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1 EINLEITUNG

Als Kunststoffe werden synthetische Werkstoffe bezeichnet, die hauptsichlich aus Makro-
molekilen bestehen. Die meisten industriellen Produkte oder Halbfabrikate werden heute
aus Kunststoffen hergestellt, so z. B. in der Halbleiterindustrie, der Textilindustrie oder dem
Fahrzeugbau. Durch die stindige Weiterentwicklung haben Kunststoffe auch im medizini-
schen Bereich weite Einsatzgebiete und werden dort voriibergehend (z. B. als Kontaktlinse)
oder permanent (z. B. als Implantatkomponente) in den Korper eingebracht. In der Zahn-
medizin werden Kunststoffe standardmaBig in allen Bereichen, z. B. als Prothesenbasis, di-
rektes Fullungsmaterial, Membranen, Verblendungen und Provisorien, eingesetzt.

Im Dentalbereich werden vorwiegend Kunststoffe bzw. Komposite eingesetzt, deren orga-
nische Matrix aus Methacrylaten besteht. Diesen Monomeren werden viele unterschiedliche
Additive zugesetzt, um gezielt Werkstoffeigenschaften indikationsspezifisch zu modifizieren.
Um die dsthetischen Parameter von Kompositen, d. h. Farbgebung, Transluzenz, Opazitit
etc., den natiirlichen Zahnen anzupassen, werden vor allem unterschiedliche Metalloxide bei-
gemischt, die aber — zumindest in héheren Konzentrationen — auch zytotoxische Effekte
erzielen konnten. Direkte Kompositfiillungen haben als zahnfarbene Alternative in der res-
taurativen Zahnheilkunde die Amalgamfillungen verdringt, weil diese aufgrund ihres
Quecksilbergehaltes sehr kritisch betrachtet werden. Moderne Komposite haben aber ein
hohes Potenzial fiir Allergien und wirken im nicht abgebundenen Zustand toxisch auf
menschliche Gewebe. Minimale Unterschiede in der Zusammensetzung dieser Komposit-
bzw. Kunststoffmaterialien konnten die Zytotoxizitit beeinflussen. Es ist daher wenig nach-
vollziehbar, dass kaum aussagekriftige Studien zu den Auswirkungen von Mischungsinde-
rungen und Variationen der physiko-chemischen Eigenschaften auf die Zytotoxizitit denta-
ler Komposite existieren.

In der vorliegenden Studie sollen deshalb dentale Kompositwerkstoffe unterschiedlicher
Zahnfarben, d. h. mit minimalen Unterschieden in der Zusammensetzung, und Amalgam in
Bezug auf Zellviabilitit und Zellzytotoxizitit untersucht werden. Des Weiteren wurden Mo-
difikationen in Oberflichenrauheit und -energie untersucht, um auch hier eventuelle Ein-

flisse auf Zellviabilitit und Zellzytotoxizitit zu evaluieren.



2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Dentale Kompositmaterialien

Der Begriftf Komposit (lat. compositus = zusammengesetzt) beschreibt ein Material, welches
aus unterschiedlichen Stoffgruppen mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaf-
ten zusammengesetzt ist. Die Entwicklung der Komposite war bereits in den 1960er Jahren
so weit vorangeschritten, dass Zahnhartsubstanzdefekte mit thnen suffizient therapiert wer-
den konnten (Bowen 1963; Owen et al. 2017; Palotie et al. 2017). Durch stetige Weiterent-
wicklung und Verbesserungen der Eigenschaften ersetzten Kompositfilllungen zunehmend
das bis dato weit verbreitete metallisch-silberne Amalgam, welches seinerseits bereits im
7. Jahrhundert als Fallungsmaterial in China Verwendung fand (Burke 2004; Forss und
Widstrom 2009; Riethe 1980). Gestiegene dsthetische Anspriiche von Patienten spielen fir
die - trotz héherer Kosten - zunehmende Verbreitung von zahnfarbenen Kompositmateria-
lien ebenfalls eine entscheidende Rolle (Krastl und Weiger 2010; Bandel 2015). Eine auch in
den Breitenmedien 6ffentlich gefiihrte Diskussion um eine wissenschaftlich nicht belegte
Toxizitit von Amalgam bzw. dem darin enthaltenen Quecksilber trug zusitzlich zur Weiter-
entwicklung zahnfarbener Fullungsmaterialien bei (Rathore et al. 2012; Wu et al. 2015; Fer-
racane 2011). Unter anderem als Resultat dieser ,,Amalgamdiskussion® wurden die Indikati-
onen fur Amalgamfillungen eingeschrankt, sodass z. B. bei Kindern, Schwangeren, stillen-
den Miittern und Patienten mit einer nachgewiesenen Allergie gegen die Bestandteile von
Amalgam keine Amalgamfillungen inseriert werden sollen (Harhammer 2001; Bundesinsti-
tut fur Arzneimittel (BfArM) 2005; Takahashi et al. 2003; Back et al. 2016; Bedir Findik et al.
2016).

2.1.1 Zusammensetzung

Die Stoffgruppen, aus denen sich dentale Komposite zusammensetzen, sind hauptséichlich
organische Bestandteile, welche zusammengefasst auch als organische Matrix bezeichnet
werden, sowie zum anderen zugefiigte anorganische oder organischen Stoffe, wie z. B.
Quarz, welche insgesamt als Fullstoffe bezeichnet werden (siche Abbildung 1). Um diese
verschiedenen Komponenten zu verbinden, werden Silane verwendet. Durch deren Einsatz
kommt es zu einer stabilen chemischen Bindung von anorganischen und organischen Be-

standteilen der Komposite.



\

Unpolymerisiertes I I -

7’

Pigmente

Abbildung 1: Zusammensetzung Komposite (nach Janda 2008a-c)

Die organische Matrix dentaler Komposite besteht aus Methacrylat-Estern mit ein- oder
mehrwertigen Alkoholen (Peutzfeldt 1997; Riittermann et al. 2010). Am héufigsten wird in
der Zahnmedizin Bisphenolglycidylmethacrylat (BisGMA) verwendet (Sandner et al. 1997,
Ilie und Hickel 2011). Entwickelt wurde dieser Kunststoff durch den amerikanischen Zahn-
arzt Dr. Rafael Bowen, welcher ihn 1962 als Bowen-Monomer vorstellte (Bowen 1959; Ilie
et al. 2007). Er verkniipfte hierzu ein Epoxidharz mit einem Methacrylat; das so erzeugte
Molekil war verhaltnismal3ig starr und besal3 im Verbund als Polymer ein héheres Elastizi-
taitsmodul (Pfeifer et al. 2009).

Nach der kommerziellen Einfiihrung dentaler Komposite kamen diese hauptsichlich bei
Frontzahndefekten zum Einsatz, da die Restauration von Seitenzihnen durch deren erh6hte
Kaubelastung noch starken Verlusten unterlag (Frankenberger 2009; Demarco et al. 2017).
Das Hinzufiigen von Fillstoffen zur organischen Matrix und das damit einhergehende ver-
besserte Abrasionsverhalten fihrte zu einer VergréBerung des Indikationsspektrums bis zu
ausgedehnten Substanzdefekten im Seitenzahnbereich (Manhart et al. 2000; Rasines Alcaraz
et al. 2014). Diese der organischen Matrix zugefiigten Fillstoffe konnen sowohl anorgani-
scher als auch organischer Natur sein (Sabbagh et al. 2004; Salazar et al. 2013). Als ein anor-
ganischer Fillstoff kommt beispielsweise Siliziumdioxid zum Einsatz (Hosseinalipour et al.
2010). Durch die im weiteren Verlauf noch genauer beschriebene Silanschicht wird eine dau-
erhafte Verbindung zwischen BisGMA und dem anorganischen Fillstoff hergestellt (Bowen
1963; Karabela und Sideridou 2011). Moderne Komposite haben durch Modifikation mit



verschiedenen anorganischen Stoffen, wie Glisern, Silikaten oder auch Zirkoniumdioxid,
anorganische Fullstoffanteile von 50 — 80 Volumenprozent (Han et al. 2012; Guo et al
2012). Durch diese Fullstoffe erhalten Komposite ihre hervorragenden dsthetischen und me-
chanischen Eigenschaften (Bowen 1979; Lim et al. 2008; Wang et al. 2017). Je hoher die
Fallk6rpergrofie ist, desto mehr nehmen die Festigkeit und das Elastizitdtsmodul der Kunst-
stoffe zu, gleichzeitig jedoch nehmen Polierbarkeit und Asthetik ab (Ilie und Hickel 2009;
Ilie et al. 2016). Dementsprechend bewirkt eine mittlere KorngréB3e von zirka 1 um eine
bessere Polierbarkeit, Abrasions- und Farbbestindigkeit bei einer gleichzeitig verringerten
Plaqueanlagerung (Albert et al. 2000; Oliveira et al. 2012; Polydorou 2014). Damit die ftr
den klinischen Einsatz relevante Rontgenopazitit erzielt wird, werden schlieBlich schwerme-
talldotierte Barium- oder Strontiumsilikatgliser oder Yttrium- oder Ytterbiumtrifluorid als
Fullstoffe hinzugefiigt (Ruyter 1988; van Dijken et al. 1989; Janda 2008b).

Durch die Beschichtung der anorganischen Fillstoffe mit Silanen wird deren chemische Ver-
bindung mit der organischen Phase ermdéglicht (Cucuruz et al. 2017). Erreicht wird dieses
durch die chimire Eigenschaft der Silanmolekiile, sowohl einen organischen als auch einen
anorganischen Anteil zu besitzen. Bei Kompositmaterialien wird fiir die Silanisierung der
Fillstoffe in der Regel 3-Methacryloyloxypropyltrimethoxysilan in einer Schichtdicke von 5-
20 nm verwendet (Karabela und Sideridou 2008). Durch die Methacrylgruppe des Silans
erfolgt die Bindung zwischen dem Silan und den Monomeren der organischen Matrix, wo-
hingegen der anorganische Teil iber Sauerstoffbriicken an die Fillstoffoberfliche bindet
(S6derholm und Shang 1993; Zhu und Zhang 2015). Dies erméglicht eine gute Benetzung
der anorganischen Fillstoffe mit der organischen Matrix (Sideridou and Karabela 2009).
Durch saure Hydrolyse kann eine solche Bindung wieder gelost werden, was einen Fiillkor-
perverlust zur Folge hat und schlieBlich zu einer schnelleren Abnutzung des Komposits
fithrt. Eine Verbesserung der Bindungshydrolysestabilitat ist daher u. a. Gegenstand aktueller
Materialentwicklungen (Lung und Matinlinna 2012). Neben der chemischen Bindung tiber
Silane findet auch eine mechanische Bindung zwischen Fullstoffen und organischer Matrix
statt. Diese ist stark abhingig von der Oberflichenbeschaffenheit der Fillkorper, wobei die
Bindung zwischen Matrix und gleichférmigen Fillstoffen deutlich geringer ist als z. B. bei
porosen Fillstoffen (Atai et al. 2012; Tamura et al. 2013; Lim et al. 2002).

Als plastisches direktes Fillungsmaterial muss dentales Komposit nach dem Einbringen in
eine Kavitit aus seiner viskdsen Form in seine ausgehirtete bestindige Form uberfithrt wer-
den. Die Verkettung von Monomeren zu Polymeren, die sognannte Polymerisation, muss
erfolgen. Diese Polymerisation wird durch Initiatoren gestartet, welche bei der folgenden

Reaktion vollstindig verbraucht werden (Ferracane 2016; Ilie 2016). Die chemische Hirtung,



die Lichthirtung und die duale Hirtung sind hierbei die drei hauptsichlichen Polymerisati-
onsmechanismen. Die Initiatoren sind bei chemischer Hirtung meist Benzoylperoxid, bei
Lichthirtung meist Kampferchinon (mit einem Absorptionsmaximum des Lichtes von
468 nm Wellenlinge) und bei der dualen Hirtung ein kombiniertes System aus chemischer
und Lichthirtung (Ely et al. 2012; Santini et al. 2013; Meereis et al. 2016). Zeitgleich beein-
flussen die eingesetzten Initiatoren die physikalischen und chemischen Eigenschaften der
Komposite sowie deren Polymerisationsgrad (Albuquerque et al. 2013; Randolph et al. 2010).
Um eine ausreichende Lagerfihigkeit und praktikable Vorbereitungszeit zu gewihrtleisten,
erhalten dentale Komposite als weitere Zusatzstoffe Inhibitoren oder auch Stabilisatoren.
Diese stabilisieren das Komposit chemisch und verhindern eine vorzeitige Polymerisation.
Beispiele fir zur Anwendung kommende Inhibitoren bzw. Stabilisatoren sind Hydrochinon-
monomethylether und sterisch gehinderte Phenole (Hellwig et al. 2013; Janda 2008a). Einen
weiteren wichtigen Bestandteil von Kompositen stellen UV-Stabilisatoren dar. Diese absor-
bieren einwirkendes UV-Licht. Ohne diese Absorption wiirde es zu Alterungsprozessen des
Komposits kommen, welche sich beispielsweise als gelbliche Verfirbung darstellen und da-
mit zu einer unerwiinschten Anderung der Asthetik fiihren (Ferracane et al. 1985; Uchida et
al. 1998). Somit sind UV-Stabilisatoren eine wichtige dsthetische Komponente, obwohl sie
selbst farblos sind. Wichtige Vertreter aus der Gruppe der UV-Stabilisatoren sind 2-Hydro-
xybenzophenone und 2-Hydroxyphenylbenzotriazole.

Die Imitation der natiirlichen Zahnfarbgebung durch Komposite wird durch Zusatz von
Pigmenten erreicht. Diese im Durchmesser 0,01 bis 1 um messenden Pigmente kénnen an-
organischer oder organischer Natur sein. Als wichtige Eigenschaften miissen diese unloslich,
farbstabil und unempfindlich gegentiber Licht bzw. Wirme sowie toxikologisch unbedenk-
lich sein. Die hauptsichlich zum Einsatz kommenden Pigmente sind anorganisch. Zu diesen
zihlen Titandioxid, Zirkoniumdioxid, Aluminiumoxid sowie Eisenoxid (Janda 2008c).

Im Gegensatz zum Amalgam wird Komposit nicht (nur) durch Makroretentionen mit der
Zahnhartsubstanz verbunden, sondern durch die Siure-Atz-Technik (SAT) zusitzlich
mikroretentiv verankert (Gandhi et al. 2018; Watari 2005). Die zugrundeliegende Technik
zur Schmelzitzung wurde bereits 1955 etabliert und fithrt im Ergebnis zu einer sehr hohen
Randdichtigkeit im Schmelzbereich (Buonocore 1955; Buonocore et al. 1968; Gupta et al.
2017; Rosa et al. 2015). Durch die hydrophilen Eigenschaften des Dentins bei gleichzeitig
hydrophoben Eigenschaften des Komposits wird der Verbund zwischen diesen beiden er-

schwert. Um eine spaltfreie Verbindung zwischen Dentin und Komposit herstellen zu koén-



nen, wird daher auch das Dentin mit Sdure vorbehandelt und schlieB3lich mit einer Mono-
merl6sung benetzt, die in das nun freiliegende Geflecht aus Dentintubuli und Kollagenfasern
eindringt (Ferreira et al. 2017; Torii et al. 2002).

2.1.2 Komposite verschiedener Zahnfarben

Durch Wechselwirkungen der Zahnhartsubstanzen mit Licht, wie Reflexion, Brechung,
Streuung und Absorption, wird die Zahnfarbe beeinflusst bzw. in der Folge unterschiedlich
vom Betrachter wahrgenommen (Joiner 2004). Dabet spielt die Stirke der Lichteinwirkung
und die der individuellen Erfassbarkeit eine gro3e Rolle (Faber 2006; Milagres et al. 2012).
Die verschiedenen Zahnhartsubstanzen verhalten sich hierbei unterschiedlich. Der Schmelz,
welcher zum Zahnhals dinn auslduft, verindert die Farbwirkung des Dentins durch seine
Opaleszenz und Transluzenz an verschiedenen Stellen des Zahnes heterogen (Oguro et al.
2016). Als Zahnhartsubstanz mit der grof3ten Masse ist das Dentin hauptverantwortlich fir
die Zahnfarbe (Battersby und Battersby 2015). Weitere Einflussfaktoren sind pigmentreiche
Nahrungsmittel, hierzu zihlen z. B. Kaffee, Tabak und Rotwein, welche durch verschiedene
Wechselwirkungen ebenfalls einen Einfluss auf die Farbgebung und -stabilitit von Kompo-
sit-restaurationen haben kénnen (Topcu et al. 2009; Nasim et al. 2010; Catelan et al. 2011).
Zur Bestimmung der Zahnfarben kann auf unterschiedliche Weise vorgegangen werden. Es
kommen klassische Farbringe, aber auch Kolorimeter, Spektrophotometer (z B. VITA
Easyshade®, VITA Zahnfabrik, Bad Sickingen, Deutschland) bzw. Digitalkameras zur elekt-
ronischen Farbbestimmung zum Finsatz (Hammad 2003; Igiel et al. 2017). Im Laufe der Zeit
haben verschiedene Hersteller eigene Farbskalen entwickelt und vertrieben, wobei die Farb-
skala ,,VITA-Classical (VITA Zahnfabrik, Bad Sickingen, Deutschland, Abbildung 2) die
grof3te Verbreitung und Anwendung findet (Chu et al. 2010).

Der Einsatz von Kompositen als Biomaterial im menschlichen Korper erfordert Biokompa-
tibilitit. Neben den anderen Bestandteilen mussen daher die farbgebenden Zusitze in Kom-
positen bestindig gegeniiber chemischen und physikalischen Einflissen sein, was die Aus-
wahl der Materialien einschrinkt (Kappert und Eichner 2005). Die farbgebenden Zusitze
selbst konnen in Farbpigmente, welche in einem Bindemittel (hier das Komposit) fein verteilt
werden miussen, und Farbstoffe, welche sich in der organischen Phase (hier der Matrix) 16sen
lassen, unterschieden werden (Herbst und Hunger 2009; Bertau et al. 2013). Es ist daher
moglich, dass sich die im Komposit gelosten Farbstoffe mit zunehmendem Alter des Kom-
posits an dessen Oberfliche ablagern und auch an die Umgebung abgegeben werden; sie sind

also nicht migrationsecht (Miller 2002). Am haufigsten werden anorganische Pigmente zur



Farbgebung eingesetzt, da sie die verschiedenen Materialanforderungen (Lichtbestindigkeit,
chemische Bestindigkeit etc.) am besten erfiillen. Durch Mischung von Pigmenten unter-
schiedlicher Art und Menge werden schlieBlich die unterschiedlichen Zahnfarben realisiert
(Kappert und Eichner 2005; Ghinea et al. 2015). Die in Kompositen zum Einsatz kommen-
den Pigmente sind hauptsichlich Metalloxide wie z. B. Titandioxidpigmente (Schmidseder
2008; Thorat et al. 2012; Sun et al. 2011). Im Gegensatz zu Sulfiden oder Chromaten, die
unbestindig auf wechselnde pH-Werte reagieren, zeigen Titanoxide die beste Bestindigkeit
gegen Anderungen des pH-Wertes (Elsner et al. 2012). Bei der Herstellung von Medizinpro-
dukten wird auf bestimmte farbgebende Schwermetallverbindungen, wie z. B. aus Cadmium-
oder Bleipigmenten, verzichtet (Kappert und Eichner 2005). Durch die Verwendung orga-
nischer Leuchtpigmente wird ferner die natiirliche Fluoreszenz des Zahnes nachgeahmt

(Janda 2008c).

Abbildung 2: Vita-Classical-Farbskala



2.2. Untersuchung der Zytotoxizitat dentaler Komposite

Die Verkntipfung der Monomere zu Polymeren bendtigt Energie, welche in Form von Licht,
Wirme oder auch Redoxreaktionen zugefthrt wird. Es wird nach der Energiezufuhr zwi-
schen Photo-, Hei3- und Autopolymerisation unterschieden (Janda 2008a). Da die Polymeri-
sation von Kunststoffen nicht zu 100% (also ideal) erfolgt, verbleibt auch im polymerisierten
Zustand immer ein gewisser Anteil von Restmonomeren erhalten. Reaktionsfahige Mono-
mere, welche in die umliegenden Gewebe diffundieren, kénnen sich zytotoxisch auf die orts-
stindigen Wirtszellen auswirken (Pradeep und Sreekumar 2012; Goiato et al. 2015; Salehi et
al. 2015). Hierbei gilt, dass je lipophiler ein Acrylat bzw. Methacrylat und je kirzer die Kette
von Dimethacrylaten ist, desto besser kénnen diese die Doppellipidmembran von Zellen
durchdringen und somit stirkeren Einfluss auf die Zellen haben (Yoshii 1997). Die Menge
an Restmonomer von Heil3- und Autopolymerisaten, gemessen als Eluat im Speichel, wurde
Zellkulturen humaner Gingivafibroblasten zugefiihrt; so konnte ein Zusammenhang zwi-
schen der Menge des freigesetzten Monomers und der Zytotoxizitit auf Fibroblasten gezeigt
werden (Kedjarune et al. 19992). Um diese monomer-induzierte Zytotoxizitit zu verringern,
wurden und werden Versuche unternommen, den Gehalt an Restmonomeren zu reduzieren,
so z. B. mit N-Acetylcystein (NAC). Es zeigte sich beispielsweise, dass die Zugabe von
0,15 Gew. % NAC die Biokompatibilitit von Polymethmethylacrylat (PMMA) signifikant
verbessern konnte, ohne einen signifikant negativen Einfluss auf die mechanischen und phy-
sikalischen Eigenschaften von PMMA zu bewirken (Jiao et al. 2015). Autopolymersiate zei-
gen im Vergleich zu anderen Polymerisationsformen aufgrund der hoheren Anteile an Rest-
polymeren auch ein erhohtes zytotoxisches Potenzial (Brackett et al. 2007). Hingegen ist die
Photopolymerisation die Polymerisationsform mit dem geringsten Anteil an Restmonome-
ren, womit auch ihre auf Monomere zurlickgefiihrte Zytotoxizitit am geringsten ist (Buyu-
kerkmen und Ozturk 2013). Die im heilen Wasserbad polymerisierenden Hei3polymerisate
wiederum enthalten auspolymerisiert weniger Restmonomer als Autopolymerisate, jedoch
mehr Restmonomer als Photopolymerisate (Melilli et al. 2009; Ata and Yavuzyilmaz 2009).

Im Zuge der Verwendung und Bearbeitung von Polymethylmethacrylat existieren zudem
kritische Uberlegungen in Bezug auf die Arbeitsplatzbelastung mit Methylmethacrylat
(MMA). Es zeigte sich in diesem Kontext, dass Zahnirzte bzw. zahnmedizinisches Fachper-
sonal Uberempfindlichkeitsreaktionen, asthmatische Reaktionen, lokale neurologische
Symptome, Reizungen und lokale dermatologische Reaktionen entwickelten (Kanerva et al.

1993; Piirild et al. 1998; Aalto-Korte et al. 2007). Klinisch relevant ist zudem, dass die Intakt-



heit und somit die Schutzfunktion von Latex-Handschuhen nach Kontakt mit MMA beein-
trichtigt sein kann. Zahnirztliches Personal sollte daher den direkten Kontakt mit MMA
vermeiden und die Raumventilation sollte ausreichend sein (Leggat und Kedjarune 2003).
Als weitere potentiell zytotoxisch wirkende und von dentalen Kompositen freigesetzte
Substanz konnte im Speichel Formaldehyd nachgewiesen werden (Tsuchiya et al. 1994).
Formaldehyd wird durch die Oxidation von Restmonomeren gebildet oder auch durch die
Entstehung eines Peroxid-Co-Oligomers. Dieses Oligomer ist instabil und zerfillt zu
Formaldehyd und Methylpyruvat (Ruyter 2009). Zu beachten ist, dass Formaldehyd in
niedrigen Konzentrationen toxischer wirkt als MMA (T'suchiya et al. 1994).

Der Hauptbestandteil des Basismonomers BisGMA, Bisphenol A, ist durch die Eigenschaft,
an zellulire Ostrogenrezeptoren binden zu kénnen, Gegenstand aktueller Untersuchungen.
Die durch Bisphenol A ausgel6sten endokrinen Effekte sind sowohl 7z vive als auch i vitro
nachweisbar; eine 6strogene Wirkung muss daher angenommen werden (Steinmetz et al.
1997). Die relativen Mengen dieser vermutlich nur schwach Gstrogen-wirkenden
Verbindungen sind jedoch als gering einzuschitzen und fihren wahrscheinlich zu einem

geringen Risko unerwiinschter Wirkungen (Schuurs und Moorer 2000).

2.2.1 Normen

Da Komposite als Medizinprodukte unter das Medizinproduktegesetz (MPG) fallen, miissen
sie auf ihre Biokompatibilitit gegentiber lebenden Geweben getestet werden (Janda 2007,
Knebel 2010). Hierbei durchlaufen sie mehrere Standardtests (Renisch und Lauer 2014). Bei
erfolgreichem Testverlauf erhalten Medizinprodukte eine Zulassung und werden damit fiir
kurz- oder langfristigen Korperkontakt zugelassen (Polzin und Seitz 2012). Eines der Priif-
verfahren schreibt vor, die In-vitro-Zytotoxizitit des Produktes mit Zellkulturen zu testen,
um Tierversuche zu vermeiden. Als Zellkultur werden meist Fibroblasten der Maus (Ziellinie
1.929) verwendet. Das Priufungsschema ist dabei festgelegt in der DIN EN ISO 10993-
5:2009-10.
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2.2.2 In-vitro-Methoden zur Untersuchung der Zellviabilitdt und Zytotoxizitat

Als etablierte Methoden zur Zellviabilititsmessung kommen auf wasserloslichem Tetrazoli-
umsalzen (engl.: water-soluble tetrazolinm salt, WST) basierende Testmethoden zum Einsatz, wie
z. B. WST-8 (Lutter et al. 2017). Aufgrund ihrer Ladung kénnen WST-Derivate nicht in Zel-
len eindringen (Gstraunthaler und Lindl 2013). In Verbindung mit einem Elektronenakzep-
tor, wie beispielsweise 1-Methoxy-5-Methylphenaziniummethylsulfat (1-Methoxy PMS) ge-
langen sie ins Zellinnere. 1-Methoxy PMS wird intra-mitochondrial zu PMS (engl.: phenazi-
ninm methyl sulfate) reduziert, welches ein wichtiger Katalysator fiir den Farbumschlag ist. Es
wird damit hellgelbes WST-8 in wasserlosliches, orange gefirbtes WST-8-Formazan umge-
wandelt (Ishiyama et al. 1997; Riss et al. 2016). Die Konzentration des Formazans kann auf-
grund des Farbumschlages im Spektralphotometer bei 450-570 nm photometrisch bestimmt
werden (Ishiyama et al. 1997). Durch die einfache Durchfithrbarkeit der Tests und die schnell
verfiighbaren Ergebnisse, u. a. weil komplexe Vorbereitungen der Zellen entfallen, ist ein ho-
her Probendurchsatz in kurzer Zeit moglich (Tominaga et al. 1999; Gstraunthaler und Lindl
2013).

Zytotoxizititmessungen mittels LDH-basierten (Laktat-Dehydrogenase) Testmethoden wer-
den z. B. mit Resazurin durchgeftihrt (Rodriguez-Corrales and Josan 2017). Resazurin ist ein
Redoxindikator, der in die Zelle eindringt und dort zu Resorufin reduziert wird (Pribst et al.
2017). Resazurin wird zu einer tiefblauen LLosung, wenn es in physiologischen Puffern gelost
wird. Es wird direkt zu Zellkulturen hinzugegeben; lebenstahige Zellen mit aktivem Meta-
bolismus konnen das blaue Resazurin zu rosa fluoreszierenden Resorufin reduzieren (Riss et
al. 2016). Auch hier erfolgt die Quantifizierung der Zellviabilitit bzw. der zytotoxischen Ef-
fekte Uber den entsprechenden Farbumschlag im Photometer.

Mit Hilfe sogenannter ATP-Assays konnen lebende Zellen indirekt nachwiesen werden. Dies
geschieht, indem man den intrazelluliren Energietriger Adenosintriphosphat (ATP) mit
Enzymen reagieren lasst, die dann aufgrund ihrer biolumineszenten Eigenschaften nachge-
wiesen werden kénnen (Lomakina et al. 2015). Diese Enzyme, auch Luciferasen genannt,
setzen bei der Reaktion vorhandenes ATP unter Ausstrahlung sichtbaren Lichtes zu Adeno-
sindiphosphat (ADP) um (Riss et al. 2011). Diese ATP-Assays sind schnelle Quantifizie-
rungsverfahren und dabei weniger anfillig fiir Artefakte als andere Viabilitdts-Assays (Riss et
al. 2011). Urspringlich als Chemosensitivititsassay fiir Tumoren entwickelt, hat sich der Test
als In-vitro-Assay mit breitem Finsatzspektrum fir zellulire Testungen erwiesen (Cree und
Andreotti 1997). Das ATP-Assay ist dariiber hinaus auch fir die Messung der Viabilitit bzw.
Zytotoxizitit bei geringer Zellanzahl geeignet (Petty et al. 1995).
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Auch durch Fluoreszenzfarbstoffe kann das zytotoxische Potenzial von Stoffen in Zellkul-
turen sichtbar gemacht werden (Chiaraviglio and Kirby 2014; Grootjans et al. 2016). Dabei
bindet der zugefihrte Farbstoff an die freigesetzte DNS abgestorbener Zellen (Thakur et al.
2015). Da diese Farbstoffe nicht membrangingig sind, werden die lebenden Zellen mit in-
takter Doppellipidmembran nicht angefirbt, und damit steht eine stirkere Fluoreszenz direkt
mit einer héheren Zytotoxizitit der Zellen in Verbindung (Valdés et al. 2013).

Experimentelle Studien finden hauptsichlich in der Grundlagenforschung Anwendung. Da-
bei wird zwischen In-vivo-Studien (Tierexperimente) und In-vitro-Studien (Zellkulturen) un-
terschieden (Teaford and Oyen 1989). Es werden Fragestellungen, welche sich aus klinischen
Beobachtungen ergeben haben, in einer kontrollierten Umgebung untersucht. Der Vorteil
an In-vitro-Studien ist die hohe Standardisierung durch die Ausschaltung von stérenden Va-
riablen, wodurch geringere Fallzahlen fur ein zeitnahes aussagekriftiges Ergebnis bendtigt
werden (Krukemeyer und Alldinger 2005). Der grofite Nachteil ist, dass die Ergebnisse sich
nur bedingt auf die Klinik Gibertragen lassen, da das System Mensch komplexer ist als das
Studiendesign (Goldberg 2008). In-vivo-Studien haben meist eine héhere Aussagekraft, da
sie im komplexen System eines Lebewesens durchgefithrt werden, was ethisch betrachtet
aber auch den groB3ten Nachteil darstellt, da sich der Mensch anderer Lebewesen bedient,

um anthropozentrische Interessen zu verfolgen (Leyh et al. 2002).

2.3 Physiko-chemische Oberflachencharakteristika

Einen entscheidenden Einfluss auf die Integration von Biomaterialien in den menschlichen
Korper hat die Oberfliche des zugefiihrten Materials (Romano et al. 2015; Jager 2018). Dabei
spielen unter anderem die Rauheit, die freie Energie der Oberfliche, die Topografie und
mogliche Oberflichenbeschichtung eine grof3e Rolle (Bacchelli et al. 2009; Coelho et al. 2011;
Mai et al. 2012). Das Ziel aktueller Forschung ist es daher, tiber die Modifikation von spezi-
fischen Oberflichenparametern eine bessere Biokompatibilitit und intensivere Integration

in die umgebenden menschlichen Gewebe zu erreichen (Nyberg et al. 2013; Shah et al. 2016).
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2.3.1 Rauheit

Die Oberflichenrauheit und Substratmorphologie von dentalen Biomaterialien ist von es-
sentieller Bedeutung, da sie die Akkumulation von Mikroorganismen maligeblich beeinflusst
und zusitzlich spezifische Wirkungen auf umgebende humane Zellen hat (Hahnel et al.
2010a; Cazzaniga et al. 2015). Die betreffende aktuelle Literatur beschreibt eindeutig, dass
auf glatten Oberflichen die mikrobielle Adhision geringer ausfillt als auf rauen Oberflichen
(Aykent et al. 2010; Mei et al. 2011; Tsarev et al. 2014). Als Rauheiten werden Unebenheiten
in der Oberfliche von Werkstoffen bezeichnet (Trautwein et al. 2014). In der DIN 4760:1982
(Deutsches Institut fir Normung e.V.) werden Oberflichen, deren Gestalt von der idealen
Oberflichenbeschaffenheit abweicht, in sechs verschiedene Ordnungen unterteilt (siche Ta-

belle 1).

Tabelle 1: Gestaltabweichung nach DIN 4760:1982

Gestaltab-  Bezeichnung

weichung

1. Ordnung Formabweichungen (Geradheits-, Ebenheits-, Rundheitsabweichungen)
2. Ordnung  Welligkeit (Wellen)

3. Ordnung Rauheit (Rillen)

4. Ordnung = Rauheit (Riefen, Schuppen, Kuppen)

5. Ordnung Rauheit der Gefiigestruktur

6. Ordnung  Gitteraufbau des Werkstoffs

Um die Rauheit einer Oberfliche zu messen, kommen unterschiedliche Methoden zur An-
wendung. In der Literatur wird die 2D-Profilometrie durchgehend als adiquate Methode
beschrieben (Kocher et al. 2002). Dabei erfolgt die Rauheitsmessung durch mechanisches
Abtasten der Oberfliche mit einer Diamantspitze. Die mechanischen Signale werden in
elektrische umgewandelt und digital ausgewertet (Rai and Gupta 2013). Die neuesten Sys-
teme zur Bestimmung der Oberflichenrauheit und Darstellung sind die Laser-Scanning-Mik-
roskopie und die Konfokalmikroskopie (Paddock und Eliceiri 2014; Bayguinov et al. 2018).
Bei der Laser-Scanning-Mikroskopie wird die Oberfliche der Probe mit einem fokussierten
Laserstrahl abgerastert (Reddy 2007). Wenn das Abrastern nur durch einen Punkt erfolgt, ist
die Erstellung einer Aufnahme zeitintensiv. Werden Bilder in unterschiedlichen Fokusebe-
nen erstellt, ist es moglich, ein dreidimensionales Bild zu erzeugen (Gobel 2008). Konfokal-

mikroskope sind Lichtmikroskope, welche nur einen geringen Anteil der Probe belichten; sie
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erzeugen damit viele Einzelbilder, welche nach dem Abrastern der Probe zu einem Gesamt-
bild zusammengesetzt werden. Durch die Einzelaufnahmen haben sie einen hohen Kontrast,
da nur das Licht aus der scharf abgebildeten Ebene aufgenommen wird (Xiao et al. 1988).
Die beiden Arten von Lichtmikroskopen wurden in den letzten 30 Jahren miteinander kom-
biniert und mithilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskope werden kontrastreiche drei-
dimensionale Aufnahmen mit sehr hoher Auflésung erzeugt (Engelhardt und Knebel 1993;
Netuschil et al. 1998; Bitter et al. 2004; Heurich et al. 2010; Pilownic et al. 2017).

Die Rauheit zahnmedizinischer Werkstoffe wird meistens durch den Rauheitswert R, ange-
geben (Ishikiriama et al. 2015; Leal et al. 2015). R, stellt nach DIN EN ISO 4287:2010 das
arithmetische Mittel der Abweichung einer konstruierten Mittellinie mit nach beiden Seiten
gleicher Verteilung des Materials durch die Werkstoffoberfliche dar (siche Abbildung 3). Die
Rauheit R, wird in der Einheit um angegeben (Kappert und Eichner 2005). Dabeti zeigte sich,
dass die Grenzflichenrauheit fiir die bakterielle Adhdsion (auf Titan) bei einem arithmeti-
schen Mittel der Rauheit (R.) 0,2 um liegt. Das heil3t, dass auch aus einer weiteren Verringe-
rung des R,-Wertes unter 0,2 um keine weitere Reduktion der Bakterienakkumulation resul-
tiert (Bollen et al. 1997). Dartiber hinaus hat auch der verwendete Werkstoff einen Einfluss
auf die Bakterienanhaftung (Hahnel et al. 2015). Fir die Osseointegration dentaler Implan-
tate wurde gezeigt, dass sich die Oberflichenrauheit eines Implantatkorpers direkt auf die
Anhaftung von Zellen auswirkt (Sammons et al. 2005; Jayaraman et al. 2004; Feller et al.
2014). Es hat sich gezeigt, dass die 3D-Oberflichenrauheit (Abstands-, Héhen-, und Hyb-
ridparameter (Kombination von Abstands- und Hoheninformationen)) eine bessere Quan-
tifizierung der Oberfliche ermoglicht, z. B. bei oberflichenbehandelten dentalen Implanta-
ten. Dabei wird die Oberfliche mit einem Stereo-Rasterelektronenmikroskop aus verschie-
denen Winkeln aufgenommen und daraus ein dreidimensionales Bild erstellt (Rothe et al.

2015).
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Rauheit R,

Rauheit Linear {Konstruierte Mittellinie)

Y-Achse

Abbildung 3: Arithmetisches Mittel der Rauheit, grafische Darstellung

2.3.2 Freie Energie der Oberflache

Die freie Energie der Oberfliche ist die Arbeit, welche pro Fliche aufgewendet werden muss,
um die Oberfliche eines Stoffes zu vergréBern. Ein Verfahren zum Messen der Oberfli-
chenenergie von Festkorpern ist die Messung des Kontaktwinkels zwischen einem Festkor-
per und einem Tropfen einer Flussigkeit mit bekannten Eigenschaften. Haufig werden auf-
grund ihrer komplementiren Figenschaften hierfiir Wasser (polare Eigenschaften) und Me-
thyleniodid (unpolare Eigenschaften) eingesetzt (Attal et al. 1994; Riittermann et al. 2014).
Durch die Gré3e des Kontaktwinkels kann man Riickschlisse auf die Wechselwirkung zwi-
schen der Flussigkeit und dem Festkorper ziehen, d. h. je grofler die Wechselwirkung, desto
geringer der Kontaktwinkel. Im Fall von Wasser als benetzende Flissigkeit bezeichnet man

die Oberfliche wie in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Kontaktwinkel und Bezeichnung bei Benetzung mit Wasser (Jung und Bhushan 2006)

Um 0° hydrophil (wassetliebend)
< 90° hydrophob (wasserabweisend)
> 90° superhydrophob
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Aus dem Kontaktwinkel, d. h. dem Winkel zwischen Tropfen und Festkérperoberfliche,
kann mit Hilfe der Young’schen Gleichung (Abbildung 4) die freie Oberflichenenergie des
Festkorpers errechnet werden. Die Young’sche Gleichung beschreibt den Zusammenhang
zwischen Festkorper und Flussigkeit (0), der freien Oberflichenenergie des Festkorpers (osc),
der Oberflichenspannung der Flussigkeit (o16) und der Grenzflichenenergie zwischen Flis-

sigkeit und Festkorper (ors) (Kriss 2010).

Osg —O|s

cos 0 =
016G

Abbildung 4: Young’sche Gleichung

Dabei wird durch die Young’sche Gleichung der Kontaktwinkel bei idealen Verhiltnissen
beschrieben, d. h. die Beziechung zwischen einer reinen Flussigkeit und einem chemisch ho-
mogenen und topographisch einheitlichen Festkorper, welche von einer einheitlichen Gas-
phase umgeben sind. Da alle Probekorper jedoch reale Feststoffe darstellen, unterliegt der
Kontaktwinkel in der Folge einer ortlichen und zeitlichen Verinderung (Starov et al. 2003;
Farris et al. 2011).

Das Verfahren der Kontaktwinkelmessung eignet sich besonders fiir die Oberflichencharak-
terisierung von Polymeren und hat in der zahnmedizinischen Biomaterialforschung beson-
dere Bedeutung im Kontext der Wechselwirkungen von Biomaterialien und Biofilmen

(Owens und Wendt 1969; Quirynen 1994; da Silva et al. 2015).

2.3.3 Andere physiko-chemische Oberflacheneigenschaften

Die physiko-chemischen Oberflicheneigenschaften von Biomaterialien spielen eine wichtige
Rolle bei der Reaktion des menschlichen Korpers auf die Implantation eines Fremdkorpers,
insbesondere in den ersten zwei bis vier Wochen nach der Insertion (Anderson et al. 2008).
Durch die Verletzung des Gewebes werden verschiedene Prozesse des Wirtes initiiert, be-
ginnend mit dem extrinsischen und intrinsischen Gerinnungssystem, des Komplementsys-
tems und des fibrinolytischen Systems. Weiterhin erfolgt eine Entziindungsreaktion und die
Aktivierung von Magrophagen. Durch Botenstoffe des Immunsystems erweitern sich die
Blutgefil3e, was eine stirkere Durchblutung des umliegenden Gewebes zur Folge hat. Die

Blutgefi3e werden durchlissiger fir Immun- und Plasmazellen, welche in das Gewebe im-
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migrieren (Anderson 2001). Die spezifische Fremdkorperreaktion an der Grenzfliche zwi-
schen Gewebe und Material ist fir den Langzeiterfolg der Implantation eines Medizinpro-
dukts ausschlaggebend. Modifikationen enossaler Titanimplantate, die auf eine bessere Bio-
integration abzielen, zeigten in verschiedenen Studien gewiinschte Zell- und Gewebeantwor-
ten (Mendonga et al. 2008). Schlegel e7 a/. (2013) untersuchte konventionelle SLA (Sandblasting
with Large grit followed by Acid etching)-Implantate und SLActive®-Implantate der Firma
Straumann (Straumann Holding AG, Basel, Schweiz) an gesunden und diabetischen Haus-
schweinen. Jeweils sechs Implantate wurden in die Kalotte von 11 diabetischen und 4 gesun-
den Hausschweinen gelegt. 30 und 90 Tage nach der Implantatinsertion wurden der Kno-
chen-Implantat-Kontakt und die Knochendichte beurteilt. Als Ergebnis nach 90 Tagen zeig-
ten die SL.Active®-Implantate signifikant héhere Knochen-Implantat-Kontakte im Vergleich
zu den konventionellen SLA-Implantaten bei den diabetischen Tieren. Die Knochendichte
war in der SLActive®-Gruppe nach 30 und 90 Tagen bei gesunden und diabetischen Tieren
hoher. Es hat sich gezeigt, dass Diabetes einen Einfluss auf die Implantatinsertation hat,
wiederum die modifizierte SLA Oberfliche eine beschleunigte Osseointegration von Zahn-
implantaten auslost. Das kénnte bedeuten, dass bei der Verwendung von SLActive®-Implan-
taten bei Diabetespatienten hohere Einheilraten erzielt werden konnten. Metzler ez al. (2013)
hat die Osseointegration von diamantbeschichteten Dentalimplantaten untersucht. Es wur-
den 24 diamantbeschichtete und 24 SLA-Implantate aus Titanlegierungen in die Schadel von
acht erwachsenen Schweinen implantiert. Es erfolgte eine histologische Untersuchung nach
zwei und finf Monaten. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den unter-
schiedlichen Oberflichenmodifikationen festgestellt werden und es stellte sich heraus, dass
ein vergleichbar hoher Grad an Osseointegration bestand. Dies wiederum bedeutet, dass
beide Oberflichenmodifikationen zu einem guten klinischen Ergebnis fihren kénnten.

Insbesondere bei dentalen Implantaten wurden vielfaltige und komplexe Oberflichenbe-
handlungen im Hinblick auf eine verbesserte Osseointegration bei gleichzeitig guter Gewe-
bevertraglichkeit bzw. geringer zytotoxischer Wirkung entwickelt und getestet (Orsini et al.
2000; Conserva et al. 2013; Gardin et al. 2014; Alves et al. 2016; Moller et al. 2012; Malkoc
et al. 2012). Gleichwohl kann es bei zahnirztlichen Biomaterialien durch Oberflichenmodi-
fikationen wie Mikrostrukturierungen oder Hydrophilisierungen zu einer vermehrten Anla-
gerung von pathogenen Biofilmen oder zum Auftreten von Allergien kommen (Bollen et al.
1996; Schmalz 2002; Elter et al. 2008; Birgers et al. 2010b; Al-Radha et al. 2012). Da eine
moglichst geringe Biofilmbildung eine wichtige Voraussetzung fur den langfristigen Erfolg

von dentalen Implantaten darstellt, wurde beispielweise versucht, diese durch Beschichtung
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mit Silber, welches eine antimikrobielle Wirkung besitzt, zu minimieren (Cochis et al. 2015;

Necula et al. 2012).

2.3.4 Oberflacheneigenschaften und Zytotoxizitat

Der Zusammenhang zwischen verschiedenen Oberflichencharakteristika und der Adhasion
von Biofilmen wurde in multiplen Studien detailliert untersucht (zusammengefasst in Teug-
hels et al. 2006; Hannig and Hannig 2009). Dagegen existiert erstaunlicherweise wenig Lite-
ratur zum Einfluss von Oberflichenverinderungen dentaler Materialien auf die Zytotoxizitit
von Zellen der Mundhéhle. So wurde beobachtet, dass bei dentalen Legierungen, welche
einen hohen Anteil von unedleren Metallen enthalten, die unedleren Ionen eine Schicht auf
der Oberfliche bilden und diese Schicht die Zytotoxizitit der Legierung erh6ht (Kato 1976;
Wataha et al. 1999). Daher ist es von entscheidender Bedeutung, die Freisetzung von Ionen
aus Legierungen in der Mundhdohle aufzukliren und die biologischen Wechselwirkungen frei-
gesetzter Metallkomponenten mit oralen und systemischen Geweben zu bestimmen (Geur-
tsen 2002). Um die mechanischen Eigenschaften von dentalen Legierungen zu verbessern,
werden dem Gefiige unedle Metalle hinzugefiigt, was sich wiederum negativ auf die Biokom-
patibilitit auswirkt (Bumgardner and Lucas 1994; Zhang et al. 2012; Ristic et al. 2014). Bei
hochgoldhaltigen Legierungen haben unterschiedliche Rauheiten der Oberfliche keine toxi-
sche Wirkung (Altvater et al. 2000). Can e @/ haben nichtedle Legierungen in Bezug auf
Oberflichenrauheit und Zytotoxizitit untersucht. Dazu wurden zwanzig Proben aus einer
Nickel-Chrom-Legierung hergestellt. Zehn Proben wurden unter Verwendung einer her-
kémmlichen Technik getrennt poliert. Die verbleibenden zehn Proben wurden mit 50 pm
Aluminiumoxid (Al,Os) sandgestrahlt. Zehn Proben (5 poliert, 5 sandgestrahlt) wurden in
Wells mit Dulbecco’s Modified Eagle's Medium gegeben. Die anderen zehn Proben wurden in
Wells mit kiinstlichem Speichel platziert. Die Proben wurden 30 Tage lang in Kontakt mit
diesen Medien gebracht. Diese Medien wurden alle 7 Tage gesammelt und am Ende der
Expositionszeit wurde die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) verwendet, um die Freiset-
zung von Elementen aus den Legierungen in das gesamte gesammelte Medium zu bestim-
men. Als Ergebnis stellte sich heraus, dass elementare Freisetzungen in allen Medien auftra-
ten. Die elementaren Freisetzungen von Legierungsbestandteilen waren bei den sandge-

strahlten Proben héher als bei polierten Proben. Weiterhin wurde festgestellt, dass kiinstli-
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cher Speichel mehr Freisetzung von Elementen aus den Proben verursacht. In beiden Me-
dien war Nickel, das aus polierten und sandgestrahlten Legierungen freigesetzt wurde, h6her
nachweisbar als Chrom und Molybdin.

Mit Hilfe von Nano-Beschichtungen wird versucht, dentalen Legierungen einerseits eine an-
timikrobielle Wirkung zu verschaffen, anderseits eine gute Anlagerung fiir Fibroblasten zu
gewihtleisten (Shimojo et al. 2007; Lamolle et al. 2009; Brunetto et al. 2011; Walter et al.
2014). Dieser Ansatz wird verfolgt, um bei Titanimplantaten eine schnellere und bessere In-
tegration in den Knochen zu gewihrleisten (Monjo et al. 2012; Kirmanidou et al. 2016; Chi-
ang et al. 2016; Henningsen et al. 2018).

Bei Kunststoffen spielt die Zytotoxizitit vor allem bei der Polymerisation und in der pri-
miren Phase nach dem Einbringen - in Form von eluiertem Restmonomer - eine Rolle (Au-
siello et al. 2013; Lee et al. 2017; Attik et al. 2017). Es hat sich gezeigt, dass sich bei Photo-
polymerisaten zur Oberflichenversiegelung das zytotoxische Potenzial nicht dndert, selbst
wenn man die Lichthirtezeit verkirzt (Wegehaupt et al. 2014). Der Photoaktivierungsab-
stand spielt hingegen eine wichtige Rolle bei der zytotoxischen Wirkung; je gré3er der Ab-
stand bei der Polymerisation ist, desto zytotoxischer ist das Komposit (Carvalho et al. 2013).
Durch Verinderung der chemischen Zusammensetzung von dentalen Kunststoffen wird
versucht, die physikalischen Eigenschaften zu verbessern, ohne negativen Einfluss auf die
Biokompatibilitit zu nehmen (Kamonwanon et al. 2015; Dafar et al. 2016; Chadda et al.
2016; Jin et al. 2017). Mit der Modifikation durch Nanopartikel ist es moglich, die Mikro-
filmbildung auf Kompositen zu reduzieren (Yudovin-Farber et al. 2008).

Dentale Keramiken wirken sich unabhingig von ihrer Oberflichenmorphologie nicht nega-
tiv auf den menschlichen Korper aus (Griggs et al. 2003). Keramikimplantate mit modifizier-
ter Oberfliche zeigen eine bessere Osseointegration als unbehandelte Implantate (Kunert-
Keil et al. 2012; Caravaca et al. 2016). Verinderungen in der Zusammensetzung und der
Vorbehandlung kénnen die Zytotoxizitit zahnmedizinischer Werkstoffe stark beeinflussen.
Dabher ist es wichtig, die Anweisungen des Herstellers beim Umgang mit Dentalmaterialien

sorgfiltig zu befolgen (Sjogren et al. 2000; Cairovic et al. 2010).
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3 FRAGESTELLUNG

Auf Basis der vorgestellten Literatur sollten folgende Fragen in der vorliegenden Arbeit ge-
klirt werden. Wirken bzw. wie wirken sich minimale Anderungen in der Zusammensetzung
von Kompositen auf die physiko-chemischen Oberflichencharakteristika und die Zellviabi-
litit anhaftender humaner Gingiva- und Mausfibroblasten aus?

Um klinisch relevante Unterschiede bei verschiedenen Kompositen zu untersuchen, wurden
hierfiir verschiedene Farbmischungen eines bestimmten Komposits (Grandio der Firma
Voco) als Testmaterialien und Amalgam bzw. Glas als Vergleichsmaterialien verwendet. Je-
des der Fillungsmaterialien wurde mit vier unterschiedliche Rauheiten versehen. Die Ober-
flicheneigenschaften der Testmaterialien wurden mittels Weitfeld-Konfokal-Mikroskopie
und digitaler Goniometrie bestimmt und verglichen. Anschlieend erfolgte eine Inkubation
der entsprechenden Probekdrper mit humanen Gingiva- und Mausfibroblasten; nach 48

Stunden wurden Zellviabilititstests durchgefiihrt.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Ubersicht zum Versuchsaufbau

Als Testmaterialien dienten vier verschiedenfarbige lichthirtende Nano-Hybrid-Komposite
(Grandio, Voco GmbH, Cuxhaven) und Amalgam (Vivacap, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein). Im Hauptversuch kamen Grandio-Kompositmaterialien in den Farben Al,
A2, A3 und A4 (siche Tabelle 3) und das Amalgam Vivacap zum FEinsatz, im Vorversuch
Grandio in der Farbe BL (Bleach-Light; siche Tabelle 3). Im Vorversuch wurden 35 Probe-
korper (Durchmesser 10,0 mm) und im Hauptversuch 212 Probekérper (192 mit einem
Durchmesser von 6,0 mm und 20 Probekérper mit einem Durchmesser von 10,0 mm) je
Testmaterial untersucht. Insgesamt erfolgte die Herstellung von 1095 Probekérpern. Zusitz-
lich wurden fir Zellviabilitit- und Zytotoxizititskontrollen genormte Glasprobekérper so-
wohl mit 6,0 mm Durchmesser (Menzelgliser, Thermo Fisher Scientific Gruppe, Braun-
schweig, Deutschland) als auch mit 10,0 mm Durchmesser (Deckgliser, Paul Marienfeld

GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Deutschland) eingesetzt.

Tabelle 3: Referenz- und Lotnummern der Grandio-Komposite (Voco GmbH, Cuxhaven, Deutschland)

Farbe REF - Nummer LOT - Nummer

Al 1810 1746620
A2 1811 1802670
A3 1812 1804414
A4 1814 1804650
BL 1853 1701254

Die Probekérper wurden durch standardisierte Politur mit verschiedenen definierten Rau-
heiten (n=5 im Vorversuch; n= 4 im Hauptversuch) versehen. Mit Hilfe der Weitfeld-Kon-
fokalmikroskopie wurde der Mittenrauheitswert (R,) ermittelt. Zusitzlich wurden die freien
Oberflichenenergien mittels Kontaktwinkelmessungen bestimmt. Die humanen Gingiva-
und Mausfibroblasten wurden auf den Probekorpern inkubiert, und nach 48 Stunden erfolgte
die Messung der Zellviabilititen. Des Weiteren wurden Positiv- und Negativkontrollen, in
Form von Glasprobekorpern und Latex, untersucht. In Untersuchungen hat sich gezeigt,
dass Latex hochgradig zytotoxisch auf die Zelllinien wirkt (Stellet Lourengo et al. 2014). Der
Versuchsablauf ist in Tabelle 4 im Uberblick dargestellt.
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Tabelle 4: Versuchsablauf

Versuchsablauf

1. Herstellung der Probekérper fiir 5 Testmaterialien

2. | Einstellen von 4 unterschiedlichen Rauheiten

3. Messung des Mittenrauheitswertes (R,) und Darstellung der Oberflichenmorpholo-
gie mit Hilfe der Weitfeld-Konfokalmikroskopie

4. Messung der freien Oberflichenenergie (SFE) mittels Goniometrie
5. Inkubation der Zelllinie 1.929 (Mausfibroblasten) auf den Probekorpern fir 48 h
0. | Messung der zytotoxischen Effekte auf die Zelllinie 1.929 mittels Pierce™ LDH Cy-

totoxicity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA)
7. Messung der Zellviabilitit der Zelllinie 1.929 mittels WST8 des Cell Counting Kit-8
(CCKS, Dojindo EU GmbH, Miinchen, Deutschland)
Inkubation der Zelllinie GF1 (Gingivafibroblasten) auf den Probekérpern fiir 48 h

2| *©

Messung der zytotoxischen Effekte auf die Zelllinie GF1 mit Pierce™ LDH Cyto-
toxicity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA)

10 Messung der Zellviabilitit der Zelllinie GF1 mit WST8 des Cell Counting Kit-8
(CCKS, Dojindo EU GmbH, Minchen, Deutschland)

11.  Statistische Auswertung der Messergebnisse
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4.2 Testmaterialien, Positiv- und Negativkontrolle

Grandio (Voco GmbH, Cuxhaven, Deutschland) ist ein lichthirtendes Nano-Hybrid-Kom-
posit fur direkte Fillungen im Front- und Seitenzahnbereich. Aus dem hohen Fillstoffanteil
von 87 Gew. % resultiert eine geringe Schrumpfung bei der Polymerisation von 1,57 Vol.%

(Voco 2010). Alle technischen Daten werden in Tabelle 5 aufgefthrt.

Tabelle 5: Technische Daten Grandio laut Hersteller (Voco 2010)

Technische Daten Wert ‘
Fallstoffgehalt Gew. % (Vol. %) 87,0 % (71,4 %)

Polymerisationsschrumpfung 1,57 Vol. %
Biegemodul 17100 MPa
Biegefestigkeit 161 MPa
Oberflichenhirte (Vickers) 84 HV

Abrasion 18 um
Wasserloslichkeit < 0,3 pg/mm’
Wasseraufnahme (7 Tage) 10 pg/mm’
Durchhirttiefe 3 mm/20 sec
Farbbestindigkeit (24h) Keine Entfirbung
Tageslichtbestindigkeit Entspricht ISO 4049
Rontgenopazitit 250 % Al

Dentinhaftung mit Solobond M 29,8 MPa

Das Amalgam Vivacap Grof3e 3 (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) in selbstaktivie-
renden Kapseln dient zur Versorgung von grof3en Seitenzahnkavititen. Es besteht aus spha-
rischen unregelmiBigen Partikeln und gehort der Gruppe Gamma-2-freier Silberamalgame
an. In den Kapseln sind die pulverférmigen Bestandteile und die flissigen Bestandteile durch
eine Membran wihrend der Lagerung getrennt und werden durch Trituieren kurz vor der
Verarbeitung zusammengefithrt. Die Inhaltsstoffe nach Herstellerangabe sind in Tabelle 6

aufgefihrt.

Tabelle 6: Inhaltsstoffe Amalgam Vivacap Grofle 3 (Ivoclar Vivadent, Liechtenstein)

Aggregatzustand Inhaltsstoff Menge
Pulver Silber 394 mg
Pulver Zinn 256 mg
Pulver Kupfer 197 mg

Flissigkeit Quecksilber 800 mg
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Die Glasprobekorper mit 6,0 mm Durchmesser (Menzelgliser) wurden tiber die Thermo
Fisher Scientific Gruppe (Braunschweig, Deutschland) und die Glasprobekorper mit dem
Durchmesser von 10,0 mm (Deckgliser) iiber die Firma Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
(Lauda-Koénigshofen, Deutschland) bezogen. Diese Probekorper fanden zur Negativkon-
trolle (,,minimale zytotoxische Wirkung®) Verwendung. Als Positivkontrolle (,,maximale zy-
totoxische Wirkung*) wurde nach 24 Stunden ein Stiick steriles Latex (5x5mm) in ein Well

mit inkubierten Zellen gegeben (Stellet Lourenco et al. 2014).

4.3 Probekorper

4.3.1 Herstellung der Probekorper

Die Komposit-Probekérper wurden in einer Negativform aus Silikon (Z-Dupe, Shore Hirte
20, Henry Schein Dental GmbH, Langen, Deutschland) hergestellt. Dazu wurde das Kom-
posit unter Zuhilfenahme eines Zementspatels (1058, Carl Martin GmbH, Solingen Deutsch-
land) in die Negativform eingebracht und fiir genau 60 Sekunden mit einer Polymerisations-
lampe (Bluephase Style, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) ausgehirtet (Abbildung 5).
Der Abstand der Polymerisationslampe zum Komposit betrug funf Millimeter und simtliche
Herstellerangaben wurden strikt eingehalten. Die fertig polymerisierten Probekorper wur-
den, sortiert nach Zahnfarben, trocken in Zentrifugenrohrchen (Sarstedt AG, Nimbrecht,
Deutschland) aufbewahrt.

Die Anfertigung der Amalgam-Probekorper (Vivacap Grofle 3, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) erfolgte in entsprechenden Silikonnegativformen (Abbildung 5). Dazu wur-
den die Kapseln mit Hilfe des CapMix™ Universalmischgerits (3M Deutschland GmbH,
Neuss, Deutschland) zehn Sekunden trituriert. Die Amalgameinbringung und —kompression
in die Silikonform geschah ebenfalls mit Hilfe eines Zementspatels und nach vollstindigem

Aushirten erfolgte die Lagerung in Zentrifugenréhrchen.
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Abbildung 5: Polymerisation der Komposit-Probekorper (links) und Herstellung Amalgam-Probekérper (rechts)
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4.3.2 Einstellen definierter Rauheiten

Die Rauheiten der Probekorperoberfliche wurden mit Hilfe einer Schleif- und Polierma-
schine (Digprep 251, Metkon Instruments Inc., Bursa, Turkei) und anhand eines standardi-
sierten Polierprotokolls eingestellt. Hierfiir erfolgte die Fixierung der Probekorper auf spe-
ziellen Probekérperhaltern aus Polymethylmethacrylat (PMMA) mit doppelseitigem Klebe-
band (Powerbond, tesa SE, Norderstedt, Deutschland) (Abbildung 6).

Abbildung 6: Probekorper auf Probekorperhalter

Zuerst wurden alle Probekorper in vier Schleifstufen geglittet und in einem zweistufigen
Prozess poliert. Bei den wassergekiihlten Schleifprozessen wurde die Drehzahl des Schleif-
kopfes auf 100 Umdrehungen pro Minute und die der Schleifscheibe gegenliufig auf 150
Umdrehungen pro Minute eingestellt. Alle Schleifvorginge erfolgten mit einem Anpress-
druck von 15 N/cm? und genau 180 Sekunden pro Schleifvorgang. Der erste Schleifprozess
wurde mit einer Diamantscheibe mit 50 um Kornung vorgenommen (Metkon, Bursa, Tir-
kei). Darauf folgten drei weitere Schleifprozesse mit Schleifpapier der Kérnung 400, 1200
und 4000 (Hermes Schleifmittel GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Polierstufen wurden
mit zwei Poliertiichern und Diamatsuspension der Kérnung 3 um und 1 pm absolviert (Met-
kon, Bursa, Tirkei). Dabei wurden die Drehzahl des Schleifkopfes und die der Schleifscheibe
gegenliufig, sowie Schleifdruck und —dauer beibehalten.

Jeweils eine Gruppe von Testmaterialien, d. h. 48 Probekorper mit 6,0-mm-Probekorpern
und 5 mit 10,0-mm-Probekorpern je Farbe bzw. Material im Hauptversuch und 7 Probekér-
per mit 10,0 mm im Vorversuch, wurde mit einem Sandstrahlgerit (2-Kammer-Sandstrahler
Typ PG 360, Harnisch & Rieth GmbH &Co.KG, Winterbach, Deutschland) bei 2 bar Druck
mit 110 pm Aluminiumoxid (Alublast 110 Micron, Henry Schein Inc, Langen, Deutschland)

mit einem Dusenabstand von 10 cm fiir 30 Sekunden in horizontaler und vertikaler Richtung
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abgestrahlt. Die anderen finalen Oberflichenrauheiten wurden mit der Schleif- und Polier-
maschine (Digprep 301, Metkon Instruments Inc., Bursa, Ttirkei) eingestellt. Hierzu erfolgte
die Drehzahleinstellung des Schleifkopfes auf 100 Umdrehungen pro Minute, die der Schleif-
scheibe gegenliufig auf 150 Umdrehungen pro Minute und der Anpressdruck lag bei
10 N/cm® Die Bearbeitungszeit betrug dabei exakt 300 Sekunden.

4.3.3 Messung der definierten Rauheiten

Fir die Messung der Oberflichenrauheiten wurden von jeder Probekdrpergruppe (n=20)
jeweils finf Probekorper mit groflerem Durchmesser (10,0 mm) hergestellt. Diese wurden
nach den entsprechenden Schleif- und Polierprotokollen bearbeitet (siche Kapitel 4.3.2 und
Abbildung 7). Die Analyse der Probekérperoberflichen erfolgte mit einem Weitfeld-Konfo-
kalmikroskop (Smartproof 5, Catl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Fir die Steuerung
des Weitfeld-Konfokalmikroskops wurde die Software Zeiss Efficient Navigation (ZEN)
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) eingesetzt. Die so aufgenommenen Bilder wur-
den mit der Software ConfoMap (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) verarbeitet und
ausgewertet. Von jedem Probekérper (n=100=5 Materialen X 4 Rauheitsgrade X 5 Probe-
korper) wurden an drei Stellen Analysen der Oberfliche vorgenommen. Die Probekorper
wurden zuerst bei 2,5-facher Vergro3erung fokussiert. Dann folgten weitere Finstellungen
der Schirfe mit Objektiven der Vergrof3erung 5-fach, 10-fach und 20-fach. Um die Oberfla-
che dreidimensional aufzunehmen, wurde dann ein Z-Stapel festgelegt. Hierfiir wurde das
Weitfeld-Konfokalmikroskop in der Horizontalen sowohl oberhalb als auch unterhalb aus
dem Focus gefiithrt. Diese zwei Punkte stellten den Anfang und das Ende des Z-Stapels dar.
Dann wurden Bilder der Oberfliche im festgelegten Bereich automatisch in verschiedener
Fokussierung aufgenommen und anschlieBend digital durch die Software ZEN zusammen-
gefiihrt. Dadurch entstanden Oberflichenaufnahmen mit hoher Tiefenschirfe, die zusitzlich
fir dreidimensionale Darstellungen genutzt werden konnten. Die Errechnung der verschie-
denen Oberflichenparameter erfolgte vollautomatisch tiber die Software ConfoMap.

Durch die Auswertung der Aufnahmen mittels ConfoMap wurden die erforderlichen Ober-
flichenparameter dargestellt und analysiert. Fur die dret Messpunkte pro Probekoérper wurde
primir jeweils ein Mittelwert errechnet, um so eventuelle Abweichungen durch herstellungs-
bedingte Oberflichendefekte innerhalb einer Messserie auszugleichen. Des Weiteren wurden
dreidimensionale Bilder der Oberfliche zur Visualisierung der Oberflichenmorphologien er-

stellt.
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4.3.4 Messung der freien Oberflachenenergie

Die freie Oberflichenenergie (SFE) wurde mit Hilfe des Drop Shape Analyzer-DSA25
(Krtuss GmbH, Hamburg, Deutschland) ermittelt. Hierbei handelt es sich um ein Kontakt-
winkelmessgerit zur Bestimmung des Kontaktwinkels zwischen Flissigkeiten und Festkor-
pern. Hierfiir wurden die zu messenden Probekdrper mit Isopropylalkohol gereinigt. Danach
wurden sie durch die Automatik des Drop Shape Analyzer-DSA25 mit Deionat und Methy-
leniodid benetzt und der Kontaktwinkel digital gemessen. Da die Probekérper reale Fest-
stoffe darstellen, unterliegt der Kontaktwinkel einer 6rtlichen und zeitlichen Verinderung.
Dies berticksichtigend wurde tber Software ADVANCE (Kruss GmbH, Hamburg,
Deutschland) fiir den Drop Shape Analyzer-DSA25 ein Messprotokoll vorgegeben. Dabei
wird zwei Sekunden nach Auftropfen der Flissigkeiten im Abstand von einer Sekunde zehn-
mal der Kontaktwinkel gemessen und aus dem Mittelwert die freie Oberflichenenergie des

Probekorpers durch das System berechnet.
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4.4 Zellkulturen und Versuchsvorbereitung

4.4.1 Mausfibroblasten (L929)

Fir die Studie wurde die Zellline 1.929 (Mausfibroblasten) vom Leibniz-Institut DSMZ

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig,

Deutschland) der Passagen 5, 7, 9, 22, 24, 26 verwendet (Abbildung 8).

Abbildung 8: Lichtmikroskopisches Bild von Mausfibroblasten (1.929) auf Glasprobekérper (40fache Vergrof3e-
rung)
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4.4.2 Gingivafibroblasten (GF1)

Durch die AG Orale Biologie und Geweberegeneration der Abteilung fiir Zahnarztliche Pro-
thetik der Universititsmedizin Géttingen wurde die Zelllinie GF1 fir die Studie zur Verfi-
gung gestellt (Abbildung 9). Dabei fanden Zellen der Passagen 13, 15, 23, 25, 27, 28 Verwen-
dung. Die Zellen wurden aus gesundem Gewebe gewonnen, welches an der Universitidtsme-
dizin Géttingen (UMG) entnommen wurde. Ein durch die Ethikkommission der UMG ge-
nehmigter Ethikantrag liegt vor (Antragsnummer 16/6/09).

Abbildung 9: Lichtmikroskopisches Bild von Gingivafibroblasten (GF1) auf Glasprobekdrper

(40fache VergroB3erung)
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4.4.3 Vorbereiten der Zellkulturen

Beide Zellreihen waren bei -192 °C tiefgekthlt gelagert. Um ein schonendes Auftauen zu
gewihtleisten, wurden die Kryorohrchen in ein 37 °C warmes Wasserbad gegeben. Nach
abgeschlossenem Auftauen wurden die Zellkulturen in je eine 250-ml (75 cm?)-Kulturflasche
(Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland) mit 10 ml vorgewdrmtem Medium (Dulbe-
cco’s Modified Eagle’s Medium + 4,5 g/1 D-Glucose + L-Glutamin) mit 20 % fetalem Kal-
berserum (FCS, Life Technologies GmbH / Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutsch-
land) und mit 1 % Penicillin / Streptomycin (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutsch-
land) inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % Kohlen-
stoffdioxid (CO,) im Inkubationsschrank Heracell Vios 160i (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika). Nach 24 Stunden wurde das
Nihrmedium durch 10 ml 10 % fetales Kilberserum (FCS, Life Technologies GmbH /
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) ersetzt, um Zelltrimmer sowie tote Zel-
len zu entfernen und danach wurde die Inkubation fortgesetzt. Es folgten regelmafBlige Kon-
trollen der Zellen unter dem Lichtmikroskop (Labovert FS, Leitz, Wetzlar, Deutschland).
Das Nihrmedium wurde nach 72 Stunden durch 5 %iges fetales Kilberserum (FCS, Life
Technologies GmbH / Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) ersetzt. Die wei-
tere Inkubation erfolgte, bis die Zellen am Kulturflaschenboden eine Konfluenz von ca.
80 % erreicht hatten. Dann wurde mit dem Subkultivieren der Zellen begonnen. Zuerst
wurde das Nihrmedium verworfen und die Zellen gewaschen. Dies geschah zweimal mit
5 ml phospatgepufferter Salzlésung (PBS, Life Technologies GmbH / Thermo Fisher Sci-
entific, Darmstadt, Deutschland). Mit 2 ml Trypsin (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland)
wurden die Zellen vom Boden und voneinander getrennt. Es folgte eine Kontrolle mit dem
Lichtmikroskop (LLabovert FS, Leitz, Wetzlar, Deutschland), ob sich die adhirenten Zellen
gelost hatten. Durch frisches Nahrmedium wurde das Trypsin neutralisiert, die Zellsuspen-
sion anschlieend in ein Zentrifugenréhrchen gefillt und dieses fur 8 Minuten bei 950 rpm
(Megafuge 8R, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten
von Amerika) zentrifugiert (siehe Abb. 13). Nach Verwerfen des Uberstandes und Resus-
pendieren mit frischem Nihrmedium wurden die Zellen in der Zihlkammer Neubauer im-
proved (Brand GmbH, Wertheim, Deutschland) gezahlt. Um die Anzahl der Zellen in einem
ml Suspension zu bestimmen, werden 20 ul in die Zdhlkammer gegeben und unter dem
Lichtmikroskop ausgezihlt. 50.000 Zellen wurden in eine neue Kulturflasche mit frischem,

5 %igem fetalem Kilberserum (FCS) gegeben und weiter inkubiert.
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4.4.4 Konditionierung der Probekorper

Es wurden 48 Probekérper (6,0 mm Durchmesser) in jeder der vier untersuchten Farben des
Komposits und 48 (6,0 mm Durchmesser) Probekorper des Amalgams mit der gleichen Rau-
heit versehen. Jeweils 24 Probekérper jeder Prifgruppe wurden mit einer Zelllinie unter-

sucht, nach 48 Stunden erfolgten die Messungen.

4.4.5 Vorbereiten der Well-Platten

Die konditionierten Probekérper wurden mit 70 %-igem Ethanol gereinigt und dann finf-
mal mit destilliertem Wasser gesptilt. Zur Trocknung wurden die Probekdrper auf sterilem
Papier ausgebreitet und unter der Sterilbank (HERAsafe Ks12, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika) luftgetrocknet. Um die Probekérper in den 48-
Well-Platten (Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland) zu fixieren, wurde das Silikon
Z-Dupe (Shore Hirte 20, Henry Schein Dental GmbH, Langen, Deutschland) in einer steri-
len Petrischale angemischt und mit Hilfe von sterilen Impfésen (Sarstedt AG, Numbrecht,
Deutschland) in die Well-Platten eingebracht. Mit Hilfe einer sterilen Pinzette (Aesculap AG,
Tuttlingen, Deutschland) wurden die Probekérper mit der unbehandelten Seite in den Well-
platten fixiert.

Die Anordnung der Proben in den 48-Well-Platten ist in den Abbildungen 10 und Abbildung

11 dargestellt.

c L G G G G G G

PK A1 PK A1 PK A1 PK Al PK Al PK Al PK Al PK Al
PK A2 PK A2 PK A2 PK A2 PK A2 PK A2 PK A2 PK A2
PK A3 PK A3 PK A3 PK A3 PK A3 PK A3 PK A3 PK A3
PK A4 PK A4 PK A4 PK A4 PK A4 PK A4 PK A4 PK A4
PK AG PK AG PK AG PK AG PKAG PKAG PKAG PKAG

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Probekérperanordnung in den 48-Well-Platten, PK = Probekérper;
Al, A2, A3, A4 Farben von Grandio Voco; L = Latex; G = Glas; C = Kontrolle
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Abbildung 11: Probekdrper in 48-Well-Platte mit Silikon Z-Dupe fixiert

4.5 Messung der Zytotoxizitat

Die Messung der Zytotoxizitit erfolgte mit dem Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika).
Die Zellen wurden fir 48 Stunden in 48 Well-Platten (Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland) im Inkubator Heracell Vios 160i (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika) unter Standardbedingungen inkubiert. Nach
48 Stunden wurden 50 ul des Uberstandes pro Well in eine 96 Well-Platte (Sarstedt AG &
Co, Niumbrecht, Deutschland) tiberftihrt und je 50 pl Reaction Mixture (Pierce™ LDH Cy-
totoxicity Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staa-
ten von Amerika) hinzugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation im Dunkeln bei Raumtem-
peratur wurden noch 50 pl Stopplosung (Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika) hinzugege-
ben und es erfolgte eine Spektralphotomessung mit der Wellenlinge 490 nm und einer Re-
ferenzwellenlinge von 680 nm mit dem FluoStar Omega (BMG LABTECH, Ortenberg,
Deutschland). Die Probekorper in Reihe acht der Wellplatten wurden als Nullprobe (blank)
gesetzt. Von dem gemessenen Wert der LDH Cytoroxicity Assay wurde der gemessene Wert
des blanks vom entsprechenden Material subtrahiert. Dadurch wurde der Wert auf die rein

mikrobiell bedingte Lumineszenz reduziert.
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4.6 Messung der Zellviabilitat

Die Zellviabilitit wurde mittels WST-8-Test gemessen. Die Zellen wurden analog zur Sub-
kultivierung vorbereitet. Nachdem sie gewaschen und trypsiniert worden waren, wurden sie
zentrifugiert und in der Zahlkammer Neubauer Improved (Brand GmbH, Wertheim,
Deutschland) gezihlt. Anhand dieser Zihlung und der Bodenfliche des Wells (1 cm?2)
konnte die bendtigte Menge Zellsuspension festgelegt werden. Durch das Festlegen von 1 ml
Suspension pro Well wurde die Aussaat mit 20.000 Zellen vorgenommen und diese dann 48
Stunden unter Standardbedingungen im Inkubator Heracell Vios 1601 inkubiert. Nach 48
Stunden wurde das Medium abgesaugt und durch 0,3 ml der Messlosung aus WST8 des Cell
Counting Kit-8 (CCKS8, Dojindo EU GmbH, Miinchen, Deutschland) und Nahrmedium im
Verhiltnis 1:10 ersetzt. AnschlieBend wurden die Well-Platten fiir weitere zwei Stunden bei
37 °C, 5 % CO? und 95 % Luftfeuchtigkeit in den Inkubator eingebracht. Danach erfolgte
die Ubertragung der Messlsung in eine neue 48 Well-Platte.

Die Wells mit der Messlésung wurden auf Luftblasen untersucht und diese gegebenenfalls
mit einer sterilen Sonde (Henry Schein Dental Deutschland GmbH, Langen, Deutschland)
entfernt, da Luftblasen das Ergebnis der Messung im Spektralphotometer verfilscht hatten.
Die Spektalphotomessung wurde mit dem FluoStar Omega bei der Wellenlinge 450 nm und
einer Referenzwellenlinge von 650 nm durchgefiihrt. Durch das Subtrahieren der Referenz-
wellenlinge von den Messwellenlingen wurde die Extinktion des WST-8 gemessen. Die Pro-
bekorper in Reithe acht der Wellplatten wurden als Nullprobe (blank) gesetzt. Von dem ge-
messenen Wert der WST-8 wurde der gemessene Wert des blank vom entsprechenden Ma-
terial subtrahiert. Dadurch wurde der Wert auf die rein mikrobiell bedingte Lumineszenz

reduziert.

4.7 Vorversuch und Festlegung der Rauheiten

Im Vorversuch wurden jeweils sieben 10,0-mm-Probekorper des Nano-Hybrid-Komposits
Grandio (Voco GmbH, Cuxhaven) in der Farbe BL in funf unterschiedlichen Rauheiten
untersucht. Die Rauheiten wurden eingestellt mit Schleifpapier der Kérnung 400, 1200, 4000,
Hochglanzpolitur und durch Sandstrahlen mit 110 um Aluminiumoxid (Alublast 110
Micron, Henry Schein Inc, Langen, Deutschland) wie oben beschrieben. Nach dem Messen
der freien Energie der Oberfliche und der Analyse der Oberfliche mit dem Weitfeld-Kon-
fokalmikroskop (Smartproof 5, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) wurden die vier
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Rauheiten mit den grofiten Abweichungen voneinander ausgewihlt, um die Menge und Kos-
ten der Versuchsreihen einzudimmen. Der Vorversuch wurde mit der Zelllinie 1.929 durch-

gefiihrt.

4.8 Hauptversuch

Der Hauptversuch wurde mit dem Nano-Hybrid-Komposit Grandio (Voco GmbH,
Cuxhaven) in der Farben A1, A2, A3, A4 und Amalgam (Vivacap GroB3e 3, Ivoclar Vivadent,
Schaan, Liechtenstein) in den Rauheiten der Koérnung 400, 1200, 4000, Hochglanzpolitur
und durch Sandstrahlen mit 110 um Aluminiumoxid durchgefithrt. Als Negativkontrolle
wurden Glasprobekorper einsetzt und als Positivkontrolle Latex (5x5 mm). Je Zelllinie und

Rauheit wurden 8 Probekorper untersucht, es erfolgten drei Messwiederholungen.

4.9 Statistische Auswertung

Die Untersuchungsergebnisse wurden mit der Statistik-Software R, Version 3.4.0 (The R
Foundation for Statistical Computing (www.r-projekt.org), Wien, Osterreich) ausgewertet.
Das Signifikanzniveau fir die durchgefiihrten statistischen Untersuchungen wurde auf
o = 5% festgelegt.

Aufgrund der ermittelten Daten ist die Analyse in zwei Teile gegliedert. Der erste Teil um-
fasst die Messungen der Rauheiten (R.) und der freien Oberflichenenergien (FOE, Disper-
siv, Polar) und die Uberpriifung méglicher Korrelationen (nach Pearson) zwischen beiden
Parametern. Im folgenden Teil wurde tUberprift, inwieweit die Polierstufen die Viabilitdt
bzw. Toxizitit der Zelllinien beeinflussen. Die Viabilitit und Zytotoxizitit der Zelllinien
wurde mit einer Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) ausgewertet. Die abschlief3en-
den Paarvergleiche wurden mit einem t-Test durchgefiihrt. Durch den t-Test wurde anhand
der Mittelwerte einer Probe tUberprift, ob sich der Mittelwert der Gesamtheit von einem
vorgegebenen Sollwert unterscheidet. Die durchgefiihrten Analysen wurden alle mit der
Bonferoni-Holm-Methode angepasst, sodass die family-wise error rate von alpha = 5% einge-
halten wurde.

Die Kontrollmessungen auf den Glasprobekorpern unterschieden sich stark bei den unter-
schiedlichen Durchgingen und wurden deshalb an die jeweilige Zellpassage adjustiert. Dafiir
wurden alle Zytotoxizitits- bzw. Viabilititsmessungen durch die mittlere Zytotoxizitit bzw.

Viabilitit von jeder Passage auf Glas geteilt. Die Analyse wurde schrittweise durchgefiihrt.
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Erst wurde das globale Modell untersucht mit allen Materialien und Polierstufen sowie deren
Interaktionen (Material - Polierstufe). Wenn das Zusammenspiel von Material — Polierstufe
eine Signifikanz ergab, wurde der Datensatz aufgeteilt in die vier Stufen Grandio Voco
Al — A4 und Amalgam. Die Stufen Grandio Voco Al — A4 wurden mit einer Two-Way-
ANOVA und Amalgam mit einer One-Way- ANOVA untersucht. Ist bei der Two-Way-
ANOVA die Interaktion Material — Polierstufe im Ergebnis nicht signifikant, verhalten sich
die Materialien A1-A4 statistisch nicht unterschiedlich tber die Polierstufen. Die Paarver-
gleiche wurden dann fur die gepoolte Gruppe A1-A4 durchgeftihrt. Anhand der Paarverglei-
che lisst sich erkennen, bei welchem Material Unterschiede zwischen verschiedenen Poliet-

stufen bestanden.
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5 ERGEBNISSE

Die Auswertung der Ergebnisse wurde teilweise in Kastengrafiken (engl.: whisker-box-plots)
dargestellt (Abbildung 12). Der Kasten (engl.: box) beinhaltet dabei die mittleren 50 % der
Werte. Die Begrenzung der box wird durch das obere Quartil und das untere Quartil gebildet.
Damit entspricht die Linge des Kastens dem Interquartilsabstand (IQR, interquartile range).
Werte, welche ober- und unterhalb des Kastens liegen, werden durch Antennen (whisker) an
dem Kasten dargestellt. Die Antennen sind auf das Anderthalbfache der IQR begrenzt (nach
John W. Tukey). Wenn es Werte aullerhalb dieser Bereiche gibt, werden sie als Punkt darge-
stellt und stellen Ausreiler dar. Gibt es keine Ausreil3er, zeigen die Enden der Antennen die
Maximal- bzw. Minimalwerte an, was zur Folge haben kann, dass die whisker unterschiedlich

lang ausfallen. Ein Strich innerhalb der box stellt den Medianwert dar.

Beispielkastendiagramm
100
Maximum
<« Antenne
50
“*| «—— Oberes Quartil
————» Kasten
0
‘ «—— Medianwert
— «——— Unteres Quartil
J_ <« Antenne
-50
-100
° <« AusreilRer
-150
-200
Messwerte

Abbildung 12: Beispielkastendiagramm
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5.1 Rauheit

In Tabelle 7 und Abbildung 13 sind die Rauheitswerte aller Testmaterialien nach den ver-
schiedenen Polierstufen (Kornung 110, 400, 1200 und Hochglanz HG) dargestellt. Die suk-
zessiven Polierstufen hatten bei den unterschiedlichen Materialien verschieden stark ausge-
prigte Wirkungen auf die Rauheitswerte.

So waren die Unterschiede in der Rauheit der Polierstufen 1200 (Kornung 1200) und HG
(Hochglanz) fiir Grandio Voco der Farben A3, A4 und AG (Amalgam) gering. Bei den Far-
ben Al und A2 hingegen unterschieden sich diese Polierstufen stirker und folgten einem
klaren Trend von 110 (mit 110 um Aluminumoxid sandgestrahlt) tber 400 (Kérnung 400)

und 1200 bis zu HG. Dieser Trend ist bei dem Material A1 am deutlichsten zu erkennen.

Tabelle 7: Median und Interquartilsabstand (IQR) der Rauheitsmessungen (R,) unterteilt nach Polierstufe und
Farbe bzw. Material (n=15, jeweils)

Farbe/Material 110 400 1200 HG
IQR 0.5 0.8 0.4 0.1
A2 Median 2.3 0.34 0.16 0.02
IQR 0.5 0.1 0.2 0
A3 Median 2.53) 0.49 0.12 0.03
IQR 0.4 0.2 0 0
A4 Median 2.49 0.16 0.14 0.04
IQR 0.3 0 0 0.1
AG Median 1.16 0.18 0.2 0.14

IQR 0.8 0.2 0 0
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Abbildung 13: Boxplot der R,-Messungen gruppiert nach Polierstufe und Farbe bzw. Material

Die Tabelle 8 bis Tabelle 12 zeigen die Unterschiede zwischen den einzelnen Polierstufen

bei den einzelnen Farben bzw. Materialien fiir Ra und entsprechende p-Werte.

Tabelle 8: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Polietstufen bei Grandio

Voco Al

Al 110 400 1200

400 diff -0.61
p adj 0.24

1200 diff 1.34 -0.73
p adj <0.01 0.13

HG diff -2.65 2,04 131
p adj <0.01 <0.01 <0.01




Tabelle 9: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Polierstufen bei Grandio

Voco A2
1200
400 diff -1.91
p adj <0.01
1200 diff -2.39 -0.48
p adj <0.01 0.23
HG diff -4.36 -2.46 1.97
p adj <0.01 <0.01 <0.01

Tabelle 10: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Polierstufen bei Grandio

Voco A3
A3 110 400 1200
400 diff 1.6
p adi <0.01
1200 diff -2.99 -1.39
p adi <0.01 <0.01
HG diff -4.49 -2.89 15
p adj <0.01 <0.01 <0.01

Tabelle 11: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Polierstufen bei Grandio

Voco A4

p adj <0.01

1200 diff 2.9 -0.17
p adj <0.01 0.91

HG diff -4.06 1.32 115
p adj <0.01 <0.01 <0.01




Tabelle 12: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Polierstufen bei Amalgam

1200
400 diff 1.5
p adj <0.01
1200 diff 1.73 -0.23
p adj <0.01 0.71
HG diff 1.92 -0.42 -0.19
p adj <0.01 0.26 0.83

Die Tabelle 13 bis Tabelle 16 stellen die Signifikanzen der Mittenrauheitswerte zwischen den

einzelnen Farben fur die unterschiedlichen Polierstufen dar.

Tabelle 13: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Fatben / Materialien bei

Polierstufe 110

A2 diff 0.18
p adj 0.87
A3 diff 0.24 0.07
p adi 0.68 1
A4 diff 0.27 0.1 0.03
p adj 0.59 0.98 1
AG diff -0.64 -0.81 -0.88 -0.91
p adj 0.02 <0.01 <0.01 <0.01

Tabelle 14: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Farben / Materialien bei
Polierstufe 400

A2 diff 112
p adj <0.01
A3 diff -0.74 0.38
p adj 0.01 0.36
A4 diff -1.85 -0.73 111
p adj <0.01 0.01 <0.01
AG diff -1.52 0.4 -0.78 0.33
p adi <0.01 0.29 <0.01 0.5
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Tabelle 15: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Farben / Materialien bei
Polierstufe 1200

1200
A2 diff -0.87
p adj 0.02
A3 diff 1.4 -0.53
p adj <0.01 0.26
A4 diff 1.29 -0.42 0.11
p adj <0.01 0.49 0.99
AG diff -1.03 -0.15 0.38 0.26
p adj <0.01 0.97 0.59 0.83

Tabelle 16: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von R, zwischen den einzelnen Farben / Materialien bei

Polierstufe HG

A2 diff -1.53
p adj <0.01
A3 diff -1.59 -0.06
p adj <0.01 1
A4 diff -1.13 0.4 0.46
p adj 0.01 0.71 0.6
AG diff 0.1 1.63 1.69 1.23
p adj 1 <0.01 <0.01 <0.01
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Anhand des Testmaterials Grandio Voco A3 soll beispielhaft in Abbildung 14 gezeigt wer-

den, wie die Oberflichenmorphologie bei den unterschiedlichen Polierstufen in 3D und 2D

visualisiert wurde.
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Abbildung 14: Oberflichenmorphologie Grandio Voco A3 in 3D und 2D nach Behandlung mit 110 pm Alumini-

umoxid (a), Sandpapier der Kérnung 400 (b), Sandpapier der Kérnung 1200 (c) und Diamantpolierpaste der Kor-

nung 1 pm (d)
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5.2 Freie Oberflachenenergie

Bei den Messungen der Oberflichenenergien (Tabelle 17, Tabelle 27, Tabelle 37 und Abbil-
dung 15) waren die Ergebnisse nicht so einheitlich wie bei den R.-Messungen. Abgesehen
davon zeigten sich deutlich niedrigeren Messungen der disperseren Komponente der Ober-
flichenenergien und dementsprechend hohere Messungen der polaren Komponente des

Amalgams gegentiber der Materialien Voco Grandio A1-A4.

Tabelle 17: Median und Interquartilsabstand (IQR) der freien Oberflichenenergie (SFE) unterteilt nach Polier-

stufe und Farbe bzw. Material (n=5, jeweils)

Farbe,/Material 110 400 1200 HG
IQR 3.1 3.5 4.1 2.9
A2 Median 62.67 63.8 62.74 63.98
IQR 5.4 2.1 2.6 1.5
A3 Median 64.66 64.31 63.83 65.5
IQR 5.6 1.7 2.4 2.6
A4 Median 63.39 65.02 68.09 63.71
IQR 33 2.1 0.5 1
AG Median 61.08 64.74 62.06 67.54

IQR 1.4 1.9 5.2 4
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Abbildung 15: Boxplot der freien Oberflichenenergie- (FOE), Polar- und Dispersivmessungen gruppiert nach

Polierstufe und Farbe bzw. Material

Aus den Tabelle 18 bis Tabelle 22 ist ersichtlich, dass sich die freie Oberflichenenergie bei

Al zwischen den Polierstufen 110 und 1200, 110 und HG sowie 400 und 1200 signifikant
unterschied. Auch bei der Farbe A4 gab es einen bedeutenden Unterschied zwischen der
Polierstufe 110 und 1200.

Tabelle 18: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Polierstufen bei Grandio

Voco Al

Al 110 400 1200

400 diff 1.39
p adj 0.85

1200 diff 8.13 6.75
p adj <0.01 <0.01

HG diff 5.86 4.47 227
p adj 0.02 0.08 0.56




Tabelle 19: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Polierstufen bei Grandio

Voco A2
1200
400 diff 1.77
p adj 0.69
1200 diff 0.7 -1.06
p adj 0.97 0.91
HG diff 1.33 -0.44 0.62
p adj 0.84 0.99 0.98

Tabelle 20: : Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Polierstufen bei Grandio

Voco A3
1200
400 diff 0.21
p adj 1
1200 diff 0.48 0.27
p adj 1 1
HG diff -0.15 -0.36 -0.63
p adj 1 1 0.99

Tabelle 21: : Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Polierstufen bei Grandio
Voco A4

400 diff 3.4
p adj 0.33

1200 diff 6.54 3.13
p adj 0.02 0.4

HG diff 1.47 -1.93 -5.07
p adj 0.87 0.75 0.08
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Tabelle 22: : Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Polierstufen bei
Amalgam

1200
400 diff 1.84
p adj 0.78
1200 diff 0.47 1.37
p adj 0.99 0.89
HG diff 3.94 2.1 3.47
p adj 0.22 0.7 0.31

Die Tabelle 23 bis Tabelle 26 zeigen den Vergleich der freien Oberflichenenergie der Farben
bzw. Material einer Polierstufe. Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei der Po-
lierstufe 400 zwischen den Farben A1 und A2 und bei der Polierstufe 1200 zwischen A4 und

Amalgam.

Tabelle 23: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Farben / Materialien bei
Polierstufe 110

A2 diff 4.14
p adj 0.36
A3 diff 5.5 1.35
p adj 0.13 0.97
A4 diff 3.54 -0.6 -1.96
p adj 0.51 1 0.9
AG diff 3.43 -0.71 -2.06 -0.11
p adj 0.54 1 0.88 1




Tabelle 24: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Farben / Materialien bei
Polierstufe 400

A2 diff 452
p adj 0.05
A3 diff 432 0.2
p adj 0.06 1
A4 diff 5.56 1.03 1.24
p adj 0.01 0.96 0.92
AG diff 3.89 -0.63 -0.43 1.67
p adj 0.11 0.99 1 0.8

Tabelle 25: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Farben / Materialien bei
Polierstufe 1200

1200

A2 diff -3.29
p adi 0.39
A3 diff -2.16 1.13
p adj 0.75 0.97
A4 diff 1.94 5.23 4.1
p adi 0.81 0.06 0.19
AG diff 4.23 -0.95 -2.07 -6.17
p adj 0.17 0.98 0.78 0.02

Tabelle 26: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) von SFE zwischen den einzelnen Farben / Materialien bei

Polierstufe HG

HG Al A2 A3 A4
p adj 1

A3 diff -0.52 -0.13
p adj 1 1

A4 diff -0.85 -0.46 -0.33
p adj 0.99 1 1

AG diff 1.52 1.9 2.03 2.37
p adj 0.93 0.86 0.83 0.74
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Tabelle 27: Median und Interquartilsabstand (IQR) der disperseren Komponente unterteilt nach Polierstufe und

Farbe bzw. Material (n=5, jeweils)

Farbe/Material 110 400 1200 HG
Al Median 22.01 27.36 29.33 33.26
IQR 42 2.7 5.9 1.8
A2 Median 20.49 29.16 26.34 37.4
IQR 3.9 5.7 43 5.5
A3 Median 25.49 28.07 28.68 35.69
IQR 5.3 2.7 1.7 3.3
A4 Median 22.35 30.61 33.89 30.71
IQR 3.6 2.3 4.1 2
AG Median 14.72 18.68 26.46 22.45
IQR 3.1 5.1 9.1 8.7

In den Tabelle 28 bis Tabelle 32 sind die Vergleiche der disperseren Komponente der Po-
lierstufen einer Farbe bzw. eines Materials aufgetragen. Als signifikant stellten sich bei Al
die Polierstufen 110 zu 1200 und 110 zu HG dar. Bei der Farbe A2 und A3 zeigten sich 110
zu HG und 1200 zu HG signifikant. Die Farbe A4 zeigte Signifikanzen von der Polierstufe
110 zu allen anderen Polierstufen. Bei Amalgam gab es keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Polierstufen fiir den disperseren Anteil.

Tabelle 28: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Po-

lierstufen bei Grandio Voco Al

Al 110 400 1200
400 diff 5.58
p adj 0.11
1200 diff 7.8 2.22
p adj 0.02 0.77
HG diff 12.84 7.26 5.04
p adj <0.01 0.03 0.16




49

Tabelle 29: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Po-

lierstufen bei Grandio Voco A2

1200
400 diff 8.94
p adj <0.01
1200 diff 413 4.81
p adj 0.24 0.14
HG diff 14.07 5.13 9.94
p adj <0.01 0.11 <0.01

Tabelle 30: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Po-

lierstufen bei Grandio Voco A3

1200
400 diff 4.42
p adj 02
1200 diff 3.37 -1.05
p adj 0.41 0.96
HG diff 10.72 6.3 7.35
p adj <0.01 0.04 0.01

Tabelle 31: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Po-

lierstufen bei Grandio Voco A4

400 diff 8.94
p ad <0.01

1200 diff 11.77 2.83
p ad <0.01 0.3

HG diff 10.11 1.17 -1.66
p ad <0.01 0.87 0.71




Tabelle 32: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Po-

lierstufen bei Amalgam
AG 110 400 1200
400 diff 1.96
p adj 0.91
1200 diff 8.22 6.25
p adj 0.06 02
HG diff 8.07 6.1 0.15
p adj 0.07 0.22 1

Die Tabelle 33 bis Tabelle 36 zeigen die Vergleiche der einzelnen Farben bzw. Materialien
fir die disperseren Komponenten von jeweils einer Polierstufe. Dabei zeigte sich bei der
Polierstufe 110 eine Signifikanz zwischen A3 und Ag. Bei der Polierstufe 400 und HG stell-
ten sich Signifikanzen zwischen jeder Farbe A1 - A4 zu dem Material AG dar. Bei Polierstufe
1200 gab es einen bedeutenden Unterschied zwischen A4 und AG.

Tabelle 33:Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Far-

ben / Materialien bei Polierstufe 110

A2 diff 0.19
p adj 1
A3 diff 3.51 3.31
p adj 0.51 0.56
A4 diff 0.12 -0.07 -3.39
p adj 1 1 0.54
AG diff -5.56 -5.75 -9.06 -5.68
p adj 0.12 0.1 <0.01 0.11




Tabelle 34: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Far-

ben / Materialien bei Polierstufe 400

400 Al A2 A3 A4
A2 diff 3.55
p adj 0.25
A3 diff 2.34 1.21
p adj 0.64 0.95
A4 diff 3.48 -0.08 1.13
p adj 0.27 1 0.96
AG diff 9.17 12.73 11.52 -12.65
p adj <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Tabelle 35: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Far-
ben / Materialien bei Polierstufe 1200

1200
A2 diff -3.48
p adj 0.71
A3 diff -0.92 2.56
p adj 1 0.88
A4 diff 4.09 7.57 5.01
p adj 0.58 0.08 0.39
AG diff -5.14 -1.66 -4.22 -9.23
p adj 0.36 0.97 0.55 0.02

Tabelle 36: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der disperseren Komponente zwischen den einzelnen Far-

ben / Materialien bei Polierstufe HG

HG Al A2 A3 A4

p adj 0.97

A3 diff 1.39 -0.04
p adj 0.97 1

A4 diff -2.61 -4.04 -4
p adj 0.79 0.43 0.44

AG  diff -10.33 11.75 11.72 7.7
p adj <0.01 <0.01 <0.01 0.02
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Tabelle 37: Median und Interquartilsabstand (IQR) der polaren Komponente unterteilt nach Polierstufe und

Farbe bzw. Material (n=5, jeweils)

Farbe,/Material 110 400 1200 HG
Al Median 37.46 31.29 37.27 30.52
IQR 6.7 3.5 15 47
A2 Median 43.72 33.94 35.64 27.1
IQR 6.5 49 6.5 3.7
A3 Median 38.9 36.99 35.74 28.56
IQR 3.4 45 2.4 1.1
A4 Median 42.21 35.24 34.43 32.56
IQR 1.9 1.2 2.5 48
AG Median 46.6 45.08 39.58 41.45
IQR 3.4 1.6 2.9 6.2

Die Tabelle 38 bis Tabelle 42 zeigen den Vergleich der polaren Komponente der einzelnen
Polierstufen bei einer Farbe bzw. eines Materials. Bei der Farbe Alund AG gibt es keine
bedeutenden Unterschiede. Die Farben A2 und A3 zeigten Signifikanzen zwischen HG und
110 sowie HG und 1200. Einen signifikanten Unterschied bei der Farbe A4 stellte sich zwi-
schen 110 und HG dar.

Tabelle 38: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Polier-

stufen bei Grandio Voco Al

Al 110 400 1200
400 diff 4.2
p adj 0.39
1200 diff 0.34 453
p adj 1 0.32
HG diff -6.98 278 -7.31
p adj 0.06 0.7 0.05




Tabelle 39: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Polier-

stufen bei Grandio Voco A2
1200
400 diff -7.18
p adj 0.06
1200 diff 3.43 3.75
p adj 0.57 0.5
HG diff 12,75 -5.57 9.32
p adj <0.01 0.18 0.01

Tabelle 40: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Polier-

stufen bei Grandio Voco A3
1200
400 diff 4.21
p adj 0.34
1200 diff 2.9 1.31
p adj 0.64 0.95
HG diff -10.88 6.67 -7.98
p adj <0.01 0.06 0.02

Tabelle 41: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Polier-

stufen bei Grandio Voco A4

400 diff -5.54
p adj 0.03

1200 diff -5.24 0.3
p ad 0.05 1

HG diff -8.64 3.1 3.4
p adj <0.01 0.35 0.28
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Tabelle 42: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Polier-

stufen bei Amalgam

1200
400 diff -0.12
p adj 1
1200 diff -7.75 -7.63
p adj 0.09 0.09
HG diff -4.13 -4.01 3.63
p adj 0.54 0.56 0.64

Der Vergleich der polaren Komponente der Zahnfarben und Amalgam bei den einzelnen
Polierstufen ist in den Tabelle 43 bis Tabelle 46 dargestellt. Bei der Polierstufen 110 und
1200 stellten sich keine Unterschiede zwischen den Farben bzw. Materialien dar. Bei den
Polierstufen 400 und HG zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Al - A4 zu

Amalgam.

Tabelle 43: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Farben
/ Materialien bei Polierstufe 110

A2 diff 3.96
p adj 0.71

A3 diff 1.99 1.96
p adj 0.97 0.97

A4 diff 3.42 -0.53 1.43
p adj 0.81 1 0.99

AG diff 8.99 5.04 7 5.57
p ad 0.06 0.5 0.2 0.41
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Tabelle 44: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Farben

/ Materialien bei Polierstufe 400

A2 diff 0.98
p adj 0.98
A3 diff 1.98 1
p adj 0.83 0.98
A4 diff 2.08 1.11 0.1
p adj 0.8 0.98 1
AG diff 13.07 12.09 11.09 10.99
p adj <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Tabelle 45: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Farben

/ Materialien bei Polierstufe 1200

1200
A2 diff 0.19
p adj 1
A3 diff -1.24 -1.44
p adj 0.99 0.99
A4 diff -2.15 -2.34 -0.91
p adj 0.95 0.93 1
AG diff 0.9 0.71 2.14 3.05
p adj 1 1 0.95 0.85

Tabelle 46: Differenzen (diff) und p-Werte (adjustiert) der polaren Komponente zwischen den einzelnen Farben

/ Materialien bei Polierstufe HG

HG Al A2 A3 A4
A2 diff -1.81
p adj 0.84
A3 diff 191 -0.09
p adj 0.81 1
A4 diff 1.76 3.58 3.67
p adj 0.85 0.29 0.27
AG diff 11.84 13.66 13.75 10.08
p adj <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
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5.3 Korrelation von Rauheit und freier Oberflachenenergie

Um einen moglichen Einfluss der Rauheit (R,) auf die freie Oberflichenenergie (FOE, Dis-
persiv, Polar) und vice versa darzustellen, wurden die entsprechenden Messungen korreliert
(nach Pearson). Als dimensionsloses Maf3 zeigt der Korrelationskoeffizient nach Perason (r)
an, wie stark der lineare Zusammenhang zwischen zwei Variablen ist. Der Korrelationskoet-
fizient kann Werte zwischen +1 und -1 annehmen. Je naher r an Null liegt, desto schwicher

ist der lineare Zusammenhang (Tabelle 47).

Tabelle 47: Interpretation der Korrelationswerte nach Pearson

Werte des Korrelationskoeffizienten Linearer Zusammenhang

0,0 =r= 20,2 kein bis gering
10,2 <r < 10,5 mafBig

10,5 <r < 0,8 deutlich

08 <r<=x1,0 hoch

Die Ergebnisse sind der Tabelle 48 zu entnehmen und in der Abbildung 16 dargestellt. Auf
der Diagonalen sind die Dichteschitzungen aller Polierstufen iibereinandergelegt abgebildet.
Die zugehérigen Boxplots sind an dem rechten Rand zu finden. Unterhalb der Diagonalen
sind die Scatterplots aufgetragen und in der oberen Dreiecksmatrix die dazugehérigen Kor-
relationen (r) sowie p-Werte (p) und mit der Holm-Methode adjustierte p-Werte (p.adj). Eine
blaue Einfirbung deutet hierbei auf eine negative und eine rote Einfirbung auf eine positive
Korrelation hin. Die statistische Bewertung zeigte eine hohe negative Korrelation zwischen
der polaren Komponente und der disperseren Komponente. Zwischen der disperseren

Komponente und R, besteht eine deutliche negative Korrelation.



57

Tabelle 48: Korrelation r (nach Pearson) von Rauheit, der freien Oberflichenenergie (FOE), Dispersiv, Polar (t-

Wert nach t-Test; p-Wert = Signifkanzwahrscheinlichkeit) fiir alle Materialen

Variable
R.

FOE

Dispersiv

Polar

Wert

R.

FOE
Dispersiv
Polar

R,

FOE
Dispersiv
Polar

R,

FOE
Dispersiv
Polar

R,

FOE
Dispersiv

Polar

Methode
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson
Pearson

Pearson

r
1.00
-0.27
-0.58
0.46
-0.27
1.00
0.37
0.17
-0.58
0.37
1.00
-0.85
0.46
0.17
-0.85
1.00

Inf
-2.80
-7.04
5.13
-2.80
Inf
3.89
1.75
-7.04
3.89
Inf
-16.15
5.13
1.75
-16.15
Inf

p-Wert
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.08
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.08
<0.01
<0.01
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Korrelation: Alle Materialien

Dispersiv

r=-0.58
p < 0.001
p.adj < 0.001

r=0.17
p = 0.083
p.adj = 0.083

r=-0.85
p < 0.001
p.adj < 0.001

4 3 2 1 0 1 55

60

70

30 40

50

Alsiadsiq

Abbildung 16: Korrelation (nach Pearson) von Rauheit (R.) und der freien Oberflichenenergie (FOE, Dispersiv,

Polar) fiir alle Materialien
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AnschlieBend wurden die Scatterplots und Korrelationen unterteilt nach Material durchge-
tihrt. Wie in der Abbildung 17 dargestellt, zeigten sich deutliche negative Korrelationen zwi-
schen FOE — R,, Dispersiv — R, und Polar — Dispersiv sowie eine positive Korrelation zwi-
schen Dispersiv — FOE bei den verschiedenen Polierstufen der Farbe Al von Grandio

Voco.

Korrelation: A1
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02- r=-0.58 r=-0.74
p = 0.008 p < 0.001
ot p.adj = 0.030 p.adj = 0.001
0.0 -
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o © 0 o p = 0.009 p=0.411
60 ° ° p.adj = 0.030 p.adj = 0.411
o &
&
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e °
35 °
° ., ° ° ° H
30 ° ° r=-0.70 9
o & e o B
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20 ° -
15 ° °
° ) °
40 - L] ° L]
oo ©o ° : oo o8O
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Abbildung 17: Korrelation (nach Pearson) von Rauheit (R,) und der freien Oberflichenenergie (FOE, Dispersiv,

Polar) fiir Grandio Voco Al
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Aus der Abbildung 18 ist ersichtlich, dass eine deutliche Korrelation zwischen Disper-

siv — R,, Polar — R, und Polar — Dispersiv bei verschiedenen Polierstufen der Farbe A2 von

Grandio Voco bestand.

Korrelation: A2
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p = 0.458
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r=-0.92

p < 0.001
p-adj < 0.001

30 35 40 45

Abbildung 18: Korrelation (nach Pearson) von Rauheit (R,) und der freien Oberflichenenergie (FOE, Dispersiv,
Polar) fiir Grandio Voco A2
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Bei der Farbe A3 ergab die Untersuchung dasselbe Korrelationsbild wie bei der Farbe A2
(Abbildung 19).

Korrelation: A3

0.151
r=0.08 r=-0.68 r=0.67
0:10 p =0.732 p = 0.001 p = 0.001
.adj =0.916 .adj = 0.005 .adj = 0.005
0.05 p.aq p.adj p-aqj
0.00 -
° °
° °
65 P °®
e % r=0.18
L p = 0.458
60 *® p.adj = 0.916
55-e
407 e o
° o
< ® -
- ] . R r=-0.83 g
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30 <% § R P < 0.001 8
e o LIy p-adj < 0.001 =
25 - o °
ol ° % ° ° >
° o o
45
o ° °
40
® ° Y °
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35 o ° e & °
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30 .\ ° °oe 2 o oo o
25- @ ° ‘ L : :
4 -3 2 1 0 1 55 60 65 20 25 30 35 4025 30 35 40 45

Abbildung 19: Korrelation (nach Pearson) von Rauheit (R,) und der freien Oberflichenenergie (FOE, Dispersiv,
Polar) fiir Grandio Voco A3
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Eine hohe negative Korrelation zwischen den Polierstufen von A4 zeigte sich zwischen Dis-

persiv — R.. Polar — R, und Dispersiv — FOE zeigte eine deutliche positive und Polar — Dis-

persiv eine deutlich negative Korrelation (Abbildung 20).
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Korrelation: A4
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Abbildung 20: Korrelation (nach Pearson) von Rauheit (R.) und der freien Oberflichenenergie (FOE, Dispersiv,
Polar) fiir Grandio Voco A4



Die Auswertung des Materials Amalgam ergab eine hohe negative Korrelation (r = -0.84)

zwischen Polar — Dispersiv Messungen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Korrelation (nach Pearson) von Rauheit (R,) und der freien Oberflichenenergie (FOE, Dispersiv,

Polar) fiir Amalgam
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5.4 Vorversuch

Die gemessene mittlere Rauheit (R,) von Grandio Voco BL im Vorversuch ist in Abbildung
22 dargestellt. Es zeigte sich eine groB3e Streuung der Messwerte bei den Probekérpern, wel-

che mit 110 pm Alumiumoxid behandelt wurden.

R, Werte der einzelnen Polierstufen im Vorversuch
2,5

’

1,5

0,5 o S
X
0 € s
Aluminumoxid 110 Korn 400 Korn 1200 Korn 4000 Hochglanz

Abbildung 22: R,-Werte von Grandio Voco BL im Vorversuch

Bei den Kontaktwinkelmessungen im Vorversuch zeigte sich, dass die freie Energie der
Oberfliche und deren dispersere Komponente die gleiche Tendenz hatten und sich die po-

lare Komponente entgegengesetzt verhielt (Abbildung 23).

Kontaktwinkelmessung Vorversuch

e FOF e Disp Polar

80

70 S
60 R

50

40

30 /

20
10

Aluminiumoxid 110 Korn 400 Korn 1200 Korn 4000 Hochglanz

Abbildung 23: Kontaktwinkelmessungen Grandio Voco BL im Vorversuch



65

5.4.1 Zytotoxizitat

Die Zytotoxizititsmesswerte vom Vorversuch sind in Abbildung 24 dargestellt. Hier zeigten
sich geringfiigige Unterschiede zwischen den einzelnen Polierstufen. Dabei wurde festge-
stellt, dass die Zytotoxizititswerte der einzelnen Polierstufen bedeutende Unterschiede ge-

gentber den Glaswerten zeigten.

Zytotoxizitatsmesswerte im Vorversuch
0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04 R

0,02

Korn 400 Korn 4000 Glas
Aluminiumoxid... Korn 1200 Hochglanz

Abbildung 24: Zytotoxizititsmesswerte von Grandio Voco BL im Vorversuch
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5.4.2 Zellviabilitat

Bei den Messwerten der Zellviabilitit von 1929 auf Grandio Voco BL zeigten sich unter-
schiedliche Werte bei den einzelnen Polierstufen (Abbildung 25). Dabei zeigte sich eine
breite Streuung der Polierstufe 4000. Die Messwerte fiir die Viabilitdt der Zellen fiir die Glas-

probekorper waren am hochsten.

Zellviabilitat von Vovo Grandio BL im Vorversuch
1,2

' I
0,2
Korn 400 Korn 4000 Glas

Aluminumoxid 110 Korn 1200 Hochglanz

Abbildung 25: Zellviabilitit von Vovo Grandio BL im Vorversuch

5.5 Hauptversuch

Die Auswertung der Zytotoxizitit und Viabilitit erfolgte fiir jede Zelllinie jeweils mittels ei-
ner ANOVA. AbschlieSende Paarvergleiche wurden mit einem t-Test durchgefiihrt. Alle
Analysen wurden mit der Bonferoni-Holm-Methode angepasst, sodass die family-wise error rate
von a = 5% eingehalten wurde. Da sich die Kontrollmessungen auf dem Glas zwischen den
Polierstufen stark unterschieden, wurden die Messungen an die jeweilige Zellpassage adjus-
tiert. Bei der schrittweisen Analyse wurde zunachst das globale Modell untersucht mit allen
Materialien und Polierstufen sowie deren Interaktion (Material - Polierstufe). Bei einer Sig-
nifikanz der Interaktion Polierstufe zu Material, wurde der Datensatz aufgeteilt in Amalgam
und die vier Stufen A1-A4. Diese wurden wiederum mit einer Two-Way-ANOVA fiir Gran-
dio Voco bzw. One-Way-ANOVA fiir Amalgam analysiert. Ist bei der Two-Way-ANOVA
die Interaktion nicht signifikant, verhalten sich die Materialien A1-A4 statistisch nicht unter-
schiedlich tber die Polierstufen. Die Paarvergleiche wurden dann fir die zusammengefihrte
Gruppe A1-A4 durchgefithrt. Anhand der Paarvergleiche lisst sich erkennen, bei welchem

Material ein Unterschied zwischen welchen Polierstufen besteht.
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5.5.1 Zytotoxizitat

Die Messwerte der Zytotoxizititsmessungen sind zur Ubersicht in Abbildung 26 dargestellt.

Je hoher die Werte der y-Achse sind, desto héher die relative Zytotoxizitit.

A1 A2 A3 A4 AG Glas Latex Zellsus.
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Polierstufe

Abbildung 26: Boxplot der Zytotoxizitits-Messungen gruppiert nach Zelllinie, Polierstufe und Farbe bzw. Mate-

rial (mp = mit Polierstufe)

In Abbildung 27 sind die Zytotoxizititsmessungen, welche an die Glas-Werte adjustiert wur-

den, dargestellt.
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Abbildung 27: An die Glas-Werte adjustierte Zytotoxizititsmessungen gruppiert nach Polierstufe und Zelllinie

(mp = mit Polierstufe)

Bei der globalen Untersuchung der Zelllinie GF1 hat sich gezeigt, dass es sowohl eine Signi-
fikanz zwischen den einzelnen Polierstufen als auch zwischen den Materialien bzw. unter-

schiedlichen Zahnfarben von Grandio Voco gab (Tabelle 49).
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Tabelle 49: Two-Way-ANOVA fiir die Zytotoxizitit der Zellline GF1 mit den Faktoren Polierstufen und

Farbe/Material (Pr> F, der Signifikanzwahrscheinlichkeitswert, der dem F-Wert zugeordnet ist)

GF1 auf allen Materialien/Farben  Pr>F ‘

Polierstufe <0.001
Farbe/Material 0.007
Polierstufe: Farbe/Material <0.001

Darauthin wurde in Grandio Voco und Amalgam unterschieden, und die Werte von Grandio
Voco Al — A4 sind zuerst analysiert worden. Dabei stellte sich heraus, dass die Polierstufe

und die Polierstufe zur Farbe einen signifikanten Einfluss auf die Zytotoxizitit der Zelllinie

GF1 hat, aber nicht die Farbe (Tabelle 50).

Tabelle 50: Two-Way-ANOVA fiir Grandio Voco Al - A4 fiir die Zytotoxizitit des Keimes GF1 mit den Faktoren

Polierstufen und Farbe

GF1 auf Grandio Voco Pr>F

Polierstufe <0.001
Farbe 0.086
Polierstufe: Farbe <0.001

Um zu erschlieBen, zwischen welchen Polierstufen sich signifikante Unterschiede ergaben,
wurden Paarvergleiche zwischen den einzelnen Polierstufen der einzelnen Farben durchge-
fihrt. Bei der Farbe Al gab es signifikante Unterschiede zwischen den Polierstufen 1200 -
110 um, 1200 — 400 und HG — 1200. Bei der Farbe A2 zeigte sich eine Signifikanz bei den
Polierstufen 1200 — 110, 1200 — 400 und HG - 1200. Bei der Farbe A3 gab es einen bedeu-
tenden Unterschied zwischen Polierstufen 1200 — 400. Bei der Farbe A4 stellten sich Signi-
fikanzen zwischen 1200 — 110, 1200 — 400 und HG - 1200 dar (Tabelle 51).
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Tabelle 51: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Zytotoxizitit der Zelllinie GF1 auf Grandio Voco (die
p-Werte wurden mit der Tukey-Methode angeglichen, um den Fehler 1. Art einzuhalten) (p-Werte)

GF1 400-110 1200-110 HG-110 1200-400 HG-400  HG-1200

Al 0.76 <0.01 1 <0.01 0.86 <0.01
A2 0.72 <0.01 1 <0.01 0.72 <0.01
A3 0.87 0.02 0.99 0 0.95 0.01

A4 0.47 <0.01 0.96 <0.01 0.77 <0.01

Anhand der Paarvergleiche, welche in der Tabelle 52 dargestellt sind, zeigte sich, dass es
besonderen Unterschiede in der zytotoxischen Wirkung auf die Zelllinie GF1 bei der Polier-
stufe 110 und den Farben A4 — A2 und 1200 bei den Farben A3 — Algab.

Tabelle 52: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Zytotoxizitit der Zellline GF1 auf Grandio Voco A1l -
A4 (p-Werte)

A2-Al A3-Al A4-Al A3-A2 A4-A2 A4-A3
110 0.59 0.82 0.32 0.15 0.02 0.82
400 1.00 0.60 0.99 0.04 0.99 0.42
1200 0.87 0.02 0.71 0.13 0.99 0.24
HG 0.68 0.82 0.55 0.99 0.08 0.13

Bei der One-Way-ANOVA der Amalgamprobekérper zeigte sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Polierstufen (Tabelle 53). Bei den darauffolgenden Paarvergleichen
zeigte sich die Signifikanz zwischen den Polierstufen 1200 — 110 und 1200 — 400 (Tabelle
54).

Tabelle 53: One-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie GF1 mit dem Faktor Polierstufen auf AG

Polierstufe <0.001
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Tabelle 54: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Viabilitit der Zelllinie GF1 auf Amalgam (die p-Werte
wurden mit der Tukey-Methode angeglichen um den Fehler 1. Art einzuhalten)

GF1 auf Amalgam 110 400 1200 HG

110 _ 0.65 0.01 1

400 _ <0.001 0.77

1200 _ <0.001

o I

Bei der Zelllinie 1.929 zeigte sich bei der globalen Untersuchung eine Signifikanz zwischen

den Polierstufen, den Materialien und den Polierstufen zu Farbe/Material (Tabelle 55).

Tabelle 55: Two-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie L.929 mit den Faktoren Polierstufen und Farbe /
Material

1.929 auf allen Materialien/Farben Pr>F ‘

Polierstufe <0.001
Farbe/Material <0.001
Polierstufe: Farbe/Material <0.001

Es wurden Grandio Voco Al — A4 und das Amalgam gesplittet. Zuerst wurde der Komposit
analysiert. Die Varianzanalyse zeigte, dass sich die unterschiedlichen Polierstufen, die Farben

und die Polierstufen zur Farbe des Komposits signifikant unterschieden (Tabelle 56).

Tabelle 56: One-Way-ANOVA fir die Zytotoxizitit der Zelllinie 1.929 mit dem Faktor Polierstufen auf Farben
Al-A4

1.929 auf Grandio Voco Al — A4 Pt>F

Polierstufe <0.001
Farbe 0.006
Polierstufe: Farbe 0.006

Bei den Paarvergleichen stellte sich heraus, dass bei den Farben A3 und A4 keine Signifikanz
zwischen den unterschiedlichen Polierstufen besteht. Bei der Farbe A1 gab es einen signifi-
kanten Unterschied zwischen 1200 — 110 und HG - 110. Die Farbe A2 zeigte bedeutende
Unterschiede zwischen den Polierstufen 1200 — 110 und 1200 — 400 fiir die Zytotoxizitit der
Zelllinie 1.929 (Tabelle 57).
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Tabelle 57: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Zytotoxizitit der Zelllinie 1.929 auf Grandio Voco Al
— A4 (die p-Werte wurden mit der Tukey-Methode angeglichen, um den Fehler 1. Art einzuhalten)

| 400-110 1200-110  HG-110 1200-400  HG-400 HG-1200
Al 0.56 <0.01 0 0.05 0.07 1

A2 0.28 <0.01 0.11 <0.01 0.96 0

A3 0.8 0.11 0.39 0.51 0.9 0.89

A4 1 0.89 0.78 0.96 0.65 0.35

Bei den Paarvergleichen von der Zelllinie 1.929 zwischen allen Polierstufen auf Grandio
Voco Al — A4 stellte sich eine Signifikanz bei der Polierstufe 1200 und den Farben A4 zu
Al und A4 zu A2 dar (Tabelle 58).

Tabelle 58: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Zytotoxizitit des Zellline 1.929 auf Grandio Voco A1l -
A4 (p-Werte)

A2-Al A3-Al A4-Al A3-A2 A4-A2 A4-A3
110 0.82 0.99 0.91 0.95 0.43 0.75
400 0.38 0.39 0.22 1.00 0.99 0.99
1200 1.00 0.30 0.00 0.35 0.00 0.26
HG 0.08 0.14 0.28 1.00 0.93 0.98

Die ANOVA fiir Amalgam zeigte eine Signifikanz zwischen den Polierstufen (Tabelle 59).

Tabelle 59: One-Way-ANOVA fiir die Zytotoxizitit der Zelllinie 1.929 mit dem Faktor Polierstufen auf AG

Polierstufe <0.001

Die Paarvergleiche beim Amalgam zeigten, dass zwischen den Polierstufen 1200 — 400 be-
deutende Unterschiede bestehen (Tabelle 60).

Tabelle 60: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Zytotoxizitit der Zelllinie 1.929 auf Grandio Voco (die

p-Werte wurden mit der Tukey-Methode angeglichen, um den Fehler 1. Art einzuhalten) (p-Werte)
1929 auf Amalgam 1200

1200 0.13

He | O
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5.5.2 Zellviabilitat

Die Messwerte der Viabilititsmessungen sind in Abbildung 28 dargestellt. Die Auswertung
der Viabilitit erfolgte fiir jede Zelllinie jeweils mit einer ANOVA und wurde zum Schluss
mit Paarvergleichen mit einem t-Test durchgefiihrt. Die Analysen wurden mit der Bonferoni-
Holm-Methode angepasst, sodass die family-wise error rate von o = 5% eingehalten wurde. Da
sich die Kontrollmessungen auf dem Glas zwischen den Polierstufen stark unterschieden,

wurden die Messungen an die jeweilige Zellpassage adjustiert (Abbildung 29).
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Abbildung 28: Boxplot der Viabilititsmessungen gruppiert nach Zelllinie, Polierstufe und Farbe bzw. Material

(mp = mit Polierstufe)
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Abbildung 29: An die Glas-Werte adjustierte Viabilititsmessungen gruppiert nach Polierstufe und Zelllinie

(mp = mit Polierstufe)

Die globale Untersuchung der Viabilitit der Zelllinie GF1 zeigte einen signifikanten Unter-
schied sowohl zwischen den Polierstufen und Farben/Materialien als auch zwischen den

Polierstufen zu Farben/Materialien (Tabelle 61).
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Tabelle 61: Two-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie GF1 mit den Faktoren Polierstufen und Farbe/

Material zu dem Niveau o« = 0.05

GF1 auf allen Materialien/Farben P> F ‘
Polierstufe <0.001
Farbe/Material <0.001
Polierstufe: Farbe/Material <0.001

Nach dem Split von Amalgam und Grandio Voco A1-A4 wurde die Komposite mit einer
One-Way-ANOVA untersucht und zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Po-
lierstufen. Fine Signifikanz stellte sich auch zwischen den unterschiedlichen Farben dar (Ta-

belle 62).

Tabelle 62: One-Way-ANOVA fiir die Viabilitit des Keimes GF1 mit dem Faktor Polierstufen gemittelt iiber die
Level Al - A4 von Farbe zu dem Niveau o« = 0.05/2 = 0.025

GF1 auf Grandio Vovo Al — A4 Pt>F

Polierstufe <0.001
Farbe 0.013
Polierstufe: Farbe 0.514

Bei den folgenden Paarvergleichen zwischen den Polierstufen gab es signifikante Unter-

schiede zwischen den Polierstufen HG-110, 1200-400, HG-400 und HG-1200 (Tabelle 63).

Tabelle 63: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Viabilitit der Zelllinie GF1 auf Grandio Voco. Die p-
Werte wurden mit der Tukey-Methode angeglichen, um den Fehler 1. Art zu dem Niveau « = 0.025 einzuhalten

GF1 auf Grandio Voco Al — A4 110

<0.001

400 -‘ 0.01 ‘ <0.001
1200 - 0
HG | ]

Der Paarvergleich der Zellviabilitit der Zelllinie GF1 aufgetrennt nach Polierstufen ergab

keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 64).
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Tabelle 64: Paarvergleiche der Viabilitit zwischen den Farben von Grandio Voco des Zelllinie GF1 aufgetrennt

nach Polierstufen (p-Werte)
GF1 auf Grandio Voco Al — A4 Al

Al -‘ 0.12 ‘ 0.24 ‘ 1.00
A2 7-‘ 0.99 ‘ 0.08
g I
Ad | ]

Die ANOVA von Amalgam stellte eine Signifikanz der Viabilitit von GF1 zwischen den

Polierstufen dar (Tabelle 65). Der darauffolgende Paarvergleich zeigt eine Signifikanz zwi-
schen den Polierstufen 1200 — 110, 1200 — 400, HG- 400 und HG-1200 (Tabelle 60).

Tabelle 65: One-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie GF1 mit dem Faktor Polierstufen Amalgam
GF1 auf Amalgam Pr>F ‘

‘ Polierstufe ‘ <0.001 ‘

Tabelle 66: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Viabilitit der Zelllinie GF1 auf Amalgam (p-Werte)
GF1 auf Amalgam 110

o
—
O —

Die Two-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie 1.929 zeigte in Polierstufe, Farbe/Ma-

1200
HG

terial und Polierstufe zu Farbe/Material eine Signifikanz (Tabelle 67).

Tabelle 67: Two-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie 1.929 mit den Faktoren Polierstufen und Farbe /Ma-

terial zu dem Niveau « = 0.05

1.929 auf allen Farben/Materialien  Pr> F. ‘

Polierstufe <0.001
Farbe/Material <0.001
Polierstufe: Farbe/Material <0.001

Bei der One-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie 1.929 mit dem Faktor Polierstufen
auf Grandio Voco Al — A4 zeigte sich ein hervorstechender Unterschied bei den Polierstu-

fen (Tabelle 68).
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Tabelle 68: One-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie 1.929 mit dem Faktor Polierstufen auf Grandio Voco
zu dem Niveau « = 0.05/2 = 0.025

1.929 auf Grandio Voco A1 — A4  Pr> F. ‘

Polierstufe <0.001
Farbe 0.284
Polierstufe: Farbe/Material 0.969

Bei den folgenden Paarvergleichen von Grandio Voco zeigte sich eine Signifikanz zwischen
HG - 110, HG — 400 und HG — 1200. Keine Unterschiede zeigten sich bei 400 — 110,
1200 - 110 und 1200 - 400 (Tabelle 69).

Tabelle 69: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Viabilitit der Zelllinie 1.929 auf Grandio Voco (die p-
Werte wurden mit der Tukey-Methode angeglichen, um den Fehler 1. Art « = 0.025 einzuhalten)

1.929 auf Grandio Voco A1 — A4 110

‘0.9 ‘0

400 —-‘ 0.84 ‘ 0

1200 —-‘W
He | ]

Die One-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie 1.929 mit dem Faktor Polierstufen auf

Amalgam zeigt eine Signifikanz zwischen den Polierstufen (Tabelle 70). Bei den folgenden
Paarvergleichen stellte sich der Unterschied zwischen 1200 — 400 und HG — 400 als signifi-
kant dar (Tabelle 71).

Tabelle 70: One-Way-ANOVA fiir die Viabilitit der Zelllinie 1.929 mit dem Faktor Polierstufen auf AG zu dem
Niveau « = 0.05/2 = 0.025

Polierstufe 0.003

Tabelle 71: Paarvergleiche zwischen allen Polierstufen der Viabilitit der Zelllinie 1.929 auf Amalgam (p-Werte)
1929 auf Amalgam 110 1200

400 _‘ 0.02 ‘ 0.00
1200 _‘ 0.95
HG | I
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5.5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die R.-Messwerte zeigten, dass sich das Polieren unterschiedlich auf die Testmaterialien aus-
wirkte. Bei den Farben Al und A2 unterscheiden sich alle Polierstufen, und es ist ein positi-
ver Verlauf fur R, von HG tber 1200 zu 400 bis zu 110 zu erkennen. Dieser Korrelation fiel
bei dem Material A1 am deutlichsten aus. Ein entsprechender Verlauf ist bei A3, A4 und AG
auch zu erkennen, wobei die Polierstufen 1200 und HG kaum zu unterscheiden sind. Die
Messungen der freien Energie der Oberfliche waren nicht so einheitlich wie die Messungen
der arithmetischen Rauheit. Erkennbar waren die héheren Messwerte fiir die polare Kom-
ponente und die niedrigeren Messwerte fur die disperse Komponente des Amalgams gegen-
tber Grandio Voco Al — A4.

Bei den Zytotoxizititsmessungen zeigten sich signifikante Unterschiede des zytotoxischen
Potenzials der verschiedenen Polierstufen. Dabei ist auffillig, dass bei zehn Unterschieden
der Zytotoxizitit von GF1 zwischen den einzelnen Polierformen immer die Kérnung 1200
involviert ist. Auch beim Amalgam waren die Vergleiche mit Kérnung 1200 die Paarverglei-
che, die sich als signifikant herausstellten. Bei der Zelllinie 1.929 gab es nur vier signifikante
Unterschiede bei Grandio Voco. Diese bezogen sich bei drei bedeutenden Unterschieden
auch auf die Polierstufe der Kérnung 1200. Bei den Paarvergleichen von der Zelllinie 1.929
zwischen allen Polierstufen auf Grandio Voco Al — A4 stellte sich eine Signifikanz bei der
Polierstufe 1200 und den Farben A4 zu Al und A4 zu A2 dar. Auch beim Amalgam gab es
einen signifikanten Wert beim Paarvergleich und zwar zwischen den Polierstufen 1200 - 400.
Viabilititsmessungen der Zellline GF1 zeigten zwischen den Polierstufen von Grandio Voco
vier signifikante Unterschiede, bei denen auffillig ist, dass bei drei Unterschieden die Hoch-
glanzpolitur eine Rolle spielt. Der Paarvergleich aufgetrennt nach Polierstufen auf Grandio
Voco ergab keine signifikanten Unterschiede. Die Viabilitit von GF1 auf Amalgam zeigte
beim Paarvergleich zwischen den Polierstufen viermal eine Relevanz, wobei hier die Polier-
stufe mit der Kérnung 1200 dreimal inbegriffen ist.

Bei der Untersuchung der Messergebnisse fur die Viabilitit der Zelllinie 1.929 zeigten sich
bei dem Paarvergleich zwischen den Polierstufen auf Grandio Voco A1-A4 drei bedeutende
Unterschiede, an denen immer die Hochglanzpolitur beteiligt war. Die Paarvergleiche auf
Amalgam zeigten zwei Signifikanzen, wobei immer die Polierstufe der Kérnung 400 beteiligt

war.
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6 DISKUSSION

6.1 Diskussion der Methoden

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob und inwieweit sich geringfiigige Dif-
ferenzen in der Zusammensetzung von dentalen Kompositen auf die physiko-chemischen
Oberflichencharakteristika und auf die Zellviabilitit anhaftender Maus- und humaner
Gingivafibroblasten auswirken. Um sich nicht zu sehr von der klinischen Realitit zu entfer-
nen, wurden verschiedenfarbige Fullungskomposite als Testmaterialien verwendet, die sich
nur minimal in der Zusammensetzung im Hinblick auf Farbpigmente unterscheiden. Im
Rahmen der Untersuchung sollte also auch geklirt werden, ob handelstibliche Farbmischun-
gen unterschiedliche Wirkungen auf die umliegenden biotischen Gewebe haben kénnen und
ob damit bestimmte Farbmischungen bei entsprechenden Indikationen bevorzugt werden
sollten, z. B. als Unterfillung im asthetisch nicht relevanten Bereich, aber im Kontakt zur
Gingiva.

Beimischungen fiir die Farbgebung resultieren in geringen Unterschieden in der Zusammen-
setzung der vier untersuchten Komposittestmaterialien (Grandio Voco, A1, A2, A3 und A4).
Als Vergleichsmaterial wurde zusitzlich Amalgam verwendet, weil es tiber Jahrzehnte der
Gold-Standard in der direkten Fillungstherapie war und aufgrund seiner vermeintlichen zy-
totoxischen Figenschaften durch Alternativmaterialien wie Komposite ersetzt wurde. Es gibt
bereits verschiedene experimentelle Modelle, um zellbasierte Untersuchungen zur Zytotoxi-
zitat von Biomaterialien durchzufithren. Dabei werden grundsatzlich In-vivo-Untersuchun-
gen und In-vitro-Untersuchungen unterschieden. In-vivo-Modelle sind realititsnah, unter-
liegen aber auch multiplen Einflussvariablen und Storfaktoren, wie z. B. interindividuellen
Unterschieden bei den Testpersonen durch abweichende orale Mikrobiome oder abwei-
chende Speichelmenge und -zusammensetzung, unterschiedliche Nahrungsaufnahme oder
variierenden Mundhygienemal3nahmen (Lebeaux et al. 2013; Biirgers et al. 2010b; Papava-
sileiou et al. 2015). Bei In-vitro-Modellen lassen sich diese Parameter kontrollieren und wirts-
spezifische Storfaktoren ausschalten, es herrschen deshalb standardisierte und reproduzier-
bare Bedingungen (Coenye and Nelis 2010; Burgers et al. 2010a; Biirgers et al. 2009b). Die
Ubertragbarkeit von gewonnenen In-vitro-Erkenntnissen auf die entsprechende In-vivo-Si-
tuation ist mit spezifischen Einschrinkungen trotzdem mdglich, weil grundsitzliche Ten-
denzen so relativ suffizient erfasst werden kénnen (Syrjanen et al. 1985; Souza et al. 2000).

Damit ein méglicher Effekt von unterschiedlichen Farbzusitzen bei dentalen Kunststoff-
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fullmaterialien sichtbar wird, wurden in der vorliegenden Studie vier unterschiedliche Farbva-
rianten eines handelstiblichen Fullungskomposits eingesetzt. Dabei wurde jede In-vitro-
Messreihe insgesamt dreimal durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
gewihrleisten.

Durch das Medizinproduktegesetz (MPG) sind Sicherheit, Qualititssicherung und Feststel-
lung der Unbedenklichkeit von medizinischen Produkten geregelt, dies betrifft auch dentale
Fillungskompositen. Das MPG gibt aber auch vor, dass nicht alle Inhaltsstoffe von Medi-
zinprodukten in den entsprechenden Sicherheitsdatenblittern aufgelistet sein miissen. Die
Angaben zu Farbpigmenten und deren Beimengungen sind bei allen gingigen Herstellern
knapp und nicht umfassend, weil die Mischungsrezepte Betriebsgeheimnisse sind, die den
Hersteller vor Nachahmung durch Konkurrenten schiitzen sollen. Deswegen konnten im
Rahmen der vorliegenden Untersuchung etwaige Unterschiede in der Zytotoxizitdt nicht auf
spezifische Mischungsbestandteile zurtickgefiihrt werden. Im Allgemeinen handelt es sich
aber um anorganische Pigmente wie Titan-, Eisen- oder Aluminiumdioxid (Rosentritt et al.
2018).

Nach dem Deutsches Institut fiir Normung (2009), welches biologische Priifungen von Me-
dizinprodukten auf Zytotoxizitit normiert, gilt ein Stoff als zytotoxisch, wenn im Rahmen
einer Untersuchung weniger als 70 % der Zellen mit Kontakt zum Werkstoff vital verbleiben.
Fir den klinischen Anwender ist es aber bisher unmoglich, genaue Aussagen tiber die Zyto-

toxizitat vom Hersteller oder durch Sicherheitsdatenblitter in Erfahrung zu bringen.

6.1.1 Testmaterialien, Positiv- und Negativkontrollen

Fir die Untersuchung wurde der Fillungskunstoff Grandio der Firma Voco in den Farben
Al, A2. A3 und A4 und Amalgam der Firma Pluradent verwendet. Es handelt sich bei den
verschiedenfarbigen Kompositen um typische und handelstibliche Materialien. Beide Mate-
rialgruppen, die Komposite und Amalgam gehoren zu den direkten Fillungsmaterialien und
finden breite Anwendung in der Therapie von kleineren Kavititen (Mjor und Jokstad 1993;
Alptekin et al. 2010; Opdam et al. 2010; Alhareky und Tavares 2016). Ausgewahlt wurde die
Materialgruppe der Fullungskomposite, weil sie hdufig in der klinischen Anwendung im di-
rekten Kontakt zu den zahnumgebenden Weichgeweben stehen. Das verwendete Komposit
Grandio ist als Testmaterial geeignet, weil es in Zusammensetzung und Farbvarianten den
zurzeit verfugbaren Kompositmaterialien entspricht, mégliche Schlussfolgerungen kénnen
mit geringen Einschrinkungen auf dhnliche Produkte iibertragen werden. Komposite wer-

den fur dsthetisch relevante Bereiche in verschiedenen Farbvarianten angewendet und sind
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auch heute noch ein Alternativwerkstoff zum Amalgam, das eine breite Indikation vor allem
im Seitenzahngebiet hatte (Dunne et al. 1997; Opdam et al. 2007; Moraschini et al. 2015).
Amalgam verschwindet aufgrund seiner vermeintlich toxischen Eigenschaften zunehmend
vom Markt und eignet sich deshalb bei der Einordnung von Zytotoxizititen hervorragend
als Vergleichsmaterial fir die marktdominanten ,,modernen® bzw. vermeintlich ,,biokompa-
tibleren® Fillungskomposite. Sowohl die Komposite als auch das Amalgam wurden streng
nach Herstellerangaben eingesetzt. Durch das korrekte Verarbeiten nach Herstellerangaben
konnte der negative Einfluss von reduzierten Materialeigenschaften und der Anteil von zy-
toxischen Restmonomeren auf den Versuchsaufbau signifikant reduziert werden(Schedle et

al. 1998; Kedjarune et al. 1999).

Die Herstellung und Verwendung von Probekérpern unterschiedlicher Gréfle war aufgrund
der verschiedenen Versuchsanordnungen notwendig, wobei sich unterschiedlich grof3e Pro-
bekorper in ihrer relativen Zytotoxizitit nicht unterscheiden. Die Kontaktwinkelmessung
erfolgte an Probekdrpern mit 10 mm Durchmesser, da das Auftropfen von Deionat und
Methyleniodid aus parallel angeordneten Offnungen erfolgt. Methyleniodid ist bekannterma-
BBen zytotoxisch und deshalb wurden die einmal verwendeten Probekérper alle verworfen,
da es auf die Zelllinien eine zytotoxische Wirkung gehabt hitte (Smola 2018). Fiir ein besse-
res Handling und zur Reduktion der Mengen der Versuchsmaterialien wurden fiir den
Hauptversuch Probekorper mit 6 mm Durchmesser in 48-Well-Platten eingesetzt. Zur Un-
tersuchung der Effekte der physiko-chemischen Oberflichencharakteristika von Komposi-
ten auf Zelllinien war eine konstante Grof3e, d. h. Héhe und Durchmesser der Probekorper

wichtig.

Die verwendeten Probekorper und klinisch (27 situ) verarbeitete Komposite unterscheiden
sich in ihren physiko-chemischen Oberflichencharakteristika. Direkte Kompositrestauratio-
nen werden im Mund des Patienten polymerisiert, bearbeitet und poliert. Die Rauheit und
Strukturierung der Oberflichen hingen dabei von vielen - nicht reproduzierbaren - Faktoren
ab. Das klinische Ergebnis bezogen auf die messbaren physiko-chemischen Eigenschaften
andert sich durch Lokalisation der Fillung, Geschick und Erfahrung des Behandlers und
Storfaktoren wie Speichelzutritt wihrend der Polymerisation (Ozgiinaltay et al. 2003;
Bashetty and Joshi 2010; Berger et al. 2011; Chour et al. 2016). Durch eine vollautomatische
Schleif- und Poliermaschine mit vorgegebenen Bearbeitungszeiten und konstantem Anpress-
druck werden absolut konstante und reproduzierbare Oberflichen erzielt. Zuerst wurden alle
Probekorper auf Hochglanz poliert und dann die abschlieBenden Rauheiten eingestellt, um

eine definierte gleichmafBige Oberfliche zu erhalten. Durch die manuelle Bearbeitung von



82

Probekorpern dagegen ist eine unterschiedliche Giite der Oberfliche nicht auszuschlieBen
(Jung et al. 2007). Unterschiedliche Zytotoxizititen kénnten dann auch lediglich auf abwei-
chenden Rauheiten oder Hydrophobizititen basieren. Der geringtiigig unterschiedliche An-
pressdruck der 10-mm- zu den 6-mm-Probekorpern ist dabei zu vernachlissigen, da er durch
die Anzahl der auf den Halter aufgebrachten Menge kompensiert wurde. Es wurden auf ei-
nem Halter entweder funf 10-mm- oder zwolf 6-mm-Probekorper fixiert. Daraus resultiert
eine Probekorperfliche von 392 mm?® fiir 10-mm- und 339 mm® fiir 6-mm-Probekérper je

Halter.

Als Negativkontrolle wurde Glas eingesetzt, welches industriell gefertigt und nicht weiterbe-
arbeitet wurde. Glasprobekorper haben keinen stimulierenden oder wachstumshemmenden
Effekt auf diverse Zelllinien, ebenfalls verhalten sie sich in Untersuchungen zur Zytotoxizitit
neutral (Schmid-Schwap et al. 2009; Gosau et al. 2016; Viden 2018). Als Positivkontrolle
wurde Latex (5x5 mm) eingesetzt, welches sich nachweislich negativ auf die Zelllinien aus-

wirkt (Stellet Lourenco et al. 2014).

6.1.2 Herstellung und Konditionierung der Probekorper

Das Herstellungsverfahren von Probekorpern mittels Silikon-Dublierformen wird standard-
milig von vielen Arbeitsgruppen fiir die Herstellung von Kompositprobekorpern eingesetzt
(Prudil 2010; Johanning 2018). Dadurch konnten die Probekorper in gleicher Stirke und
Durchmesser erstellt werden. Alle Probekorper wurden exakt nach Herstellerangaben verar-
beitetet und polymerisiert. Durch die anschlieBenden Schleif- und Polierprozesse wurde die
Sauerstoffinhibitionsschicht komplett entfernt, welche aufgrund der enthaltenden nicht-po-
lymerisierten Restmonomere zytotoxisch wirkt. Der Polierprozess erfolgte standardisiert, um
eine gute Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Testmaterialien und Einzelprobekorper zu
ermoglichen. Um die Probekorper zu desinfizieren und mogliche Bakterienkontamination
zu verhindern, wurden sie in 70 %igem Ethanol gewaschen. Die Probekorper wurden zu-
satzlich in der Sterilbank und unter Vakuum hergestellt, um eine vorzeitige Bakterienbesie-
delung auszuschliefen. Laut dem Deutschen Institut fir Normung (2009) ist eine Sterilisa-
tion vorgesehen, welche aber bei der vorliegenden Studie nicht zweckmiBig erschien. Durch
eine Heif3sterilisation hitten sich die Komposite in ihrer Form und auch in den Zytotoxizi-
titswerten verandert. Die Sterilisation mit ultraviolettem Licht kam nicht in Frage, da auch
hier die Zytotoxizititswerte des lichthdrtenden Komposits hitten beeinflusst werden kon-

nen. In der Arbeit wurden minimale Unterschiede in der Zusammensetzung bei moglichst
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konstanten Oberflichen untersucht, deswegen sollten solche potentielle Einflussfaktoren

vermieden werden.

6.1.3 Auswahl der Zellkulturen

Die Hauptvorteile der In-vitro-Bedingungen mit einzelnen Zelllinien sind — ohne Wertung
durch die Reihenfolge - eine reproduzierbare standardisierte Durchfithrbarkeit und der Aus-
schluss ethischer Fragestellungen beim Einsatz von Versuchstieren oder Probanden. Die
1929 Maustibroblasten sind der Klon 929 von Stamm L, der vor 75 Jahren von einer minn-
lichen C3H/An-Maus abgeleitet wurde (Earle et al. 1943). Die Zellen wachsen adhirent und
werden zur Testung von Zytotoxizititen herangezogen und empfohlen (Deutsches Institut
fir Normung 2009). Diese Zelllinie wurde schon in mehreren Studien zur Zytotoxizititsbe-
wertung von dentalen Kunststoffen verwendet (Schweikl und Schmalz 1996; Kostoryz et al.
1999; Kaga et al. 2001; Thonemann et al. 2002; Malkoc et al. 2010; Bal et al. 2011; Ashraf et
al. 2012; Heravi et al. 2013). Da diese Fibroblasten aber weder aus dem oralen Bereich kom-
men noch dem eigentlich zu testenden Organismus angehéren, wurde die humane Zelllinie
GF1 hinzugefiigt. Die Zelllinie GF1 der AG Orale Biologie und Geweberegeneration der
Abteilung fiir Zahnirztliche Prothetik der Universititsmedizin Goéttingen sind Fibroblasten
der humanen Gingiva, und sie passten so genau auf das Anforderungsprofil fiir die Studie
(Schubert et al. 2018). Von anderen Arbeitsgruppen werden fiir eine Reihe von dhnlichen
Fragestellungen auch humane Gingivafibroblasten verwendet (Tipton and Dabbous 1995;

Key et al. 2000; Asgary et al. 2012).

6.1.4 Mess- und Testmethoden

Die Messung der Oberflichentopographie und Rauheit von abiotischen Oberflichen kann
mit unterschiedlichen Methoden durchgefithrt werden. Es ist méglich, die Oberfliche me-
chanisch abzutasten oder auch optisch zu erfassen (Duparre et al. 2002; Canabarro et al.
2009; Koch et al. 2013; Hahnel et al. 2010b; Biirgers et al. 2009a; Hahnel et al. 2009b; Giinay-
Bulutsuz et al. 2018). Die zweidimensionale Darstellung kann mit Hilfe der 2D-Profilometrie
erfolgen, und zwar durch das Abtasten einer vorher definierten Strecke der Oberfliche. Da-
bei wird nur ein bestimmter Ausschnitt der Oberfliche untersucht. Der arithmetische Mit-
tenrauwert (R,) wird als darstellender Parameter der Rauheit in der Literatur angegeben (Ko-

cher et al. 2002; Hosoya et al. 2003; Vrochari et al. 2017; Ruschel et al. 2018). Um biologische
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Prozesse zu bewerten, ist die dreidimensionale Bildgebung besser geeignet, da man nicht in
die Prozesse eingreifen muss, z. B. durch Ablésen von adhirenten Zellen (Staubert 2018).
Weitfeld-Konfokalmikroskope, wie das hier verwendete Smartproof 5, kénnen durch Auf-
nahmen in mehreren Ebenen eine dreidimensionale Oberfliche darstellen und die Oberfli-
chenparameter berechnen (Haus 2014; Borlinghaus 2016). Die Messgenauigkeiten zwischen
dem mechanischen und optischen Verfahren unterscheiden sich kaum, die optische Variante
hat die Vorteile, die Oberfliche dreidimensional darstellen zu konnen und schnell alle Obet-
flichenparameter erfassen zu kénnen (Gyurkovics et al. 2017). Die Weitfeld-Konfokalmik-
roskopie war fir die vorliegende Studie gut geeignet, da sie schnell und in einer guten De-
tailschirfe alle Oberflichenparameter errechnet und die Oberflichenmorphologie dreidi-

mensional darstellen kann.

Die Kontaktwinkelmessung ist eine oft angewandte Untersuchung bei der Ermittlung der
freien Energie der Oberfliche (Busscher et al. 1984; Biirgers et al. 2009a; Hahnel et al. 2009a;
Winkler et al. 2014). Um die freie Oberflichenenergie zu ermitteln, werden auf einen Fest-
korper mindestens zwei Flissigkeiten mit komplementiren Figenschaften getropft, meist
Wasser (polare Figenschaften) und Methyleniodid (unpolare Eigenschaften). Es kann bei
andersgearteten Formen des gleichen Testmaterials oder bei der Position der aufgetropften
Flissigkeiten zu unterschiedlichen Messergebnissen kommen (Chibowski und Perea-Carpio
2002). Schon die Oberflichenverunreinigungen mit kleinsten Staubkérnern reicht aus, um
divergierende Messergebnisse zu erhalten (Yuan und Lee 2013). Weiterhin kann die Bewe-
gung der Tropfen beim Aufbringen auf das Testmaterial zu verschiedenen Messergebnissen
fithren (Lam et al. 2002; Korhonen et al. 2013). Der Kontaktwinkel wird mit Hilfe der Y-
oung’schen Gleichung ermittelt, welche den Kontaktwinkel bei idealen Verhiltnissen angibt,
d. h. die Gleichung beschreibt eine reine Flussigkeit, welche auf einen chemisch und topo-
graphisch gleichartigen Korper appliziert wird und von einer homogenen Gasphase umge-
ben ist. Alle Probekorper sind dagegen reale Feststoffe, und damit unterliegt der Kontakt-
winkel einer zeitlichen und 6rtlichen Veranderung (Starov et al. 2003; Farris et al. 2011). Um
diesem Effekt Rechnung zu tragen, wurden bei dieser Studie nach dem Auftragen der Flis-
sigkeit im Abstand von jeweils einer Sekunde mehrere Messungen anhand eines Livebildes
durchgefiihrt, und aus den gewonnenen Messergebnissen wurde ein Mittelwert sowohl fiir
die freie Energie der Oberfliche als auch fir den Kontaktwinkel berechnet (Girault et al.
1984; Lin et al. 1996). Diese Methodik scheint die annihernd korrekte freie Energie der
Oberfliche darzustellen und hat sich daher als reproduzierbar, prizise und anwenderfreund-

lich etabliert (Uyama et al. 1991; Yuan und Lee 2013).
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Fir den durchgefiihrten Versuch ist WST-8 geeignet, da der Test selbst nicht zytotoxisch auf
Zellen wirkt (Schmitz 2011), XTT und MTT werden vom Deutschen Institut fiir Normung
zur Zytotoxizititsmessung vorgeschlagen (Deutsches Institut fiir Normung 2009). Die meis-
ten aktuellen Studien zur Zytotoxizititsuntersuchung von dentalen Materialien verwenden
MTT (Jan et al. 2014; Goiato et al. 2015; Madhyastha et al. 2015; Shin et al. 2016; Milheiro
et al. 2016). Der WST-8-Test hat gegeniiber dem MTT den entscheidenden Vorteil, dass das
Formazan auf3erhalb der Zelle lokalisiert und wasserloslich ist und deshalb keine Zerstérung
der Zellen notwendig wird (Gstraunthaler und Lindl 2013). Ein weiterer Vorteil fiir diese
Studie ist auch die Tatsache, dass der WST-8 gegentiber anderen Methoden bedeutend sen-
sitiver ist, weil die Zellviabilitit gemessen wird (Tominaga et al. 1999; Ginouves et al. 2014).
Der Test ist zudem einfach durchfithrbar und zeigt schnell verfigbare Ergebnisse, wodurch
es méglich war, den hohen Probendurchsatz dieser Studie in angemessener Zeit zu bewilti-

gen.

Die Zytotoxizitit wurde mit einem LDH-basierten Test gemessen. Dabei wird Resazurin
verwendet, welches als ein Redoxindikator in die Zelle eindringt und im Zellinneren zu Re-
sorufin reduziert wird (Rodriguez-Corrales and Josan 2017; Prabst et al. 2017). Die Handha-
bung und Auswertung ist sehr anwenderfreundlich, man gibt das tiefblaue Resazurin zu den
Zellkulturen und nur metabolisch aktive Zellen kénnen das Resazurin zu rosa Resorufin re-
duzieren (Riss et al. 2011). Durch den entsprechenden Farbumschlag im Photometer konn-

ten sehr schnell und einfach die zytotoxischen Effekte der Testmaterialien bestimmt werden.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Rauheit

Die verschiedenen Polierstufen hatten unterschiedliche starke Auswirkungen auf die Rauheit
der verschiedenen Testmaterialien von Grandio Voco und das Amalgam. Die erwartete Kor-
relation zwischen den sukzessiven Polierstufen und den daraus resultierenden abnehmenden
Mittenrauheitswerten zeigte sich am deutlichsten bei der Farbe Al. Bei der Farbe A2 ist diese
Tendenz auch zu erkennen, bei den Farben A3, A4 und AG sind die Unterschiede zwischen
den Polierstufen 1200 und HG geringer. Die leicht abweichende Wirkung der unterschiedli-
chen Polierstufen auf die Testmaterialien begriindet sich wahrscheinlich in abweichenden

Fillkorpern und/oder Pigmenten bei den verwendeten Kompositen (der Farbe A3 und A4).
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Makroskopische Oberflichendefekte, wie z. B. Kratzer und Mulden, welche zu Verfilschun-
gen der Messergebnisse hitten fithren kénnen, wurden durch visuelle Inspektion ausge-
schlossen. Die Vermeidung von Defekten ist auf die standardisierte Oberflichenbearbeitung
zurtickzufthren. Die Literaturrecherche zeigte, dass die Oberflichenrauheit von Komposi-
ten abhingig vom benutzten Poliersystem ist (Berastegui et al. 1992; Baseren 2004; Abzal et
al. 2016).

Die Rauheit und Topographie von dentalen Kompositen beeinflussen adhirente humane
Gingivafibroblasten (Trubiani et al. 2012). In der genannten Studie zeigte sich bei raueren
Oberflichen im Gegensatz zu einer hochglanzpolierten Oberfliche eine Verringerung der
Zellviabilitit. Dies konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht bestitigt werden, da die
Viabilitit der Gingivafibroblasten auf der Polierstufe 400 héher war als auf der Hochglanz-
Polierstufe. Die hohere Zellviabilitit auf strukturierteren Substraten zeigte sich auch bei der
Untersuchung von Brunette (19806), bei der sich Gingivafibroblasten bevorzugt im Verlauf

von vorhandenen Rillen anlagerten.

6.2.2 Freie Oberflachenenergie

Bei der freien Oberflichenenergie gab es nur bei Al einen signifikanten Unterschied zwi-
schen den Polierstufen 110 und 1200 sowie 400 und 1200. Weiterhin waren die niedrigeren
Messungen der disperseren Komponente der Oberflichenenergien und dementsprechend
hoheren Messungen der polaren Komponente des Amalgams gegeniiber der Materialien
Grandio Voco Al-A4 auffillig.

Nach der Methode von Owens, Wendt, Kaelble und Rabel wird die freie Energie der Ober-
fliche von einem Festkérper aus dem Kontaktwinkel mit unterschiedlichen Flissigkeiten
errechnet. Dabei wird die freie Oberflichenenergie in zwei Anteile aufgeteilt, den polaren
und dispersen Anteil. Nach diesem Modell hingt die Grenzflichenspannung zwischen den
Flussigkeiten und der Probe davon ab, ob der Probekorper entsprechende disperse oder po-
lare Anteile besitzt und damit Wechselwirkungen mit der entsprechenden Fliissigkeit ausge-
bildet werden (Owens und Wendt 1969; Kaelble 1970; Rabel 1971). Dies erklart auch die
unterschiedlichen Messungen bei Amalgam und Komposit, da die beiden Materialien zu v6l-
lig verschiedenen Stoffklassen gehdren. Komposite sind zusammengesetzt aus einer organi-
schen Matrix und anorganischen Fillstoffen (Janda 2008a, 2008b, 2008c; Ilie et al. 2007).

Amalgame wiederum bestehen aus verschiedenen Metallen und ist damit eine Zusammen-
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fihrung aus mehreren anorganischen Stoffen (Richardson et al. 2011; Miler 2017). Eine ab-
weichende Wirkung von unterschiedlichen Oberflichenenergien auf die Zellviabilitit von
adhirenten Zellen ist allerdings nur bei extrem unterschiedlichen Oberflichenenergien zu
erwarten, weil die Effekte — dhnlich der Wirkung auf Biofilme — durch stirkere Parameter

wie Rauheit und Topographie maskiert werden.

6.2.3 Korrelation von Rauheit und freier Oberflachenenergie

Die Untersuchungen der Materialien bzw. Farben zeigte eine hohe negative Korrelation zwi-
schen der polaren Komponente und der dispersen Komponente. Zwischen der dispersen
Komponente und R, bestand eine deutliche negative Korrelation. Dabei ist zu bedenken,
dass die Berechnung der freien Energie der Oberfliche durch die Young’sche Gleichung
erfolgte. Die Gleichung beschreibt die Beziechung einer reinen Fliissigkeit mit einem che-
misch homogenen und glatten Probekorper. Dieser Kérper muss von einer gleichférmigen
Gasphase umgeben sein. Die getesteten Probekorper wiederum sind reale Feststoffe und
damit unterliegt der Kontaktwinkel einem zeitlichen und 6rtlichen Wandel.

Der wechselseitige Einfluss von Rauheit und Hydrophobizitit ist in der Literatur nachvoll-
ziehbar beschrieben, wobei sich aufgrund der abweichenden chemischen Zusammensetzung
von Testsubstraten keine allgemeingiiltigen physikalischen Gesetzmilligkeiten ableiten las-
sen (Crawford et al. 2012; Webb et al. 2012; Lafuma und Quéré 2003). Ziel der Untersuchung
war es also, moglichst konstante Oberflichenrauheiten und —energien zu produzieren, um
dann mogliche Unterschiede in der Zytotoxizitit alleine mit abweichenden Mischungen zu
begriinden. Die unterschiedlichen Rauheiten haben grundsatzlich Einfluss auf die freie Ener-
gie der Oberfliche, diirfen aber nicht mehr mit der chemischen Zusammensetzung des Pro-
bekorpers korreliert werden. Trotzdem bestitigt das Ergebnis durch die Auswertung nach
Owens, Wendt, Kaelble und Rabel die unterschiedlichen polaren und dispersen Wechselwir-
kungen einer rauen mit einer glatten Oberfliche (Fowkes 1964; Kaelble 1970; Rabel 1971;
Owens und Wendt 1969).
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6.2.4 Zytotoxizitat und Zellviabilitat

Die Zytotoxizititsmessungen der Zelllinie GF1 zeigten signifikante Unterschiede bei der Po-
lierstufe 1200 zwischen den untersuchten Testmaterialien. Auch bei der Zelllinie 1.929 gab
es signifikante Unterschiede, wobei die Polierstufe der Kérnung 1200 haufig vertreten war.
Bei den Paarvergleichen von der Zelllinie 1.929 zwischen allen Polierstufen auf Grandio
Voco Al — A4 stellte sich eine Signifikanz bei der Polierstufe 1200 bei den Farben A4 zu Al
und A4 zu A2 dar. Bei den Messwerten fiel auf, dass deren Streuung bei der Polierstufe 1200
besonders ausgeprigt war und deshalb die Bereiche der anderen Polierstufen tiberlappten.
Auch beim Amalgam gab es einen signifikanten Wert (d. h. Unterschied) beim Paarvergleich,
und zwar zwischen den Polierstufen 1200 - 400. Des Weiteren lie3 sich beobachten, dass die
Zytotoxizitit von Amalgam hoher war als die von den Kompositen, was sich besonders
deutlich bei der Zelllinie 1.929 zeigte. Dass Zellen hinsichtlich ihrer Vitalitdt unterschiedlich
auf spezifische Komposite reagieren, zeigten schon Geurtsen et al. (1998). Die zytotoxischen
Potenziale der verschiedenen Komposite der einzelnen Farben unterscheiden sich in den
einzelnen Polierstufen kaum, und die Werte sind den Werten auf Glas sehr dhnlich. Amalgam
wiederum war signifikant zytotoxischer als die Komposite und Glas. Die unterschiedlichen
Farben hatten keinen Einfluss auf das zytotoxische Potenzial der getesteten Komposite, die
chemischen Unterschiede durch die verschiedene Zusammensetzung und Konzentration
von Pigmenten scheint keinen Einfluss auf die zytotoxische Wirkung der Materialien zu ha-
ben. In einer nachfolgenden Studie konnte geklirt werden, in welcher Konzentration Farb-
pigmente die Zellviabilitit beeinflussen, dafiir miissten experimentelle Komposite erstellt
werden. Aufgrund der unbekannten Rezeptur der Hersteller war eine entsprechende Unter-
suchung im Rahmen dieser Studie nicht méglich.

Rauere bzw. strukturierte Oberflichen kénnen vereinfacht als gefaltete glatte Oberflichen
angesehen werden (Bos et al. 1999; Boulangé-Petermann et al. 1997). Durch die Verinderung
der Oberflichenmorphologie und der damit verbundenen OberflichenvergréBerung bei den
Kompositen wire es denkbar, dass verschieden stark exponierte Restmonomere fiir die un-
terschiedlichen Zytotoxizititswerte bei den verschiedenen Polierstufen verantwortlich sein
konnten (Kedjarune et al. 1999). Nach Goldberg (2008) ist aufgrund der intensiven Bemd-
hungen der Entwickler von Kompositen der Anteil an ungebundenen Monomeren in den
letzten 10 Jahren verringert worden, aber das Problem ist noch nicht beseitigt. Bis jetzt gibt
es praktisch keinen vollstindigen Umsatz wihrend der Polymerisation, aber trotzdem rea-

gieren in der initialen Polymerisation die meisten der Monomere mit dem Polymernetzwerk,
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und die Menge an Restmonomeren betrigt weniger als ein Zehntel der verbleibenden Me-
thacrylgruppen, die somit nicht mehr als 1,5-5% ausmachen. Diese Restmonomere bestim-
men dann maf3geblich das zytotoxische Potenzial des Komposits. Nach Stanislawski et al.
(1999) beeintrichtigen die Ionen, welche an der Farbgebung des Fullungsmaterials beteiligt
sind, die Biokompatibilitit des Komposit, da sie an der Fenton-Reaktion beteiligt sind, die
wiederum reaktive (d. h. zytotoxische) Sauerstoffspezies (ROS) produziert. Elemente wie
Cu**, AI’" und Fe*" kénnen ebenfalls in toxischen Konzentrationen vorhanden sein. In der
Studie wurde gezeigt, dass die zytotoxische Kaskade durch Metalle, wie Aluminium und Ei-
sen, verstirkt wird. Die Menge dieser Additiva variiert in unterschiedlichen Kompositen und
harzmodifizierten Glasionomerzementen. Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden
Studie nicht bestitigt werden, da sich zwischen den einzelnen Zahnfarben keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Zytotoxizitit zeigten.

Bei den Viabilititsmessungen der Zellline GF1 zeigte der Paarvergleich zwischen den Polier-
stufen von Grandio Voco insgesamt nur vier signifikante Unterschiede. Auffillig war, dass
bei drei der identifizierten Unterschiede die Hochglanzpolitur einen negativen Einfluss auf
die Viabilitit hatte. Bei der Untersuchung der Messergebnisse fiir die Viabilitit der Zelllinie
1.929 ergaben sich bei den Paarvergleichen zwischen den Polierstufen auf Grandio Voco Al-
A4 drei signifikante Unterschiede, immer auf Probekérpern mit Hochglanzpolitur. Die Paar-
vergleiche auf Amalgam zeigten zwei Signifikanzen, wobei immer die Polierstufe der Kor-
nung 400 auftrat. Trubiani et al. (2012) beschreiben, dass die Oberflichenrauheit von Kom-
positen einen Einfluss auf die Zellviabilitit von humanen Gingivafibroblasten hat. In der
Studie wird dargestellt, das rauere Oberflichen eine verminderte Viabilitit der Fibroblasten
zur Folge haben. Dies bestitigte sich in der vorliegenden Untersuchung nicht. Die GF1-
Zellen zeigten sogar eine hohere Viabilitidt auf den raueren Oberflichen. Aufgrund der un-
terschiedlichen Versuchsprotokolle lassen sich die Ergebnisse allerdings auch nicht ohne
Einschrinkungen vergleichen, weitere Untersuchungen zum Finfluss der Oberflichenmor-
phologie auf die Zytotoxizitit von dentalen Substraten wiren deshalb sinnvoll. Die Unter-
suchung von rauen Oberflichen kénnte allgemein von wissenschaftlichem Interesse sein, da
sich potentielle zytotoxische Effekte aufgrund der OberflichenvergéBerung multiplizieren.
Biokompatible Oberflichen bieten Zellen mehr Oberfliche zum Adhirieren, wogegen zyto-
toxisch wirksame Substrate mehr Wirkoberfliche haben und die Zellviabilitit zusétzlich sin-
ken wird.

Weiterhin fiel auf, dass die Viabilititswerte der .929 Mausfibroblasten geringer waren als die
Messwerte der Gingivafibroblasten (Abbildung 28). Andere Studien haben ebenfalls gezeigt,
dass die Zelllinie 1.929 deutlich empfindlicher reagiert als andere Zelllinien (Thonemann et
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al. 2002; Schendel et al. 1992; Kwon et al. 2014; Eldeniz et al. 2007). Dies kann als Bestiti-

gung der erhaltenen Ergebnisse gewertet werden und umgekehrt.

6.3 Schlussfolgerung

Die angewandte Methodik bestitigte die Eignung der eingesetzten Nachweistechniken zur
Evaluierung der Zytotoxizitit von Fillungsmaterialien (Komposite und Amalgam) mit ab-
weichenden physiko-chemischen Eigenschaften. Erwartungsgemill wurden die Mittenrau-
heitswerte (R,) durch das sukzessive Polieren in abgestimmten Stufen reduziert, das im Rah-
men der Arbeit etablierte Prozedere zur Politur lieferte hierbei reproduzierbare Werte. Des
Weiteren lag erwartungsgemil eine hohe negative Korrelation zwischen der polaren Kom-
ponente und der dispersen Komponente der freien Oberflichenenergie vor. Eine deutlich
negative Korrelation bestand auch zwischen den getesteten physiko-chemischen Parametern
Rauheit und Oberflichenenergie, nimlich zwischen R, und der dispersen Komponente der
freien Energie der Oberfliche. Die In-vitro-Untersuchung an den Kompositen zeigte, dass
sich unterschiedliche Rauheiten durchaus auf die Zytotoxizitit von humanen
Gingivafibroblasten und 1.929 Fibroblasten auswirken kénnen. Die Griinde hierfir bleiben
auch unter Berticksichtigung der relevanten Literatur spekulativ. Die Farben der Komposite
und damit minimale Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung hatten keinen Ein-

fluss auf die Zellviabilitit und Zytotoxizitit der getesteten Zelllinien.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

In der zahnirztlichen Praxis werden zur Restauration von kleinen Defekten der
Zahnhartsubstanzen heute hauptsichlich Komposite eingesetzt. Aufgrund der zahnihnli-
chen Farben und der besseren Biokompatibilitit verdringen diese den ehemaligen Gold-
Standard, die Amalgame, immer weiter. Dabei werden auch Fillungen im Zahnhalsbereich
gelegt, wobei die verwendeten Materialien auch mit oralen Weichgeweben in Kontakt kom-
men. Im Rahmen dieser Studie sollte geklirt werden, ob und inwieweit minimale Unter-
schiede in der Zusammensetzung von Kompositen (durch abweichende Zusammensetzung
und Konzentration von Farbpigmenten) das zytotoxische Potenzial der Testmaterialien be-
einflussen kénnen. Zusitzlich sollte bei jedem der Testmaterialien der Einfluss von physiko-
chemischen Eigenschaften (Rauheit und Oberflichenenergie bzw. Hydrophobizitit) auf die
Zytotoxizitit untersucht werden. Hierfiir wurden vier unterschiedliche Farben eines konven-
tionellen dentalen Fillungskunststoffes und Amalgam als Vergleichsmaterial begriundet aus-
gewihlt und untersucht.

Von den Farbvarianten bzw. Materialien wurden zylindrische Probekorper hergestellt und in
mehreren Schritten - mittels eines festen Polierprotokolls - unterschiedliche Rauheiten ein-
gestellt. Die Oberflichentopographie und der arithmetische Mittenrauwert wurden unter Zu-
hilfenahme der Weitfeld-Konfokalmikroskopie bestimmt. Weiterhin wurde die freie Energie
der Oberfliche durch eine automatisierte Messung verschiedener Kontaktwinkel ermittelt.
Es folgte die Inkubation der Probekorper mit Mausfibroblasten (1.929) und humanen
Gingivafibroblasten (GF1), entsprechend den Vorgaben des Deutschen Instituts fiir Nor-
mung hinsichtlich von Zytotoxizititsuntersuchungen. Nach 48 Stunden wurden die Viabili-
titen der adhirenten Zellen bzw. die Zytotoxizititen der Testsubstrate bestimmt.

Die Auswertung der arithmetischen Mittenrauheit zeigte die erwartete positive Korrelation
zwischen Politurstufe (von Hochglanz und Koérnung 1200 dber Koérnung 400 zu
110 um/sandgestrahlt). Die freie Oberflichenenergie zeigte nur bei der Farbe Al zwischen
400 und 1200 sowie 110 und 1200 signifikante Unterschiede. Ein allgemeiner tber alle Ver-
gleiche giiltiger Zusammenhang lag nicht vor. Auffillig waren weiterhin die hoheren Mes-
sungen der polaren Komponente und die niedrigeren Messwerte der dispersen Komponente
des Amalgams gegentiber denen der Komposite, was durch die unterschiedliche Zusammen-
setzung der Materialien zu erwarten war.

Die Auswertungen der Zytotoxizititsmessungen der GF1-Zellen zeigten signifikante Unter-

schiede bei der Polierstufe 1200 bei allen Materialien. Bei den 1.929-Zellen gab es signifikante
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Unterschiede bei der Polierstufe der Kérnung 1200 und bei den darauffolgenden Paarver-
gleichen zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei der Polierstufe 1200 und den Farben
A4 zu Al und A4 zu A2. Die Viabilititsmessungen zeigten sowohl bei der Zelllinie 1.929 als
auch bei der Zelllinie GF1 Signifikanzen im Hochglanzbereich. Aus den Messungen ist er-
sichtlich, dass die Viabilitit der beiden adhirenten Zelllinien auf den rauen Oberflichen ho-
her ausfiel als auf den hochglanzpolierten Oberflichen.

Zusammengefasst zeigte sich in der vorliegenden Studie kein signifikanter Einfluss des Ma-
terials per se auf die Zytotoxizitit und damit Viabilitit der humanen Gingivafibroblasten. Das
bedeutet, dass minimale Unterschiede in der Zusammensetzung von ausgewihlten verschie-
denfarbigen Kompositen (in den kommerziell erhiltlichen Mischungen) keine Auswirkung
auf deren zytotoxisches Potenzial iz vitro besitzen. Fir die Rauheit dagegen wurde eine ent-
sprechende Korrelation nachgewiesen, wobei rauere Substrate in der vorliegenden Versuchs-
anordnung eine geringere Zytotoxizitit und eine hohere Viabilitit adhirenter Zellen verur-
sachten. Im Hinblick auf den anwendungsbezogenen Erkenntnisgewinn dieser Studie ldsst
sich aufgrund der vorliegenden In-vitro-Ergebnisse also festhalten, dass zur Priferenz be-
stimmter Kompositfarben bei moglichem Kontakt zu den Weichgeweben der Mundhéhle

eine klinische Empfehlung nicht abgeleitet werden kann bzw. muss.
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