebracht und die nach weiteren 48h Bebriitung auftretenden Destruk-
tionen semiquantitativ in Schweregrade aufgeteilt. Ein Problem hierbei war die subjektive
Feststellung der einzelnen Parameter durch den Untersucher. Gerade bei uneinheitlichen
Schadigungen der Keimlinge kann sich die mangelnde Erfahrung eines Beobachters negativ
auf die Ergebnisqualitit auswirken. Aus diesem Grund wurde vor dem eigentlichen
Testdurchgang ein Pilotversuch durchgefiihrt, um eventuell auftretende Bewertungsprobleme
im Vorfeld zu erortern.

Ein weiteres Problem war die Applikation der Teststoffe auf das Dottersack-Gefalsystem.
Aufgrund der scharfen Kanten der Feststoffe kann es bei unsachgeméfer Handhabung zu
iatrogenen Verletzungen der Gefile, und damit zu einer falsch positiven Bewertung der
Hamorrhagien kommen. Auch bei der Entfernung der Teststoffe besteht die Gefahr der
Verletzung der Blutgefifle und des Keimlings. Durch die Verwendung von Pinzetten ohne

Spitze konnte diese Gefahr minimiert werden. Bei Haftung des Teststoffes auf der Membran
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wurde dieser mit NaCIl-Losung 0,9% unterspiilt, um eine Schidigung des Keimlings bei der

Abnahme zu vermeiden.

6.2. Toxische Wirkungen des Ni-Ti-Polyimid-Verbundmaterials auf die
Keimlinge

Nach einer Bebriitungszeit von insgesamt fiinf Tagen, davon 48h mit aufgelegten Testfolien,
waren 100% (n=14) der Embryonen vital. An den Bruteiern der beiden Ni-Ti-Gruppen, sowie
der Negativ-Kontrollgruppe wurden keine Defekte der Membranen iiber dem Dottersack-
Gefdllsystem beobachtet. Lediglich die Embryonen der Positiv-Kontrollgruppe mit
Applikation von Kupfer wiesen alle Membrandefekte auf.

7,1% (n=1) der Membranen des Dottersack-GefdaBsystems wiesen eine leichte Triibung auf,
der Mittelwert von 0,07 lag allerdings unter den Werten der Kontrollgruppe (0,15), sowie
denen der Ni-Ti-Gruppe (0,14).

14,3% (n=2) der Keimlinge wiesen eine leichte Blutung auf, deren Mittelwert (0,14) jedoch
den Werten der Ni-Ti-Gruppe entsprach. Im Vergleich zu den Embryonen der Kontrollgruppe
war der Mittelwert fiir Himorrhagien leicht erhoht (0,14 zu 0,08). Eine mogliche Verletzung
der Blutgefie durch die Entfernung des Teststoffes ist im Hinblick auf beobachtete

Verklebungen zwischen Testfolie und dem Dottersack-Gefél3system in Betracht zu ziehen.

Im Vergleich zur Ni-Ti-Folie zeigte sich beim Ni-Ti-Polyimid-Verbundwerkstoff eine
geringere Membraneintriibung (Mittelwerte: 0,14 zu 0,07). Aufgrund der groflen
Standardabweichung ist die Aussagekraft dieser Werte kritisch zu bewerten. Im Hinblick auf
die in vielen Untersuchungen festgestellte toxikologische Unbedenklichkeit von Ni-Ti-
Materialien ldsst dieses Ergebnis aber den Schluss zu, dass die Verbindung der Ni-Ti-

Legierung mit der Polyimid-Folie keine Verstirkung der akuten Toxizitét hervorruft.

Material Letalitat (%) | Membrantribung | Membrandefekt | Hamorrhagien
0,9% NaCl-Lsg 0 0,15 0 0,08
Kupfer 100 2,14 1 3,00
Ni-Ti-Folie 0 0,14 0 0,14
Ni-Ti- 0 0,07 0 0,14
Verbundwerkstoff
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In Diagramm 1 wird veranschaulicht, dass der Verbundwerkstoff in dieser Testreihe keine

statistisch relevanten Destruktionen verursacht.

3.
2,51
21 ,
ONegativprobe
1,54 B Kupfer
N ONi-Ti-Folie
ONi-Ti-Verbundwerkstoff
0,51
0.
Letalitdt  Tribung Defekt Hamorrh.

Diagramm 1 Vergleich der Mittelwerte der Destruktionsgrade in den einzelnen Testgruppen. Zur

Veranschaulichung wird die Letalitat angegeben.

Aufgrund  der  Untersuchungsergebnisse  konnte eine  makroskopisch  und
auflichtmikroskopisch sichtbare schidigende Wirkung auf das Dottersack-GefaBBsystem des
Hiihnereies ausgeschlossen werden. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass die
Ergebnisse des HET-DGS ausschlieBlich in Bezug auf die akute Toxizitdt valide sind. Ein
Allergenisierungspotential oder eine mdglicherweise vorhandene Kanzerogenitdt konnen mit

dem HET-DGS nicht nachgewiesen werden.
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7.  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Toxizitdt eines neuartigen, kieferorthopadischen Ni-Ti-
Polyimid-Verbundwerkstoffes untersucht werden. Ziel der Entwicklung dieses Verbundwerk-
stoffes ist eine Herabsetzung der auftretenden KraftgroBBen bei gleichzeitig verbesserter
Pseudoelastizitit fiir die Anwendung im Rahmen einer kieferorthopéddischen Behandlung. Die
Testung auf Gewebetoxizitit wurde mit Hilfe des HET-DGS bestimmt, bei welchem der
Teststoff auf das Dottersack-GefdaBBsystem eines bebriiteten Hiihnereies aufgebracht wird.

50 Keimlinge wurden am dritten Bebriitungstag er6ffnet und mit den Teststoffen versehen.
Nach einer Bebriitungszeit von weiteren 48h wurden die Befunde am Dottersack-
Gefaflsystem und am Embryo visuell erfasst und semiquantitativ in Schweregrade unterteilt.
Die Ergebnisse der Versuchsreihe haben gezeigt, dass von dem neuentwickelten Ni-Ti-
Polyimid-Verbundmaterial keine makroskopisch oder auflichtmikroskopisch sichtbare
Schéidigung der Keimlinge ausgeht. Auftretende Membraneintriibungen und Hémorrhagien
entsprachen in Grad und Haufigkeit den Kontrollgruppen, so dass eine akute Toxizitdt auf den

lebenden Organismus nicht anzunehmen ist.
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Abstract

Titel:

Toxizitatsprifung eines neuartigen, superelastischen Verbunddrahtes fur die Kieferorthopadie.

Autoren:
BLENS T.; DRESCHER,D.

Institution:

Heinrich-Heine Universitat Disseldorf, Poliklinik fur Kieferorthopadie

Fragestellung:

Bei der Neuentwicklung medizinischer Werkstoffe ist die Prifung auf mdgliche Toxizitat ein
wichtiger Kernaspekt. Obwohl Ni-Ti-Drahte im Allgemeinen als biokompatibel gelten, muss dies
nicht zwangslaufig fur ein Ni-Ti-Polyimid-Verbundmaterial zutreffen. Daher war das Ziel dieser
Untersuchung die Toxizitatspriifung eines neuentwickelten Verbundwerkstoffes mit Hilfe eines

toxikologischen Testverfahrens am bebriteten Hilhnerei.

Material und Methode:

Die Testung auf Gewebetoxizitat wurde mit Hilfe des HET-DGS bestimmt, bei welchem der Teststoff
auf das Dottersack-Gefalsystem eines bebriteten Hihnereies aufgebracht wird. 56 Keimlinge wurden
am dritten Bebriitungstag erdffnet und mit den Teststoffen versehen. Nach einer Bebriitungszeit von
weiteren 48h wurden die Destruktionsgrade (Vitalitdt, Hamorrhagien, Membrandefekte) der

Embryonen visuell erfasst und semiquantitativ in Schweregrade unterteilt.

Ergebnisse:
Der getestete Verbundwerkstoff verursachte gegenlber allen anderen Testgruppen die geringsten
Destruktionen. Alle Embryonen blieben vital und zeigten auflichtmakroskopisch keinerlei

Verénderungen in Bezug auf die Negativgruppe.

Schlussfolgerungen:
Aufgrund des Testergebnisses kann eine makroskopische, akut toxische Schadigung des lebenden Orga-

nismus durch einen Ni-Ti-Polyimid-Verbundwerkstoff ausgeschlossen werden.



