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Dr. G. Schmalz, Tiibingen

Zahnarztliche Werkstoffe
miissen bestimmte physi-
kalische, chemische und
biologische Eigenschaften
besitzen. So muB z.B. ein
neues Amalgam Mindestan-
forderungen u.a. in bezug
auf Druckfestigkeit und Ex-
pansionsverhalten erfiillen,
um als Fiillungsmaterial
geeignet zu sein. Diese
Mindestanforderungen und
die Testverfahren, mit de-
nen die entsprechenden
Materialeigenschaften ge-
messen werden, sind seit
den 20er Jahren in soge-
nannten Spezifikationen
festgelegt, die in der Zwi-
schenzeit ausgebaut und
verbessert wurden. Bekannt
sind Spezifikationen der
ADA, des DIN-Verbandes
oder — auf internationaler
Ebene — der FDI/ISO. Aller-
dings werden nach diesen
Spezifikationen allein phy-
sikalische und chemische
Eigenschaften getestet. Fiir
die Priifung der Gewebever-
traglichkeit fehlen bis heu-
te national oder internatio-
nal verbindliche Testmetho-
den. In seinem Vortrag auf
der 9. Tagung der Arbeits-
gemeinschaft ,,Dentale
Technologie‘ in Stuttgart,
ging Dr. Gottfried Schmalz
der Frage nach, welche
Verfahren hierbei einge-
setzt werden kénnen. Denn
eine biologische Priifung
von zahnéarztlichen Werk-
stoffen, ehe sie auf den
Markt kommen, scheint aus
Griinden der Qualitétssi-
cherung und des Schutzes
von Zahnarzt, Helferin,
Zahntechniker und Patient
unentbehrlich.

Werkstoffe in der
hiologischen Forschung

arztlichen Bereich:
1. Prophylaxe-Mittel

materialien

5

Haftmittel)
Fullungswerkstoffe
Versiegler, Zahnlacke
Befestigungswerkstoffe

© 00 N AN

Wundverbande

Als Arzneimittel laut Arzneimittel-
gesetz (§ 2/Abs. 1) gelten im zahn-

2. Mittel zur Kavitatendesinfektion
3. Kavitatenlacke und Unterfullungs-

Hilfsmittel fur Fallungen (Atz- und

Wourzelkanal-Fullungsmaterialien

Als Gegenstande laut Arzneimittel-
gesetz (§2/Abs. 2 Nr. 2, 3) gelten
im zahnéarztlichen Bereich:
1. Kunstliche Zahne
2. Brcken (auch Provisorien)
3. Kronen (auch Provisorien)
4. Voll- und Teilprothesen
5. GuBplomben* :
6. Silberstifte
7. Gegenstande fﬂrWurzeI (Nerv
kanal) Fullungen*
8. Haftscheiben
9. GebiBspangen*
10. Papierspitzen zum
Trockenwischen* des Wurzelkanals

Tabelle 1: Zusammenstellung von zahn-
arztlichen Materialien, die laut einem Be hi
der ,,Arbeitsgemeinschaft der Leitenden Me i

zinalbeamten der Lander* (710-4-289-486/79) Pls

Arzymitﬁ—ﬁg—e angesenen werden.

yoin

Diese Forderung hat auch
Eingang in die Gesetzge-
bung gefunden: Nach In-
krafttreten des Arzneimittel-
gesetzes am 1. 1. 1980 wer-
den viele zahnéarztliche
Werkstoffe als Arzneimittel
(Tab. 1 und 2) angesehen,
was in Zukunft biologische
Testung verlangt.

Problematik

Umstritten ist die Frage
nach geeigneten Prafmetho-
den. Biologische Untersu-
chungen im allgemeinen
und solche mit zahnéarztli-
chen Materialien im beson-
deren bringen eine Reihe
von Problemen mit sich, die
eine standardisierte Pri-
fung erheblich erschweren:
Die im biologischen Experi-
ment auftretenden Varia-
blen sind zahlreicher und
schwerer kontrollierbar als
im physikalischen Versuch.

So besitzt z. B. ein Versuchs-
tier eine Individualitat, eine

Tabelle 2: Zusammenstellung zahnarztlicher
Materialien, die laut einem BeschluB der ,,Ar-
beitsgemeinschaft der Leitenden Medizinalbe-
amten der Lander* (710-4-289-486/79) als Ge-
genstinde angesehen werden und somit wie

Arzneimittel getestet werden miissen.
* = Original-Wortlaut

Testmaschine
nicht.

Es scheint auBerdem nicht
sinnvoll, zahnarztliche Ma-
terialien mit Testverfahren
aus der Arzneimittelprifung
zu untersuchen, da sich
Werkstoffe und Arzneimittel
erheblich voneinander un-
terscheiden, was auch auf
der Jahrestagung der Deut-
schen Gesellschaft far Pro-
thetik und Werkstoffkunde
in Berlin, 1980, unterstri-
chen wurde. Wir bendtigen
daher fur zahnarztliche Ma-
terialien besondere Test-
methoden.

dagegen

Klinische Tests

In der Vergangenheit wur-
den zahnarztliche Werkstof-
fe oftmals direkt am Patien-
ten auf ihre Gewebevertrag-
lichkeit hin erprobt. Ein sol-
ches Vorgehen ist sicherlich
dann am Platze und geeig-
net, wenn ein Material ab-
schlieBend beurteilt und far
den Markt freigegeben wer-

den soll. Allerdings verbie-
ten ethische Gunde die Ap-
plikation eines neuen Werk-
stoffes sofort am Men-
schen.

Hinzu kommen technische
Probleme: Es ist z.B. nicht
moglich, aus der klinischen
Untersuchung eines Zahnes
die wahre, durch ein Ful-
lungsmaterial bewirkte Pul-
paschadigung zu. erfassen.
Eine histologische Beurtei-
lung bedingt jedoch die Ex-
traktion des entsprechen-
den Zahnes, was wiederum
nur in gewissen Fallen, z. B.
im Rahmen einer kieferor-
thopadischen Behandlung
moglich ist. Dabei handelt
es sich jedoch um die Zahne
Jugendlicher mit einer vom
Erwachsenen unterschiedli-
chen Anatomie.

Klinische Tests — so wert-
voll sie sind — reichen als
alleinige Methode zur Be-
schreibung und Messung
der Gewebevertraglichkeit
zahnéarztlicher Materialien
nicht aus. Sie sind zudem
nach dem neuen Arzneimit-
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Werkstoffe in der

hiologischen Forschung

telgesetz nur zulassig, wenn
bestimmte Ergebnisse aus

praklinischen Versuchen
vorliegen.
Anwendungstests

Bei Verwendung von Ver-
suchstieren sind die ethi-
schen und technischen Pro-
bleme geringer. Werden die
zu testenden Werkstoffe am
Versuchstier so appliziert,
wie es die spatere Verwen-
dung am Patienten vorsieht,
spricht man von , Anwen-
dungstests‘.

Als Versuchstiere kommen
u.a. Miniaturschweine (Abb.
1) oder Rhesusaffen (Abb. 2
und 3) in Frage. Entspre-
chende Testverfahren sind
in Spezifikationsentwirfen
von ADA, DIN und FDI auf-
genommen worden.

Aus O6konomischen aber
auch aus Uberlegungen des
Tierschutzes heraus ist es
jedoch nicht méglich, jedes
neu entwickelte Material an
solchen hochentwickelten
Versuchstieren zu erproben.

Zellkulturen

Zur Prufung der lokalen aku-
ten Toxizitat zahnarztlicher
Werkstoffe sind in der Lite-
ratur  Zellkulturen vorge-
schlagen worden. Unter Zell-
kulturen versteht man Ge-
webe, die auBerhalb des
Koérpers gehalten oder ge-
zuchtet werden. Die Verwen-
dung von Zellkulturen hat
viele Vorteile: Das biologi-
sche Testsystem ist gut
Uberschaubar, die Zahl der
anfangs erwahnten Varia-
blen ist gegentber Tierver-
suchen oder gar klinischen
Tests geringer. Die Versu-

che sind kostenginstig,
zeitsparend, und es treten
keine Probleme mit dem
Tierschutz auf. Allerdings
handelt es sich dabei um
Versuchsanordnungen, bei
denen die Situation des
Werkstoffes in der Mund-
héhle des Patienten nicht
imitiert wird, wie es bei den
Anwendungstests der Fall
ist.

In unseren Untersuchungen
der letzten Jahre sind wir
deshalb der Frage nachge-
gangen, inwieweit drei stell-
vertretend fur alle Zellkultur-
verfahren ausgewdahite Me-
thoden die Forderungen er-
fallen, welche an ein stan-
dardisiertes  biologisches
Prufverfahren gestellt wer-
den.

Methoden

Folgende Verfahren haben
wir in unsere Untersuchung
einbezogen:

1. den Hamolyse-Test,

2. den Agar-Overlay-Test

3. den Wachstums-Inhibi-
tions-Test.

Beim Hamolyse-Test wird
das Untersuchungsmaterial
in eine Suspension roter
Blutkérperchen vom Kanin-
chen gegeben. Man benétigt
dazu frisches, aus der mar-
ginalen Ohrvene eines Ka-
ninchens entnommenes
Blut, welches mit Zitrat un-
gerinnbar gemacht wird. Die
bewirkte Zellzerstérung wird
photometrisch anhand des
freigesetzten roten Blutfarb-
stoffes bestimmt (Abb. 4
und 5).

Die beiden anderen Test-
methoden, der Agar-Overlay-
Test und der Wachstums-In-
hibitions-Test basieren auf
der eigentlichen Zellkultur-
technik. Dabei  werden
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Abb. 1 Zahnhalskavitédten, die am Gottinger Miniaturschwein
gelegt wurden

Abb. 2 Zahnhalskavitédten, die an Rhesus-Affen gelegt wurden
(Frontzdhne)

Abb. 3 Zahnhalskavitidten, die am Rhesus-Affen gelegt wurden
(Seitenzdahne)
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Abb. 4 Himolyse-Test; Versuchsbeginn: Die Testmaterialien
befinden sich in der Blutkérperchen-Suspension

pos.contr. ZONE Sili
heavy

Abb. 5 Himolyse-Test; Versuchsende: Die Testmaterialien sind
entfernt, die Suspension ist zentrifugiert, nur der freigesetzte
rote Blutfarbstoff ist noch erkennbar

\

Abb. 6 Aussaat der Zell-Suspension auf Petrischalen

menschliche oder tierische
Zellen auBerhalb des Orga-
nismus auf einer Glas- bzw.
Kunststoffunterlage  oder
auch in Suspension gezlch-
tet.

Am einfachsten lassen sich
bosartige Tumorzellen in
Kultur halten. Sie zeichnen
sich bei geeigneter Nahrl6-
sung durch unbegrenztes
Wachstum aus. AuBerdem
lassen sich sogenannte Klo-
ne zichten, d.h. Kulturen,
die von einer einzigen Zelle
abstammen. Diese Kulturen
sind in ihrem biologischen
Verhalten stabil, wenn ge-
wisse Regeln der Zellzuch-
tung eingehalten werden.
Die Zellen werden in zentra-
len Zellbanken gehalten und
kénnen von dort auf kom-
merziellem Wege bezogen
werden.

Es ist also moéglich, daB ent-
sprechenden Laboratorien
auf der ganzen Welt gleiche
biologische Systeme zur
Verfugung stehen — eine
wesentliche Voraussetzung
fur eine standardisierte bio-
logische Prufung.

Beim Agar-Overlay-Test wer-
den Tumorzellen von der
Maus auf Petrischalen ge-
zuchtet (Abb. 6) und, nach-
dem ein dichter Zellrasen
gewachsen ist (Abb. 7) mit
einem Agar Uberschichtet
und anschlieBend mit einem
roten Farbstoff (Neutralrot)
angefarbt (Abb. 8). Ein auf
den Agar appliziertes Mate-
rial (Abb. 9) ruft je nach Grad
seiner Toxizitat einen mehr
oder weniger groBen Hof der
Zellschadigung hervor.
Dabei geben die geschédig-
ten Zellen den roten Farb-
stoff ab, wodurch eine Zone
der Aufhellung entsteht,
was in Kontaktabzugen
(Abb. 10 und 11) als dunkles

Gebiet imponiert. Beim
Wachstums-Inhibitions-Test
wird ein Extrakt des Unter-
suchungsmaterials (z.B.
Wurzelkanal-Fullpaste) her-
gestellt, indem es Uber 24
Stunden in Nahrlésung aus-
gelaugt und der Uberstand
anschlieBend filtriert wird.
Die wachstumshemmende
Wirkung verschiedener Kon-
zentrationen dieses Extrak-
tes auf Tumorzellen von der
Maus wird photometrisch
gemessen (Abb. 12).

Das Ergebnis dieser Test-
methode wird dargestellt
als Dosis-Reaktions-Kurve
(Abb. 13 und 14), wobei auf
der Waagerechten die ver-
schiedenen  Konzentratio-
nen des Extraktes, auf der
Senkrechten das zugehorige
Wachstum der Kultur aufge-
zeichnet wird. Die Steige-
rung der Dosis-Reaktions-
Kurve kann als MaB fur die
Materialtoxizitat gewertet
werden.

Die Abb. 13 zeigt die Ergeb-
nisse des Wurzelkanalful-
lungsmaterials N2. Selbst
bei einer Alterungszeit
(= Zeit zwischen Anmi-
schen und Versuchsbeginn)
von 24 Stunden ergibt sich
im Wachstums-Inhibitions-
Test eine steile Dosis-Reak-
tionskurve, was fur eine ho-
he Toxizitat spricht. Demge-
genuber ruft Guttapercha ei-
ne wesentlich geringere
Zellreaktion hervor (Abb. 14).
Mit den beschriebenen drei
Testverfahren wurde ein
breites Spektrum zahnéarztli-
cher Werkstoffe getestet
(Tab. 3).

Ergebnisse
Im Rahmen dieser Ubersicht

kann nicht im einzelnen auf
die Resultate unserer Unter-
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Werkstoffe in der

hiologischen Forschung

- Testmaterialien:
1. Wachse und Basispla
_ Abdruckmaterialien
 Reinigungs- und
Poliermittel
Plaque-Farbemittel
Zahnpasten =
~ Parodontalverbénde
Kunststoffe
~ (Kfo, Prothetik)
. Fallungsmaterialien
. Endodontisch

W

e

Tabelle 3: Zusammenstellung
der in eigenen Untersuchun-
gen getesteten Materialien

suchungen  eingegangen,
sondern es sollen nur einige
Punkte herausgegriffen wer-
den. Es hat sich gezeigt, daB
wir mit Hilfe von Zellkultur-
verfahren durchaus in der
Lage sind, eine mogliche
Giftigkeit zahnarztlicher Ma-
terialien unter standardi-
sierten Bedingungen zu er-
fassen.

Dabei haben sich Testver-
fahren mit Fibrolastenkultu-
ren wie der Agar-Overlay-
Test und der Wachstums-In-
hibitions-Test als geeigne-
ter erwiesen als der Hamoly-
se-Test, da letzterer sehr we-
nig empfindlich ist und nur
auBerordentlich  toxische
Materialien angezeigt hat.
Es lagen auBerdem Anzei-
chen vor, daB beim Ver-
gleich eines bekannten
Werkstoffes mit einem nahe
verwandten neuen Werk-
stoff die aus Zellkulturen er-
haltenen Daten mit gewis-
sen Einschrankungen Ruck-
schlusse auf die Gewebe-
vertraglichkeit des neuen
Werkstoffes am Patienten
zulassen. Dabei muB jedoch
berucksichtigt werden, daB
die auf Zellkulturen ermittel-
te Giftigkeit durch eine aus
dem Testmaterial ausge-

laugte chemische Substanz
bedingt ist.

Die Gewebevertraglichkeit
am Patienten wird dartber
hinaus durch andere Fakto-
ren beeinfluBt, z.B. bakte-
rielle Belage in der Mund-
héhle, Mikrospalten zwi-
schen Fullungsmaterial und

Kavitat oder durch eine
exotherme Abbindereak-
tion.

SchluBfolgerungen

Die aus Zellkulturtests er-
haltenen Ergebnisse kon-
nen zur Beurteilung eines
zahnérztlichen Werkstoffes
beitragen. Dabei muB je-
doch immer der mogliche
therapeutische Wert des
Testmaterials  bertcksich-
tigt werden. Ein Werkstoff,
welcher in Zellkulturen ein
toxisches — also giftiges —
Verhalten zeigt, muB nicht
von vornherein fur eine klini-
sche Verwendung ausschei-
den. So ist der sehr toxische
Silikat-Zement uber Jahr-
zehnte hinweg als Front-
zahn-Fullungs-Material ver-
wendet worden, da es kein
alternatives Material mit
entsprechenden therapeuti-
schen, d.h. in diesem Fall
physikalisch-chemischen
Eigenschaften gab.
Gleiches trifft fur die im
Rahmen der Saure-Atz-Tech-
nik  verwandte 38 %ige
Phosphorsaure zu. Trotz-
dem waren die aus biologi-
schen Tests gewonnenen In-
formationen zur Zytotoxitat
wichtig, da man sich so
durch geeignete MaBnah-
men vor den unerwiinschten
Wirkungen schutzen kann.
Solche Informationen hatte
man mit Testverfahren der
Arzneimittelprufung nur
schwerlich erhalten kénnen.

1550, dental-labor, XXVIII, Heft 9/80

Abb. 8 Die Zellen werden angefirbt

Abb. 9 Applikation des Testmaterials auf den Agar
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Bewertung Abb. 10 toxisch, Abb. 11 gering toxisch.

Abb. 10 und 11 Kontktabzug einer Agar-Platte des Agar-OverIay-Tesié. Die GroBe
des Hofes um das Testmaterial ist ein MaB fiir die Toxizitdt des Werkstoffes.
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Abb 14 Relative Konzentration des Extraktes '

Abb. 13 Ergebnisse aus dém Wachstums-lnhibitions-Tests ﬁif
das Wurzelkanal-Fiillungsmaterial N2; Liegezeit bedeutet
Zeitraum zwischen Anmischen und Versuchsbeginn

Abb. 14 Ergebnisse aus dem Wachstums-Inhibitions-Test fiir das
Wurzelkanal-Fiillungsmaterial Chloropercha. Liegezeit bedeutet
Zeitraum zwischen Anmischen und Versuchsbeginn.

Nahr1osung

Filtrat
+

Fibroblasten

Testmaterial

+ e D4 Std.

Wachstums-Inhibitions-Test

— Flltration

Bestmmung der
Wachstumshemmung

Zellkulturtests stehen im-
mer am Anfang einer biolo-
gischen  Materialprafung.

Aus der Vielzahl der von der
Industrie entwickelten neu-
en zahnarztlichen Werkstof-
fe konnen damit unter Be-
ricksichtigung der Empfind-
lichkeit verschiedener Test-
systeme und unter Abwé-
gung des therapeutischen
Werts diejenigen ausge-
wahlt werden, bei denen
weitere, zeit- und kostenauf-
wendige und mit ethischen
Problemen belastete Pri-
fungen im Anwendungstest
und spater im Kklinischen
Versuch am Patienten ver-
tretbar und auch sinnvoll er-
scheinen.

Zellkultur-Tests werden nie-
mals Tierversuche und die
klinische Erprobung am Pa-
tienten vollstandig ersetzen
kénnen. Es besteht jedoch
die Hoffnung, daB in Zu-
kunft, wenn wir noch mehr
Uber Zellkultur-Systeme wis-
sen, durch einen vermehrten
Einsatz solcher Verfahren
die Zahl der Experimente
am Tier und am Menschen
zumindest reduziert werden
kann.

Abb. 12 Scﬁematische Darstellung des
Wachstums-Inhibitions-Tests

Zusammenfassung

Obwohl bis heute keine ver-
bindlichen Spezifikationen
zur Bestimmung der Gewe-
bevertraglichkeit zahnarztli-
cher Materialien bestehen,
erscheint uns eine solche
Prufung dringend erforder-
lich. Klinische Tests sind
als letzte Stufe einer Mate-
rialprufung sehr wertvoll,
als alleinige Methode =zur
Bestimmung der Gewebe-
vertraglichkeit reichen sie
nicht aus. Anwendungs-
tests an hochentwickelten
Versuchstieren bieten bes-
sere experimentelle Mog-
lichkeiten. Aus ©6konomi-
schen und tierschitzeri-
schen Uberlegungen muB je-
doch eine gewisse Voraus-
wahl getroffen werden. Zell-
kulturen, sind, wie eigene
Untersuchungen gezeigt ha-
ben, durchaus in der Lage,
eine erste Information Uber
die Giftigkeit eines Mate-
rials zu liefern.

Unter Abwagung des thera-
peutischen Werts kann
dann entschieden werden,
ob die Entwicklung dieses
neuen Materials weiter ver-
folgt werden soll. O
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