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Einleitung

1. Einleitung

Besonders in den letzten drei Jahrzenten haben die computergestiitzte Planung und
Konstruktion (CAD: Computer Aided Design) sowie die computergestitzte Fertigungstechnik
(CAM: Computer Aided Manufacturing) auch in der Zahnmedizin stetig an Stellenwert
dazugewonnen [1-4]. Obwohl der Begriff ,CAM“ an sich keine Aussage (iber die Art der
Fertigungstechnik erlaubt, war diese Uber viele Jahre eng mit der subtraktiven Frastechnik
verbunden [5]. Da diese Technik jedoch durch das Herausfrasen aus einem Block eher
materialineffizient arbeitet und Detailgenauigkeit und Form in gewisser Weise limitiert sind
[6], gewinnen seit einigen Jahren, ermoglicht durch technischen Fortschritt und sinkende
Anschaffungs- und Produktionskosten, verschiedene Additivverfahren weiter an Stellenwert
in der Zahnmedizin [7]. Im additiven Schicht-fiir-Schicht-Verfahren wird eine dreidimensionale
Objektdatei in sehr viele feine Einzelschichten zerlegt, welche im Fertigungsprozess dann
schrittweise Gbereinander ,gedruckt” werden. So arbeitet die additive Produktion sehr viel
materialsparender gegenlber den subtraktiven Techniken und der Gestaltung sind kaum
mehr Grenzen gesetzt. Zu den gangigsten Verfahren in der Zahnmedizin zdhlen aktuell die
Stereolithographie (SLA, SL), Digital Light Processing (DLP), selektives Lasersintern (SLS), das
Inkjet-Based System (3DP), sowie das Fused Deposition Modelling (FDM)[6, 8, 9]. Mit diesen
konnen unterschiedlichste Materialklassen wie Metalle, Kunststoffe, Wachse und Keramiken
verarbeitet werden [5, 10]. Durch diese neuen Fertigungstechniken, mit speziell darauf
abgestimmten Materialien, ergibt sich auch im Bereich der Materialkunde neuer
Forschungsbedarf. Dies trifft insbesondere auch fir den Bereich der Biokompatibilitat von
methacrylatbasierten Materialien zu. Bei einer inkompletten Konversion steigt das Risiko der
Freisetzung ungebundener (Ko-) Monomere und Additive [11, 12]. Viele In-vitro-Studien
bestatigen die moglichen zytotoxischen, mutagenen, teratogenen und genotoxischen
Auswirkungen von Methacrylaten wie Triethylenglykoldimethacrylat (TEGDMA),
2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) und Methylmethacrylat (MMA) [13-17].

Nach der zugesprochenen Klasse-lla-Zertifizierung gemaR dem Medizinproduktegesetz fir
den Polymethylmethacrylat (PMMA)-Schienenkunststoff SHERAprint-ortho plus (SHERA®
Werkstoff-Technologie GmbH & Co. KG, Lemforde, Deutschland), stellt sich die Frage nach
dem Elutionsverhalten und damit der Biokompatibilitdt dieser neuen Materialien. Hierbei ist

zu prufen, ob und in welchen Mengen bei den verschiedenen Herstellungswegen Inhaltstoffe
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in Losung gehen, die ein gesundheitliches Risiko fiir den Patienten darstellen kénnten. Zu
materialbedingten Schadigungen der Gewebe kann es jedoch nicht nur durch Substanzen
direkt kommen, diese konnten auch indirekt durch ein vermehrtes bakterielles Wachstum auf
den Materialien hervorgerufen oder zusatzlich geférdert werden. So kann sich nach Schmalz
[18] ein Monomer wie Methylmethacrylat (MMA) konzentrationsabhdngig hemmend bis

fordernd auf das In-vitro-Wachstum von Streptococcus mutans auswirken.

Auch andere von der jeweiligen Zusammensetzung abhangige und damit materialspezifische
Eigenschaften, wie Polierbarkeit und freie Oberflaichenenergie, beeinflussen die
Biofilmanlagerung [19-21]. Auch die unterschiedlichen Herstellungstechniken und damit die
Polymerisationsbedingungen haben Einfluss auf die Materialhomogenitat, was sich auf die

bakterielle Besiedelung auswirken kdnnte.

Eine vermehrte Biofilmbildung kann die Entstehung zahnbezogener Krankheiten wie Karies
oder Parodontitiden beglinstigen, die unbehandelt zu Infektionen und Zahnverlust fihren
konnen [22, 23]. Dies kann psychosoziale Folgen mit gesellschaftlichem Rickzug und die
Entwicklung von Angsten und Depressionen mit sich bringen [24]. Biofilme der Mundhéhle
werden auch mit dem vermehrten Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen [25] sowie

mit Diabetes mellitus in Verbindung gebracht [26].

So besteht auch im Bereich der Biofilmbildung Untersuchungsbedarf, inwieweit sich die neuen
Techniken der additiven Schichtung und die Oberflicheneigenschaften neuer

Materialzusammensetzungen auf bakterielle Anlagerung und Wachstum auswirken.

Ziel dieser Studie ist es, drei PMMA-Schienenmaterialien aus drei unterschiedlichen
Verarbeitungstechniken, additiv (3D-gedruckt), subtraktiv (gefrast) und klassisch
laborgefertigt (Pulver-Fliissigkeits-Gemisch), auf das jeweilige In-vitro-Elutionsverhalten hin
zu untersuchen. Die Einzelkomponenten sollen in einer Risikoanalyse auf Schienenmale
bezogen und mit Literaturdaten sowie, wo fehlend, mit Daten aus eigenen Zytotoxizitatstests
mit humanen Gingivafibroblasten (HGF) abgeglichen werden. Des Weiteren sollen auf den
Schienenmaterialien Untersuchungen zur Oberflaichenbesiedelung oraler Plaquebakterien in
Monospezieskultur durchgefiihrt werden, indem die absolute Zahl adhérenter

kolonienbildender Einheiten (KBE) bestimmt wird.

Die Ergebnisse zur Elution wurden vom Autor bereits in ‘Dental Materials” veroffentlicht [27].
2
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2. Literaturiibersicht

2.1.Computer-Aided-Design/Computer-Aided-Manufacturing
Neben den klassischen handischen Herstellungsverfahren der Zahntechnik haben mit Beginn
der 1980er Jahren Schritt fur Schritt die computergestiitzten Design- und Fertigungstechniken,
sogenannte Computer-Aided-Design  (CAD)/Computer-Aided-Manufacturing (CAM) -
Techniken, einen immer grofler werdenden Stellenwert eingenommen. Sie sind heute zu
einem festen Bestandteil der Arbeitsabldufe vieler Zahnéarzte und Zahntechniker geworden
und sind aus der Zahnmedizin kaum mehr wegzudenken [1-4]. Da die traditionelle
Zahntechnik mit hohem Personalaufwand und viel Arbeitszeit verbunden ist und die Qualitat
der Arbeit sehr stark von handwerklichen Fahigkeiten abhangt, wird der klare Trend zur
Ausweitung der Digitalisierung mit Verknlpfung aller Arbeitsschritte von der
Datengenerierung bis zur Produktfertigung in einem sogenannten , digitalen workflow”

weiter anhalten [28].

Hinter den Begriffen ,CAD/CAM* verbergen sich zum einen das ,Computer Aided Design“,
also die virtuelle Planung und der Entwurf, zum anderen das ,Computer Aided
Manufacturing”, die computergesteuerte Fertigung. Beim Fertigungsprozess kdnnen dabei
sowohl subtraktive als auch additive Fertigungstechniken herangezogen werden. Der

CAD/CAM-Prozess als Ganzes gliedert sich dabei grob in drei Abschnitte [1, 4, 7]:

1. Zu Beginn steht die Digitalisierung von Raumformen in Datensatze durch ein
Digitalisierungsgerat.

2. Im zweiten Abschnitt des CAD/CAM-Prozesses wird anhand der erstellten digitalen
Datensatze mit Hilfe von CAD-Software ein Produkt entworfen, beispielsweise eine Krone,
eine Prothese oder eine Schiene.

3. Im letzten Abschnitt des CAD/CAM-Prozesses wird die Datei an eine Produktionsstelle

ubermittelt, welche schlieflich das gewiinschte Endprodukt fertigen kann.

Im ersten Abschnitt der Digitalisierung gibt es zwei Moglichkeiten des Herangehens. Zum
einen die Kontaktabtastung und zum anderen die kontaktfreie Digitalisierung der Oberflachen
[29]. Bei der Kontaktabtastung fahrt dabei eine Sensorspitze die Konturen des Objektes

mechanisch ab und wandelt die Daten in ein dreidimensionales digitales Bild um. Sie liefert

3
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gleichbleibende Genauigkeit, hat keine Probleme mit Reflexionen, Transparenz oder Farben
und ist ginstiger in der Anschaffung. Nachteilig ist die mogliche Verzerrung nachgiebiger
Oberflachen sowie die Limitierung in der Erfassung feinster Strukturen. Bei der kontaktlosen
Digitalisierung werden optische Verfahren wie Licht oder Laser in verschiedensten Techniken

eingesetzt.

Der zweite Schritt beinhaltet die Planung und das Design mittels Software, wobei anhand der
digitalen Datensédtze zunachst das gewlinschte Produkt entworfen und dann fiir die jeweilige
Fertigungstechnik Durchfiihrungsbefehle erstellt werden. Die Software schafft damit erst die
Basis fir die computergestitzte Fertigung; durch sie wird der Entwurf von Objekten und

ganzen Baureihen im virtuellen Raum moglich.

Beim letzten Schritt, der Fertigung, wurde in der Zahnmedizin zunachst fast ausschliefRlich auf
subtraktive/abtragende Verfahren zurlickgegriffen. Hierbei werden fiir gewdhnlich
Numerical- Control- Maschinen (NC-Maschinen) in meist frasender Technik angewendet [5].
Weitere subtraktive Methoden sind zum Beispiel das Drechseln, das Schleifen, sowie das
Brenn-, Laser- und Wasserstrahlschneiden. Die maschinelle Fertigung hat nicht nur viele
zahntechnische Ablaufe stark beeinflusst, sondern hat auch im Bereich der Werkstoffe zu
einer Weiter- und Neuentwicklung vieler Materialien gefiihrt. Vor allem durch die Entwicklung
von Hochleistungskeramiken mit gestiegener Materialglite und Materialverlasslichkeit hat
sich die Bandbreite an Behandlungsmdglichkeiten stark erweitert [30, 31]. Mit Hilfe der
CAD/CAM-Technologien kdnnen diese Hochleistungskeramiken in der Frastechnik heute mit

hoher Genauigkeit verarbeitet werden [1].

Es gibt jedoch auch einige entscheidende Nachteile und limitierende Faktoren, die mit der
subtraktiven Frastechnik einhergehen. So limitieren beispielsweise die Grofle sowie der
ansetzbare Winkel des Frasaufsatzes die Detailgenauigkeit und Formwiedergabe des
Frasobjektes und damit die Passung [10, 32]. Ist der Durchmesser des kleinstmoglichen
Werkzeuges groler als Details des zu erstellten Objektes, so resultiert dies in einem starkeren
Abtrag dieser Bereiche und damit in einer Minderung der Passung. Auch sind starke
Unterschnitte meist nicht und Hohlrdume nie realisierbar. Bei Bearbeitung extrem harter
Materialien, wie vorgesintertem Zirkoniumdioxid, unterliegen die Frdasen einer starken
Abnutzung und missen regelmaBig ersetzt werden [33]. Durch die Sprodigkeit von Keramiken

kann es beim Frasprozess zur Entstehung kleinster Oberflachenrisse kommen, welche sich
4
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spater vergrofBern und zum Versagen der Versorgung flihren kdnnen. Ein entscheidender
Nachteil der subtraktiven Techniken ist auch die Materialineffektivitat, bei welcher aus einem
vorgefertigten Materialblock unter hohem Abtrag ein Objekt herausgefrast wird. Im Mittel
werden dabei flir eine Einzelzahnrestauration etwa 90% des Materialblocks ungenutzt

verworfen [4].

Seit einigen Jahren erleben additive Fertigungsverfahren nicht nur in der Industrie, sondern
auch in der Medizin und Zahnmedizin einen kontinuierlichen Aufschwung. Durch stetig
steigende Genauigkeit und durch die Entwicklung immer ausgereifterer Fertigungstechniken
und Ablaufe wird den additiven Verfahren das Potenzial zugesprochen, die Zukunft der
Zahnmedizin und der Zahntechnik mit zu pragen [34]. Unter anderem haben laut Torabi et al.
[10] die additive Verfahren ‘the potential to overcome known drawbacks of subtractive

techniques such as fit problems’.

2.2.Additive Fertigung
Die Internationale Standardisierungsorganisation definiert die additive Fertigung unter dem
Standard EN ISO/ASTM 52,900 wie folgt: "The process of joining materials to make objects
from 3D model data, usually layer upon layer, as opposed to subtractive manufacturing
technologies” [35]. In der Literatur sind additive Verfahren mehrheitlich unter den
Uberbegriffen ‘Rapid Prototyping” und ‘3D-printing’ zu finden unter denen oft viele
verschiedene Herangehensweisen und Techniken der additiven Fertigung verstanden werden.
Auch andere Bezeichnungen wie ‘Layered Manufacturing” und “Solid Freeform Fabrication’
sowie einige Herstellungsprozesse an sich werden teilweise als Synonyme fir das gesamte
Feld der additiven Fertigung verwendet. Zudem gibt die DIN EN ISO 17296-2 [36] eine
Einteilung zum Uberblick tGber die Prozesskategorien additiver Fertigung, wobei nur ein

Teildieser im zahnmedizinischen Bereich Anwendung findet [9].

Der Begriff "Prototyping” kam dadurch auf, dass in den Anfangen im additiven Verfahren fast
ausschlieBlich Prototypen hergestellt wurden [37]. Dies begriindet sich darin, dass besonders
bei niedrigen Stiickzahlen die Vorteile der additiven Fertigung hervortreten (Abb. 1a), da
beispielsweise sehr arbeitsintensive Schritte der klassischen Spitzformherstellung, die sich
erst bei steigenden Stiickzahlen wirtschaftlich auszahlen, wegfallen. Auch bei steigender
Komplexitat der Bauteile wird die additive Fertigung immer dkonomischer und ab einem

gewissen Grad an Komplexitat (z.B. bei Hohlrdumen) zur einer sogenannten Killerapplikation,
5
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was bedeutet, dass diese Bauteile nur noch Uber additive Verfahren hergestellt werden
konnen (Abb. 1b). Dies macht die additive Fertigung in der Zahnmedizin, in der meist
patientenindividuelle Einzelstiicke gefertigt werden, zu einem Uberaus interessanten

Fertigungsverfahren.

‘Rapid’, also "schnell”, wurde der Prozess aufgrund seiner Geschwindigkeit gegeniber
konventionellen Techniken wie der Gussformherstellung genannt. Dass das Verfahren
technisch bedingt grundsatzlich schneller ablauft als andere, ist jedoch nichtzutreffend und
kann nicht verallgemeinert werden. Subtraktive Techniken beispielweise sind bei einfachen
Formen mit den additiven Techniken in der Geschwindigkeit der Umsetzung vergleichbar.
Nimmt die Komplexitdt der Objekte jedoch zu, so kann sich der Berechnungsprozess der fein
abgestimmten Instrumentenbewegungen erheblich verlangern. Auch der Arbeitszeitaufwand
mit klassischen Methoden wie etwa den Spitzgusstechniken steigt mit der Komplexitat der
Bauteile stark an. Je groBer die Komplexitdt der Bauteile, desto mehr lberwiegen additive
Techniken damit in der Kosteneffizienz (Abb. 1b). Mitunter ist ein Bauteil durch seine
Komplexitat nur additiv herstellbar, was dann eine sogenannte ,Killerapplikation” der

additiven gegeniber anderen Fertigungstechniken darstellt.
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Abbildung 1: Darstellung der Stickpreise von Bauteilen in Abhangigkeit von der Stlickzahl (a), sowie der

Komplexitat (b). Abbildung nach Giith et al. [38]
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2.2.2. Prozesskette der additiven Verfahren
In automatisierten, sich wiederholenden Abldaufen werden in dieser Technologie Schicht fir
Schicht dreidimensionale Bauteile aufgebaut. Die Prozessketten, die dabei durchlaufen
werden, sind bei allen verfligbaren Geraten gleich. Unterschiede liegen im Erstellungsweg der

einzelnen Schichten und deren Verbund.

Zu Beginn steht die softwaregesteuerte Zerlegung eines dreidimensionalen CAD-Datensatzes
— dem gewiinschten Bauteil — in viele einzelne Schichtdatensatze. Die Schichtdatensatze
,bestehen aus den Konturdaten (x-y), der Schichtdicke (z) und der Schichtennummer (oder Z-
Koordinate)“ [39]. Die zugrundeliegenden CAD-Datenséatze des Bauteils konnen beispielsweise
durch das Scannen von Oberflaichenformen, durch bildgebende Verfahren wie der
Computertomografie (CT) und der Magnetresonanztomografie (MRT), sowie durch die

Konstruktion von CAD-Daten mittels Software erstellt werden.

Die Schichtdatensatze werden an den Drucker Gbergeben, woraufhin gemadR den Konturen
und der gewahlten Schichtstarke Schicht fir Schicht das Bauteil entsteht. Eine Gemeinsamkeit
der additiven Verfahren ist auch, dass neben der Geometrie auch die mechanisch-
technologischen Materialeigenschaften des Bauteils erst im Bauprozess selbst entstehen.
Ebenso konnen die Bauteile, solange sie nicht tiber den Bauraum hinaus ragen, in beliebiger
Orientierung platziert werden, wodurch die Problematik des richtigen Verspannens des

Werkstiickes und der Werkzeuge entfallt [39, 40].

2.2.3. Einsatz von additiver Fertigung in Medizin und Zahnmedizin
Schon seit den 1990er Jahren kommt in der Medizin die additive Fertigung bei der
Visualisierung komplexer anatomischer Strukturen und zum Einstudieren von
Vorgehensweisen zum Einsatz, wie sie zum Beispiel fur die chirurgische Eingriffsplanung notig
sein kann [41-43]. Durch die préazise Darstellung von dreidimensionalen anatomischen
Gegebenheiten kann der/die Operateur/-in schon vor dem eigentlichen Eingriff das
chirurgische Vorgehen simulieren [44]. Fir sehr komplexe Eingriffe kann eine
Fiihrungsschablone helfen, wichtige Nachbarstrukturen zu schonen und gute funktionelle und
asthetische Ergebnisse zu erzielen. Wenn nétig, kénnen patientenindividuelle Implantate und
Prothesen hergestellt werden, die genau auf die anatomischen Gegebenheiten abgestimmt

sind [45]. Im Jahr 1997 berichteten Van Brussels et al. [46] als erste lGber den Entwurf und die
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Herstellung einer patientenindividuellen Bohrschablone zur Schraubensetzung bei
Wirbelsduleneingriffen. Heute spielt diese Form der patientenindividuellen Fertigung von
chirurgischen Eingriffsschablonen, Implantaten und anatomischen Studienmodellen eine
immer grofRere Rolle in Bereichen wie der Orthopadie, Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie,
Oralchirurgie, Kopfchirurgie, Wirbelsdaulenchirurgie und vielen weiteren medizinischen

Disziplinen [47].

All diese Vorziige der Simulation und Eingriffsplanung waren ohne die Moéglichkeiten der
raumlichen Bildgebung wie beispielsweise der CT, die im Jahr 1973 in die Medizin eingefiihrt
wurde [48], nicht moglich. Bei der CT werden mittels ionisierender Strahlung Unterschiede in
der Gewebedichte erkannt und zu einem Schnittbild zusammengesetzt. Schicht fir Schicht
werden Bilder des Untersuchungsabschnittes aufgenommen, welche dann miteinander
verrechnet werden und eine dreidimensionale Wiedergabe anatomischer Strukturen
ermoglichen. Eine sehr wichtige Eigenschaft ist dabei die prazise Dimensionswiedergabe, bei
welcher, im Gegensatz zu normalen Rontgenaufnahmen, keine Verzerrungsfehler auftreten
[49, 50]. Die MRT, die als bildgebende Methode mehr oder weniger zur gleichen Zeit auf den
Markt kam, arbeitet wie die CT im Schicht-flir-Schicht-Verfahren. Die MRT funktioniert jedoch,
anders als die CT, auf der Basis von starken Magnetfeldern und magnetischen Wechselfeldern
im Radiofrequenzbereich. Wasserstoffatomkerne werden zur Resonanz angeregt, wobei
durch die spezifische Relaxationszeit und die unterschiedliche Dichte an Wasserstoffatomen
der einzelnen Gewebe Uber Umwandlung in elektrische Spannung ein Schnittbild errechnet

werden kann.

Diese Bildgebungstechniken bedeuten einen immensen Gewinn fiir die Diagnostik und
Therapie. Fur die Therapieplanung und -durchfiihrung kénnen die gewonnenen Bilddaten mit
CAD-Software Uber Standard Transformation/Tesselation Language (STL)-Datensatze
kompatibel gemacht werden, was es erlaubt, patientenindividuell angefertigte Schablonen,
Guides und Studienmodelle schon in der Phase der Therapieplanung anzufertigen. Hierbei
spielt das RP eine zunehmend groRere Rolle, da mit eher geringem Zeit-, Kosten- und
Personalaufwand komplexe Objekte erbaut werden kénnen. Dabei ist ein wesentlicher Vorteil
gegeniber den subtraktiven und klassischen Verfahren, dass kleinste Details wie komplexe
innenliegende Strukturen, etwa Nervenkandle und Sinusse, sowie Hohlrdaume und

Unterschnitte dargestellt werden kdnnen. Diese Moglichkeiten der Eingriffsplanung und der

8
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gefuhrten Chirurgie konnen den Operationserfolg steigern, die Schmerzen der Patienten
verringern, sowie die Eingriffszeiten und damit auch signifikant das Risiko fir den Patienten

senken [42, 51].

Die Moglichkeiten der medizinischen Anwendung additiver Verfahren sind dabei
ausgesprochen vielfaltig und konnten in einigen Bereichen zu einer Revolutionierung des
Gesundheitswesens flihren. So wird es in Zukunft vielleicht sogar moglich werden, Gewebe
oder ganze Organe im sogenannten ‘Bio-Printing” durch additives Zusammensetzen von Zellen
zu erbauen. Hierbei konnten neben differenzierteren Korperzellen auch embryonale

Stammzellen eingesetzt werden [52].

Seit einigen Jahren findet die additive Fertigung immer haufiger und in immer mehr Bereichen

der Zahnheilkunde sowie der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie Anwendung.

Der steigende Einsatz von additiven Techniken liegt zum einen an den sich stetig
verbessernden Techniken und der damit verbundenen Eréffnung neuer Moglichkeiten und
Felder der Zahnmedizin, zum anderen werden auch Materialien optimiert sowie die
Kosteneffizienz gesteigert. Durch die wohl auch zukiinftig anzunehmende, anhaltende
Kostenreduktion, die stetige Verbesserung der Fertigungsgenauigkeit, sowie die Optimierung
der verwendeten Materialien wird die additive Fertigung von Torabi et al. [10] auch als

yvielversprechende Alternative zur Herstellung von Zahnersatz” angesehen.

2.2.4. Gangige Verfahren der additiven Fertigung in der Zahnmedizin
Zu den aktuell wichtigsten Herstellungsprozessen der additiven Fertigung in der Zahnmedizin
zahlen die Stereolithographie (STL, SL, SLA), das Selektive Lasersintern (SLS), das Inkjet-Based
System (3DP), sowie das Fused Deposition Modelling (FDM) [6, 8].
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2.2.4.1. Stereolithografie (STL, SL oder SLA):

Bauplattform

Druckobjekt mit
Stltzstruktur an der

Basis fotosensibler,

flissiger Kunststoff

klare
Kunststoffwanne

Spiegel \

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Stereolithografie

Die Hauptkomponenten der Stereolithografie sind ein fotosensitiver fliissiger Kunststoff
(Duromere (Epoxidharze, Acrylate) oder Elastomere) in einer Wanne, eine Bauplattform und

eine Lichtquelle (383-405nm) zur Polymerisation/Aushartung des Kunststoffs.

Die Belichtung der Schichten erfolgt meist durch einen Laser, der, durch computergesteuerte
bewegliche Spiegel gerichtet, sukzessive die zu belichtenden Punkte abfdhrt und dadurch
aushértet. Die Standardschichtstdrke bewegt sich je nach Einstellung meist zwischen 0,05 -

0,25 Millimetern [53].

Bei der Baurichtung und Anordnung der Komponenten gibt es Unterschiede. So kann sich die
Lichtquelle oberhalb der Kunststoffwanne befinden, wobei sich die Bauplattform wahrend des
Druckprozesses immer weiter in den fotosensitiven Kunststoff absenkt. Bei der Belichtung
wird die Oberflachenschicht belichtet. Nach der Hartung einer jeden Schicht senkt sich die
Bauplattform mitsamt Druckobjekt um einige Millimeter ab, um die Oberfliche mit neuer
Kunststofffliissigkeit zu bedecken, hebt sich dann wieder leicht, und die Oberflache wird durch
eine Schiene eben abgezogen. Dies verhindert einerseits die Blasenbildung und damit die
Entstehung von Materialfehlern, und andererseits wird Uiberschiissige Flissigkeit abgezogen
und die gewinschte Schichtstarke erstellt. Zurlick bleibt eine Schichtstarke fllissigen
Materials, welches nun wieder mit UV-Licht belichtet wird. Dieses Vorgehen wiederholt sich
bis zur Fertigstellung des Druckobjekts. Eine weitere Méglichkeit der Komponentenanordnung
ist die “bottom-up’- Stereolithografie. Hierbei erfolgt die Belichtung von unten durch eine

klare Kunststoffwanne, wobei das Druckobjekt an der Tragerplattform langsam Richtung
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Oberflache entsteht. Nach der Belichtung einer Schicht wird diese vom Wannengrund
abgezogen und im Abstand einer Schichtstarke erneut positioniert. Die nachste Schicht wird
belichtet. Ein Vorteil hierbei ist, dass das Bauteil in der Z-Achse lber den Tragerwannenrand
gebaut werden kann, wodurch sehr viel weniger fllissiges Material in der Wanne vorhanden

sein muss.

Das Druckobjekt ist an seiner Basis und an kritischen Uberhangstellen (iber Stiitzstrukturen
mit der Bauplattform verbunden; diese miissen nach dem Fertigungsprozess bei einigen

Systemen teilweise miihsam entfernt werden.

2.2.4.2. Digital Light Processing (DLP)

T Bauplattform

Druckobjekt mit
Stutzstruktur fotosensibler,

l |
klare J
Kunststoffwanne

flissiger Kunststoff

Flachenbellichtung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der DLP-Technik

Die Hauptkomponenten der DLP- Technik sind der "bottom-up’-Stereolithografie sehr dahnlich.
Statt eines Laserpunkts kommt hier ein hochauflésender Digital-Light-Processing-(DLP)-
Projektor zum Einsatz. Gemal$ dem Schichtbild erfolgt durch ultraviolettes Licht schichtweise

die punktgenaue Aushartung des fotosensitiven Kunststoffs.

Bei der Flachenbelichtung wird die Druckgeschwindigkeit gegenliber der Stereolithografie
erhoht, da jede Schicht als Ganzes belichtet wird und kein einzelner Laserpunkt alle Bereiche
nacheinander abfahren und belichten muss. Die Oberflachenqualitdt sowie die Darstellbarkeit

von Kanten und Details wird als gut beschrieben [39, 53].
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2.2.4.3. Selektives Lasersintern (SLS)

Laser \ Spiegel

Druckmaterial in Abziehrolle

Pulverform O Druckobjekt

T l Bauplattform

Abbildung 4: Schematische Darstellung der SLS-Technik

Die Hauptkomponenten des SLS sind das jeweilige Material in Pulverform, ein gerichteter
Laser, der Bauraum sowie ein Abzieher oder eine Rolle, durch die neues Material verteilt und

verdichtet wird.

In der SLS-Technik, welche seit Mitte der 1980er Jahre auf dem Markt ist [54], kénnen
verschiedenste thermoplastische Materialien wie beispielsweise einige Metalle/Legierungen,
Keramiken, thermoplastische Kunststoffe, eine Vielfalt an Nylonmaterialien sowie
Gusswachse verwendet werden. Die grolle Bandbreite an einsetzbaren Materialien macht
diese Technik durchaus sehr interessant fiir den zahnmedizinischen Gebrauch [5]. In Bezug
auf den Einsatz von Metallen im Rahmen dieser Technik wird in der Literatur auch haufig von
“Selektive Laser Melting” (SLM) oder vom ‘Direct Metal Laser Sintering” gesprochen, obwohl

hierbei feine Unterschiede in der Art des Aufschmelzens bestehen [6, 10].

Der Bauprozess lauft wie folgt ab: Aus einem Pulverreservoir wird die gewinschte
Schichtstarke Pulver (iber der Bauplattform verteilt und durch Abzieher oder eine Rolle
verdichtet. Ein computergesteuerter Laser fahrt die Oberflaiche ab und verschmelzt die
Partikel gemal} dem jeweiligen Schichtbild. Der Bauraum senkt sich um eine Schichtstarke ab
und eine neue Schicht Pulver wird auf der Oberfliche verteilt, verdichtet und auf die

vorangegangene Schicht aufgeschmolzen. Schicht fir Schicht entsteht das Bauteil [5].

Der Prozess ist durch das Pulverbett selbststitzend und bedarf an sich keiner Stiitzstrukturen
am Druckobjekt. Um mit einer moglichst kurzen Einwirkzeit des Lasers auszukommen, sollte

das Pulverbett bereits bis kurz unter den Schmelzpunkt erhitzt sein. Die
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Dimensionsveranderung durch das Schrumpfen beim Abkiihlen sollte einberechnet werden,
durch sie konnen zudem Spannungen im Druckobjekt entstehen. Neben der Schrumpfung
beim Erstarren wirkt sich auch die PartikelgroRe und die Grof3e des Laserstrahls limitierend
auf die Genauigkeit des Drucks aus. Im SLM-Verfahren kann wie bei gegossenen Objekten eine
nahezu perfekte Dichte ohne Porositdt oder Risse erzielt werden. Teilweise enthdlt der

Bauraum ein Schutzgas, um ungewinschte Oxidationsvorgange zu verhindern [53, 55].

Zahnmedizinisch sehr interessant ist auch die Moglichkeit der additiven Fertigung von
Metallen und Metalllegierungen wie etwa Kobalt-Chrom-Legierungen, welche zwar iber sehr
gute mechanische Eigenschaften verfligen, fir gewohnlich jedoch weit schwieriger zu
verarbeiten sind als Edelmetalle. Auch ist die Fertigung mit Titan, Titanlegierungen und

rostfreiem Stahl moglich [6].

Die verfuigbaren Polymerisate verfiigen tiber sehr gute Materialeigenschaften und haben hohe

Schmelzpunkte, oberhalb der Autoklaviertemperatur von 134° Celsius.

Als nachteilig wird der teils hohe Aufwand in der Nachbearbeitung mit Entfernung von
Uberschissigem Pulver angesehen. Das extrem feine, teilweise in NanopartikelgroRe
vorliegende Metallpulver koénnte zudem sicherheits- und gesundheitsrelevante

Problematiken mit sich bringen [6].

2.2.4.4. Injekt-based System/3D-Print (3DP)

[ ]

Druckmaterial in i
Abziehrolle Druckkopf mit

Pulverform
O Bindemittel
' Druckobjekt

T ‘ ‘ l Bauplattform

Abbildung 5: Schematische Darstellung der 3DP-Technik

Die Hauptkomponenten der 3DP- Technik sind das jeweilige Material in Pulverform, ein
Druckkopf mit Bindemittel, der Bauraum, ein Materialdepot sowie ein Abzieher oder eine

Rolle, wodurch neues Material verteilt und verdichtet wird.
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Einsetzbare Materialien sind unter anderem Gipse, Kunststoffe, Keramiken und Zellulose. Die
3DP-Technik funktioniert im Prinzip &hnlich dem zweidimensionalen Tintendrucken,
beziehungsweise im Aufbau dem SLS. Ein Druckkopf mit Diisen verteilt feinste Tropfchen
Bindemittel auf einem Pulverbett Gber dem Bauraum. Durch das Bindemittel kommt es zur
Verklebung oder Kristallisierung der Partikel. Der Bauprozess lauft dhnlich der SLS-Technik ab.
Statt einem Laser kommt jedoch der Druckkopf mit Bindemittel zur Hartung des Pulvers zum
Einsatz. Dieser Druckkopf bewegt sich dabei in der x- und y-Achse. In der z-Achse bewegt sich
der Bauraum. Durch farbige Bindemittel ist unter Verwendung mehrerer Druckkopfe die
Herstellung von vielfarbigen Bauteilen moglich. Im Anschluss an den Druckvorgang wird das
Bauteil vom umgebenden und anhdngigen Pulver gefreit. Nicht verklebtes Pulver wird nach
dem Aussieben erneut verwendet. Die Oberflache des Bauteils kann abschlieBend durch ein
Versiegelungsmittel (beispielsweise Epoxidharze, Wachse oder Kunststoff) geglattet und

gehéartet werden [6, 53].

2.2.4.5. Fused Deposition Modelling (FDM)/Fused Filament Fabrication (FFF)

thermoplastisches
Material

/ Materialspule

d ,

Extruder mit
thermoregulierter

oY Druckobjekt
Spritzdiise

Bauplattform

|

Abbildung 6: Schematische Darstellung der FDM-/FFF-Technik

Die Hauptkomponenten der FDM-Technik, (Namens- sowie Patentrecht bei der Firma
Stratasys) sowie der grundsatzlich vergleichbaren FFF-Technik, sind eine Spule mit einem
drahtformigen thermoplastischen Kunststoff, Wachs oder Silikon, ein Extruder, welcher das

zahplastische Material aus einer thermoregulierten Spritzdiise presst, und der Bauraum.

Eingesetzt werden Materialien wie Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS), Polylactide (PLA), Wachs,
Laywood (Holzdraht) und Laybrick (Sandstein) [53]. Aufgrund des verhaltnismaRig geringen
14
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Anschaffungspreises ist vor allem die FFF-Technik das am meisten verbreitete RP-Verfahren

im Hobbybereich [53].

Der Bauvorgang lauft wie folgt ab: Von einer Spule wird ein drahtformiges, schmelzfihiges
Baumaterial abgerollt und von einem Extruder durch eine beheizte Spritzdiise gefihrt,
wodurch das Baumaterial in eine plastische Phase tGberfihrt und in Linien auf die Bauplattform
bzw. auf selbiger auf bereits erstarrtes Baumaterial aufgetragen wird. Nach dem Aufbringen
einer Schichtebene werden Bauteil oder Spritzdiise um eine Schichtstirke voneinander

entfernt und die nachste Schicht aufgedruckt.

Da das Bauteil nicht wie bei einigen anderen Techniken durch ein Pulverbett gestiitzt wird,
werden an einigen Uberhangstellen Stiitzstrukturen notwendig. Diese miissen nach der
Fertigstellung entfernt werden. Die Oberflachenbeschaffenheit ist bei der FDM-/FFF-Technik

vergleichsweise meist grober strukturiert und weniger glatt [8, 39, 53].

2.3.Dentale Kunststoffe
Kunststoffe sind hochmolekulare Verbindungen und setzen sich aus synthetisierten
niedermolekularen Monomeren oder umgewandelten Naturstoffen zusammen. lhre
Eigenschaften ergeben sich aus der Verknipfungsart, der rdumlichen Anordnung sowie aus
den intermolekularen Wechselwirkungen der Polymere. Der grundsatzliche Aufbau von
Kunststoffen beinhaltet die Monomere, welche sich durch Initiatoren oder Katalysatoren zu
Polymeren, dem sogenannten Matrixharz, vernetzen. Malgeblich fir die chemischen und
physikalischen Eigenschaften des entstehenden Werkstoffs sind neben den Monomeren auch
die Fullkérper, Pigmente und Additive, die beispielsweise das Elastizitatsmodul, die

Abrasionsbestandigkeit und die Farbstabilitdt je nach Zusammensetzung beeinflussen [56].

Harzbasierte dentale Kunststoffe sind in der heutigen Zahnmedizin von zentraler Bedeutung
und kommen in nahezu allen Anwendungsformen zum Einsatz. Eingesetzt werden diese z.B.
bei Versieglern, Adhésivsystemen, Fillungsmaterialien, Kronen- und Briickenprovisorien,
Zahnschutzschienen, Therapieschienen, Schienen zur chirurgischen Eingriffsplanung und
Eingriffsfiihrung, funktionskieferorthopadischen Gerdten, sowie bei Prothesenbasen

und -zahnen [56].

Neben vielen verschiedenen Matrixharzen stellen das Polymethylmethacrylat (PMMA),

welches sich in einer Polyreaktion aus Methacrylat (MMA)-Monomeren bildet, und die
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Polysiloxane die am meisten verwendeten Verbundpolymere dar. PMMA wird besonders in
der Total- und Teilprothetik, in funktionskieferorthopadischen Geraten und bei verschiedenen

Zahnschienen verwendet [56].

2.3.1. Polyreaktionen von Matrixkunststoffen
Bei der Uberfiihrung von Monomeren zu Polymeren liuft eine Polyreaktion ab, bei der
abhangig vom eigesetzten Monomer unterschiedliche Verknilipfungsarten entstehen, die sich
charakteristisch auf die Polymereigenschaften auswirken. Zahnmedizinisch bedeutende
Synthesereaktionen sind die Polymerisation, die Polykondensation und die Polyaddition. Die
Polymerisation ist eine Kettenreaktion, die Polykondensation und die Polyaddition sind

Stufenreaktionen. [56, 57](Seite 176-181 bzw. Seite 7-8).

Da toxikologischen Gesichtspunkten und der Biokompatibilitdit beim medizinischen Einsatz
von Matrixkunststoffen eine hohe Bedeutung zukommt, spielt der Grad der
Monomerumsetzung, die sogenannte Konversionsrate, von acrylharzbasierten Kunststoffen
eine wichtige Rolle. Je unvollstandiger die Polymerisationsreaktion ablauft, desto héher ist der
Anteil an ungebundenen Monomeren. Durch deren Wirkung als Weichmacher kommt es
neben der Verminderung der physikalischen Qualitat zu einer Abnahme der Biokompatibilitat
und damit zu einem Anstieg der Wahrscheinlichkeit des vermehrten Auftretens
unerwiinschter Reaktionen bei Anwendern und Patienten. Allgemein ist ein moglichst hoher
Polymerisationsgrad essentiell zur Optimierung sowohl physikalischer als auch biologischer

Eigenschaften [58].

2.3.1.1. Polymerisation
Die Polymerisation definiert sich als die Umwandlung eines Monomers oder verschiedener
Monomere in ein Polymer [59]. Bei der Polymerisation unterscheidet man je nach Typ der
Reaktionsaktivierung zwischen der radikalischen, der koordinativen und der ionischen
Polymerisation. Die Polymerisationskettenreaktion gliedert sich in drei Abschnitte:
Kettenstart, Kettenwachstum und Kettenabbruch, denen zudem die primare Radikalbildung

vorrausgeht [56, 57](Seite 178-180 bzw. Seite 7-8).
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2.3.1.1.1. Radikalische Polymerisation
Die radikalische  Polymerisation ist die wichtigste und meistangewandte
Polymerisationsreaktion. Ein  bedeutendes Beispiel sind die frei-radikalischen

Polymerisationsreaktionen von MMA zu PMMA.

O CH3 CH3 CH3
| | | |
CH,—C—C—OCH; ——%» H—C fCH,—C]Jm=CH,—C — H
| | | |
C

CH; C C
£ / N\ 27\
OCH; O HsCO 0} (0] OCH;
MMA PMMA

Abbildung 7: Radikalische Polymerisation von Methylmethacrylat (MMA) zu Polymethylmethacrylat (PMMA)

Flr den Kettenstart sind Initiatoren nétig, die durch Energieeinwirkung in Radikale zerfallen,
bei der man je nach Reaktionsausloser licht-, warme- und chemisch aktivierte Acrylate
unterscheidet. Das Initiatorradikal spaltet die Doppelbindung eines Monomermolekiils, so
dass ein neues Radikalmolekil entsteht, das sich aus Initiatorradikal und Monomermolekiil
zusammensetzt und eine weitere Monomerdoppelbindung aufbrechen kann. So lagern sich in
einer exothermen Reaktion am reaktionsfreudigen Ende weitere Monomere an, und es
entstehen unverzweigte Polymere in allen Raumebenen. Durch das Kettenwachstum in nur
eine Richtung bilden sich auch schon bei geringem Polymerisationsgrad schnell grole
Molekiilmassen. Wenn kein Reaktionspartner mehr verfigbar ist oder zwei radikale
Kettenenden aufeinandertreffen, kombinieren sich diese, und es kommt zu einer irreversiblen
Kettenabbruchreaktion und folglich zum Ende des Kettenwachstums [56, 57](Seite 178-180
bzw. Seite 7-8).

Gegen Ende der Polymerisationsreaktion bewirken die ansteigende Steifigkeit und die
sterischen Hinderungen, dass die weitere Anbindung an das Reaktionszentrum durch die
Anwesenheit anderer Atome immer weiter erschwert wird. Dadurch verbleiben nach
Reaktionsende zwischen den Ketten des Polymernetzwerkes auch immer nicht reagierte

Monomere als sogenannte Restmonomere [56, 57](Seite 178-180 bzw. Seite 7-8).
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Einen Kettenabbruch kénnen auch Inhibitoren erwirken, indem sie mit den Radikalen
reagieren und diese stabilisieren. Stabilisatoren werden eingesetzt, um eine verfriihte, nicht
gewlinschte Polymerisation durch zufdllige Radikalentstehung abzufangen. Auch Sauerstoff
stellt einen Inhibitor dar, durch den es an den Grenzflachen zur Bildung einer nicht vollstéandig
polymerisierten Sauerstoffinhibitionsschicht kommen kann [55-57](Seite 58 bzw. Seite 178-

180 bzw. Seite 7-8).

2.3.1.1.2. lonische Polymerisation
Es werden bei den ionischen Polymerisationen die anionische und die kationische
Polymerisation unterschieden. Bei der anionischen Polymerisation kann der Start durch Lewis-
Basen oder Alkalimetalle, bei der kationischen durch Lewis-Sduren oder Carbenium- und
Oniumsalze erfolgen. Kationische Polymerisationen bedirfen einer sehr geringen
Aktivierungsenergie. lonische Polymerisationen sind im Gegensatz zur radikalischen nicht

durch die Anwesenheit von Sauerstoff beeinflusst [56, 57](Seite 178-180 bzw. Seite 7-8).

2.3.1.2. Polykondensation und Polyaddition
Bei der Stufenreaktion unterscheidet man die Polykondensation (z.B. Polycarbonatbildung),
die Uber eine Kondensationsreaktion ablduft, und die Polyaddition (z.B. Epoxidharzbildung),
bei der eine Additionsreaktion stattfindet. Die Monomere bei der Stufenwachstumsreaktion
haben immer mindestens zwei unabhdngig voneinander reagierende funktionelle Gruppen
pro Molekll. Dabei kdnnen unterschiedliche funktionelle Gruppen untereinander
Verbindungen eingehen. Der Aufbau erfolgt in Stufen, und es bedarf eines hohen
Umsetzungsgrades an Reaktionen, um hochmolekulare Strukturen entstehen zu lassen. Bei
geringerer Umsetzungsrate entstehen zunachst nur kurzkettige Polymere, die sich erst bei
hohen Umsetzungsraten untereinander zu langkettigen Polymeren verbinden. Beide
Reaktionstypen werden durch Katalysatoren (z.B. Metallorganyle, Sduren und Basen) und
nicht durch Initiatoren initiiert. Da hierbei keine Radikale entstehen, gibt es keinerlei
Beeintrachtigung durch Sauerstoff oder andere Radikalfanger. Bei der Polykondensation
verbinden sich Molekile unter Abspaltung niedermolekularer Verbindungen. Dies ist bei der

Polyaddition nicht der Fall [56, 57](Seite 180-181 bzw. Seite 7-8).

2.3.2. Polymethylmethacrylat (PMMA)/Acrylglas
Polymethylmethacrylat (PMMA)/Acrylglas ist ein in der Zahnmedizin sehr stark verbreiteter

Werkstoff, der in vielen verschiedenen Therapieformen zum Einsatz kommt. Das Einsatzgebiet
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reicht von Prothesenbasen (iber Therapieschienen und Bohrschablonen bis hin zu
provisorischem Zahnersatz, Abdruckloffeln und kieferorthopadischen Anwendungen. Zu den
Vorteilen zihlen neben einer guten Verarbeitbarkeit und guter Asthetik auch die geringen

Materialkosten und die akzeptablen physikalischen und chemischen Eigenschaften [60].

Die Zusammensetzung der meisten Materialien besteht aus einem bereits vorpolymerisierten
Polymethylmethacrylat (PMMA)- oder Polyethylmethacrylat (PEMA)-Pulver und
Peroxidinitiatoren, welche sich bei der Polymerisationsreaktion mit verschiedensten
Methacrylatmonomeren  wie  Methylmethacrylat (MMA), Hexamethylendiacrylat,
Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), n-Butylmethacrylate oder Tetrahydrofurfurylmethacrylat
(THFMA), sowie mit Vernetzungsmitteln wie Ethylenglykoldimethacrylat (EGDMA) oder
Trimethylopropantrimethacrylat (TMPTMA) verbinden. Abhangig vom System kommen
mitunter Initiatoren der Polymerisationsreaktion hinzu. Bei Autopolymerisaten sind dies

haufig Reaktionsbeschleuniger wie tertiare Amine oder Sulfinsauren [61].

2.3.3. Polymerdegradation
In acrylharzbasierten Kunststoffen kommt es durch die intraoralen Bedingungen
mechanischer, chemischer und physikalischer Natur zu Biodegradationsprozessen im
Werkstoff. Diese Polymerdegradation ist vielschichtiger Genese und kdnnte unter anderem
von der Zusammensetzung des Speichels, den Kauvorgdngen, von thermischen

Schwankungen in der Mundhoéhle und von Nahrungsmitteleinfliissen abhangen [62].

Bei der Biodegradation spielt Wasser eine groRRe Rolle. Wasser aus dem Speichel dringt in das
Polymernetzwerk ein und kann zu einer Auslaugung von ungebundenen Monomermolekiilen
und Zusatzstoffen fihren [63]. Neben der Anfalligkeit flir Hydrolyseprozesse haben auch die
Speichelenzyme einen negativen Einfluss auf die Oberflaichenhdrte und die
Verschleilbestandigkeit. Indem sie als Katalysator fiir chemische Prozesse wirken, kdnnten sie
zur Degradation des Polymernetzwerks beitragen [64]. Auch kénnte bakterielle Enzymaktivitat

zur Degradation beitragen [65, 66].

Kaukrafte beanspruchen das PMMA mit Druck- und Scherkraften, was in der Folge zu
verstarktem MaterialverschleiR sowie Rissbildung und Risswachstum fiihren kann. Bei
Graham et al. [67] flhrte dies bei einem weichbleibenden Unterfiitterungsmaterial zu einem

signifikanten Anstieg der Weichmacherfreisetzung.
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2.3.4. Freisetzung von Restmonomeren
Es konnte in viele Studien gezeigt werden, dass es, auch wenn die Polymerisation strikt nach
Herstellerangaben erfolgt und auch wenn zusatzlich verschiedenste Methoden der
Nachbehandlung mit unterschiedlichen Polymerisationstemperaturen und -zeiten
angewendet wurden, nie zu einer vollstandigen Umsetzung aller Monomere in Polymer
kommt. Folglich gibt es immer (Ko-)Monomere, Zusatzstoffe oder Reaktionsprodukte, die
nicht fest in das Polymernetzwerk eingebettet sind und so potenziell in einem wassrigen
Milieu in Losung gehen konnten [11, 12, 68]. Nach Smith und Bains [69] bleibt ein Teil der
ungebundenen Monomere jedoch zwischen den Molekiilketten eingeschlossen und ist nicht
I6slich. Der eluirbare Restmonomeranteil kann hingegen sowohl lokale als auch systemische
Auswirkungen nach sich ziehen [70]. Der Grad der Konversion, also der Umsetzung von
Monomer in Polymer, spielt demnach eine bedeutende Rolle. Monomere an sich besitzen
toxische Eigenschaften und werden nur in der polymerisierten Form biologisch inert [71](Seite
328). Des Weiteren konnen infolge der Polymerisation Reaktionsprodukte anfallen, die im

Ausgangsmaterial so nicht enthalten waren.

Die Auslaugung von l6slichen Monomeren lduft dabei zeitlich nicht linear. Innerhalb der ersten
Stunden noch der Polymerisation kommt es im wassrigen Milieu zu einem starken Anstieg der
Eluate und im weiteren Verlauf zu einem kontinuierlichen Abflachen der Elutionskurve. So
ging nach I¢a et al. [72] bei kieferorthopadischem PMMA-Material in der Anteig- und
Streumethode innerhalb der ersten 24 Stunden mehr Monomer in Losung als in den darauf
folgenden 3 Monaten. Auch bei Nik et al. [12] zeigte sich eine kontinuierliche Reduktion ohne

signifikante Unterschiede bei verschiedenen Verarbeitungstechniken.

Nach Art der Polymerisation klassifiziert man heiR-, licht- und autopolymerisierte Acrylate.
Auch hier konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die Art der Polymerisation sich
auf die Umsetzungsrate von Monomer zu Polymer auswirken und damit den
Restmonomergehalt erhohen kann [12, 72, 73]. Der Restmonomergehalt bei
HeiBpolymerisaten ist dabei sowohl in vitro [74-76] als auch in vivo [77] niedriger als bei
Autopolymerisaten, was mit der erhohten Polymerisationstemperatur zu erklaren ist. Zu einer
signifikanten Verringerung der auslaugbaren Bestandteile kann eine Nachbehandlung der
Materialien fliihren, wodurch mitunter der Polymerisationsgrad weiter erhéht und nicht

gebundene Bestandteile im Vorlauf vorzeitig gelost werden kdnnen [73]. So konnten
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Bayraktar et al. [73] unter anderem zeigen, dass sich bei einem HeiRpolymerisat durch eine
dreistiindige Nachbehandlung in 100°C heilem Wasser mit anschlieRender einmonatiger
Lagerung in destilliertem Wasser die Menge an auslaugbaren Methylmethacrylaten (MMA)
um bis zu 71% senken lieR. Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass eine
Nachbearbeitung durch Erhitzen sowie das Einlegen in Wasser zu einer Erhéhung der
Vernetzungsrate fiihren kann [11], wodurch auch die Konzentration an auslaugbarem

Methylmethacrylat herabgesetzt wurde [58, 78].

Zu einer signifikanten Reduktion des Restmonomergehalts fihrt auch die mechanische Politur

der Materialien [79, 80].

Bedeutenden Einfluss auf die Loslichkeit hat neben den chemischen Eigenschaften und der
MolekiilgroRe auch die Wahl des Losungsmittels. So gehen bei organischen Losungsmitteln
(z.B. Methanol, Ethanol, Aceton) signifikant mehr Bestandteile in Losung als bei anorganischen
Losungsmitteln (z.B. Wasser, isotonische Kochsalzlésung) [81, 82]. Dies liegt unter anderem
daran, dass viele (Ko-)Monomere und Zusatzstoffe eine sehr schlechte bis keine Loslichkeit in
anorganischen Losungsmitteln aufweisen. Zudem ist die Durchdringung der organischen
Matrix durch organische Losungsmittel erhoht, wodurch sich eine gréBere Zahl ungebundener
Monomere losen kann [83]. Rothmund et al. [82] stellten in natlirlichem (proteinhaltigem)
Speichel eine signifikant niedrigere Monomer- und Additivmenge als in proteinfreiem Speichel
oder Wasser fest. Dies verdeutlicht, dass es nicht nur wichtig ist, die einzelnen sich I6senden
Monomere und deren Menge zu erforschen, sondern auch deren Eigenschaft zur Bindung an
Proteine. Denn eine Bindung an Speichelproteine kdnnte bedeuten, dass es in vivo eine

geringere Bioverfligbarkeit dieser Substanzen gibt [84] .

2.4. Analysemethoden zur Monomerquantifizierung
Eine Vielzahl an Autoren hat sich mit der Bestimmung und der Quantifizierung von sich
I6senden Bestandteilen polymerisierter Kunststoffe auseinandergesetzt. Eingesetzt wurden
dabei vornehmlich die Hochleistungsfliissigchromatografie (high performance liquid
chromatography — HPCL), die Gaschromatografie (GC) sowie die Gaschromatografie in

Verbindung mit der Massenspektrometrie (MS) [72, 79, 82, 85, 86].
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2.4.1. Hochleistungsfliissigschromatografie
Die Hochleistungsflissigchromatografie (HPLC) ist eine hdaufig eingesetzte Form der
Flissigchromatografie. Sie trennt die untersuchten Substanzmolekiile nach ihrer Polaritat und
dient zu deren Identifizierung und Quantifizierung. Mit der HPLC kénnen im Gegensatz zur GC
auch nicht fliichtige Substanzen untersucht werden. Ein HPLC-Gerét setzt sich aus finf oder
mehr Einheiten zusammen: Pumpen zur Eluatforderung, Injektionssystem, Trennsaule,
Detektor und Auswerteinheit. Man unterscheidet unter anderem Adsorptionschromatografie
und Verteilungschromatografie. Bei der Adsorptionschromatografie/Normalphasen-HPLC
erfolgt die Trennung der Molekiile, die in einer apolaren mobilen Phase (z.B. Hexan oder
Heptan) gelost sind, anhand ihrer Polaritdt durch unterschiedlich starke Bindung an die polare
stationdre Phase (meist Kieselgel). Bei der Verteilungschromatografie/Umkehrphasen-HPLC
liegt eine apolare bzw. hydrophobe stationare Phase und eine polare mobile Phase (z.B.
Wasser oder Methanol) vor, wodurch sich die Molekile im Vergleich zur

Adsorptionschromatografie in umgekehrter Reihenfolge auftrennen [87].

2.4.2. Gaschromatografie
Die Gaschromatografie (GC) bietet die Moglichkeit, fliichtige und schwer fliichtige Gemische
verschiedenster chemischer Verbindungen gemaR ihrem Siedepunkt in Einzelverbindungen
aufzutrennen. lhr Anwendungsbereich ist weniger breit als der der HPLC, da mitunter
thermisch instabile, groRe oder nichtfliichtige Substanzen nicht bestimmt werden kénnen. Zur
Verbesserung der Verflichtigung kann die Derivatisierung eingesetzt werden. Um
analysierbar zu sein, miissen sich die Analyte unter Hitzezufuhr im GC-Ofen verdampfen und
in den gasférmigen Zustand Uberfiihren lassen kdnnen, ohne sich dabei zu zersetzen. Als
Tragergas werden chemisch inerte Gase wie Helium, Wasserstoff oder Stickstoff verwendet,
die die Analyte, ohne Wechselwirkungen mit diesen, durch eine Trennsdule mit definierter
stationdrer Phase tragen. Die Verweildauer der Molekiile an der stationdren Phase steht dabei
in Abhangigkeit zu deren Polaritdt und Dampfdruck. Die Durchlaufzeit durch die Trennsaule
(die sogenannte Retentionszeit) ist umso kiirzer, desto hoher der Partialdampfdruck bzw.
desto niedriger der Siedepunkt der einzelnen Molekiile ist. Anhand der Retentionszeit, vom
Einspritzen der Substanz bis zur Erfassung durch einen Detektor beim Austritt aus der
Trennsdule, werden die Substanzen identifiziert. Als Detektor kann dabei auch die

Massenspektrometrie (MS) mit der GC gekoppelt werden [88].
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W

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Gaschromatografen (nach Talos [89]): (1) Tragergas, (2) Injektor,

(3) Saule im Saulenofen, (4) Detektor (hier: FID, benotigt Luft und Wasserstoff), (5) Signalaufzeichnung als

Chromatogramm.

2.4.3. Massenspektrometrie
In der Massenspektrometrie (MS) werden die Massen von einzelnen Atomen oder Molekilen
gemessen. Die zu messenden Substanzen werden vakuumverdampft, dadurch in ihre
Gasphase Uberfiihrt und ionisiert. Ein elektrisches Feld beschleunigt und fokussiert die lonen,
und durch ein Magnetfeld kommt es zu einer Auftrennung und Charakterisierung nach den
Masse-zu-Ladungs-Verteilungen, wobei es zum Molekulzerfall mit Fragmentierung kommen
kann. Durch einen Detektor werden die separierten lonen erfasst. Die Massenspektrometrie
hat ihre Starken in der Aufschllisselung detaillierter Strukturinformationen zur Identifikation
von Substanzen, kann diese jedoch nicht so hochauflésend auftrennen wie die GC. Die GC
wiederum in der Identifikation der MS unterlegen ist. Diese beiden Techniken erganzen sich

und sind somit hochkompatibel [90].

2.5.Toxikologie und Biokompatibilitat von Kunststoffmonomeren
Biokompatibilitat wird in der Medizin Materialien zugesprochen, die in direktem
Gewebekontakt weder einen negativen Effekt auf den lokalen Zellstoffwechsel noch auf den
Korper als Ganzen haben [68]. In unterschiedlichem Ausmall geben letztlich alle
Dentalkunststoffe Substanzen in die Umgebung frei, wodurch unter Umstanden lokale oder
systemische Effekte beim Anwender oder Empfanger der Materialen hervorgerufen werden.
Die nicht immer offensichtliche Verknipfbarkeit von dermatologischen, rheumatischen oder

neurologischen Beschwerden mit einem Material erschwert dabei zudem die Diagnostik [91].
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Zur Einordnung der Toxizitdt konnen die Materialien auf eine mogliche Zytotoxizitat,
Mutagenitat, Cancerogenitidt, Embryotoxizitdit oder Teratogenitdt hin getestet werden.
Wichtige Bewertungspunkte sind dabei die Aufnahme, Verteilung, Verstoffwechselung und
Ausscheidung der untersuchten Substanzen [92]. Um den Metabolismus der Substanzen und
damit die moglichen chemischen und physikalischen Umwandlungen in Zwischen- und
Endprodukte aufzudecken, kommen Tierversuche zum Einsatz. Unter anderem konnten Reichl
et al. [93] zeigen, dass aus dentalen Kompositen freigesetzte (Ko-)Monomere wie HEMA,
TEGDMA und BisGMA im Korper nach dem Verschlucken resorbiert und zu Kohlendioxid
verstoffwechselt werden. Seiss et al. [94] wiesen jedoch nach, dass in menschlichen
Lebermikrosomen durch HEMA und TEGDMA auch als mutagen und kanzerogen geltende
Epoxy-Zwischenprodukte entstehen. Dies gilt auch fir das Abbauprodukt Methacrylsdure
(MA). Das fliichtige MMA zeigte vor allem in Dampfform im Tierversuch kardiovaskulare

Auswirkungen, Mageninhibition und abgeschwachte Diinndarmperistaltik [71] (Seite 330).

In vielen Studien konnte in den letzten Jahren eine Zunahme der Reaktionen gegeniiber
zahnarztlichen Kunststoffen vermerkt werden. Die am haufigsten dokumentierten
Auswirkungen sind dabei die allergische Reaktion [95-97] mit unterschiedlichster Auspragung
und Erscheinungsform, Erytheme und Mundschleimhauterosionen [98]. Zudem wurden Fille
von Brennen und Schmerzen an aduRerlich intakter Mundschleimhaut beschrieben [99]. In
einzelnen Fillen traten auch bei zahnirztlichem Fachpersonal Uberempfindlichkeiten,
Asthma, lokale neurologische Symptome, Reizungen und lokale Hautreaktionen auf [70]. Die
beschriebenen Fille reichen bis zu einer generalisierten motorischen und sensorischen

Neuropathie bei einer Zahntechnikerin [100].

2.5.1. Allergische Reaktionen
Das allergene Potential von Kunststoffmonomeren ist weithin bekannt und wurde bereits in
vielen Fallberichten und Studien beschrieben [95, 101-103]. Dies trifft auch auf einige der
PMMA- Bestandteile zu. Neben den Monomeren wie beispielsweise MMA, HEMA, TEGDMA,
Bis-GMA und UDMA konnen dabei auch Initiatoren, Inhibitoren, Akzeleratoren, Pigmente,
Vernetzungshelfer und Weichmacher eine Rolle spielen. Typischerweise handelt es sich um
allergische Reaktionen vom Typ IV, welche nach wiederholtem Allergenkontakt auftreten.
Meist sind die Verursacher der Immunreaktion niedermolekulare Haptene, die sich an ein

Protein anhangen und erst mit diesem einen vollwertigen Antigenkomplex bilden [104]. Im
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Tierversuch konnte bei Methylmethacrylat (MMA), Ethylmethacrylat (EMA) und
n-Butylmethylmethacrylat (n-BMA) eine hohe Rate an Kreuzreaktionen verzeichnet werden.
Die Tiere zeigten allergische Reaktionen gegeniber Monomeren, ohne dass vorher eine
Sensibilisierung mit selbigen durchgefiihrt wurde [105]. Auch Ethylenglycoldimethacrylat
(EGDMA) und Dibenzoylperoxid (DBP), ein Initiator, haben hohes allergisches Potenzial [71]
(Seite 328).

Gebhart und Geier [106] testeten 791 Patienten (davon 59 Zahntechniker/innen) mittels
Epikutantest auf Kontaktallergien zu Prothesenmaterialreihen und stellten eine
Sensibilisierung auf Benzoylperoxyd (BPO) bei 5,1% und auf MMA bei 1,8% der Probanden
fest. Laut Literatur zeigen sich bei 0,7% — 2% der Zahnarzte Allergien gegen Monomere [107].
Kontaktallergien der Haut lassen sich jedoch nicht eins zu eins auf die
Mundschleimhautreaktion (ibertragen, da in der Mundhohle durch den Speichel potentiell
allergene Substanzen schneller weggespilt werden und so die Verweildauer kirzer ist, das
Schleimhautepithel gut vaskularisiert ist, wodurch die Substanzen schneller aufgenommen
werden, und die zellvermittelte Immunreaktion durch weniger ortsstandige Langerhans- und

T-Zellen geringer ausfallt [108].

Das klinische Erscheinungsbild einer Kontaktsensibilisierung ist dabei nicht immer einheitlich.
Gongalves et al. [101] berichten von einem Fall von brennender Mundschleimhaut mit
Erythembildung, bitterem Geschmack, Hypersalivation und Schluckbeschwerden, ausgeldst
durch einen kieferorthopadischen Retainer aus selbsthartendem PMMA. Im anschlieBenden
Patch-Test konnte eine positive Reaktion auf verschiedene MMA-Kunststoffproben
festgestellt werden. Es wurden zudem einige Burning-Mouth-Syndrom-/Glossalgiefalle
beschrieben, bestatigt durch positive Patch-Test-Ergebnisse auf Prothesenbestandteile, mit

der Symptomatik einer brennenden Mundschleimhaut [99, 109].

2.5.2. Mutagenitat
Mutagenitat ist die Eigenschaft einer Substanz, durch chemisches oder physikalisches
Einwirken zu Verdanderungen im Erbgut und zu einem Anstieg der natirlichen Mutationsrate

zu fihren (diese liegt bei héheren Organismen bei 10°-10° pro Gen und Mutation).

Mutagenitatstests werden zundchst meist in vitro durchgefihrt und sollten an Organismen

mit unterschiedlicher phylogenetischer Organisationshdohe getestet werden. Hierzu kommen
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beispielsweise im sogenannten Ames-Test (Salmonella/Mikrosomen-Test) Bakterien und im

V79-Test Sdugetierzelllinien zum Einsatz [110].

Schweikl et al. [15] testeten verschiedene Dentinkleber mittels Ames-Test auf die mogliche
Mutangenitat hin und konnten dabei unter anderem fiir MMA, 2-Hydroxyethylmethylacrylate
(HEMA), Triethylenglycoldimethacrylate (TEGDMA) und Bisphenol A-Glycidyl methacrylate
(Bis-GMA) keine Anzeichen einer mutagenen Wirkung feststellen. Die in einer folgenden
Studie bei glutaraldehydhaltigen Dentinklebern festgestellte Mutagenitat im Ames-Test
konnte sich in Bezug auf den Glutaraldehydgehalt im V79-Test nicht erharten, woraufhin

Bis-GMA und TEGDMA als mogliche Verursacher diskutiert wurden [111].

2.5.3. Zytotoxizitat
Zytotoxisch ist eine Substanz, wenn es durch diese zu einer Schadigung lebender Zellen und

Gewebe kommt.

Um eine Aussage Uber eine mogliche zytotoxische Wirkung von Substanzen treffen und diese
untereinander vergleichen zu kdnnen, kann z.B. eine Toxizitdtsbestimmung in Form eines ECso
(effective concentration)-Wertes herangezogen werden. Dieser Wert gibt die Konzentration
einer Substanz wieder, durch die ein halbmaximaler Effekt bei einer Zellpopulation
beobachtet wird. Dies leitet sich von einer Konzentrations-Effekt-Kurve ab und bedeutet, dass
bei 50% der Zellen eine andere Wirkung als der Zelltod eintritt. Durch den sogenannten XTT-
Test kann der ECsg einer Substanz ermittelt werden. Hierbei wird durch ein Mono-Tetrazolium-
Salz eine Vitalfarbung intakter Zellen nach Exposition zu Verdliinnungsreihen der untersuchten
Substanz vorgenommen. Durch zelluldre Dehydrogenasen bildet sich Formazan, welches

photometrisch bestimmt und der ECso- Wert folgend berechnet werden kann [71] (Seite 204).

Der Grad der Zytotoxizitdt von acrylharzbasierten Kunststoffen hangt vermutlich von der
Polymerisationsmethode und -bedingung sowie von der Menge und der Art der nicht
polymerisierten (Ko-) Monomere ab. So hat beispielsweise das Mischverhaltnis von Monomer
zu Polymer mit steigendem Monomeranteil auch eine erhdohte Zytotoxizitat zur Folge [112].
In mehreren Studien zeigten HeiBpolymerisate im Vergleich mit Autopolymerisaten eine
geringere Zytotoxizitdt, was sich die Autoren mit einem durch die erhohte
Polymerisationstemperatur herabgesetzten Restmonomergehalt erklarten [68, 113, 114].

Auch in Tierversuchen konnte bei implantierten HeiRpolymerisaten eine geringere
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Gewebereaktion als bei Autopolymerisaten festgestellt werden. Zudem lag die Toxizitdt nach
90 Tagen signifikant unterhalb der 30-Tages-Daten, was mit dem kontinuierlichen Absinken
des sich I6senden Restmonomergehalts in Verbindung stehen kdnnte [115]. Restmonomere
konnen in direktem Gewebekontakt Entziindungsreaktionen hervorrufen [116]. Allgemein

sollte das spezifische Toxizitdatspotenzial fiir jedes Monomer einzeln betrachtet werden [117].

Die Methoden und die Analyse zur Zytotoxizitdit werden dabei durch den ISO-Standard
10993-5 der Internationalen Organisation fiir Standardisierung beschrieben und reguliert.
Hierbei wird eine Zellproliferation von >75% als nicht zytotoxisch, 50-75% als leicht

zytotoxisch, 25-50% als mafRig zytotoxisch und <25% als hoch zytotoxisch eingestuft [118].

In der Studie von Bural et al. [11] wiesen zwei Autopolymerisate im XTT-Test
Zellproliferationswerte von 57-67% und damit eine leichte Zytotoxizitdt auf. Ein
Zusammenhang zwischen der Konversionsrate und dem MMA-Gehalt einerseits und der

Zellproliferationsrate und damit zur Zytotoxizitdt konnte dabei nicht festgestellt werden.

Eine herabgesenkte In-vitro-Zytotoxizitat bei L-929-Fibroblasten zeigte die abschlieende
Nachbehandlung von HeiBpolymerisaten in kochendem Wasser fir eine halbe bzw. eine volle
Stunde durch Reduktion des auslaugbaren MMA- Anteils [58]. Auch Jorge et al. [78] wiesen
einen Zusammenhang zwischen Nachbehandlung in Wasser und verminderter Zytotoxizitat
nach; eine reine Nachbehandlung durch Mikrowellen ohne Wasserlagerung jedoch konnte
keine Senkung der Zytotoxizitdit auf L-929-Fibroblasten herbeifiihren. Durch eine
Hochglanzpolitur bei Autopolymerisaten konnte eine Verminderung der Ausschiittung der
Entziindungsmediatoren Interleukin-6 und -8 im Vergleich zu unpolierten Proben festgestellt

werden, was die beobachtete zytotoxische Wirkung minderte [119].

Hattori et al. [120] stellten fest, dass MMA, welches sich zur Entgiftung in der Leber
ansammelt, zu eine Steigerung der Genexpression des S-Transferase Alpha 1 Gens fiihren und

so zytotoxische Auswirkungen auf Leberhepatozyten haben kann.

2.6.Zusammenhdnge von Methacrylaten und Bakterien in der zytotoxischen
Wirkung auf humanen Gingivafibroblasten

Einen weiteren zu berlicksichtigenden Faktor stellt nach Di Giulio et al. [121, 122] der Einfluss

des bakteriellen Biofilms auf die Zytotoxizitdt von (Ko-)Monomeren und Additiven gegeniber

eukaryotischen Zellen dar. Durch Kokultivierung (48h und 72h) von Streptococcus mitis-
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Stammen mit humanen Gingivafibroblasten (HGF) kam es im Vergleich zur Einzel-HFG-Kultur
nach Zugabe von HEMA (in einer Konzentration von 3mM) zu einem signifikanten Riickgang in
der Zahl der toten HGF-Zellen. Auch bei den Bakterienstimmen stellten Di Giulio et al. [121]
einen Rickgang der toxischen HEMA-Wirkung in Kokultur mit HGF fest, was auf eine
wechselseitige Interaktion mit verbesserten Uberlebensraten auf beiden Seiten schlieRen
lasst. In einer sich anschlieBenden Studie kam es durch die Zugabe von Speichel zu einem
zusatzlichen Riickgang der zytotoxischen HEMA-Wirkung. Dies erkldren die Autoren mit der
forderlichen Wirkung des Speichels auf die bakterielle Aggregation und Adhé&sion an HGF-
Zellen, die folglich auch eine Verbesserung des Schutzes der HFG vor HEMA nach sich zieht
[122]. Ein weiterer Grund kdnnte die schon diskutierte Proteinbindung von (Ko-)Monomeren

und Additiven sein.

Studienabhdngig kamen Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen in Bezug auf die
Auswirkungen von Methacrylaten auf das bakterielle Wachstum. Hansel et al. [123] schlossen
auf einen wachstumsstimulierenden Effekt von TEGDMA und EGDMA (Konzentration jeweils
0,2-5mmol/I) auf Streptococcus sobrinus und Lactobacillus acidophilus durch Messung der
optischen Dichte. Schmalz [18] beobachtete durch Messung der Triibung eine in Abhangigkeit
von der effektiven Konzentration wachstumsfordernde (< 5mmol/l bzw. < 2mmol/l)
bis -hemmende (> 5mmol/l bzw. > 2mmol/l) Wirkung von MMA und Dimethylparatoluidin auf
Streptococcus mutans (S. mutans). Er schloss nach der Arndt-Schulz-Regel darauf, dass hohe
Dosen schadigend, mittlere Dosen hemmend und geringe Dosen wachstumsférdernd wirken.
Eine andere Erklarung fur die vermehrte Biomassebildung und Triibung lieferten Takahashi et
al. [124]. Nach Zugabe von EGDMA zu einer Streptococcus sobrinus- und Streptococcus
sanguis- Losung fanden sie hier keine Verbindung zwischen der sich einstellenden Triibung
und der Zahl der KBE. Die Triibung war das Ergebnis einer erhdhten PartikelgréRe, die durch
Polymerisation der zugefiigten EGDMA-Monomere um die Bakterienzellen herum erklart
wird. Diese Auslosung der Polymerisation kdnnte ihre Ursache in freien Radikalen aus

bakteriellem Metabolismus und Wachstum haben.
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2.7.Bioadhasionsvorgange in der Mundhohle

2.7.1. Plaqueorganisation und Plaquebildung
Alle mit der Umwelt in Verbindung stehenden Kérperoberflachen des Menschen sind mit einer
einzigartigen Zusammensetzung an ortsansassigen Mikroorganismen besiedelt. Dabei ziehen
es Mikroorganismen in Uberwiegender Mehrheit vor, sich in Form eines Biofilms auf
Oberflachen in rdumlich strukturierten und gut organisierten Gemeinschaften anzusiedeln.
Schatzungen zufolge werden etwa 60% der Infektionen beim Menschen durch mikrobielle
Biofilme hervorgerufen [125]. Die Eigenschaften der mikrobiellen Gemeinschaft spiegeln
dabei weniger die Summe der Eigenschaften einzelner Populationen wider, vielmehr treten
die Eigenschaften, die erst aus der Einheit heraus entstehen, in den Vordergrund [126].
Organisiert im Biofilm steigen die Gentransferraten, die Mikroorganismen zeigen entweder
direkt durch den Oberflachenkontakt oder indirekt durch die Heterogenitat der Bedingungen
innerhalb des Biofilms eine veranderte Genexpression, veranderte Stoffwechselvorgénge und
einen Wandel des Zellphdanotyps. Durch die Organisation in der Plague entsteht so ein
Resistenzverhalten gegeniber antimikrobiellen Wirkstoffen, das bis zu 1000-mal hoher liegt
als das frei schwimmender (planktonischer) Kulturen [127, 128]. Der Biofilm lasst dabei eine
raumliche und zeitliche Heterogenitdt zu, die es anspruchsvollen Mikroorganismen
ermoglicht, bei an sich lebensfeindlichen Bedingungen zu lberleben [128] (Seite 68). Auch
reife Zahnplague setzt sich aus einer komplexen Gemeinschaft von bis zu 19.000
verschiedenen Phylotypen zusammen und ist dabei von Mensch zu Mensch von hochster
Individualitat [129]. Aufgrund unterschiedlicher physikalischer und biologischer
Gegebenheiten sind dabei an verschiedenen Messpunkten eines Zahnes (z.B. Griibchen und
Fissuren, Glattflachen, Approximalflachen, Sulkus) unterschiedliche Zusammensetzungen der
Plague festzustellen [130, 131]. Die Geschwindigkeit, mit der Zahnplaque gebildet wird, ist

dabei von Mensch zu Mensch sehr unterschiedlich [132].

Die Bildung von Zahnplaque kann willkirlich in verschiedene Stadien eingeteilt werden, denn
im Grunde handelt es sich um einen kontinuierlichen und dynamischen Vorgang, bei dem sich

der Biofilm konstant neu organisiert [128] (Seite 74).

Nach dem Zahndurchbruch oder der Sduberung eines Zahnes kommt es unmittelbar zu einer

Anlagerung positiv geladener Molekile aus dem Speichel und der Sulkusflissigkeit an die
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negativ geladenen Hydroxylapatitionen des Zahnschmelzes. Dieses sogenannte
Schmelzoberhdutchen (Pellikel) besteht unter anderem aus Glykoproteinen, Histatinen,
Lysozym, Laktoferrin, Statherin, prolinreichen Proteinen, a-Amylase sowie Muzinen und
Lipiden, und weist eine Dicke von 0,1- 1 um auf [126, 128]. Die Zusammensetzung der Pellikel
unterscheidet sich dabei zwischen Zdhnen, Mundschleimhaut und Restaurationsmaterialien

[133].

Gram-positive Streptokokken, wie Streptococcus sanguis (S. sanguis), Streptococcus oralis
(S. oralis) und Streptococcus mitis (S. mitis), Aktinomyzeten, wie Actinomyces viscosus und
Actinomyces naeslundii (A. naeslundii) und Neisseria-Spezies gehoren mit ihrer negativ
geladenen Zellwand zu den Erstbesiedlern, welche mittels langstreckenwirksamer
physiochemischer Wechselwirkungen oder Uber nicht spezifische Van-der-Waals-Krafte
zunachst lose an die Pellikelrezeptoren anheften. In der Folge verstarken sich diese Bindungen
durch lonen- und Dipolwechselwirkungen Uber die Oberflaichenadhdsionsmolekile

(Adhasine) bis zur Unumkehrbarkeit [134, 135].

Die anheftenden Mikroorganismen beginnen mit dem Aufbau gallertartiger extrazellularer
polymerer Substanzen (EPS) und vermehren sich durch Teilung. Aus einzelnen Mikrokolonien
entsteht ein konfluenter Film. EPS erfillen flr die Mikroorganismen vielerlei Funktionen wie
eine begiinstigte Anheftung, den Schutz vor Austrocknung, die Speicherung von Nahrstoffen
und den Schutz vor schadigenden Umwelteinfliissen. AuBerdem bilden EPS den Hauptteil der
Biofilmmasse und ermoglichen den Stoff- und Gentransport zwischen den Mikroorgansimen.
Die Erstbesiedler sind Uberwiegend aerob oder fakultativ aerob, entziehen somit der

Umgebung Sauerstoff und beglinstigen dadurch die Ansiedelung von Anaerobiern [126].

In dieser frihen Phase wird durch die enge raumliche Beziehung mittels interzellularem
Genaustausch die genetische Kompetenz entwickelt und abgestoRene DNA-Molekiile
lebender und abgestorbener Zellen aufgenommen [136]. Zur Etablierung bakterieller
Okosysteme, die einer genauen Koordination der Einzelprozesse mit gezielter Regulation der
Genexpression bedarf, ist der Informationsaustausch (das sogenannte ,quorum sensing”)

Uber Signalmolekile unabdingbar [137].

Durch Adhasine wird in der Folge die sehr selektive lektinvermittelte Koaggregation oder

Koadhéasion sekundéarer Besiedler vorangetrieben, wobei Uber einen reinen Zufall hinaus
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immer wieder diskrete Kombinationen bestimmter Spezies anzutreffen sind [138]. Diese
sekunddren Besiedler sind dabei Uberwiegend gram-negative Mikroorganismen wie
Actinomyceten, Fusobakterien (vor allem Fusobaterium nucleatum) und Prevotella
intermedia. Fusobakterien koaggregieren vielfaltig, jedoch nicht untereinander und dienen
wohl als Briicke zwischen Erst- und Spatbesiedlern. Mit voranschreitender Plaquereifung,
welche sich nach 24-72 Stunden beginnt einzustellen, kann es im subgingivalen Biofilm zur
Anlagerung pathologischer, Gberwiegend strikt anaerober Bakterien des roten Komplexes
(z.B. Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Treponema denticola) kommen, wodurch sich die Bedingungen im Biofilm drastisch

verandern [139].

Bakterielle Mikrokolonien fligen sich zu pilzférmigen oder turmartigen Gebilden zusammen,
welche auf der Oberflache fest anheften und in den Randbereichen ineinander ibergehen.
Dazwischen findet sich ein ausgiebiges Kanalsystem, {ber welches Nahrstoffe,
Stoffwechselprodukte und Signalmolekiile ausgetauscht, aufgenommen und abgegeben

werden [140].

Durch Erosion und Abschilferung kommt es in einem sehr dynamischen Prozess zu einem
stetigen Abldsen einzelner Bakterien bis hin zu gréBeren Zellkonglomeraten aus dem Biofilm
und damit zu einer Ausbreitung in neue Siedlungsgebiete. Mitunter findet die Ablosung von

Konglomeraten dabei auch gezielt durch quorum sensing statt [125].

2.7.2. Bakterielle Adhdsion und Vermehrung auf zahnarztlichem
Restaurationsmaterialien
Nicht nur auf allen natlirlichen oralen Oberflachen entstehen Biofilme, sondern auch auf den
Oberflachen aller Restaurationsmaterialien, die in die Mundhdohle eingebracht werden. Dabei
wird vor allem bei dauerhaft im Mund verbleibenden Materialien das Ausmal} der
Plagueanlagerung als einer der wichtigsten Faktoren fiir die Langlebigkeit angesehen [141].
Wichtige Aspekte fiir die Plaqueanlagerung stellen neben der Materialzusammensetzung auch
die Oberflacheneigenschaften wie Oberflachenrauigkeit (surface roughness/SR) und freie
Oberflachenenergie (surface free energy/SFE) der Materialien dar, welche wiederum unter

anderem von der Materialzusammensetzung abhangig sind [142].
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2.7.2.1. Einfluss der Oberflacheneigenschaften auf bakterielle Adhasion
Raue Oberflachen ermdglichen Mikroorganismen eine erleichterte Adhasion und beglinstigen
die Plaquereifung. Auch hochenergetische Oberflaichen mit hoher freier Oberflachenenergie
ermoglichen die Adhasion von spezifischen Bakterien mit gleichen Oberflacheneigenschaften

und fihren zu vermehrter Plaquebildung [143].

2.7.2.1.1. Oberflachenrauigkeit (SR)
Die wichtigste Komponente zum Ausmalf’ der bakteriellen Adhasion und Biofilmbildung stellt
laut Quirynen und Bollen [143] sowie Quirynen et al. [144] die Oberflachenrauigkeit (SR) dar.
Ein Parameter fur die Rauigkeit ist die mittlere Rauheit Ra, die dem arithmetischen Mittel der
Abweichungen von der Mittellinie entspricht. Der Wert ist jedoch nicht geeignet, um die
Ortsfrequenz dieser Abweichungen aufzuzeigen [145]. Raue Oberflichen bieten
Mikroorganismen einen besseren Schutz vor Scherkraften, sodass Uber Kurzstrecken
wirksame und damit starke Bindungen wohl einfacher und haufiger entstehen kénnen [143].
So fuhrt die Politur mit Verringerung der mittleren Rauheit zu einer Reduktion der SR [146].
Dass die Hohe der Scherkrafte eine wichtige Rolle in der initialen bakteriellen Adhdsion spielen
konnte, zeigten unter anderem Christersson et al. [147], wobei in vitro eine Erhéhung der
Scherkrafte um den Faktor 30 (von 0,03 auf 1,01 dynes/cm?) zu einer 70- 80% gesteigerten
Ablésung von Bakterien fiihrte. So gewinnt bei hohen Scherkraften, wie sie etwa auf
Lingualflaichen herrschen, die SR an Bedeutung, sodass Hanning [148] hier in vitro bei
unterschiedlichen  Materialien  eine  Plaquebildung nur in  Bereichen mit
OberflachenunregelmaRigkeiten feststellen konnte. Ein Schwellenwert fir die SR, unter dem
weder in der Anzahl der sich anheftenden Bakterien noch in deren Pathogenitat signifikante
Veranderungen festgestellt werden konnten, scheint bei einem Wert von 0,2 um mittlerer
Rauheit Ra zu liegen. Steigt die mittlere Rauheit tiber diesen Wert an, so ist ein gleichzeitiger
Anstieg der adhdrenten Bakterien festzustellen [149]. Die Grinde konnten in den
vergroRerten Oberflachen sowie in der erschwerten Entfernung des Biofilms liegen, wodurch
eine beschleunigte Reetablierung moglich ist [142]. Die intraorale Pellikelbildung kdnnte,
vermutlich jedoch nur in geringem Umfang, in vivo zu einer Relativierung der physikalischen
und chemischen Oberflacheneigenschaften in Bezug auf die Bakterienanlagerung fihren

[141].
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2.7.2.1.2. Freie Oberflachenenergie (SFE)
Die freie Oberflachenenergie (SFE) gibt einen Wert fir die Benetzbarkeit von Materialien
wieder. Niedrigenergetische hydrophobe Oberflaichen neigen dabei weniger zur
Plagueanlagerung als hochenergetische hydrophile [142]. Laut Quirynen und Bollen, sowie
Grivet et al. [143, 150] adhérieren Bakterienstamme mit niedriger SFE (und damit
hydrophoben Eigenschaften) bevorzugt an Oberflichen mit niedriger SFE und Stamme mit
hoher SFE (und damit hydrophilen Eigenschaften) an Oberflachen mit hoher SFE. Grivet et al.
[150] definieren S. mitis als hochgradig hydrophil, S. mutans als hydrophob und S. sanguis und
S. oralis als hochgradig hydrophob. Die Messung der freien Oberflichenenergie von
Festkorpern erfolgt meist mittel Messung des Kontaktwinkels an der Phasengrenze zwischen
Tropfen verschiedener Flissigkeiten, deren Oberflachenspannung bekannt ist, und dem
jeweiligen Festkorper [151, 152]. Da die freie Oberflachenenergie hauptsachlich die initiale
bakterielle Anheftung beeinflusst, ist davon auszugehen, dass die Bedeutung mit
fortschreitender Plaquebildung abnimmt [141]. Quirynen und Bollen [143] gehen vor allem in
supragingivalen Bereichen von einem bedeutenden Einfluss fir die initiale Adh&dsion und
Plaquereifung aus, subgingival falle der Einfluss durch den Schutz der Nische bedeutend
geringer aus. Ahn et al. [153] stellten in einer In-vitro-Studie fest, dass bei
kieferorthopadischen Kompositklebern die SFE fiir die initiale Adhdsion von S. mutans sogar

wichtiger sei als die SR, die Pellikelbildung oder Flouridabgabeeigenschaften.

In vivo konnte an Hunden gezeigt werden, dass die Pellikeladsorption zwar zu einer
Verringerung urspringlich hoher und zum Anstieg niedriger SFE-Werte fiihrte, trotz allem kam
es jedoch zu einer vermehrten Adhasion auf Oberflachen mit hoher SFE. Dies zeigt, dass wie
auch bei der SR die Pellikelschicht die Werte zwar etwas relativiert, die physikalisch-
chemischen Oberflachenwechselwirkungen von Anziehung und AbstoRBung jedoch relevant

bleiben [154].

2.7.2.2. Einfluss der Materialzusammensetzung auf die bakterielle Adhédsion
Riittermann et al. [155] sehen in der Werkstoffchemie einen essentiellen Faktor fiir die
bakterielle Adhdsion. Durch die unterschiedlichen Bestandteile besitzen dentale
Kunststoffoberflachen innerhalb eines Materials keine topografisch und chemisch einheitliche
Zusammensetzung. So kodnnten beispielsweise bei dentalen Kompositen neben den

prozentualen Anteilen von Harzmatrix und Fillkorpern auch die einzelnen Komponenten der
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Harzmatrix sowie die FlillkopergrofRe und deren Form ausschlaggebend fir die Adhédsion von
Bakterien sein. Auch die Verteilung von Matrix und Fillkdrpern auf der Oberflache ist nicht
vollstandig homogen [146]. lonescu et al. [146] kamen bei dentalen Kompositen mit
variierendem Fullkérperanteil und unterschiedlicher Zusammenstellung der Harzmatrix zu
dem In-vitro-Ergebnis, dass bei einem Mono-Spezies-Biofilm mit S. mutans der
unterschiedliche Fillkorperanteil die Auswirkung der Zusammensetzung der Harzmatrix
aufhob. Anders hingeben im Multi-Spezies-Biofilm, bei dem ein signifikanter Einfluss der
Zusammensetzung der Harzmatrix auf die Biofilmbildung gefunden wurde. Komposite mit
einer BisGMA/TEGDMA-Harzmatrix zeigten eine signifikant geringere Biofilmanlagerung im
Vergleich zu einer UDMA/alipathischen Dimethacrylat-Harzmatrix. Zudem wurde bei
anndhernd gleicher SR, SFE und chemischer Oberflaichenzusammensetzung bei Nanofillern
(PartikelgroBe 20nm) eine signifikant geringere Biofilmbildung im Vergleich zu ,feinen”
Fillkorpern (PartikelgroBe 7um) festgestellt, was sich die Autoren mit einer homogeneren

Oberflachentopografie erklaren.

2.8.Die Rolle der Zahnplaque in Gesundheit und Krankheit
Die Zahnplaque spielt nicht nur in der Entstehung von lokalen Krankheiten wie etwa Karies
und Parodontitiden eine grundlegende Rolle, sondern kann auch Auswirkungen auf den

allgemeinen Gesundheitszustand des Menschen haben [24].

2.8.1. Mundgesundheit
Gesunder Zahnplaque umfasst ein symbiotisches Zusammenspiel von nicht pathogenen
Mikroorganismen, der lokalen Mikroflora, welche sich mit dem Wirt im gegenseitigen und fiir
beide Seiten nutzenbringenden Zusammenspiel befindet. Der Wirt bietet den Lebensraum fir
die Mikroorganismen, diese wiederum spielen im Gegenzug eine wichtige Rolle in der Abwehr
invasiver Pathogene. Durch das Besetzen von Lebensraumen mit erhdhtem Konkurrenzkampf,
durch Ausschittung von Inhibitoren und durch die Etablierung unglinstiger Bedingungen kann
die Ausbreitung unerwiinschter Pathogene erschwert werden. Die lokale Mikroflora wird
dabei vom Immunsystem des Wirtes toleriert, ohne eine schadigende Entziindungsreaktion
nach sich zu fihren. Gleichzeitig wird das Immunsystem durch die vielfdltige Darbietung
bakterieller Antigene stimuliert und halt eine Habachtstellung aufrecht, die eine gezielte
Platzierung neutrophiler Granulozyten im Saumepithel bewirkt und eine schnellere Abwehr
von Pathogenen ermdoglicht [22, 126, 156].
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Im Zustand oraler Gesundheit stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen mikrobieller
Anheftung und den ablésenden Kraften ein, welche durch die Mundhygiene sowie durch
mechanisches Einwirken von Zunge, Wangen und durch das Kauen von Speisen ausgelibt wird.
Ob ein Organismus sich ansiedeln kann und ob er dabei eine tiber- oder untergeordnete Rolle
in der Gemeinschaft einnimmt, wird durch die selektiven Eigenschaften des Lebensraumes
bestimmt. Fir die ansassige Mikroflora spielt die Erndhrung des Wirtes eine untergeordnete
Rolle, aus Bestandteilen des Speichels und der Sulkusflissigkeit werden Nahrstoffe aus
Aminosauren, Proteine und Glykoproteine teilweise in gemeinschaftlicher Zusammenarbeit

gewonnen [22, 157].

Kommt es zu andauernden Veranderungen der lokalen Bedingungen, die ein vermehrtes
bakterielles Wachstum ermdglichen und damit zu einer Veranderung der Zusammensetzung
der Mikroflora fiihren, so ist dies oft mit der Entstehung von Zahnkrankheiten wie Parodontitis
und Karies verbunden [22, 23]. Bei gehdufter Zuckeraufnahme durch den Wirt resultiert dies
durch bakterielle Verstoffwechselung in einem vermehrten Anfall von Sduren mit Absinken
des lokalen pH-Wertes, wodurch sich sdurebildende und sduretolerante Spezies wie S. mutans
und Lactobacillus acidophilus anreichern. Die Sauren flihren zu einer gesteigerten
Demineralisierung von Zahnhartsubstanz und auf Dauer damit zur Entstehung von Karies

[156].

Bei mangelnder Mundhygiene und tibermaRiger Plaquebildung kommt es in Reaktion auf die
Ansiedelung pathogener gram-negativer Mikroorganismen in subgingivalen Bereichen zu
Entziindungsreaktionen im Saumepithel mit einer verstarkten Bildung von Sulkusflissigkeit.
Diese enthalt neben Entziindungsmediatoren auch Blutbestandteile wie Hamoglobin und
Transferrin. Ein Pathogen wie Porphyromonas gingivalis bezieht durch Proteolyse dieser
Bestandteile mit Hemin einen wichtigen Wachstumsfaktor, und auch die Genexpression
einiger mutmallicher Virulenzfaktoren wird durch Hemin hochgefahren [158]. Die
Entzlindungsreaktion flihrt zudem zu einem Anstieg des pH-Wertes von 7,0 auf 7,5 und wird
zu einem Selektionsvorteil fiir parodontalpathogene Mikroorgansimen, der zu einer
Umordnung der Plaguezusammensetzung fihrt [159]. Parodontalerkrankungen fiihren zu
Attachmentverlust und Knochenabbau, die bei weiterem Fortschreiten in Zahnlockerung und

Zahnverlust enden kdnnen.
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2.8.2. Allgemeine Gesundheit
Kommt das gesunde bakterielle Gleichgewicht des Mundraumes durcheinander, entstehen
nicht nur Krankheiten an Zédhnen, Zahnhalteapparat und Mundschleimhauten, vielmehr kann
dies auch Auswirkungen auf den allgemeinen Gesundheitszustand nach sich ziehen. Dabei
spielt die Mundgesundheit auch unter psychosozialen Aspekten, in der moglichen Entwicklung

von Depressionen und Angsten, eine wichtige Rolle [24].

Es gibt Hinweise und Vorschldage fir mogliche Wirkmechanismen der Zusammenhange
zwischen dem Vorliegen von Parodontitiden und dem Auftreten von kardiovaskuldaren
Erkrankungen wie Arteriosklerose. So konnten durch orale Infektionen wie Parodontitiden
Bakterien in das Blut gelangen und in Arterienwdnde eindringen, Entziindungsmediatoren wie
CRP oder Thrombozytenaktivierungsfaktoren eine systemische Reaktion bewirken; es
kdnnten Autoimmunreaktionen gegen kdrpereigene Proteine durch die Immunantwort gegen
bakterielle Pathogene entstehen, und bakterielle Toxine kdnnten arteriosklerotische Wirkung
entfalten [25, 160]. Pathogene orale Bakterien wie Porphyromonas gingivalis kénnten zudem
einen Risikofaktor fiir die Entstehung des akuten Koronarsyndroms mit Verschluss oder
Verengung von HerzkranzgefaBen bedeuten [161]. Auch zeigt sich bei Parodontitiden und
Zahnverlust unabhdngig voneinander eine mogliche Verbindung zum Auftreten von

Schlaganfillen [162].

Einen bidirektionalen Zusammenhang scheint es auch zwischen Diabetes mellitus und
Parodontitis zu geben. So fihrt Diabetes mellitus zum vermehrten und auch starkeren
Auftreten des AusmaRes von Parodontitiden, und in Gegenrichtung kann die Verhinderung
oraler Infektionen vermutlich einen positiven Effekt auf den diabetischen Zustand mit

Verbesserung der Kontrolle des Blutzuckerspiegels haben [26, 163].
2.9. Analysemethoden zur Quantifizierung der absoluten Bakterienzahl

2.9.1. Messung der optischen Dichte
Eine Moglichkeit zur Messung der Bakterienzahl ist die photometrische Messung der
optischen Dichte/Tribung einer Bakteriensuspension. Die Tribung ist dabei bis zu einer

gewissen Zahl proportional zur Anzahl der enthaltenen Bakterien.
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2.9.2. Durchflusszytometrie
Bei dieser Technik bedarf es zunachst einer Fluoreszenzeinfarbung der Zellkomponenten oder
der Zelloberflache. Die Durchflusszytometrie ermoglicht parallel zur Quantifizierung die
physikalische und/oder chemische Charakterisierung von 200-2000 Partikeln pro Sekunde.
Hierdurch kdnnen physiologische Eigenschaften lebender Zellen, wie die Membranintegritat,

Enzymaktivitat oder das Membranpotenzial erfasst werden [164].

2.9.3. Titerverfahren
Aufgrund der einfachen Durchfihrbarkeit, des geringen technischen Aufwandes und der
relativ geringen Kosten stellt das Titerverfahren noch immer den Goldstandard zur
Bestimmung der absoluten Bakterienzahl dar. Dezimale Serienverdiinnungsreihen der Proben
werden auf Nahragarplatten ausplattiert und 2-3 Tage im Brutschrank bebritet. Durch das

anschlieRende visuelle Auszdhlen kann die Anzahl der KBE ermittelt werden [165].

37



Ziel der Untersuchung

3. Ziel der Untersuchung

Im Rahmen dieser In-vitro-Studie soll das Elutionsverhalten von drei verschiedenen
Polymethylmethacrylat-Schienenkunststoffen aus den drei Fertigungswegen additiv (3D-
gedruckt), subtraktiv (gefrast) und klassisch (Pulver-Fliissigkeits-Gemisch) gefertigt in den zwei
Elutionsmedien Methanol (MeOH) und Wasser (H;0) untersucht werden. Anhand der
gewonnenen Daten wird anschlieBend eine Risikobewertung in SchienengréBe zum
zytotoxischen Potential der Einzelkomponenten auf humane Gingivafibroblasten (HGF)
vorgenommen, die durch einen Abgleich der zytotoxischen Grenzwerte aus Literaturdaten
und Ergebnissen aus eigens durchgefiihrten XTT-basierten Zellviabilitdtsversuchen erfolgt.
Ausgewdhlt werden die Polymethylmethacrylat (PMMA)-Schienenmaterialien SHERAprint-
ortho plus (additive Fertigung), der Frasrohling SHERAeco-disc PM20 (subtraktive Fertigung)
und das klassische (Polymer)Pulver-(Monomer)Flissigkeits-System SHERAORTHOMER. Als
Untersuchungsmethode zur Elution wird die Gaschromatografie in Kombination mit

Massenspektrometrie angewandt.

Des Weiteren werden auf den genannten Schienenmaterialien Untersuchungen zur
Oberflachenbesiedelung oraler Mikroorganismen (S. mutans und A. naeslundii) in
Monospezieskultur durchgefiihrt, indem die absolute Zahl adharenter KBE bestimmt wird.
Hierbei wird die Nullhypothese aufgestellt, dass keine signifikanten Unterschiede in der
absoluten Anzahl adhdrenter KBE, in Betrachtung von Monospezieskulturen mit S. mutans und

A. naeslundii, zwischen den getesteten Materialien und Herstellungsprozessen bestehen.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

Untersucht wurden drei

PMMA-Schienenmaterialien in

unterschiedlichen

Herstellungsverfahren. Das Autopolymerisat SHERAORTHOMER, das subtraktiv zu frasende

Schienenmaterial SHERAeco-disc PM20, sowie das fiir die additive Fertigung entwickelte

SHERAprint-ortho plus (siehe Tab. 1).

Produktname Hersteller

SHERAprint-ortho plus

SHERAeco-disc PM20
SHERA®

SHERAORTHOMER Werkstoff-
Technologie
GmbH&Co.KG,
Lemforde,
Germany

LOT-
Nummer
11317

89360

Pulver:
41565

Monomer
(Flussig-
keit):
35608

Zusammensetzung gemc’ijs der
Herstellerangaben

Acrylated resin,
Tetrahydrofurfuryl methacrylate
(THFMA), Alipathic urethane acrylate,
(1-methyl-1,2-ethanediyl)bis[oxy(methyl-
2,1-ethanediyl)]diacrylate (TPGDA),
Diphenyl (2,4,6-
trimethylbenzoyl)phosphine oxide
Polymethyl methacrylate (PMMA),
Dimethylacrylate
Colour pigments
Pulver:
Polymethyl methacrylates (PMMA),
Benzoyl peroxide
Colour pigments
Monomer (Flussigkeit):
Methylmethacrylate (MMA),
1,4-Butanediol dimethacrylate (BDDMA),
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-p-toluidin
(DHEPT),
2(2°-hydroxy-5"-
methylphenyl)benzotriacol (TinP),
Hydroquinone monomethyl ether,
Hydroquinone,
Colour pigments
Catalysts

Tabelle 1: Untersuchte Schienenmaterialien, Hersteller, LOT-Nummern und Materialzusammensetzung gemaR

Hersteller [27].
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4.2. Methoden

4.2.1. Versuchsvorbereitung zum Elutionsversuch

4.2.1.1. Vorfertigung der Priifkérper
Im ersten Schritt der Prifkorperherstellung wurden Zylinder in den MaBen 6 mm

Durchmesser und 20 mm Héhe nach den jeweiligen Herstellerangaben gefertigt.

4.2.1.1.1. Additive Fertigung (3D- Druck): SHERAprint-ortho plus
Die Prifkorper der additiven (3D) Drucktechnik wurden im CAD Programm entworfen
(Geomagic Design X, 3D Systems, Rock Hill, South Carolina, USA) und durch den SHERAeco-
Print 30 (SHERA®) im Digital-Light-Processing-Verfahren (DLP-Verfahren) mit einer
Druckschichtstéarke von 50 um pro Schicht gefertigt. Laut Hersteller ist eine Neigung des
Fertigungsteils zur Bauplattform von 20 Grad optimal, sodass diese Positionierung gewahlt
wurde. GemdR den Herstellerangaben wurde (berschiissiges Material nach dem
Druckvorgang durch das Aufbringen von SHERAclear- p (SHERA®) und sanftes Abstreifen
entfernt, die Stltzstrukturen gel6st und das Druckmaterial im Anschluss flir zwei mal drei
Minuten im Ultraschallbad mit SHERAultra- p (SHERA®) gereinigt, wobei zwischen den zwei
Badern uberschiissiges und geldstes Material mit Druckluft weggeblasen wurde. Die
Priifkorper wurden anschlieBend fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur (23 °C) getrocknet, um
abschliefend im SHERAflash- light plus (SHERA®) unter konstanter Stickstoffzufuhr (1bar) und

Sauerstoffausschluss bei zwei Mal 2000 Lichtblitzen nachgehartet zu werden.

4.2.1.1.2. Subtraktive Fertigung: SHERAeco-disc PM20
Die Priifkorper der subtraktiven Fertigung wurden im CAD Programm entworfen (Geomagic
Design X, 3D Systems, Rock Hill, South Carolina, USA) und die Zylinder aus den industriell
vorgefertigten Rohlingen durch die Ceramill Motion (Ammann Girrbach GmbH, Pforzheim,

Deutschland) herausgefrast.

4.2.1.1.3. Klassische Fertigung: SHERAORTHOMER
In der Anteigmethode wurden gemaR den Herstellervorgaben im Verhaltnis 10 Gewichtsteile
Pulver zu 5 Gewichtsteilen Monomer die Komponenten im Keramikbecher mit einem
Metallspatel angeriihrt und anschlieBend in einen Polytetrafluorethylen (PTFE)-Schlauch
(Reichelt Chemietechnik, Heidelberg, Deutschland) gefiillt. Es folgte die Polymerisation im

Drucktopf fir 10 Minuten, bei 45°C und 3 bar Druck.
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4.2.1.2. Endfertigung der Priifkorper
Im nachsten Schritt wurden die Zylinder aller Materialien mit dem Secotom 50 (Struers,
Augsburg, Deutschland) durch Serienschnitte unter Wasserkiihlung in gleichmaRige Scheiben
von 2 mm Hohe geschnitten. Anhand eines Politurprotokolls (siehe Anhang) wurde die
Hochglanzpolitur einer Zylinderquerschnittsflaiche sowie der umlaufenden Zylinderflache
vorgenommen. Wie bei der Schienen- oder Prothesenanfertigung, bei der die Innenflache
nicht poliert wird, um die spatere Passung nicht negativ zu beeinflussen, blieb dabei eine der
zwei Zylinderquerschnittsflachen als Schnittfliche unpoliert. Das Ergebnis waren 16
Prifkérper eines jeden Materials mit einem Zylinderdurchmesser von 6 mm, einer
Zylinderh6he von 2 mm, sowie einer errechneten Prifkoérperoberfliche von 94,2 mm? und

einem Volumen von 56,5 mm3.

4.2.1.3. Herstellung einer Kaffeinlésung als internes RichtmaR
Zur Ermittlung der aus den Prifkorpern ausgelaugten relativen Mengen der gel6sten
organischen Bestandteile bedarf es eines internen RichtmaRes, dessen Konzentration in der
untersuchten Losung bekannt ist. Hier hat sich der Einsatz von Kaffein bewadhrt. Dieses wurde
zunachst in einer Konzentration von 10 mg Kaffein (TraceCERT®, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
auf 1 ml Wasser (LC—MS-Grade, ROTISOLV®, Roth, Karlsruhe, Deutschland) bzw. Methanol
(LC-MS-Grade, ROTISOLV®> 99.9%, Roth, Karlsruhe, Deutschland) angesetzt, um

anschlieBRend um den Faktor 10 weiter auf 1 mg/ml verdinnt zu werden.

4.2.1.4. \Vorbereitung der Priifkorper in Wasser
Ein Priafkorper des jeweiligen Schienenmaterials wurde in ein braunes GC-Glasflaschchen
(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) gegeben. Nach der Zugabe von 990 ul Wasser (LC—MS-
Grade, ROTISOLV®, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 10 pl der wassrigen Kaffeinlosung
ergabt sich dadurch eine Kaffeinendkonzentration von 10 pg/ml. Dicht verschlossen und unter
Lichtausschluss wurden die Glasflaschchen bei 37° C gelagert. Nach 24h und nach 72h wurden
die GC-Glasflaischchen entnommen und ca. 5 Sekunden gevortext, um ein eventuelles
Ungleichgewicht der Konzentrationen innerhalb des Eluates auszugleichen. 100 ul Eluat
wurden in ein Glasinsert in einem GC-Glasflaschchen abpipettiert und 100pl
Essigsaureethylester zur Extraktion hinzugegeben, wobei sich die Phasen trennen. Um den
Ubergang und die Losung der organischen Bestandteile aus der wissrigen Phase des Eluates

in den Essigsaureethylester zu erreichen, wurden die GC-Glasflaschchen ca. 10 Sekunden
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gevortext. Um die Phasentrennung weiter zu verbessern, wurden die Proben bei 2800 U/m
fir 5 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurden 100 pl der sich oben absetzenden
Essigsdureethylesterphase mitsamt den gel6sten organischen Bestandteilen abpipettiert,
dicht verschlossen und durch die Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC-MS)

analysiert.

4.2.1.5. Vorbereitung der Priifkérper in Methanol
Hier wurden zu jeweils einem Probenplattchen 990 pl Methanol (LC—MS-Grade, ROTISOLV®>
99.9%, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 10 pl der methanolhaltigen Kaffeinlésung (1mg/ml)
hinzugegeben und vermengt, um eine Kaffeinendkonzentration von 10 pg/ml zu erhalten.
Dicht verschlossen wurden nach 24h und 72h, bei 37° C, 100ul des Eluates entnommen und

durch die GC-MS analysiert.

4.2.2. Analysedurchfiihrung zur Elution
Die Analyse der Eluate wurde an einem Finnigan TRACE Ultra Gaschromatographen (GC) mit
Verbindung zu einem Dual-Stage Quadrupole (DSQ) Massenspektrometer (Thermo Electron,
Dreieich, Deutschland) durchgefuhrt. Fir die gaschromatographische Abscheidung wurde
eine J&W VF-5ms GC Kapillarsdule (Ldnge 30m, Beschichtung 0.25um, Innendurchmesser
0.25mm; Agilent, Boblingen, Deutschland) verwendet. Das Tragergas war Helium 5.0, das mit
einer konstanten FlieBrate von 1ml/min eingesetzt wurde. Die Transferleitung zum
Massenspektrometer wies eine Temperatur von 250°C auf. Jede Injektion von 1ul wurde in
einem Losungsmittelabscheidungsmodus durchgefiihrt. Um den Losungsmitteliiberschuss
verdunsten zu lassen, wurde der programmierbare Temperaturverdampfungszulauf (PTV) bei
65°C Uber eine Minute im Abscheidungsmodus betrieben (30 ml/min), um dann, fir die
KapillarGbertragung, fur zwei Minuten auf 280°C aufgeheizt zu werden. Die Ofentemperatur
des Gaschromatographen wurde zunachst fir zwei Minuten isotherm bei 50°C gehalten, dann
langsam auf 280°C (25°C/min) erhoht und schlieRlich fir 5 Minuten auf dieser Temperatur

belassen [166].

Der Massenspektrometer wurde im Elektronenaufprallmodus bei 70eV betrieben
(lonenquellentemperatur: 240°C); nur positive lonen wurden dabei gescannt. Die Proben
wurden im vollen Scanmodus (m/z 50-600) mit einer Scanrate von 4/min aufgenommen.
Durch das in Bezug setzen der Messergebnisse zum internen Kaffeinstandard (0.01mg/ml

Kaffein = 100%) konnten die relativen, durch den Kunststoff freigesetzten Substanzmengen
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bestimmt werden. Alle Eluate wurden vier Mal analysiert (n=4). Uber einen Abgleich der
Massenspektren und der Retentionszeiten mit den entsprechenden Referenzstandards wurde
die Identifizierung der gefundenen Substanzen vorgenommen, wobei fiir jede Substanz eine
Kalibrierung vorgenommen wurde. AuBerdem erfolgte bei nicht zuordenbaren
Massenspektren und Retentionszeiten ein Abgleich mit der NIST/EPA Bibliothek und

Literaturdaten, um alle gelésten Subtanzen aufdecken zu konnen [82].

4.2.3. Versuchsaufbau zur Zytotoxizitatsbestimmung im XTT-Test

4.2.3.1. Chemikalien
Die im Sicherheitsdatenblatt gelisteten (Meth-) Acrylate THFMA, BDDMA und TPGDA (siehe
Tabelle 1), zu denen keine ECso-Werte bei HGF vorlagen, wurden von Sigma-Aldrich
(Weinheim, Deutschland) bezogen. Eine Losung dieser erfolgte durch Dimethylsulfoxid
(DMSO, 99% Reinheit; Merck, Darmstadt). Nach der Verdiinnung mit Dulbecco’s modified
eagle’s Medium (DMEM) (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) betrug die DMSO
Konzentration < 1%. Die Kontrollzellen wurden nur mit Medium behandelt, die
Negativkontrolle erfolgte mit Triton X (1%; Sigma-Aldrich, Weinheim, Deutschland) in

Medium.

4.2.3.2. Zellkulturen
Die HGF wurden von Provitro GmbH (Bestellnr.: 1210412; Berlin, Deutschland) bezogen. Die
Anzucht der HGF erfolgte in Zellkulturflaschen im Inkubator (37°C, 5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit) bis zu einer Zellkonfluenz von 75 - 85%. Als Zellmedium diente Quantum 333,
welchem L-Glutamin und 1% antibiotische/antimykotische Losung (10,000 Einheiten/ml
Penicillin, 25 mg/ml Streptomycinsulfat, 25 mg/ml Amphotericin B; (PAA Laboratories GmbH,
Colbe, Deutschland)) hinzugesetzt wurden. Nach Erreichen der gewlinschten Konfluenz wurde
das Medium entfernt, die Zellen mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, PAA Laboratories GmbH) umspiilt und durch kurze Hinzugabe von

Trypsin/EDTA (PAA Laboratories GmbH) vom Boden abgelost.

4.2.3.3. XTT-Test
100ul Medium (DMEM) mit 20.000 Zellen/Well wurden in eine 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert. Nach 24h Inkubation wurde das Medium entfernt und durch Medium mit THFMA
(0,01- 10mM), BDDMA (0.1- 30mM ) und TPGDA (0.1- 30mM) ersetzt und erneut fiir 20h in den
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Inkubator (37°C, 5% CO; und 100% Luftfeuchtigkeit) gegeben. Kontrollzellen wurden reinem
Medium oder Medium mit DMSO (Konzentration <10%) ausgesetzt. Triton X-100 (1%) diente
als Negativkontrolle. AnschlieRend, und damit 4h vor der spektrofotometrischen Auswertung,
wurden die Zellen umspilt und ein Gemisch aus XTT (sodium 3 -[1-(phenylaminocarbonyl)-
3,4-tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate) mit einem
Elektronen-Kopplungs-Reagenz  (PMS  [N-methyldibenzopyrazine methyl sulphate])
hinzugegeben. Nach weiteren 4h im Inkubator wurde die Formazanbildung bei 450nm
(Referenzwellenlange 670nm) spektrofotometrisch bestimmt (MULTISKAN FC; Thermo Fisher
Scientific (Shanghai) Instruments co., Ltd., China). Drei unabhangige Versuche (n=3) wurden

durchgefiihrt.

4.2.4. Schienenkonstruktion und -vermessung
Ein Standard Arbeitsmodell AG-3 (32 Zdhne; Frasaco GmbH, Tettnang, Deutschland) wurde
eingescannt (Zirkonzahn.Scan®, Zirkonzahn S.R.L.,, Gais, Italien) und jeweils eine
Michiganschiene flr Ober- und Unterkiefer konstruiert (ZIRKONZAHN.Modellier®, Zirkonzahn
S.R.L.). Die minimale okklusale Materialstarke wurde auf 1,5mm, die Peripherie mit einer
Materialstarke von 1mm festgelegt. Das Schienenvolumen und die Schienenoberflache
wurden im Anschluss durch messtechnische Software (Geomagic Control X, 3D Systems, Rock

Hill, South Carolina, USA) vermessen.

4.2.5. Datenauswertung der GC/MS und XTT-Test Ergebnisse
Die Ergebnisse dieser Versuche werden als Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in den

Tabellen 3-6 angegeben.

4.2.6. Versuchsaufbau zur Messung des bakteriellen Wachstums

4.2.6.1. Priifkorperherstellung
Jeweils 16 Priifkorper eines Materials wurden in der gleichen Art und Weise, mit der gleichen
Dimensionierung und den gleichen Arbeitsschritten wie im Elutionsversuch hergestellt und

poliert (siehe Punkte 3.2.1.1 und 3.2.1.2).

4.2.6.2. Desinfektion der Priifkdrper
Da die verwendeten Materialien vom Hersteller nicht als autoklavierbar deklariert sind,
musste eine effektive Desinfektionsmethode gefunden werden. Eine kurzzeitige Desinfektion
von einer Minute mit Alkohol erwies sich als nicht ausreichend. Gute Ergebnisse lieRen sich
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schliefRlich mit 0,5ml einer 2-prozentigen Chlorhexidindigluconatlésung (Speikosept, Speiko®,
Minster, Deutschland) und einer Einwirkzeit von 12h fiir jeden Prifkérper erzielen. Nach der
Einwirkzeit wurden die Prufkérper mit einer sterilen Pinzette entnommen und tiberschissiges
Chlorhexidindigluconat durch ein ausgiebiges Umspiilen mit steriler 0,9%-iger Kochsalzlésung

(Fresenius Kabi, Bad Homburg von der Hohe, Deutschland) geldst.

4.2.6.3. Bakterienauswahl und Stammhaltung
Bei den verwendeten Bakterien fiel die Wahl zum Einen auf die fir die Kariesbildung hoch
relevante Bakterienspezies S. mutans [167] aus der Gattung der Streptokokken, sowie aus der
Familie der Aktinomyzeten das Bakterium A. naeslundii, welches sich als eines der ersten
Bakterien auf den oralen Oberflachen anlagert, ein starker Plaquebildner ist und mit der

Entstehung von Parodontitis und Karies in Verbindung gebracht wird [168].

Bakterienstamm DSM-Nummer
Streptococcus mutans 20523
Actinomyces naeslundii 17233

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Die bei -80°C tiefgefrorenen Stammkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) wurden bei
Raumtemperatur (21 + 2°C) aufgetaut und mit einer sterilen Impfése (VWR, Radnor, PA, USA)
in Form eines Dreifelderausstrichs auf Schadler-Agar-Platten (BD Schaedler Agar mit Vitamin
K1 und 5% Schafblut, Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA) Gberimpft und im
Inkubator (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) bei 60% Luftfeuchtigkeit, 5,8%
CO; und 37°C fir 48h kultiviert. Zur weiteren Stammbhaltung erfolgte alle drei bis vier Tage
eine erneute Uberimpfung auf frische Schidler-Agar-Platten. Nach jeweils 14-21 Tagen

erfolgte eine Kultivierung neuer Bakterienstimme aus den tiefgefrorenen Stammbkulturen.

4.2.6.4. Nahrmedienauswahl
Als Flussignahrlosung zur Bakterienanzucht auf den Prifkérpern wurde auf Brain Heart
Infusion (BHI) - Medium (DSMZ-Medium Nr. 215) zurlickgegriffen, welches nach
Herstellerangaben im Verhaltnis 11,1g BHI zu 300ml destilliertem Wasser in
schraubverschlieBbaren Glasflaschen angesetzt und dicht verschlossen bei 121°C fir 15
Minuten im Dampfsterilisator (H+P, Miinchen, Deutschland) autoklaviert wurde. Die Lagerung

erfolgte anschlieRend unter Ausschluss von Licht bei 4°C. Nach Offnung wurde die Nihrlésung
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nach Ablauf von zwei Tagen verworfen. Als festes Nahrmedium fiir die Bakterienanzucht in
der Versuchsvorbereitung und zur Ausplattierung der KBE am Ende der Versuchsreihe fiel die

Wahl auf Schadler-Agar-Platten.

4.2.7. Versuchsaufbau zur Bakterienadharenz
Der Versuch wurde fiir jedes Material (jeweils mit einem neuen Prifkorper) 16 Mal (n=16)

wiederholt.

4.2.7.1. \Versuchsphase 1
Jeweils ein steriler Priifkorper eines Materials wurde mit der unpolierten Seite nach unten in
ein 15ml Falcon-Réhrchen gegeben. Die Beimpfung mit den Bakterienstammen erfolgte durch
das Aufnehmen von Bakterien der zwei Tage zuvor angesetzten Dreifelderausstriche mit einer
Impfdse und dem anschlieenden Einbringen dieser in ein Eppendorf-Reaktionsgefall mit 1ml
BHI, bis eine Triibung nach McFarland-Standard von 6.0 erreicht wurde. Dies entspricht einer
geschitzten Bakterienkonzentration von 18 x 102 Zellen/ml. Die Bakteriensuspension wurde
ca. 10 Sekunden gevortext, mit einer Pipettenspitze 100ul der Suspension zum Prifkorper in
die Falcon-Rohrchen gegeben und 2ml sterile BHI-Nahrlosung hinzupipettiert. Um eine
gleichmaRige Verteilung der Bakteriensuspension und Umspulung der Prifkdrper zu erzielen,
wurden die dicht verschlossenen Falcon-Réhrchen bei 37°C fiir 120h in einem Forma Orbital
Shaker (Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts, USA) platziert. Nach 48h
erfolgte ein Teilwechsel der Nahrlésung, indem jeweils 1ml Ndhrldsung mit einer Pipette

entnommen und durch 1ml frische BHI-Nahrlosung ersetzt wurde.

4.2.7.2. Versuchsphase 2
Nach Entnahme der Falcon-Réhrchen aus dem Forma Orbital Shaker wurde der Prifkorper
vorsichtig mit einer sterilen Pinzette in ein Eppendorf-Reaktionsgefall mit 2ml Kochsalzlésung
gegeben und leicht geschwenkt, um nicht anheftende Bakterien wegzuschwemmen. Der
Priifkorper wurde wieder vorsichtig entnommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefall mit
1ml Kochsalzlésung gegeben, dicht verschlossen, um dann 60 Sekunden gevortext zu werden.
Hierbei sollte der anheftende Biofilm mitsamt den Bakterien geldst werden. Mit dieser
Ausgangslosung wurde in einem weiteren Eppendorf-Reaktionsgefall eine Verdiinnungsreihe
mit dem Faktor 10 mit 900ul Kochsalzlésung und 100ul der Ausgangslosung gestartet. Nach
10 Sekunden auf dem Vortexgerat wurden auch von dieser Verdiinnung 100ul entnommen

und mit 900ul Kochsalzlosung um den Faktor 10 weiter verdiinnt. Die Verdiinnungsreihe
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wurde bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10 fortgesetzt. Nun folgte die Ausplattierung auf
Schadler-Agar-Platten, wobei jeweils 100ul jeder Verdiinnung sowie der Ausgangslosung mit
einem Spatel (VWR) ausgestrichen wurden. Die Schadler-Agar-Platten wurden fiir 72h
inkubiert, um anschlieRend die nun sichtbaren KBE auszahlen zu konnen. Einbezogen wurden
dabei nur Platten mit einer Kolonienzahl von 20- 1000 KBE. Traf dies fiir mehrere Platten tber
mehrere Verdiinnungsstufen einer Versuchsreihe zu, wurden diese gemittelt. Die Anzahl der
KBE/ml ergibt sich aus der Zahl der gezadhlten KBE multipliziert mit dem Verdinnungsfaktor

der jeweiligen Probe.

Abbildung 9: Beispiele von bebriteten Schadler-Agar-Platten: (a) S. mutans, (b) A. naeslundii

4.2.8. Statistische Auswertung zum bakteriellen Wachstum
Neben einer deskriptiven Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte eine statistische
Auswertung mittels SPSS-Software (SPSS Version 24, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Um eine
mogliche Normalverteilung der Daten nachzuweisen, wurde ein Shapiro-Wilks-Test
durchgefiihrt (a-Level 0,05). Zur Analyse der Daten wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschlieBendem Tukey-HSD-Post-Hoc-Test angewendet. Zusatzlich wurden die
Daten auf Varianzhomogenitdt mittels des Levene-Tests untersucht, was als

Testvoraussetzung fiir die ANOVA von Noten ist.
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5. Ergebnisse

5.1.Ergebnisse der Elution
Durch die 24h- bzw. 72h-Elution in Wasser und Methanol konnten aus den untersuchten
Materialien insgesamt elf verschiedene, geloste Substanzen, darunter sechs Methacrylate

nachgewiesen werden. Diese sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Zusammenfassend kann vorweggenommen werden, dass es in SHERAORTHOMER und
SHERAeco-disc PM20 im Losungsmittel Wasser, trotz teils hohen Loslichkeiten in Methanol,
zu keiner nachweislichen Loslichkeit von Methacrylaten und Additiven kam. Bei SHERAprint-

ortho plus konnte das Methacrylat THFMA in Methanol und auch in Wasser nachgewiesen

werden.

Substanz- Substanzname Funktion Molekulargewicht CAS-

abkiirzung (g/mol) Nummer

BDDMA 1,4 Butylene glycol (Ko-)Monomer 226,27 2082-81-7
dimethacrylate

BHT 2,6-Di-tert-butyl-4- Inhibitor, 220,35 128-37-0
methylphenon Antioxidant

BP Biphenyl Initiator 154,21 92-52-4

BPE Phenyl benzoate Initiator 198,22 93-99-2

DCHP Dicyclohexylphtalat Weichmacher 330,42 84-61-7

EGDMA Ethylene glycol (Ko-)Monomer 198,22 97-90-5
dimethacrylate

HEMA 2-Hydroxyethyl (Ko-)Monomer 130,14 868-77-9
methacrylate

HPMA 3-Hydroxyprophyl (Ko-)Monomer 144,17 27813-02-1
methacrylate

MMA Methyl methacrylate (Ko-)Monomer 100,12 80-62-6

THFMA Tetrahydrofurfuryl (Ko-)Monomer 170,21 2455-24-5
methacrylate

TinP 2-(2’-Hydroxy-5"- Fotostabilisator 225,25 2440-22-4
methylphenyl)benzotriazol,
Tinuvin P

Tabelle 3: Nachgewiesene Substanzen, deren Funktion, sowie Molekulargewicht und CAS-Nummer [27].
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5.1.1. GelGste Substanzen aus SHERAprint-ortho plus
Aus SHERAprint-ortho plus konnte im Loésungsmittel Wasser einzig das (Ko-)Monomer THFMA
mit einer Konzentration von 2,03 (+0,22)umol/l nach 24h bzw. 7,47 (+2,77)umol/| nach 72h

detektiert werden.

THFMA konnte neben vier weiteren (Ko-)Monomeren (MMA, HEMA, HPMA und EGDMA) auch
in Methanol in messbaren Mengen in Lésung gehen. Zudem wurden in Methanol der Inhibitor

BHT und der Fotostabilisator TinP detektiert.

SHERAprint-ortho plus (additive Fertigung)

Substanz MeOH
M £ SD [uM] 24h 72h
MMA 66,09 70,32
+ 16,74 7,45
HEMA 238,98 378,98
+ 33,02 37,12
HPMA 57,16 108,14
+ 9,89 15,76
THFMA 100,83 131,92
+ 10,82 3,08
EGDMA 1,36 3,30
+ 0,21 2,53
BHT 0,12 0,37
+ 0,04 0,10
TinP 1,08 1,34
+ 0,92 1,45
Substanz H:0
M £ SD [uM] 24h 72h
THFMA 2,03 7,47
+ 0,22 2,77

Tabelle 4: Qualifizierung und Quantifizierung von Substanzen aus Wasser- und Methanol-Eluaten aus
SHERAprint-ortho plus nach 24h bzw. 72h. Angaben in Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) [uM] [27].
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5.1.2. Geldste Substanzen aus SHERAORTHOMER

Aus SHERAORTHOMER konnten im Losungsmittel Wasser keine geldsten (Ko-)Monomere oder

Additive festgestellt werden.

In Methanol konnten die Methacrylate MMA und BDDMA, der Fotostabilisator TinP, der
Weichmacher DCHP, sowie die BP und BPE nachgewiesen werden, wobei beide letzteren die
Zerfallsprodukte des in PMMA héaufig eingesetzten Initiators Dibenzoylperoxid (DBP) sein
konnten [71](Seite 328).

SHERAORTHOMER (klassische Fertigung)

Substanz MeOH
M £ SD [uM] 24h 72h
MMA 8.173,80 8.768,23
+ 963,08 148,65
BP 2,90 3,10
+ 0,28 0,28
BDDMA 148,32 161,00
+ 48,37 52,13
BPE 434,82 481,70
+ 20,52 25,77
TinP 368,05 440,16
+ 31,15 20,14
DCHP 3,14 5,48
+ 0,65 1,08

Tabelle 5: Qualifizierung und Quantifizierung von Substanzen aus Methanol-Eluaten von SHERAORTHOMER nach
24h bzw. 72h. Angaben in Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) [uM] [27].

5.1.3. Geloste Substanzen aus SHERAeco-disc PM20
Aus SHERAeco-disc PM20 konnten im Losungsmittel Wasser keine geldsten (Ko-)Monomere

oder Additive festgestellt werden.

In Methanol gingen nachweislich das Monomer MMA, sowie die Initiatorbestandteile BP und

BPE in Losung.
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SHERAeco-disc PM20 (subtraktive Fertigung)

Substanz MeOH

M £ SD [uM] 24h 72h

MMA 2.383,28 3.513,53
+ 237,62 226,98

BP 30,94 55,83
+ 2,90 1,92

BPE 957,21 1.676,58
+ 109,87 76,96

Tabelle 6: Qualifizierung und Quantifizierung von Substanzen aus Methanol-Eluaten von SHERAORTHOMER nach
24h bzw. 72h. Angaben in Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) [uM] [27].

5.2.Ergebnisse zur Zytotoxizitatsbestimmung im XTT-Test
Die Ergebnisse zur Bestimmung der halbmaximalen Effektkonzentration (ECso) von THFMA,
BDDMA und TPGDA fiir HGF, sowie die relative Toxizitdt - definiert als das Verhéaltnis der
Zytotoxizitat (in Form des ECso-Wertes) von BDDMA bzw. TPGDA zum ECso von THFMA - sind

in Tabelle 6 dargestellt.

ECso(M+SD) [uM)] Relative Toxizitéit
THFMA 3.006,0 + 408 1
BDDMA 2.569,5 £ 308 1,2
TPGDA 596,7 + 88 5,0

Tabelle 7: ECso-Werte (Angaben in Mittelwert (M)tStandardabweichung (SD) in [uM]) und relative Toxizitdt von
THFMA, BDDMA and TPGDA fiir HGF [27].
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5.3.Ergebnisse zur Schienenvermessung
Die Vermessung der konstruierten Michiganschienen flr die Risikoanalyse zum
Elutionsversuch ergab fiir eine Unterkieferschiene eine Oberfliche von 5.153,9mm? und ein
Volumen von 3.198,9mm?3 sowie fiir eine Oberkieferschiene eine Oberfliche von 5.128,6mm?
und ein Volumen von 3.217,9mm?3 (siehe Abb. 10). Der Mittelwert zwischen Ober- und

Unterkiefer betragt folglich 5.141,25mm? Oberflache und 3208,4mm?3 Volumen.

volume: 3217,9 mn’

surface area: 5128.6 mm®

surface area: 5153.9 im?®

Abbildung 10: Konstruktion von Michiganschienen fiir Ober- und Unterkiefer mit Vermessung von

Schienenoberfliche (in mm?) und -volumen (in mm3) [27].
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5.4.Ergebnisse zur Messung des bakteriellen Wachstums

5.4.1. Actinomyces naeslundii
Tabelle 7 zeigt Mittelwert und Standardabweichung der drei getesteten Materialien, wobei

die Werte sich auf KBE/ml beziehen. Diagramm 1 stellt dies grafisch dar.

Schienenmaterial Mittelwert (KBE/ml)  Standartabweichung (KBE/ml) N
SHERAprint ortho plus 55.631,3 +20.494,7 16
SHERAeco-disc PM20 48.725,0 +19.680,8 16
SHERAORTHOMER 67.737,5 $+21.175,9 16

Tabelle 8: Messwerte von A. naeslundii in KBE/ml auf den untersuchten Materialien

Actinomyces naeslundii

100000

90000
80000
70000
60000

50000

KBE/ml

40000

30000
20000

10000

0
SHERAprint-ortho plus SHERAeco-disc PM20 SHERAORTHOMER

Diagramm 1: Mittelwert und Standardabweichung von A. naeslundii auf den untersuchten Materialien und
signifikanter Unterschied (a < 0,05) zwischen SHERAeco-disc PM20 und SHERAORTHOMER.

Der Shapiro-Wilk-Test zeigt in Tabelle 8 eine Normalverteilung der Ergebnisse.

Schienenmaterial Statistik df Signifikanz
SHERAprint-ortho plus 0,909 16 0,111
SHERAeco-disc PM20 0,924 16 0,195
SHERAORTHOMER 0,972 16 0,868

Tabelle 9: Shapiro-Wilk-Test zu den Ergebnissen mit A. naeslundii
Die Datenvarianz zeigt sich im Levene-Test in Tabelle 9 homogen (Sig. = 0,877).

F dfl df2 Sig.
0,132 2 45 0,877
Tabelle 10: Levene-Test zu den Ergebnissen mit A. naeslundii
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Die ANOVA ergab einen signifikanten Einfluss des getesteten Materials auf die Anzahl der KBE
von A. naeslundii (in KBE/ml), welche an den Priifkorpern adharent wurden (p=0,037). Daraus
ergibt sich eine Effektstdrke von n?=0,136. Die nachfolgend durchgefiihrten Post-Hoc-Tests
mittels Tukey-HSD-Test ergaben einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
SHERAeco-disc PM20 und SHERAORTHOMER (p=0,031). Dies ist auch in Diagramm 1
dargestellt. Bei SHERAprint-ortho plus wurden keine signifikanten Unterschiede zu den

Vergleichsmaterialien festgestellt.

Multiple Comparisons
Abhangige Variable: KBE_ml
Tukey-HSD 95%-Konfidenzinterwall
()Gruppe (J)Gruppe Mittlere Standardfehler Sig. Untergrenze = Obergrenze
Differenz (I-J)

SHERAeco-disc SHERAprinto-rtho -6906,2500 7233,56794 0,609  -24437,6236 = 10625,1236
PM20 plus

SHERAORTHOMER -19012,5000* 7233,56794 0,031 -36543,8736 -1481,1264
SHERAprint-ortho = SHERAeco-disc -6906,2500 7233,56794 0,609 @ -10625,1236 24437,6236
plus PM20

SHERAORTHOMER -12106,2500 7233,56794 0,226 -29637,6236 5425,1236
SHERAORTHOMER SHERAeco-disc 19012,5000* 7233,56794 0,031 1481,1264 36543,8736

PM20

SHERAprint-ortho 12106,2500 7233,56794 0,226 = -5425,1236 29637,6236

plus

Grundlage: beobachtete Mittelwerte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate (Fehler) = 418596041,667

*Die mittlere Differenz ist auf das 0,05-Niveau signifikant.
Tabelle 11: Tukey-HSD zu den Ergebnissen mit A. naeslundii

5.4.2. Streptococcus mutans
Tabelle 11 zeigt Mittelwert und Standardabweichung der drei getesteten Materialien, wobei

die Werte sich auf KBE/ml beziehen. Diagramm 2 stellt dies grafisch dar.

Schienenmaterialien Mittelwert (KBE/ml) Standartabweichung (KBE/ml) N
SHERAeco-disc PM20 52.603,1 +26.041,5 16
SHERAprint-ortho plus 65.846,9 +25.073,7 16
SHERAORTHOMER 49.240,6 +24.745,8 16

Tabelle 12: Messwerte von S. mutans in KBE/ml auf den untersuchten Materialien
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Streptococcus mutans
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Diagramm 2: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung von S. mutans auf den untersuchten
Materialien

Der Shapiro-Wilk-Test zeigt in Tabelle 12 eine Normalverteilung der Ergebnisse.

Schienenmaterialien Statistik df Signifikanz
SHERAprint-ortho plus 0,937 16 0,319
SHERAeco-disc PM20 0,932 16 0,264
SHERAORTHOMER 0,921 16 0,174

Tabelle 13: Shapiro-Wilk-Test zu den Ergebnissen mit S. mutans

Die Datenvarianz zeigt sich im Levene-Test homogen (Sig. = 0,985).

F df1 df2 Sig.
0,015 2 45 0,985
Tabelle 14: Levene-Test zu den Ergebnissen mit S. mutans

Bei S. mutans ergab die ANOVA keinen signifikanten Einfluss des getesteten Materials auf die

Anzahl der KBE/ml, welche an den Priifkorpern adharent wurden (p = 0,157).
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6. Diskussion

Die Biokompatibilitat dentaler Kunststoffe ist von zentraler Bedeutung fiir den Erhalt der
Gesundheit von Patienten und Personen mit beruflicher Exposition. Das erste Ziel dieser
In-vitro-Studie war es daher, drei PMMA-basierte dentale Schienenkunststoffe auf ihr
Loslichkeitsverhalten hin zu untersuchen, um eine erste Einschatzung ihrer Biokompatibilitat
vornehmen zu koénnen. Hierfir wurden das Klasse lla-zertifizierte und fir die additive
Herstellung entwickelte SHERAprint-ortho plus®, das subtraktiv zu bearbeitende und unter
Industriebedingungen polymerisierte SHERAeco-disc PM20, sowie, aus dem Bereich der
klassischen Methode, das im zahntechnischen Labor in der Anteigmethode verarbeitete
Kaltpolymerisat SHERAORTHOMER ausgesucht. Die gefertigten Prifkérper wurden fir 24h
bzw. 72h in den Losungsmitteln Wasser und Methanol eluiert und anschlieBRend durch
Gaschromatografie und Massenspektrometrie auf Rickstande chemischer Substanzen hin
analysiert. Die eluierten Substanzen werden folgend anhand vorliegender Literatur diskutiert
und in einer Risikoanalyse Hochrechnungen der gemessenen Konzentrationen aus den
Priifkorpern auf SchienengréRRe vorgenommen. Die errechneten Werte werden anschlieRend
mit vorliegenden ECso-Werten aus der Literatur oder, wo fehlend, mit ECso- Werten aus eigens

durchgefiihrten XTT-Zytotoxizitatstest verglichen und die Ergebnisse diskutiert.

Eine Gewebeschadigung kénnte jedoch nicht nur direkt durch die gelésten Substanzen selbst,
sondern auch indirekt Gber ein durch diese Substanzen vermehrtes bakterielles Wachstum auf
den Materialien hervorgerufen werden [18]. Weiterhin bedingen die
Materialzusammensetzung und der Herstellungsprozess die Oberflacheneigenschaften,
welche unmittelbaren Einfluss auf die Biofilmanlagerung haben kénnen. So sollten neu
entwickelte zahnmedizinische Materialien immer auf ihre Anfalligkeit flr die Anlagerung von
Karies und Parodontitis verursachenden Bakterien getestet werden. Folglich beschaftigte sich
der zweite Teil dieser Studie mit dem Wachstum der Monospezieskulturen von S. mutans und
A. naeslundii auf den bereits beschriebenen Schienenkunststoffen. Hierbei wird die
Nullhypothese aufgestellt, dass keine signifikanten Unterschiede in der absoluten Anzahl
adharenter KBE, in Betrachtung von Monospezieskulturen mit S. mutans und A. naeslundii,

zwischen den getesteten Materialien und Herstellungsprozessen bestehen.
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6.1. Diskussion von Material und Methode zum Elutionsversuch

6.1.1. Auswahl der Kunststoffe
Durch technischen Fortschritt ist auch in der Zahnmedizin die additive Fertigung in den letzten
Jahren immer weiter in den Fokus der Forschung und Wissenschaft von Industrie und
Universitaten gerlickt. Neben der technischen Umsetzbarkeit haben die Materialien und
deren Eigenschaften eine zentrale Rolle in der Entwicklung eingenommen. Ein additiv
eingesetztes Material zur Herstellung von Aufbissbehelfen ist das PMMA-basierte SHERAprint-
ortho plus (SHERA®), welches die Klasse lla-Zertifizierung gemaR dem Medizinproduktegesetz
halt und damit nicht nur bis zu 30 Tage in der Mundhdhle, sondern auch in chirurgisch
geschaffenen Korperhohlen verweilen darf. Durch Betrachtung der Biokompatibilitdt von
SHERAprint-ortho plus setzt sich diese Studie mit der Frage nach dem Elutionsverhalten und
den Materialeigenschaften in Bezug auf bakterielles Wachstum und Adhésion auseinander.
Neben einem additiven Schienenmaterial sollten in dieser Studie auch Schienenmaterialien
aus der subtraktiven und klassischen Fertigung aus dem Labor untersucht werden. Da die
Polymerisation der Rohlinge aus der subtraktiven Fertigung unter Industriebedingungen mit
standardisierten Druck- und Temperaturverhaltnissen ablduft, ist anzunehmen, dass diese in
Bezug auf Biokompatibilitdt und Homogenitidt eine hohe Giite aufweisen. Als Material der
subtraktiven Fertigung wurde SHERAeco-disc PM20 (SHERA®) ausgewahlt. Die klassisch-
manuelle Fertigung im zahntechnischen Labor ist weiterhin sehr weit verbreitet und in Sachen
Homogenitat und Biokompatibilitat auch abhangig von den vorherrschenden Verarbeitungs-
und Polymerisationsbedingungen. Hierfiir wurde das Kaltpolymerisat SHERAORTHOMER

(SHERAZ®) als klassisch-laborgefertigtes Material zur Testung herangezogen.

6.1.2. Herstellung der Priifkorper
Die Prifkorperplattchen in Zylinderform hatten einen Durchmesser von 6mm und eine Hohe
von 2mm. Diese Abmessungen wurden bereits von Autoren anderer Studien zur
Loslichkeitsbestimmung von methacrylatbasierten dentalen Fiullungskunststoffen verwendet
[82, 83]. Bei SHERAORTHOMER wurde die Anteigmethode mit anschlieRender
Drucktopfpolymerisation der Streumethode vorgezogen. Unter Verwendung eines
Drucktopfes kamen Nik et al. [12] zu dem Ergebnis, dass die Streumethode gegeniiber de
Anteigmethode eine geringere Restmonomermenge verursache. Ohne Drucktopf-
polymerisation sei die Anteigmethode vorzuziehen. Ica et al. [72] stellten bei einigen
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kieferorthopadischen Kunststoffen bei Vergleich zwischen Anteig- und Streumethode

ebenfalls hohere Restmonomerwerte bei der Anteigmethode fest.

Anhand eines Politurprotokolls (siehe Anhang) wurden eine Zylinderquerschnittsfliche und
die umlaufende Umrandung der Probenkdrper hochglanzpoliert. Die zweite
Zylinderquerschnittsflache blieb unpoliert, da auch bei Schienen oder Prothesen aufgrund der
sich sonst einstellenden Passungenauigkeit die Unterseite keiner Politur unterzogen wird. Die
Politur hat mindernden Einfluss auf den Restmonomergehalt [71, 169] (Seite 328). Dies wurde
beispielsweise an einem Infiltranten gezeigt, wobei sich durch eine Politur die Loslichkeit
einzelner Substanzen um bis zu einer Zehnerpotenz senken liel§, was mitunter auch an der
Warmeentwicklung mit positiver Auswirkung auf den Grad der Polymerisation liegen kdnnte
[170]. Ein wichtiger Aspekt ist, dass die Politur auch mit einer Verkleinerung der Oberflache
einhergeht, die einen entscheidenden Einfluss auf die eluirbaren Restmonomermengen haben
konnte [171]. Gongalves et al. [79] stellten fest, dass ein Autopolymerisat nach mechanischer
Politur gegentiber der chemischen Politur (MMA bei 70°C) eine signifikant geringere

Restmonomerelution aufweise und die mechanische Politur daher vorzuziehen sei.

Dartiber hinaus fuhrt die Politur zu einer signifikanten Verringerung der bakteriellen

Oberflachenbesiedelung [141, 142].

6.1.3. Messmethode

Zur Analyse des Elutionsverhaltens wurde die Gaschromatografie herangezogen. Diese
Methode wurde schon durch viele andere Autoren zur Bestimmung der Elution aus PMMA
verwendet [77, 79, 112, 172, 173]. Lung und Darvell [173] empfehlen zur MMA-Bestimmung
aus PMMA die Verwendung der GC. Als Detektor wurde die hochkompatible
Massenspektrometrie verwendet, wodurch eine optimale Identifikation der Substanzen mit
detaillierten Strukturinformation moglich ist [90]. Eine weitere haufig verwendete Methode
ist die Hochleistungsflissigchromatografie (high performance liquid chromatography /HPLC)
[11, 73, 86].

Die deutlichen Vorteile der GC liegen in der Spurenanalytik und der Aufschlisselung
komplexer Testsubstanzen durch eine entschieden hohere Bodenzahl der Trennsaule und oft
empfindlichere Detektoren. Im selben Zeitfenster werden dadurch mehr Substanzen

aufgetrennt [88]. Es lassen sich kleinere fliichtige Molekiile wie (Ko-)Monomere und Additive
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besser als Basismolekiile mit hohem Molekulargewicht analysieren, welche teilweise nur an
ihren Zerfallsprodukten erkannt werden kénnen [85]. Das Anwendungsspektrum der GC ist
aufgrund der Voraussetzung der unzerstorten Verdampfbarkeit der (iberwiegend fllichtigen)
Substanzen im Vergleich zur HPLC kleiner. In der HPLC lassen sich, sobald eine ausreichende
Loslichkeit in der mobile Phase besteht, auch thermisch instabile und nicht fllichtige Stoffe
wie Zellproteine oder andere Zellsyntheseprodukte analysieren, die nicht fir die GC-Analyse

geeignet waren [87].

Wie auch in bereits zitierten Studien dargestellt, kann die Gaschromatografie in Verbindung
mit Massenspektrometrie bei PMMA als geeignete Methode zur detaillierten Aufschliisselung

von l6slichen Substanzen und deren Mengen angesehen werden.

6.1.4. Auswahl des Losungsmittels
In der vorliegenden Studie wurden die Proben sowohl in Methanol als auch in Wasser eluiert.
Wasser bietet dabei die beste Vergleichbarkeit zu Dentinliquor und menschlichem Speichel
[82, 174]. Aus den Ergebnissen zum Elutionsverhalten der drei unterschiedlichen, PMMA-
basierten Kunststoffe geht hervor, dass es in Abhangigkeit vom Elutionsmedium (MeOH und
H.0) einen deutlichen Unterschied in der Zahl und in der Menge der sich nachweisbar
ldsenden Monomere und Additive gibt. Auch die Ergebnisse dieser Studie zum
Elutionsverhalten zeigen, dass sich die Gberwiegende Zahl der Substanzen nur in Methanol
nachweisen lieB. Auch war die Léslichkeit der Substanzen in Methanol um ein Vielfaches héher

war als die Loslichkeit in Wasser.

Diese Abhéangigkeit vom Elutionsmedium konnte bereits in vielen Studien festgestellt werden
[82, 175] und hangt stark mit der unterschiedlichen Loslichkeit der Substanzen zusammen.
Dies liegt unter anderem daran, dass viele (Ko-)Monomere und Zusatzstoffe eine sehr
schlechte Loslichkeit in wassrigen Losungsmitteln aufweisen. Eine Metaanalyse von
Van Landuyt et al. [171] zeigt unter anderem, dass es fir den GroRteil der eluirbaren
Bestandteile aus harzbasierten Kunststoffen eine groRere Freisetzung in organischen
Losungsmitteln gibt. Diese erhdhte Loslichkeit in organischen Losungsmitteln entsteht durch
die Tendenz der Monomere zur Hydophobizitdt und durch die verstarkte Durchdringung der
organischen Matrix durch Alkohol und andere organische Losungsmittel, sodass sich die
Abstdnde zwischen den Polymerketten vergréBern und insgesamt eine gréBere Zahl

ungebundener Monomere aus dem gelockerten Netzwerk in Losung gehen kann [63]. Je
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geringer die Unterschiede der Loslichkeitsparameter zwischen Losungsmittel und Polymer,
desto hoher letzten Endes die Loslichkeit [63]. Methanol als Losungsmittel mag von geringer
klinischer Relevanz sein; und doch ermdoglicht es, potenziell I6sliche Bestandteile aufzudecken,
die sich in einem Losungsmittel wie Wasser nicht oder nur unterhalb der Detektionsgrenze
|6sen. Zudem neigen (Ko-)monomere in Methanol weniger dazu, zu zerfallen, als in anderen

organischen Losungsmitteln wie beispielsweise Aceton [176].

Rothmund et al. [82] untersuchten die Freisetzung und die Proteinbindung von
Kompositbestandteilen in natirlichem (proteinhaltigem) Speichel und anderen
Losungsmitteln wie proteinfreiem Speichel, Wasser und Ethylacetat und kamen zu dem
Ergebnis, dass in natilrlichem (proteinhaltigem) Speichel eine signifikant geringere
Konzentration von (Ko-) Monomeren und Additiven zu finden war als in allen anderen
getesteten Losungsmitteln. Glykoproteine (wie Muzine, Histatine, Lysozym, Laktoferrin,
Statherin, prolinreichen Proteinen und a- Amylase) des Speichels kénnten durch die hohe
Reaktionsfreudigkeit der Methacrylate diese binden und damit unter physiologischen
Bedingungen womoglich zu einer geringeren toxischen Belastung fiihren [82], da aktive
Substanzen pharmakologische oder toxikologische Wirkungen nur dann entfalten konnen,

wenn sie frei und ohne Proteinbindung sind [84].

Folglich kdnnten im Speichel unter physiologischen Bedingungen geringere Konzentrationen

geloster Substanzen vorliegen als im Elutionsmittel Wasser.

6.1.5. Elutionszeitraum
Die Elutionszeit wurde auf 24h bzw. 72h festgelegt, denn der grofRte Anteil der |6slichen
Restmonomere und Additive geht in den ersten 24 Stunden in Lésung [77, 79, 82, 83, 177].
Ferracane und Condon [83, 177] stellten bei Fullungskompositen fest, dass in Wasser innerhalb
von drei Stunden 50% und in Ethanol bereits 75% der eluirbaren Bestandteile in Losung
gegangen waren. Dabei wird von einem asymptotischen Verlauf mit sprunghaftem Anstieg in
den ersten Stunden und sich anschlieender kontinuierlicher Abflachung des Graphen mit
Anndherung im Unendlichen ausgegangen. Van Landuyt et al. [171] merken dazu an, dass
dieser Schluss auch durch das Erreichen des Sattigungsgleichgewichts zwischen Losungsmittel

und l6slichen Restsubstanzen falsch gezogen sein kénnte.
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6.2.Diskussion von Material und Methode zum bakteriellen Wachstum

6.2.1. Auswahl der Bakterien

Das orale Mikrobiom umfasst nach Verma et al. [178] Giber 750 Spezies. Einigen Spezies kommt
dabei eine besondere klinische Bedeutung in der Entstehung von Krankheiten des
Mundraumes wie Karies, Gingivitis und Parodontitiden zu. Unter diesen ist das gram-positive,
fakultativ anaerobe Bakterium S. mutans (aus der Gruppe der Viridans-Streptokokken) die
wahrscheinlich am besten erforschte Spezies des Mundraumes und &tiologisch ein sehr
bedeutender, wenn nicht der Hauptfaktor in der Entstehung von Karies [167, 179]. Doch nicht
nur in der Mundhdhle, sondern auch systemisch wird S. mutans mit schwerwiegenden
Erkrankungen wie Herzklappenentziindungen, bakterieller Endokarditis und Atherosklerose in
Verbindung gebracht [180, 181]. Ein bedeutender Virulenzfaktor liegt in der Fahigkeit zur
Ausbildung von Biofilmen, dem sogenannten Zahnplaque. Dies wird unterstiitzt durch eigene
Glykosyltransferasen (GtfB, -C, -D), die aus Saccharose grofe Mengen U{berwiegend
wasserunlosliche, extrazelluldre Polymere bilden, die wiederum den Hauptbestandteil der
sich bildenden Zahnplaguematrix darstellen [180]. Durch die klebrigen extrazelluldren
Polymere wird die bakterielle Besiedelung harter Oberflachen und die Adhasion anderer
Mikroorganismen erleichtert und vorangetrieben [182]. Durch die diffusionshemmende
Matrix bilden sich komplex strukturierte, pathogene Biofilme, die die ummantelten
Mikroorgansimen widerstandsfahiger gegeniliber Antibiotika und anderen Umwelteinfliissen
machen [167, 183]. Auch spezielle Oberflaichenadhdasine (z.B. P1, SpaP und PAc) und in die
Zellhille eingelagerte Proteine (z.B. At1A, RgpG, BrpA und Psr) tragen zur Ausbildung des
Biofilmes bei [180].

Des Weiteren ist S. mutans durch physiologische Anpassungsmechanismen, wie
beispielsweise die Verdanderungen in der Fettsdurezusammensetzung in die Zellmembran, die
die Protonendurchldssigkeit verandern kdénnte [184], sehr unempfindlich gegeniiber sich
schnell verandernden Umgebungsbedingungen. S. mutans verstoffwechselt zur
Energiegewinnung durch Glykolyse eine Vielzahl von Kohlenhydraten, wodurch Milchsauren
anfallen, die zu einem pH-Abfall fiihren, was wiederum die Etablierung anderer
sdureresistenter und sdurebildender Spezies begiinstigt [167]. Bei einem Uberfluss an
Kohlehydraten konnen diese als intrazelluldare Polysaccharide gespeichert und in

Mangelphasen unter Abgabe von Sauren verstoffwechselt werden [185]. Die pH-Werte liegen
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bei S. mutans bei etwa pH 4 und damit deutlich unter dem fir den Zahnschmelz kritischen
Bereich von pH 5,5 [186]. Dies kann zur Demineralisation der Zahnhartsubstanz und damit zur

Kariesentstehung beitragen.

A. naeslundii (aus der Familie der Aktinomyzeten) ist ein gram-positives, fakultativ anaerobes,
kokkoid- bis stdbchenformiges, pleomorphes Bakterium [187]. Es ist eines der
vorherrschenden Bakterien des Mundraumes, gehort zu den friihen Besiedlern der
Zahnoberflachen und ist auch in gesunden Mundverhaltnissen immer vorzufinden [188]. Doch
A. naeslundii tritt auch als Pathogen in Erscheinung und wird mit der Entstehung von kariésen
Lasionen [189], Gingivitis und Knochenresorptionen am Zahnhalteapparat [190] in Verbindung
gebracht. Auch sind in der Literatur einige wenige Féalle von Endokarditis [191] und
Aktinomykosen [192, 193] beschrieben, die durch A. naeslundii bedingt sein sollen.

Wie bereits erwdhnt, ist A. naeslundii ein wichtiger Bestandteil der initialen bakteriellen
Oberflachenbesiedelung des Mundraumes [187]. Nach Al-Ahmad et al. [194] lag im in-vivo-
Versuch der Anteil an A. naeslundii im Biofilm nach einem Tag mit 7,7% am hochsten und in
den Tagen 2, 3, 5 und 7 signifikant darunter (0,2%, 6,1%, 4,4% und 0,2%). Diese relative
Verschiebung kdonnte durch die geringere Zellteilungsrate von A. naeslundii im Vergleich zu
Streptokokken und anderen Biofilmbakterien bedingt sein [187], da die Zellteilung als die
Hauptursache fir die schnelle Zunahme der Biomasse in der friihen Phase der Biofilmbildung
angesehen wird [195]. A. naeslundii wird dabei hauptsadchlichen im Innersten des
mehrschichtigen Biofilmes vorgefunden und bindet durch seine Typ 1 Fimbrien offenbar
unmittelbar an das erworbene Pellikel an [187, 196]. Uber Typ 2 Fimbrien kommt es zu
Koadhédsion mit anderen Bakterien [196]. Besonders die Koadhasion von A. naeslundii mit
Streptokokken und anderen Bakterien scheint dabei von grofRer Wichtigkeit in der friihen
Phase der Plaquebildung zu sein [187]. Auch an Epithelzellen kann A. naeslundii durch seine
Typ 2 Fimbrien anheften [197].

Die Energiegewinnung erfolgt Giberwiegend durch Glykolyse von Kohlehydraten sowie, unter
aeroben Bedingungen, durch Laktatabbau, wobei jeweils groBe Mengen Sauerstoff
verbraucht werden [198]. Uberschiissige Kohlehydrate werden als intrazelluldre
Polysaccharide gespeichert und bei Energiemangel unter Abgabe von Sauren verstoffwechselt
[199]. Nach Takahashi und Yamada [188] konnte A. naeslundii mit voranschreitender Reifung

der Plaque und damit einhergehender Veranderung hin zu anaeroben Bedingungen eine
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bedeutende Rolle in der Verdnderung des Biofilms in Richtung erhohter Kariogenitdt und
parodontaler Pathogenitat innehaben. Unter anaeroben Bedingungen vergéart A. naeslundii
Kohlehydrate zu organischen Sduren, wodurch gilinstige Bedingungen fiir die weitere
Etablierung von anderen sauretoleranten und -bildenden Spezies wie S. mutans entstehen
[188]. Ein weiteres Stoffwechselendprodukt ist Succinat, eine der kurzkettigen Fettsauren, die
die Adhasion und Proliferation von Fibroblasten des parodontalen Ligaments und damit die
Regenerationsmechanismen des Wirts beeintrachtigen kénnen [200]. Durch Zellwand-
Antigene von A. naeslundii kdnnen, im Zusammenspiel mit Lipopolysacchariden von gram-
negativen Bakterien, Makrophagen zur Ubermadfligen Ausschiittung von entzindlichen
Zytokinen bewegt werden, die zu parodontaler Entziindung und lokaler Gewebeauflosung
beitragen konnten [201].

Diese hohe klinische Relevanz von S. mutans und A. naeslundii rechtfertigt die Untersuchung
des Wachstums auf Schienenmaterialien, da diese grof¥flachig in direktem Kontakt mit
Zahnoberflachen und Weichgewebe stehen.

S. mutans und A. naeslundii wurden auch schon von anderen Autoren zur Messung von
Wachstum und Adhéasion im Monospezies-Biofilmmodell auf Schienen- [202] und

Fillungsmaterialien [203, 204] herangezogen.

6.2.2. Analysemethode zu Quantifizierung der absoluten Bakterienzahl
Zu Messung der absoluten Bakterienzahl wurde das Titerverfahren angewendet, bei welchem
dezimale Verdiinnungsreihen der Proben ausplattiert und die sich unter Bebritung bildenden
KBE nach 2-3 Tagen visuell ausgezahlt werden. Dies stellt seit Jahrzehnten den Goldstandard
zur Bestimmung absoluter Bakterienzahlen dar [165]. Als nachteilig werden der Zeitaufwand
bei der Kultivierung und die Anfalligkeit fir Fehler bei der visuellen Auszahlung genannt [205].
Eine Vereinfachung und Fehlerminimierung kann durch eine automatisierte Auszdhlung
erreicht werden [165, 205]. Eine KBE entspricht dabei auch nicht immer einem
Bakterienindividuum; so kdnnen zwei Individuen beim Ausplattieren in unmittelbarer Ndhe
zueinander liegen oder aneinander heften, wodurch sie eine einzelne gemeinsame Kolonie

bilden kénnen [206] (Seite 157).

6.2.3. Desinfektion der Priifkorper
Aufgrund der nicht freigegebenen Autoklavierbarkeit der Materialien wurde die Sterilisation
eines jeden Prifkorpers durch eine 12h-Lagerung in 0,5ml einer 2%igen
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Chlorhexidindigluconatlosung (Speikosept, Speiko, Minster, Deutschland) erreicht.
Vorversuche mit alkoholischen Losungen, die fir 1 Minute angewendet wurden, zeigten keine
ausreichende Sterilisationswirkung.  Chlorhexidindigluconat (CHX) hat ein breites
Wirkspektrum gegen gram-positive wie gram-negative Bakterien sowie gegen Hefen und Pilze
[128] (Seite 114). Die hohe Substantivitdt von CHX kénnte durch die bakteriostatische Wirkung
zu einer geringeren Anheftung und Vermehrung der Mikroorgansimen gefihrt haben. Da die
Prifkorper jedoch alle die gleiche Behandlung durchliefen, wird die Vergleichbarkeit nicht

negativ beeinflusst.

6.3. Diskussion der Ergebnisse zur Elution

6.3.1. Elutionsverhalten der Schienenmaterialien und Einschatzungen zur
toxikologischen Relevanz
Da von eluierten Methacrylaten und Additiven mitunter gesundheitsgefahrdendes Potential
ausgehen kann, werden in den folgenden Abschnitten alle nachgewiesenen Methacrylate und
relevanten Additive diskutiert und in einem Worst-Case-Szenario, wo moglich, mit
Zytotoxizitatsdaten in Form von ECso-Werten fiir HGF aus der Literatur verglichen. Aus Mangel
an Literaturdaten wurden fiur die Methacrylate THFMA, BDDMA und TPGDA eigens
Zytotoxizitatsversuche in Form von XTT-Tests an HFG durchgeflihrt, um den jeweiligen ECsp zu
bestimmen. Um eine moglichst realitdtsnahe Risikobewertung fiir eine Aufbissschiene zu
erhalten, werden die Dimensionen der Probenkodrper auf die Dimensionen einer
Michiganschiene hochgerechnet. Hierbei ergab sich eine zwischen Ober- und
Unterkieferschiene gemittelte Oberfliche von 5.141,25mm? und ein Volumen von
3.208,40mm? (siehe Punkt 4.3.). Folglich liegt die Schienenoberfliche um den Faktor 54,6 und
das Volumen um den Faktor 56,8 liber den Dimensionen der verwendeten Prifkorper. Da
keine eindeutigen Literaturdaten vorliegen, ob Volumen oder Oberflache groReren Einfluss
auf die Elutionseigenschaften haben, und diese in ihrem Faktor nur gering abweichen, wird
der Mittelwert von 55,7 als Faktor fiir die Berechnung moglicher Elutionen in Schienengrole

verwendet.

Das PMMA-Basismethacrylat MMA wurde in sehr unterschiedlichen Konzentrationen in allen

drei untersuchten Schienenkunststoffen, jedoch ausschlieflich im Losungsmittel Methanol
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nachgewiesen. Die Zytotoxizitdt von MMA wurde unter anderem von Dahl et al. [207]
untersucht, wobei sich 10ug/ml (entspricht 99,88umol/l) MMA nach einer Minute Einwirkzeit
als die kritische zytotoxische Dosis fiir Monozyten, Granulozyten und Endothelzellen
herausstellte. Baker et al. [77] konnten bei neuversorgten Prothesentragern jedoch kein MMA
in Blut feststellen. In einer Studie von Kedjarune et al. [112] wurden im In-vitro-Versuch mit
Speichel nach 24h bzw. 48h MMA-Konzentrationen von bis zu 243,20ug/ml gemessen, die im
parallel durchgefiihrten MTT-Test als zytotoxisch bewertet wurden. Ishihara und Fujisawa
[208] ermitteln mit HGF fir MMA einen ECso von 70,1mmol/l. Dieser Wert liegt fur Humane
Pulpafibroblasten (HPF) laut Fujisawa und Atsumi [209] bei etwa 30mmol/Il. Zudem ist MMA
ein bekanntes Allergen und kann zur Ausbildung von lokalen bis systemischen Reaktionen
flihren [72].

In Methanol wurden die hochsten MMA-Konzentrationen von 8.768,23umol/l nach 72h bei
SHERAORTHOMER gemessen. Im Worst-Case-Szenario, mit Hochrechnung auf eine
beispielhafte Michiganschiene, ergeben sich dadurch nach 72h mogliche MMA-Werte von
488.378umol/l. Diese Werte wiirden den ECso fir HGF etwa um den Faktor 7 Gbersteigen. Die
zweithochsten Konzentrationen fir MMA wurden mit einem Wert von 3.513,53umol/Il nach
72h in SHERAeco-disc PM20 gemessen. Bezogen auf SchienengroRe, konnte es innerhalb von
72h zu einer Elution von 195.729umol/l MMA kommen, wodurch die Zytotoxizitatswerte fiir
HGF nahezu um den Faktor 3 uberschritten wirden. SHERAprint-ortho plus wies mit
70,32umol/l nach 72h von den drei getesteten Materialien die geringsten Mengen an MMA
auf. In SchienengroRe kdnnte es in 72h in Methanol zu einer Elution von 3.899umol/l MMA
kommen. Diese Werte wiirden um einen Faktor von etwa 18 unterhalb des ECsp liegen. Dass
die ECso- Werte im Falle von SHERAORTHOMER und SHERAeco-disc PM20 im Worst-Case-
Szenario Uberschritten waren, ist dabei nicht zwangslaufig ein Grund zur Besorgnis, da
Methanol in seinen Elutionseigenschaften nicht mit Speichel zu vergleichen ist. Durch das
Losungsmittel Wasser, das die hochste Vergleichbarkeit zum Speichel bietet [82, 174], kam es
in keinem der untersuchten Materialien zu einer nachweislichen L6sung von MMA. Aufgrund
der Ergebnisse sind unter physiologischen Bedingungen keine zytotoxischen Auswirkungen

durch MMA zu erwarten.

In SHERAprint-ortho plus wurden neben MMA die Methacrylate THFMA, HEMA, EGDMA und

HPMA nachgewiesen.
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Das Methacrylat THFMA st als Bestandteil von SHERAprint-ortho plus im
Sicherheitsdatenblatt gelistet und wurde auch ausschlieBlich in diesem gefunden. THFMA lie3
sich dabei als einzige Substanz Uberhaupt nicht nur in Methanol, sondern auch im
Losungsmittel Wasser nachweisen. THFMA wird als niedrig viskoses, heterozyklisches
Monomethacrylat aufgrund seiner verhaltnismal3ig geringen Polymerisationsschrumpfung
von 13,8% (im Vergleich TEGDMA mit 17%) unter anderem als Komonomer zur Verdinnung
hoch viskdser Komposit-Polymerphasen aus Bisphenol A- Glycidylmethacrylat (Bis-GMA)
verwendet [210, 211]. Je hoher dabei die Konzentration des Verdiinnungsmittels, desto hoher
sind die Polymerisationsschrumpfung und auch der Polymerisationsgrad/Konversionsrate
[210], was mit einem niedrigeren Restmonomergehalt einhergehen kdonnte [83].

In einem In-vivo-Versuch an Affen (Macacus fascicularis) zeigte sich THFMA-haltiges
provisorisches Kronenmaterial als nicht pulpentoxisch [212]. THFMA wurde auch schon
erfolgreich in vitro als Biomaterial in einem Polyethylmethacrylat (PEMA)/THFMA-Polymer zur
Knorpelregeneration getestet [213, 214]. Im In-vivo-Versuch an Hasen wurde intraoperativ ein
in situ polymerisiertes PMME/THFMA-Polymer zur Knorpelregeneration erfolgreich und ohne
Zeichen einer Entziindungsreaktion Uber einen Zeitraum von einer Woche bis zu acht
Monaten eingesetzt [215]. Dennoch liegen auch Berichte ({ber positive
Epikutantestreaktionen auf THFMA vor. Der spezifische Nachweis Ulber eine THFMA-
Exposition, die flir die Sensibilisierung verantwortlich ware, wird in den meisten Fallen nicht
aufgefiihrt. Es kénnte sich demnach in einigen Fallen auch um Kreuzreaktionen zu anderen
Monomeren gehandelt haben [216].

Aufgrund mangelnder Daten zum zytotoxischen Potenzial wurden zur besseren Bewertbarkeit
eigens XTT-Tests mit HGF durchgefiihrt. Diese ergaben fiir THFMA einen ECso-Wert von
3.006,0umol/I (siehe Tabelle 6 unter Punkt 5.2.). Im Losungsmittel Methanol lagen die
maximalen THFMA-Werte bei SHERAprint-ortho plus bei 131,92umol/l nach 72h. Im Worst-
Case-Szenario in SchienengroBe konnten sich innerhalb von 72h in Methanol THFMA-
Konzentrationen von 7.352umol/l ergeben. Der ECsp wiirde um mehr als das 2-fache
Uberschritten werden. Im Ldsungsmittel Wasser wurden in SHERAprint-ortho plus die
maximale THFMA-Konzentration von 7,47umol/l nach 72h gemessen. Im Worst-Case Szenario
konnte sich daraus in SchienengroRe eine THFMA-Elution von 416,08umol/l nach 72h
ergeben, die um den Faktor 7 unterhalb des ECso-Wertes und damit im nicht zytotoxischen

Bereich ldage. Die Werte aus den Methanolproben lagen dabei um den Faktor 18 liber den

66



Diskussion

entsprechenden Wasserproben. Anhand der Ergebnisse sind unter physiologischen

Bedingungen keine zytotoxischen Auswirkungen durch THFMA zu erwarten.

Auch HEMA wurde ausschlieflich im Schienenkunststoff SHERAprint-ortho plus und nur in
Methanol nachgewiesen. HEMA ist ein sehr hydrophiles Molekil mit niedrigem
Molekulargewicht und ist dadurch in Bezug auf die Biokompatibilitat kritisch zu betrachten. Es
ist aufgrund seiner physikalisch-chemischen Materialeigenschaften und der Affinitat zu
Wasser, die ein Herabsetzen der Oberflaichenspannung der Wassermolekiile bewirkt, sehr
haufig in der Zusammenstellung von Primern und Dentinbondings zu finden [217]. Durch das
geringe Molekulargewicht und die Hydrophilie kann HEMA bei geringen Restdentinstarken
durch offene Dentintubuli diffundieren und eine Schadigung von Pulpazellen verursachen
[218].

HEMA wird ein mittleres zytotoxisches Potenzial zugeschrieben [219], was HEMA weit weniger
zytotoxisch als die bifunktionellen Monomere macht [175, 220]. In einigen Studien wurden
durch HEMA oxidativer Stress und Zellapoptosen ausgeldst [221]. Oxidativer Stress entsteht
dabei durch die Bindung von HEMA an das wichtige Antioxidans Glutathion (GSH), dass fir
einen Schutz der Zellen vor Sauerstoffradikalen sorgt [222] und zur Entgiftung von
Methacrylaten beitragen kann [223]. Der Anstieg von anfallenden Sauerstoffradikalen ist
dabei nicht nur auf die Glutathionerschdpfung zuriickzufiihren, vielmehr scheint HEMA selbst,
schon bei einer Konzentration von 1mmol/l, zu einer UberméaRigen Entstehung von
Sauerstoffradikalen beizutragen [224]. Konzentrationen von 5-10mmol/l flihrten laut
Samuelsen at al. [225] zu einer starken Sauerstoffradikalbildung und konzentrationsabhangig
zur Apoptose. Teti et al. [226] stellten bei HGF, bei einer HEMA-Konzentration von 3mmol/I,
eine durch oxidativen Stress ausgeldste Einleitung von Zelltotmechanismen durch Autophagie
zum Erhalt zelluldarer Homdostase und Vitalitat fest.

HEMA ist nicht als Inhaltsstoff im Sicherheitsdatenblatt von SHERAprint-ortho plus gelistet.
Eine mogliche HEMA-Quelle kénnte auch Urethandimethacrylat (UDMA) darstellen, da das
langkettige UDMA in der GC/MS-Analyse in geringe Mengen von HEMA zerfallen kann [85,
227]. UDMA ist ebenfalls nicht als Inhaltsstoff gelistet. In lichthdrtendem PMMA wird PMMA
jedoch héaufig durch UDMA ersetzt [71](Seite 328). Die genaue HEMA-Quelle bleibt damit
unbekannt.

Der ECso von HEMA fur HGFs liegt nach Urcan et al. [228] bei 11,20mmol/I. Die hochste

mittlere HEMA-Konzentration in Methanol lag bei 378,98umol/l nach 72h. Im Worst-Case-
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Szenario kénnten sich in 72h Werte von 21.110umol/l ergeben und damit den ECso etwa um
den Faktor 2 Ubersteigen. In den Wasserproben konnte keine HEMA-Elution nachgewiesen
werden, wodurch unter physiologischen Bedingungen keine zelltoxischen Wirkungen zu

erwarten sind.

Ein weiteres nur in Methanol aus SHERAprint-ortho plus identifiziertes Methacrylat ist
EGDMA. EGDMA dient als Dimethacrylat als Vernetzer der linearen Polymere [63]. Es gilt als
starker Sensibilisator fiir allergische Reaktionen [229] und zeigte eine sehr hohe Rate an
Kreuzrektionen zu HEMA [230]. Neben anderen Methacrylaten wurde EGDMA von Hansel et
al. [123] mit der Wachstumsforderung von Bakterien (Lactobacillus acidophilus und
Streptococcus sobrinus) in Verbindung gebracht, die kariogene Eigenschaften entfalten. Der
EGDMA-ECso fur HGF liegt nach Geurtsen et al. [231] bei 0,46mmol/l. Die maximale EGDMA-
Konzentration lag nach 72h bei 3,30umol/I. Die moglichen EGDMA-Werten von 184umol/I
nach 72h in Methanol wiirden den ECso im Worst-Case-Szenario nicht (iberschreiten und lagen
etwa um den Faktor 2,5 darunter. In Wasser kam es zu keiner nachweislichen Elution von

EGDMA.

Ein letztes nur in SHERAprint-ortho plus identifiziertes Methacrylat ist HPMA. Da kein ECso fiir
HGF in der Literatur vorliegt, wird der ECsp fiir Hela S3-Zellen (menschliche
Zervixkarzinomepithelzellen) zur Zytotoxizitatseinschatzung herangezogen. Dieser liegt nach
Ishihara und Fujisawa [208] bei 8,67mmol/l. Die hochste HPMA-Konzentration wurde nach
72h in Methanol erreicht und lag im Mittel bei 108,14umol/l. Im Worst-Case-Szenario kbnnte
durch eine Schiene in 72h eine HPMA-Konzentration von 6.023umol/l vorliegen. Diese wiirden
circa um den Faktor 1,5 unterhalb des ECsp fiir HeLa S3-Zellen liegen. In Wasser kam es zu

keiner nachweislichen Elution von HPMA.

Neben den erwahnten Methacrylaten wurden auch relevante Additive wie BHT in
SHERAprint-ortho plus gefunden. Mit einem ECso von 170umol/I fir HGF bewerteten Geurtsen
et al. [231] BHT als stark zytotoxische Substanz. Die hochste mittlere BHT-Konzentration von
0,37umol/l wurde nach 72h in Methanol gemessen. Die zu erwartende Menge BHT bei einer
Probe in SchienengroRe mit dem Losungsmittel Methanol liegt damit bei 21umol/l nach 72h.
Diese Werte liegen noch circa um den Faktor 8 unterhalb des ECso. Im Losungsmittel Wasser

konnten keine BHT-Konzentrationen nachgewiesen werden.
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Interessant ist auch, dass TPGDA zwar vom Hersteller als Bestandteil von SHERAprint-ortho
plus gelistet wird, jedoch in keinem der beiden Losungsmittel nachgewiesen werden konnte.
Dazu konnten eine hohe Vernetzungsrate durch die multifunktionalen Gruppen des Acrylates
oder auch eine sehr geringe Loslichkeit in den verwendeten Losungsmitteln ursachlich sein.
Der eigens ermittelte ECso von TPGDA flr HGF liegt bei 597umol/I (siehe Tabelle 6 unter Punkt
5.2.). Die relative Toxizitat im Verhéltnis zu THFMA liegt damit bei 5, was bedeutet, dass die

zytotoxische Wirkung um den Faktor fiinf Gber der von THFMA liegt.

In SHERAORTHOMER wurde neben dem bereits diskutierten MMA auch das im
Sicherheitsdatenblatt gelistete Methacrylat BDDMA gemessen. Zu einer BDDMA-Elution kam
es nachweislich nur in Methanol.

Nocca et al. [232] zeigen, dass BDDMA-Konzentrationen von 0,4mmol/l zu einem 80%igen
Abfall der zelluldren Proliferationsrate und zu einer Steigerung der Zelltodrate von HL-60-
Zellen gegeniber der Kontrollgruppe fiihrten. Im eigens durchgefiihrten XTT-Test an HGF
ergab sich fir BDDMA ein ECso von 2.569,5umol/I (siehe Tabelle 6 unter Punkt 5.2.). Die
hochste BDDMA-Konzentration wurde mit einem Mittelwert von 161,0umol/l nach 72h
gemessen. Durch eine Schiene kdonnten in Methanol folglich Werte 8.968umol/l nach 72h
erwartet werden, wodurch der ECso fir HGF etwa um den Faktor 3 Gberschritten wiirde. Da in
Wasser keine Elution gemessen wurde, sind unter physiologischen Bedingungen auch keine

zytotoxischen Auswirkungen zu erwarten.

Durch das Losungsmittel Methanol lieRen sich aus allen untersuchten Schienenmaterialien
Substanzen wie Methacrylate und Additive 16sen, deren Konzentrationen im Worst-Case-
Szenario in SchienengrofRe die zytotoxischen Grenzwerte teilweise unter-, teilweise jedoch
auch Uberschreiten. Diese Werte sind jedoch stark zu relativieren und die Ergebnisse des
Losungsmittels Wasser, welches dem Speichel in seinem Ldslichkeitsverhalten am nachsten
kommt [82, 174], entgegen zu setzen. In den Wasserproben konnte einzig das Methacrylat
THFMA aus SHERAprint-ortho plus in Konzentrationen nachgewiesen werden, die sich in der
Risikoanalyse etwa um den Faktor 7 unterhalb der zytotoxischen Konzentrationen fiir HFG
erwiesen. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass unter physiologischen
Bedingungen von keinem der getesteten Materialien zytotoxische Auswirkungen zu erwarten
sind. Diese Betrachtung bezieht sich jedoch immer auf die Einzelzytotoxizitdt der Substanzen.

Bei Betrachtung der Gesamtzytotoxizitat ist zu beachten, dass in der Literatur gezeigt werden
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konnte, dass diese sich nicht zwangsldufig aus der Summe der Einzeltoxizitaten ergibt,
sondern es mitunter sogar zu einem geringeren Effekt bei gleichzeitigem Vorhandensein vieler
Substanzen kommt. So stellten Wisniewska-Jarosinska et al. [233] fest, dass die Kombination
von mehreren Methacrylaten (hier TEGDMA und UDMA) im Vergleich zur Einzelanwendung
der Methacrylate zu einer signifikant geringeren Apoptoseeinleitung bei CHO-Zellen (Chinese
Hamster Ovary) flihrte (2,5-fach zu 10-12-fach). Auch Ratanasathien et al. [234] konstatierten,
dass fir die Zytotoxizitditsbestimmung die Wechselwirkungen der Methacrylate

untereinander und die Einwirkzeit bedeutende Kennzahlen sein kénnten.

Erwdhnenswert ist dabei auch, dass deutlich mehr eluirbare Methacrylate aus SHERAprint-
ortho plus (fiinf) nachgewiesen werden konnten als aus SHERAORTHOMER (zwei) und
SHERAeco-disc PM20 (eins). Dies konnte sich durch moglicherweise hohere technische
Anforderungen im Druckprozess erkldaren lassen. Auch die vorgemischte Darreichungsform

kdnnte eine Rolle spielen.

Zu beachten ist auch, dass die In-vivo vorliegenden Substratmengen in bestimmten Bereichen
auch hoher liegen konnten als in dieser Studie angenommen. Baker et al. [77] untersuchten
In-vivo die MMA-Konzentrationen unter Prothesen und im Gesamtspeichel. An der
Prothesenunterseite wurden dabei maximale MMA-Konzentrationen von 180ug/ml
(entspricht 1798umol/l) gemessen, im Gesamtspeichel hingegen mit maximal 40ug/ml
(entspricht 400umol/I) deutlich weniger. Damit konnten sich einzelne Substanzen in
unpolierten Bereichen wie unter Schienen oder Prothesen, die zudem weniger von Speichel
umsplilt sind, kumulieren und eine hohere Konzentration erreichen, die auch das zytotoxische

Potenzial lokal erhohen konnte.

Ein weiterer noch nicht umfassend untersuchter Faktor scheint das Zusammenspiel von
Mundhoéhlenbakterien, HGF und Kunststoffbestandteilen zu sein. Di Giulio et al. [121]
konnten, im Vergleich zur Einzelexposition, durch Kokultivierung von HGF und
S. mitis- Stammen auf eine wechselseitige nutzenbringende Interaktion schlieBen, die bei
Zugabe einer toxischen HEMA-Konzentration verbesserte Uberlebensraten fiir HGF und

S. mitis zur Folge hatte. Die Zugabe von Speichel verbesserte diese Wirkung noch weiter [122].

Methacrylate sind sehr potente Sensibilisatoren und kdnnen nach vorangegangener

Sensibilisierung auch in geringsten Konzentrationen zur Ausbildung und Auslésung von
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Allergien und Kreuzreaktionen flihren (86, 89). Dabei kann es durch die Sensibilisierung mit
einem Methacrylat auch beim Kontakt mit einem anderen Methacrylat ohne eine vorherige
Sensibilisierung mit selbigem zum Auftreten von allergischen Reaktionen kommen. Eine
Sensibilisierung ist auch durch nicht dentale Kunststoffe moéglich. Durch einen umfangreichen
Einsatz von methacrylatbasierten Materialien im zahnmedizinischen Umfeld und die stetigen
Neu- und Weiterentwicklungen kénnte das Risiko einer Sensibilisierung bei Personal und
Patienten in Zukunft weiter steigen. Zudem sollte besonderes Augenmerk daraufgelegt
werden, keine Materialien einzusetzen, auf deren Bestandteile, sofern bekannt, bereits

positive Reaktionen im Epikutantest vorliegen.

In welchen Mengen sich Substanzen besonders in kaum von Speichel umspiilten Bereichen
wie unter Prothesen und Schienen anreichern kdnnten und inwiefern diese eine zytotoxische

Wirkung auch In-vivo entfalten, bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschung.

Zu fordern ist von wissenschaftlicher und industrieller Seite eine weitere Optimierung der
Materialien und deren Verarbeitung im Sinne der Biokompatibilitdt, was sowohl die
Elutionseigenschaften als auch die Optimierung des Materialgefliges und der
Oberflacheneigenschaften im Hinblick auf die Biofilmanlagerung betrifft. Wo immer maglich,
sollte eine Hochglanzpolitur der Materialien erfolgen, da dies zu einer signifikanten Reduktion
der eluierbaren Restmonomermengen fihrt [169]. Auch durch eine Nachbehandlung in
kochendem Wasser [73], durch Lagerung in destilliertem Wasser [58, 73] und durch Tiefkihlen
[80] konnten eluierbare Restmonomermengen signifikant reduziert werden. Eine Lagerung in
destilliertem Wasser bei 37°C fiir mindestens 24h vor Ubergabe an den Patienten wird als
klinisch  einfach  durchzufihrende und effektive Maoglichkeit empfohlen, den

Restmonomergehalt signifikant zu reduzieren [73].

Speziell die Zusammensetzung von Materialien fur die additive Fertigung scheint sowohl im
Hinblick auf die Herstellerangaben im Sicherheitsdatenblatt als auch durch die gemessenen
Substanzen komplexer. Dies sollte jedoch auch Spielraum fiir mogliche Optimierungen bieten.
Ein Ansatzpunkt konnte sein, nach Moglichkeit das im Lésungsmittel Wasser nachgewiesene
Methacrylat THFMA durch ein weniger wasserlosliches zu ersetzen. Im Hinblick auf die
Biokompatibilitat, auch in Anbetracht der nicht polierbaren Schieneninnenflache, bieten

subtraktive Techniken mit industriell polymerisierten Ausgangsmaterialien aktuell womaoglich
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die hochste Sicherheit. Jedoch scheinen auch die getesteten additiven bzw. konventionellen

Materialien den hohen Anforderungen an die Biokompatibilitat gerecht zu werden.

6.4. Diskussion der Ergebnisse zum bakteriellen Wachstum
Nach Schmalz [18] kann von zahnmedizinischen Kunststoffen nicht nur eine direkte chemisch-
toxische Gewebeschadigung ausgehen, sondern auch auf indirektem Weg kann eine
Gewebeschadigung lber eine Forderung des bakteriellen Wachstums erfolgen. Der zweite Teil
dieser Studie beschaftigte sich deshalb mit dem Wachstum von S. mutans und A. naeslundii

auf den drei bereits toxikologisch analysierten PMMA-Schienenkunststoffen.

6.4.1. Bakterielles Wachstum
Die statistische Auswertung zum bakteriellen Wachstum von S. mutans zeigte keinerlei
signifikante Unterschiede in der Anzahl der KBE zwischen den drei untersuchten Materialien,
was die zu Beginn aufgestellte Nullhypothese bestatigt. Eine signifikant hohere Anzahl der KBE
ergab sich im Wachstum von A. naeslundii auf dem laborgefertigten Autopolymerisat
SHERAORTHOMER im Vergleich zum CAD/CAM-gefertigten und unter Industriebedingungen
polymerisierten SHERAeco-disc PM20, wodurch die Nullhypothese hier widerlegt wurde. Eine
Erklarung fir die aufgetretene Signifikanz konnte die mutmallich geringere
Materialhomogenitdt von SHERAORTHOMER gegeniliber SHERAeco-disc PM20 sein, die sich
aus dem handischen Anmischen und Verarbeiten sowie aus den nicht an Industriestandards
heranreichenden Polymerisationsbedingungen ergeben konnte. Kleinere Lufteinschlisse,
Verunreinigungen und Materialfehler konnten dabei an den Oberflichen zu
UnregelmaRigkeiten fihren, welche sich auf die bakterielle Adhasion forderlich auswirken. Die
Oberflachenrauigkeit (SR) stellt nach Quirynen und Bollen die wichtigste Komponente zum
Ausmal’ der bakteriellen Adhasion und Biofilmbildung dar [143] (siehe auch Kapitel 2.7.2.1.1).
Dies erklart jedoch nicht, warum sich bei S. mutans keine signifikanten Unterschiede ergaben.
Ein Grund kénnten die vermutlich geringen Scherkrafte im Versuch sein. Der Einfluss der SR
steigt mit dem Einwirken von Scherkraften [148]. Auch Lewis et al. [202] fanden durch
Tribungsmessung bei S. mutans keine signifikanten Unterschiede in der Zahl anheftender
Bakterien zwischen heiB-, kalt- und lichtpolymerisierten Prothesenmaterialien. Bei
A. naeslundii fanden sie signifikant mehr Bakterien auf dem HeiBpolymerisat als auf dem Kalt-
und Lichtpolymerisat. Sie untersuchten die Oberflachen rasterelektronenmikroskopisch und
fanden die einheitlichste Oberfliche ohne Mikroporositdt auf dem HeiBpolymerisat, das
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Lichtpolymerisat schien weniger homogen mit leichten UnregelmaRigkeiten, das
Autopolymerisat wies die groBten UnregelmaRigkeiten auf. Mutmallich kdnnten demnach
auch die Adhasionseigenschaften von A. naeslundii starker durch das Substrat und dessen
physiochemische Eigenschaften beeinflusst sein, als dies bei S. mutans der Fall ist [204].
Hinweise auf Unterschiede im Einfluss der SR auf die Adhdsionskraft zwischen
Bakterienstammen wurden auch bei dentalen Fiullungskompositen gefunden. So stellten auch
Mei et al. [235] in ihrer Studie fest, dass die SR die Adhdsionskrafte von S. mutans weniger
stark beeinflussten als die von S. sanguinis. Nach lonescu et al. [146] steigen die Einflisse der
Oberflacheneigenschaften und der Oberflaichennachbearbeitung auf die Biofilmformierung
von S. mutans mit der Lange der Inkubationszeit an und konnten letztlich wichtiger sein als
der Einfluss der SR. Neben der SR zeigte sich in vielen Studien, dass auch die freie
Oberflachenenergie (SFE) (siehe auch Kapitel 2.7.2.1.2), vor allem in der initialen Phase [141],
ein wichtiger Parameter fir das Ausmall der bakteriellen Besiedelung sein kann. Dieser
Einfluss scheint jedoch mit fortschreitender Plaquereifung stetig geringer zu werden [236]. Bei
lonescu et al. [146] zeigte sich jedoch auch noch nach 96h eine signifikant geringere S. mutans-
Biofilmbildung auf Kompositoberflaichen mit niedriger SFE im Vergleich zu jenen mit hoher
SFE. Niedrigenergetische und damit hydrophobere Oberflichen fihren unter dem Einfluss
schwankender Scherkrafteinwirkung, wie sie in vivo im supragingivalen Bereich vorherrschen,
zu weniger bakterieller Besiedelung als bei hochenergetischen, hydrophilen Oberflachen [142,
236]. Auch die einzelnen Bakterienstamme zeigen Unterschiede in ihrer SFE. Dabei binden
Stamme mit hydrophoben Eigenschaften, zu denen S. mutans zahlt, bevorzugt an
niedrigenergetische Oberflachen und umgekehrt [150]. Nach Ahn et al. [153] kbnnten die SFE-
Eigenschaften eines Substrates (untersucht wurden verschiedene lichthdrtende
kieferorthopadische Befestigungsmaterialien) in vivo einen bedeutenden Einfluss auf die
S. mutans Adhdsion haben und in der initialen Phase wichtiger sein als die SR. Trotz einer
Inkubationszeit von 120h in unserem Versuch, kdnnten moégliche Unterschiede in der SFE der

Substrate die Ergebnisse beeinflusst haben.

Die Messung von Oberflacheneigenschaften wie SR und der SFE waren nicht Bestandteil dieser
Arbeit. Diese an den von uns verwendeten Probenkdrpern im Rahmen von wissenschaftlichen
Folgearbeiten zu messen, ware, besonders im Hinblick auf die nicht polierbaren

Schieneninnenseiten, durchaus interessant.
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Das bakterielle Wachstum konnte auch durch ungebundene, sich 16sende Methacrylate
beeinflusst werden. Brambilla et al. [237] untersuchten mittels MTT-Test (Messung der
optischen Dichte) in vitro den Einfluss der Lichthartung auf die Biofilmanlagerung bei
Fillungskompositen und erklarten sich die vermehrte Biofilmbildung auf weniger lang
belichteten Proben mit dem erhdhten Restmonomergehalt auf den Materialoberflachen.
Nach Messung der Absorption kommt Schmalz [18] zur Schlussfolgerung, dass freie
Monomere wie MMA konzentrationsabhangig Einfluss auf das bakterielle Wachstum
kariogener Mikroorganismen wie S. mutans nehmen konnten. Weitere Autoren schlossen
nach Messung der Absorption der Bakterienndhrlésung auf einen wachstumsfordernden
Effekt von Methacrylaten auf bestimmte Mikroorganismen [123, 238]. Takahashi et al. [124]
fanden die Erklarung fiir die Zunahme der optischen Dichte und Absorption bei Zugabe von
Diethyleneglycoldimethacrylate (DEGDMA) nicht in einem vermehrten bakteriellen
Wachstum, sondern stellten durch chemische Analysen und rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen fest, dass es zu einer Polymerisation der freien Monomere an den
Bakterienoberflachen kam, wodurch diese an Masse zulegten. Offen bleibt jedoch, ob dies nur
far Ethylenglykol-Monomere spezifisch ist, und ob es einen Schwellenwert fiir diesen Effekt
gibt. Durch die in unserer Arbeit zur Sterilisation der Prifkdrper angewandte 12-stiindige
Lagerung in Chlorhexidindigluconat kdonnte ein Teil der theoretisch |6slichen Substanzen
bereits vor Versuchsbeginn eluiert worden sein. Aus den Versuchen zur Loslichkeit ist zu
entnehmen, dass es im Losungsmittel Wasser nur bei SHERAprint-ortho plus zu einer
nachweislichen Elution des Methacrylates THFMA kam. Es kann daher vermutet werden, dass
sich losende Inhaltsstoffe nicht der Grund fiir die festgestellten Signifikanzen in der

Anlagerung von A. naeslundii zwischen SHERAORTHOMER und SHERAeco-disc PM 20 sind.

In vivo kénnte auch die Pellikel, die sich aus positiv geladenen Molekiilen des Speichels und
der Sulkusflissigkeit zusammensetzt, Einfluss auf die Bakterienanlagerung und Etablierung
des Biofilms haben. Uber Pellikelrezeptoren binden sich erstbesiedelnde Mikroorganismen
wie gram-positive Streptokokken und Aktinomyzeten an Oberflachen in der Mundhohle [126].
Die intraorale Pellikelbildung kénnte in vivo, wenngleich nur in eher geringem AusmaR, zu
einer Relativierung der chemophysikalischen Subtrateigenschaften fiihren [141]. Fang et al.
[239] stellten fest, dass die Adhdsion von S. mutans zu PMMA bei Zugabe von Speichel
signifikant sank. Ahn et al. [153] fanden bei unterschiedlichen kieferorthopadischen Klebern

keinen signifikanten Einfluss des Pellikels auf die S. mutans-Adhdsion. Auch vor dem
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Hintergrund der teilweise widerspriichlichen Ergebnisse und der nicht abschlieBend gekladrten
Rolle der Pellikel in der bakteriellen Adh&sion, wurde in unserem Versuchsaufbau auf das
Einbeziehen dieser Variablen verzichtet. Dies soll eine vereinfachte Deutung der Ergebnisse

ermoglichen.

In-vitro-Versuche mit einzelnen Bakterienstimmen koénnen nicht die realen In-vivo
vorzufindenden Bedingungen simulieren und sind nur als Annaherungen zu verstehen. In der
komplexen Organisation eines oralen Biofilms zeigen Mikroorganismen mitunter
grundlegende Veranderungen ihrer Stoffwechselvorginge, ihres Resistenzverhaltens
gegeniber schadigenden Substanzen und der Expression von Genen, die auch phanotypische
Veranderungen nach sich ziehen kdnnen [127, 128]. So gibt es einige Stamme, die in ihrem
Wachstum stark von anderen abhangig sind. Mit unverandertem Speichel als einzigem
Nahrstofflieferant zeigte sich bei Palmer et al. [240] in In-vitro-Kokultur von A. naeslundii und
S. oralis ein Uppiges und ineinander greifendes Wachstum in wechselseitig nutzenbringender
Gemeinschaft, wohingegen in Einzelkultur weder in planktonischer Form noch als Biofilm ein
Wachstum mdoglich war. Durch die Vielzahl der komplexen Interaktionen zwischen den
Bakterienarten konnte das Wachstumsmuster auf unterschiedlichen Materialoberflachen
malgeblich beeinflusst sein. Maoglicherweise bilden Multispezies-Modelle die In-Vivo-
Verhaltnisse etwas ndher ab, jedoch ist die Darstellung und die Einordnung und Interpretation
dieser Komplexitdt sowie die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und letztlich auch der

Vergleich zu anderen Studien deutlich erschwert.

Im Fokus dieser Studie lag der groRtmogliche Informationsgehalt zu material- und/oder
bakterienbedingten Unterschieden in der Adhédsion von zwei relevanten Pathogenen, im
Verhaltnis zum Aufwand, bei bestmoglicher Reproduzierbarkeit. Aus diesem Grund wurde in
dieser In-vitro-Studie ein standardisierbares Monospezies-Modell verwendet mit dem Ziel,
potenzielle bakterielle Interaktionen und Konkurrenz auszuschliefen, die die Ergebnisse

dieser Arbeit verfalscht haben kénnten.

Folglich muss die Aussagekraft dieses Studienteils mit Einschrankungen gesehen werden, die
sich aus den in-vitro-Verhéltnissen eines Monospezies-Modells ohne Einbeziehung von
Speichel ergeben. Und dennoch tragen die Ergebnisse der Studie zur Darstellung und zur
Verbesserung des Verstiandnisses der komplexen wechselseitigen Zusammenhédnge im

Adhaésionsverhalten zwischen oralen Mikroorgansimen und Substratoberflachen bei. Durch
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das bessere Verstiandnis des Adhéasionsverhaltens von einzelnen oralen Mikroorganismen
konnte fir Folgestudien die Interpretation der Ergebnisse von komplexeren Multispezies-

Modellen vereinfacht werden.

Die Nullhypothese, dass keine signifikanten Unterschiede in der absoluten Zahl adhdrenter
Bakterien zwischen den untersuchten Materialien aus unterschiedlichen Fertigungswegen
erwartet werden, wurde im Fall von A. naeslundii im Vergleich der Materialien
SHERAORTHOMER und SHERAeco-disc PM20 widerlegt. Bestatigt wurde die Nullhypothese

bei der Betrachtung von S. mutans.

Es bedarf in Zukunft weiterfihrender Forschung durch In-vitro-Studien mit Mono- und
Multispeziesbiofilmen und In-vivo-Studien, um die Einfliisse und komplexen Zusammenhange
der bakteriellen Plaquebildung auf Kunststoffoberflichen besser nachvollziehen und
verstehen zu kénnen und die Biokompatibilitdt von Materialien, auch im Hinblick auf ihren
Einfluss auf die orale Mikroflora, weiter zu verbessern. Dabei kdnnte auch der Einfluss der
additiven Schichtdicke im Druck bzw. die Frasbahnbreite von subtraktiven Prozessen auf das
Ausmal’ der Biofilmbildung von Interesse sein. Da eine Politur der Schieneninnenseite die
Passung stark beeinflussen wiirde und sich dadurch klinisch nicht empfiehlt, konnte die
Untersuchung von moglichen Alternativen, wie beispielsweise der chemischen Politur mit
einer Oberflachenversieglung der Innenflachen, oder auch der Effekt der Einarbeitung von
antibakteriell wirksamen Silbernanopartikeln [241] in Schienenmaterialien Gegenstand

zukunftiger Forschung sein.
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7. Zusammenfassung

In den letzten Jahren gewinnen die additiven Drucktechniken (3D-Druck) in der Zahnmedizin
stetig an Stellenwert. Da dies auch die Entwicklung und Neuzulassung von Druckmaterialien
nach sich zieht, gewinnt die Frage der Biokompatibilitat dieser Materialien im Vergleich zu
jenen, die in den etablierten Herstellungstechniken zur Anwendung kommen, an Bedeutung.
So war ein Ziel dieser Arbeit, die Biokompatibilitat von methacrylatbasierten Materialien fir
die Anfertigung dentaler Schienen aus den drei gdngigen Fertigungswegen additiv (3D-Druck),
subtraktiv (gefrast) und konventionell (Anteigmethode mit Drucktopf) durch Analyse ihres
Elutionsverhaltens zu untersuchen. Ein weiteres Ziel war die Messung und der Vergleich des
bakteriellen Wachstums von Monospezieskulturen auf ebendiesen Schienenmaterialien. Hier
wurde die Nullhypothese aufgestellt, dass es keinen signifikanten Unterschied in der

absoluten Zahl der adhdrenten KBE auf den getesteten Materialien gibt.

Ausgewidhlte Materialien fir beide Versuchsreihen waren das fiir die additive Fertigung
entwickelte SHERAprint-ortho plus, das auch eine Klasse lla-Zertifizierung gemal
Medizinproduktegesetz besitzt, SHERAeco-disc PM20 in der subtraktiven und
SHERAORTHOMER in der konventionellen Fertigung (alle Materialien von SHERA® Werkstoff-
Technologie GmbH & Co. KG, Lemfdérde, Deutschland).

Um anhand der gewonnen Elutionsdaten eine Risikobewertung in einem Worst-Case-Szenario
vornehmen zu konnen, wurden fiur Inhaltsstoffe des Herstellers, fir die keine ECso-Werte fiir
HGF vorlagen (THFMA, TPGDA und BDDMA), XTT-Zelltoxizitatstests in dreifacher Ausfiihrung
vorgenommen. Aullerdem wurden beispielhafte Michiganschienen fir Ober- und Unterkiefer
konstruiert und vermessen, um die Testkdrper und damit die gemessenen Konzentrationen
naherungsweise auf eine Exposition in SchienengréBe hochrechnen zu kénnen.

Die Testkorper (Zylinder mit 6mm Durchmesser und 2mm Hohe) wurden zirkuldr und auf einer
Zylinderquerschnittsflaiche hochglanzpoliert, die zweite Querschnittsflache blieb unpoliert.
Das Elutionsverhalten wurde mit GC/MS nach 24h bzw. 72h mit den Losungsmitteln Wasser
und Methanol fiir jedes Material jeweils viermal (n=4) gemessen.

Das bakterielle Oberflachenwachstum wurde mit Monospezieskulturen von S. mutans und
A. naeslundii mit jedem Material jeweils 16-mal (n=16) untersucht. Nach 120h bei 37°C
wurden im Titerverfahren dezimale Serienverdiinnungsreihen auf Agarplatten angelegt und

ausplattiert, um nach 72h Inkubation die absoluten Bakterienzahlen bzw. die KBE visuell
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auszuzidhlen. Uber den Verdiinnungsfaktor konnten so fiir jedes Material die adhirenten
KBE/ml ermittelt werden. Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten wurde mit SPSS

durchgefihrt.

Aus dem XTT-Test ergaben sich ECso-Werte von 3.006 (+408)umol/I fur THFMA, 2.569,5
(¥308)umol/I fur BDDMA und fiir TPGDA 596,7 (x88)umol/I (siehe Tab. 6). Im Elutionsversuch
kam es im Losungsmittel Methanol bei allen Materialien zum Nachweis von Methacrylaten
und Additiven (siehe Tab. 3-5), die im Worst-Case-Szenario die ECso-Werte fiir HGF teilweise
um bis zu einem Faktor von 8,3 Uberstiegen. Dies muss jedoch stark relativiert werden und
stellt insofern keinen direkten Grund zur Besorgnis dar, als Methanol nur bedingt mit Speichel
und damit mit den intraoralen Bedingungen vergleichbar ist. Im Losungsmittel Wasser, das in
den Elutionseigenschaften die hochste Vergleichbarkeit zum Speichel bietet, kam es nur beim
additiven Material SHERAprint-ortho plus zu einem Nachweis des Methacrylates THFMA in
Konzentrationen, die sich im Worst-Case-Szenario als um den Faktor 7,2 unterhalb des ECsg
herausstellten. In der Untersuchung des bakteriellen Wachstums auf den Oberflachen wurden
fir S. mutans keine signifikanten Unterschiede zwischen den Materialien verzeichnet, fir
A. naeslundii ergab sich eine signifikant hohere Zahl der KBE bei SHERAORTHOMER im
Vergleich zu SHERAeco-disc PM20 (p=0,031). Die aufgestellte Nullhypothese, dass keine
signifikanten Unterschiede in der absoluten Anzahl adharenter KBE, in der Betrachtung von
Monospezieskulturen mit S. mutans und A. naeslundii, zwischen den getesteten Materialien
und Herstellungsprozessen bestehen, wurde damit im Fall von A. naeslundii fir die
Materialien SHERAORTHOMER und SHERAeco-disc PM20 widerlegt. Bestdtigt wurde die
Nullhypothese flr S. mutans bei allen untersuchten Materialien, bei A. naeslundii nur im

Vergleich von SHERAprint-ortho plus mit SHERAORTHOMER und SHERAeco-disc PM20.

Anhand der Ergebnisse aus dem Elutionsversuch kann geschlussfolgert werden, dass unter
physiologischen Bedingungen bei keinem der untersuchten Materialien von einer
zytotoxischen Wirkung ausgegangen werden muss.

Die Ergebnisse aus dem Versuch zum bakteriellen Wachstum zeigen, dass, wie schon in
frGheren Studien beschrieben, die physiochemischen Materialeigenschaften keine
generalisierten Riickschliisse auf das Adhasionsmuster oraler Mikroorganismen zulassen. So
zeigten sich auch innerhalb der untersuchten Materialklasse der Polymethylmethacrylate bei

S. mutans, im Gegensatz zu A. naeslundii, keine signifikanten Unterschiede der
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Zusammenfassung

Adhésionswerte zwischen den Materialien. Dies bestatigt vorangegangene Studien und |asst
auch hier den Schluss zu, dass A. naeslundii starker durch die physiochemischen Eigenschaften

der Materialien beeinflusst wird als S. mutans.

Zusammenfassend leistet diese Studie einen wichtigen ersten Einblick in das
in-Vitro-Loslichkeitsverhalten von polymethylmethacrylatbasierten Schienenmaterialien aus
unterschiedlichen Fertigungsprozessen und gibt anhand der vollzogenen Risikoanalyse eine
Einschatzung zu moéglichen zytotoxischen Wirkungen. Des Weiteren tragen die Ergebnisse der
Adhdsionsmengen und -muster oraler Mikroorganismen auf diesen Materialien zum besseren
Verstandnis der Komplexitdt der wechselseitigen Einflisse zwischen physiochemischen
Materialeigenschaften und Mikroorganismen bei. Jedoch sind in beiden Bereichen
weiterfiihrende Studien nétig, um ein noch umfassenderes Bild zur Biokompatibilitdt der hier

untersuchten und neuer Materialien zu bekommen.
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9. Anhang

9.1. Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Darstellung der Stilickpreise von Bauteilen in Abhangigkeit von der Stiickzahl (a),

sowie der Komplexitat (b). (nach Guet et al.)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Stereolithografie
Abbildung 3: Schematische Darstellung der DLP-Technik
Abbildung 4: Schematische Darstellung der SLS-Technik
Abbildung 5: Schematische Darstellung der 3DP-Technik
Abbildung 6: Schematische Darstellung der FDM-/FFF-Technik

Abbildung 7: Radikalische Polymerisation von Methylmethacrylat (MMA) zu
Polymethylmethacrylat (PMMA)

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Gaschromatografen: (1) Tragergas, (2) Injektor,
(3) Saule im Saulenofen, (4) Detektor (hier: FID, bendtigt Luft und Wasserstoff), (5)

Signalaufzeichnung als Chromatogramm. (nach Talos)
Abbildung 9: Beispiele von bebriteten Schadler-Agar-Platten: (a) S. mutans, (b) A. naeslundii

Abbildung 10: Konstruktion von Michiganschienen fiir Ober- und Unterkiefer mit

Vermessung von Schienenoberflache (in mm?) und -volumen (in mm?3).

9.2. Diagramm- und Tabellenverzeichnis
Diagramm 1: Mittelwert und Standardabweichung von Actinomyces naeslundii auf den
untersuchten Materialien und signifikanter Unterschied (a) zwischen SHERAeco-disc PM20

und SHERAORTHOMER.

Diagramm 2: Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung von Streptococcus

mutans auf den untersuchten Materialien
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Tabelle 1: Untersuchte Schienenmaterialien, Hersteller, LOT-Nummern und

Materialzusammensetzung gemal Hersteller
Tabelle 2: Verwendete Bakterienstdmme

Tabelle 3: Nachgewiesene Substanzen, deren Funktion, sowie Molekulargewicht und CAS-

Nummer

Tabelle 4: Qualifizierung und Quantifizierung von Substanzen aus Wasser- und Methanol-
Eluaten aus SHERAprint-ortho plus nach 24h bzw. 72h. Angaben in Mittelwert (M)
Standardabweichung (SD) [uM].

Tabelle 5: Qualifizierung und Quantifizierung von Substanzen aus Methanol-Eluaten von
SHERAORTHOMER nach 24h bzw. 72h. Angaben in Mittelwert (M) * Standardabweichung
(SD) [uM].

Tabelle 6: Qualifizierung und Quantifizierung von Substanzen aus Methanol-Eluaten von
SHERAORTHOMER nach 24h bzw. 72h. Angaben in Mittelwert (M) * Standardabweichung
(SD) [uM].

Tabelle 7: EC50-Werte (Angaben in Mittelwert (M)+Standardabweichung (SD) in [uM]) und
relative Toxizitdt von THFMA, BDDMA and TPGDA fir HGF.

Tabelle 8: Messwerte von A. naeslundii in KBE/ml auf den untersuchten Materialien

Tabelle 9: Shapiro-Wilk-Test zu den Ergebnissen mit A. naeslundii

Tabelle 10: Levene-Test zu den Ergebnissen mit A. naeslundii

Tabelle 11: Tukey-HSD zu den Ergebnissen mit A. naeslundii

Tabelle 12: Messwerte von S. mutans in KBE/ml auf den untersuchten Materialien

Tabelle 13: Shapiro-Wilk-Test zu den Ergebnissen mit S. mutans

Tabelle 14: Levene-Test zu den Ergebnissen mit S. mutans
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9.3. Abkiirzungsverzeichnis

3DP Inkjet-Based System

A. naeslundii Actinomyces naeslundii

BDDMA 1,4-Butanediol dimethacrylat

BHT 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenon

BP Biphenyl

BPE Phenyl benzoate

BPO Benzoylperoxyd

CAD Computer-Aided-Design

CAM Computer-Aided-Manufacturing

CHX Chlorhexidindigluconat

CT Computertomografie

DLP Digital Light Processing

DBP Dibenzoylperoxid

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s Medium

ECso engl. effective concentration

EGDMA Ethylenglykoldimethacrylat

EMA Ethylmethacrylat

EPS extrazelluldre polymere Substanzen

FDM Fused Deposition Modelling

FFF Fused Filament Fabrication

GC Gaschromatografie

HEMA Hydroxyethylmethacrylat

HGF humane Gingivafibroblasten

H20 Wasser

HPLC Hochleistungsfliissigchromatografie (engl. high performance liquid
chromatography)

HPMA 3-Hydroxyprophylmethacrylate

KBE kolonienbildende Einheit(en)

MeOH Methanol

MMA Methylmethacrylat

MRT Magnetresonanztomografie
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MS
PEMA
PMMA
RP

SFE
SLA/SL
SLM

SLS

S. mitis
S. mutans
S. oralis
SR

S. sanguis
STL
TEGDMA
THFMA
TinP
TMPTMA
TPGDA
UDMA
uv

Massenspektrometrie

Polyethylmethacrylat

Polymethylmethacrylat

Rapid Prototyping

freie Oberflachenenergie (engl. surface free energy)
Stereolithographie

Selektiv Laser Melting

selektives Lasersintern

Streptococcus mitis

Streptococcus mutans

Streptococcus oralis

Oberflachenrauigkeit (engl. surface roughness)
Streptococcus sanguis

Standard Tranformation/Tesselation Language
Triethylenglykoldimethacrylat
Tetrahydrofurfurylmethacrylat
2-(2'-Hydroxy-5"-methylphenyl)benzotriazol, Tinuvin P
Trimethylopropantrimethacrylat
(1-methyl-1,2-ethanediyl)bis[oxy(methyl-2,1-ethanediyl)]diacrylate
Urethandimethacrylat

ultraviolet Licht
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9.4. Politurprotokoll

Der Poliervorgang wurde wie folgt durchgefihrt:

1. Schmirgeln mit Korund-Schleifpapier:
- Erster Schritt: Kbrnung 320 um

- Zweiter Schritt: Krnung 400 um

2. Gummieren mit Kunststoff-Polierern (3-stufig):
- 3-stufiges Kunststoff-Polierer-Set, Best.-Nr.: 9603, 9641, 9644 (Komet Dental, Gebr.
Brasseler GmbH & Co. KG, Lemgo, D)

3. Vorpolitur mit Ziegenhaarbirsten und Bimssteinmehl:
- Ziegenhaarbirsten weil3, Polirapid, 48 mm, Best. Nr.: 52766 (Nordwest Dental GmbH &
Co. KG (NWD), Miinster, D)

- Bimssteinpulver Polibims, (Benzer-Dental AG, Zirich, CH)

4. Hochglanzpolitur mit Hochglanzpolierpaste und Woll-Schwabbel:
- Hochglanzpolierpaste Abraso-Starglanz asg, Best. Nr.: 520 0016 3 (Bredent medical GmbH
& Co.KG, Senden, D)
- Hochglanz-Nesselschwabbel, Polirapid, 100 mm, Best. Nr.: 60103 (NWD)
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