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3 Abkirzungen

A.a.

Asc

BHT
Bis-GMA
CF

cQ

CSA

DC

DDHT
DMABEE
DNA-DSBs
ECso

FTIR
GC/MS
HEMA
HMBP
HPLC/UV/DAD

HPLC/FLD

LMU

LOQ

LSCM

MPs

NAC

NPs

oT™m

P.i.

P.g.

PDL-hTERT cells

PMMA
SEM
TEGDMA
Ti

TinP
TiO;

VLE

Zr

ZrO;

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Ascorbic acid

Butylhydroxytoluol

Bis-Glycidyldimethacrylat

Koffein

Campherchinon

Camphersulfonsaure

Degree of conversion
Diethyl-2,5-dihydroxytrephthalat
4-Dimethylamino-benzoesaure-ethylester
DNA Doppelstrangbriiche

mittlere effektive Konzentration
Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer
Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
2-Hydroxyethylmethacrylat
2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenon
Hochleistungsflissigkeitschromatographie/Ultraviolett/Dioden-
array-Detektion
Hochleistungsflissigkeitschromatographie/
Fluoreszenzdetektion
Ludwig-Maximilians-Univeritat
Quantifizierungsgrenze

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
Mikropartikel

Acetylcystein

Nanopartikel

Olive tail moment

Prevotella intermedia

Porphyromonas gingivalis

Periodontal ligament with lentiviral gene transfer of human
telomerase reverse transcriptase cells
Polymethylmethacrylat
Rasterelektronenmikroskop
Triethylenglycoldimethacrylat

Titan
2-(2-Hydroxy-5-methylphenyl)-benzotriazol
Titandioxid

Very low endotoxin

Zirkonium

Zirkoniumdioxid
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5 Beitrag zu den Verdffentlichungen

Diese Dissertation enthélt zwei Publikationen, die beide von Prof. Dr. Dr. F.-X. Reichl
wahrend der gesamten Laufzeit betreut wurden. Die Projektleitung lag in den Handen von
PD Dr. Christof Hogg. Nachfolgend wird der Beitrag der Autorin zu den in der Zeitschrift

"Dental Materials" erschienenen Veroéffentlichungen vorgestellt.

5.1 Antioxidantien als neuartige Dentalharz-Komposit-Komponente: Einfluss auf
Elution und Umwandlungsgrad

Das Ziel dieser Studie war es, Asc oder NAC als neuartige Komponente von lichthdrtenden
Dentalkompositen auf Methacrylatbasis hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf DC, Elution von
Kompositkomponenten und Freisetzung von Asc und NAC zu untersuchen. Die Autorin der
vorliegenden Dissertation half bei der Optimierung der richtigen Mischungen fiir die Proben
und fuhrte Probenvorbereitungen fir die HPLC- und GC/MS-Analyse durch. Daruber hinaus
flihrte die Autorin die Experimente, wie in Material und Methoden beschrieben, durch. Die
Autorin hat auch bei der Durchfiihrung der Analysen und der Auswertung der Daten
mitgewirkt. SchliefRlich half die Autorin dieser Dissertation bei der Bearbeitung des

Manuskripts.

5.2 Intranukledre Zellaufnahme und Toxizitat von Titandioxid- und Zirkonoxid-Partikeln

sowie bakterielle Adhdsion auf dentalen Titan- und Zirkonoxid-Implantaten

Ziel dieser Studie war es, die Toxizitdat und intranukledre Aufnahme von TiO2-MPs, TiO2-NPs,
Zr02-MPs und ZrO,-NPs in PDL-Zellen, sowie die Adhédsion von P.g., P.i. und A.a. auf Ti- und
ZrO,-Implantaten. Die Autorin gestaltete die Studie, indem sie die zu verwendenden Partikel,
Bakterien und Implantate, basierend auf ihren Eigenschaften, passend zum Studiendesign
auswahlte. Darliber hinaus optimierte die Autorin die experimentellen Protokolle und fiihrte
die Experimente, wie im Abschnitt Material & Methoden beschrieben, durch. Die
Verantwortung fiur die Pflege, Auswertung und Analyse der Daten lag bei der Autorin,
ebenso die statistische Auswertung. AbschlieBend verfasste die Autorin das Manuskript,
Uberarbeitete es, reichte es zur Veroffentlichung ein und integrierte die Anmerkungen des

Gutachters zur Veroffentlichung in der Zeitschrift.



6 Bestatigung der Coautoren

Die Bestatigung der Co-Autoren wird separat eingereicht.
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7 Einleitung

Heutzutage sind Zahnimplantate sowie Kompositfiillungen aus der modernen Zahnheilkunde
nicht mehr wegzudenken. Die stdndig steigenden dsthetischen Anspriiche der Gesellschaft
schaffen Raum fir kontinuierliche Weiterentwicklungen und Verbesserungen bestehender
Dentalmaterialien und Arbeitstechniken.

In der modernen Zahnarztpraxis gibt es kaum ein Patientenanliegen, welches nicht optisch
ansprechend geldst werden kann.

In der konservierenden Zahnheilkunde sind dentale Kunststoffkomposite das Material der
Wahl, wenn es um die Versorgung kleinerer karidéser Lasionen geht. Durch die
Mehrschichttechnik und ein breites Spektrum an Farben der verschiedenen Hersteller lasst
sich in nahezu allen Fallen ein hochéasthetisches Ergebnis erzielen.

In der modernen prothetischen Zahnheilkunde werden Implantate bei Patienten, sowie
Behandlern, immer beliebter. Sie stellen eine hochéasthetische und dauerhaft verankerte

Versorgung von Zahnliicken dar, ohne dass die Nachbarzahne prapariert werden missen.

Seit Bowen 1962 Bis-GMA als neuen Bestandteil dentaler Kunststoffkomposite einfiihrte,
haben Kunststofffillungen nach und nach jene aus Amalgam ersetzt, welches zuvor das meist
verwendete Material darstellte [1]. Dentale Amalgame sind metallische Legierungen [2]. Diese
waren lange Zeit aufgrund ihrer gut dokumentierten Erfolgsraten kostengiinstige
Restaurationsmaterialien fiir Seitenzahnfiillungen. Die Verwendung von Amalgam in der
Zahnmedizin ist jedoch wegen seines unasthetischen silbergrauen Aussehens und Bedenken
hinsichtlich des Quecksilbergehalts immer weiter zuriickgegangen [3, 4]. Demgegeniiber hat
sich die Indikation fir dentale Kunststoffkomposite immer weiter entwickelt: Von anfanglich
reinen Frontzahnfillungen, Gber begrenzte Seitenzahnrestaurationen, bis hin zu belastbaren
Seitenzahnrestaurationen, die die Amalgamfiillungen vollstandig ersetzen kénnen [5]. Dies ist
vor allem auf die stetige Verbesserung der mechanischen Eigenschaften von dentalen
Kunststoffkompositen zurlickzufiihren: Neben einer Reduzierung von Schrumpfung und
Polymerisationsstress, wurden VerschleiR- und Bruchfestigkeit gesteigert, sowie der
Randschluss verbessert [6-9]. Ebenso unterliegen die optischen Eigenschaften und die
Handhabung einer stindigen Verbesserung [10, 11]. Dennoch werden immer wieder

Bedenken hinsichtlich der potenziellen Toxizitat von Verbundharzmaterialien gedulRert.
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Lichthartende Kunststoff-Kkomposite bestehen aus verschiedenen (Co-)Monomeren und
Additiven [12]. Aufgrund der unvollstdndigen Polymerisation von Dentalkompositen kdnnen
die restlichen (Co-)Monomere und Zusatzstoffe auslaugbar sein [13]. Sie konnen Uber die
Dentinkandlchen die Aktivitdit der Pulpazellen beeintrachtigen oder durch die
Nahrungsaufnahme in den Darm und von dort in den Kreislauf und in die Organe gelangen
[14, 15]. Dartiber hinaus konnen durch Methacrylate allergische Reaktionen wie Asthma und
Kontaktdermatitis ausgelost werden [16].

Die Toxizitdt von (Co-)Monomeren wie HEMA und TEGDMA wurde bereits in vielen Studien
nachgewiesen [17, 18]. Diese (Co-)Monomere konnen aus unvollstdndig polymerisierten
Harzen herausgelost werden und DNA-DSBs induzieren [14], die zu karzinogenen und
mutagenen Auswirkungen flihren kénnen und als die toxischste Art von DNA-L3sionen gelten
[19].

Es konnte bereits bewiesen werden, dass die Zugabe der Antioxidantien Asc und NAC die
zytotoxischen Effekte und DNA-DSBs verringern kann [20-22].

Eine frihere Studie zeigt, dass die Einarbeitung von NAC in selbsthdrtendes PMMA die DC im
Vergleich zu unbehandeltem PMMA reduzierte [23].

Die DC steht in direktem Zusammenhang mit der Freisetzung von Kompositkomponenten: Je
niedriger der Wert ist, desto mehr Kompositkomponenten kdnnen freigesetzt werden [24].
Die Wirkung auf die DC und die Elution nach Einarbeitung von Asc und NAC in lichthartende
Dentalkompositmaterialien auf Methacrylatbasis ist jedoch noch unbekannt. Folglich wurde
in dieser Studie die Wirkung auf die DC und die Elution von Kompositkomponenten nach
Zugabe von Asc und NAC als neuartige Komponenten in lichthartenden Dentalkompositen
untersucht. Zudem wurden die Mischungen auf ihre Freisetzung von Asc und NAC erforscht.
Diese Arbeit wurde in folgender Publikation illustriert:

Yang, Y.; Reichl, F.X.; llie, N.; Shi, J.W.; Dhein, J.; Hickel, R.; Hogg, C. Antioxidants as a novel
dental resin-composite component: Effect on elution and degree of conversion. Dent. Mater.

2019, 35, 650-661.

In den letzten 60 Jahren hat sich die dentale Implantologie von einer neuen, experimentellen
Methode zu einem nicht mehr wegzudenkenden, vorhersagbaren Zweig der prothetischen
Zahnmedizin entwickelt. Nachdem Branenmark 1965 die ersten dentalen Titanimplantate bei

einem Patienten gesetzt, sowie praklinische und klinische Studien zu diesem Thema
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durchgefihrt hat [25], begann eine Zeit groRer Weiterentwicklungen und Fortschritte auf dem
Gebiet der dentalen Implantologie.

Ti-Implantate haben sich aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitdt, Korrosionsbestandigkeit
und besonders guten mechanischen Eigenschaften in der dentalen Implantologie etabliert
[26-28]. Diese positiven Eigenschaften werden durch die TiO,-Schicht auf jedem Implantat
verstarkt [29-31], welche durch die Passivierung des Ti entsteht [29, 30].

Die gestiegene Nachfrage nach einem metallfreien Restaurationsmaterial hat nicht nur in der
konventionellen prothetischen Zahnheilkunde, sondern auch in der Implantologie, die
Forschung und Entwicklung immer weiter vorangetrieben.

Als neuere Alternative zu Titanimplantaten stehen ZrO;-Implantate zur Verfligung, die eine
geringere Warmeleitfahigkeit und ein geringeres Elastizitatsmodul als Titanimplantate
aufweisen [32, 33]. Als unverarbeitetes Material hat ZrO, eine geringe Plaqueaffinitat, ist
zudem gut zu verarbeiten und hat eine zahnadhnliche Farbe [34, 35].

Eine kirzlich durchgefiihrte Studie von Straumann Uber dentale Ti-Implantate ergab, dass
biologische Komplikationen wie Mukositis oder Periimplantitis oft die Ursache fir
Implantatverluste sind [36]. Die Versagensrate bei 55 Patienten (mit insgesamt 131
Implantaten) im Zeitraum von 10-16 Jahren nach Insertion liegt bei 17,06 %, wobei technische
und biologische Komplikationen (48,03 % bis 16 Jahre) haufig auftraten [36]. Uber die Ursache
des Implantatversagens bei ZrOs-Implantaten kénnen noch keine verlasslichen Aussagen
getroffen werden, da klinische Langzeitstudien bis zum heutigen Zeitpunkt fehlen [37]. In
einer aktuellen Metaanalyse betragt die Implantatverlustrate von ZrO;-Implantaten 12
Monate nach dem Einsetzen 4,4 % [38].

Zu den moglichen biologischen Komplikationen zahlt die Periimplantitis [39], die einen
entzlindlichen Prozess im Knochen beschreibt und somit zum Verlust des Implantats fiihren
kann [40, 41]. Die genaue Atiologie der Periimplantitis wird derzeit noch in der Literatur
diskutiert [42, 43]. Bei klinischen Anzeichen einer Periimplantitis findet sich jedoch haufig ein
mikrobieller Biofilm (Plaque) um das Implantat herum, der eine hohe Prdvalenz von
Parodontitis verursachenden Stammen aufweist [44-51]. Bisherige Studien zum
Bakterienwachstum auf Abutments und Scheiben aus Ti und/oder ZrO, liefern derzeit nur
widersprichliche Ergebnisse, ob und auf welchem Material die Bakterienadhasion héher ist
[52, 53]. Darliber hinaus gibt es bisher keine Studien, die die bakterielle Anhaftung von

Periimplantitis ausldsenden Bakterien an Implantatschrauben untersucht haben.
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Die Oberflachenstruktur von Implantatgewinden fiihrt zu einer gréBeren Oberflache und
damit zu einer hoheren moglichen Bakterienadhdsion. Folglich sind Experimente mit
Implantatschrauben reprasentativer fiir die physiologische Situation.

In unserer friheren Studie konnte bereits gezeigt werden, dass Ti- und Zr-Partikel von Ti/ZrO,-
Implantaten in das umgebende Gewebe gelangen konnen [54, 55]. Folglich sollte untersucht
werden, ob biologische Komplikationen durch Bakterien oder gar durch Partikel, die von den
Implantaten ins Gewebe gelangen, ausgelost werden. Dariliber hinaus wurden die
Zytotoxizitdt und Genotoxizitdt von Ti-MPs, Ti-NPs, ZrO,-MPs und ZrO;-NPs, sowie die
zellulare Aufnahme in PDL-hTERT-Zellen untersucht [55, 56]. Wie zuvor beschrieben, sind Ti-
Partikel an den Kontaktflachen zwischen Implantatschraube und Gewebe (iblicherweise mit
einer TiOz-Schicht bedeckt [29, 30]. Folglich sollten Partikel, die von Ti-Implantaten freigesetzt
werden, eigentlich TiO,-Partikel oder Ti-Partikel sein, die mit einer TiO2-Schicht ummantelt
sind.

Es liegen keine Daten zur Zytotoxizitat und Genotoxizitat von TiO-Partikeln in PDL-Zellen vor.
Daruber hinaus sind keine Daten zur intranukledren Zellaufnahme von TiOz- und ZrO»-
Partikeln in PDL-Zellen, sowie zur bakteriellen Adhision an TiO»>- und/oder ZrO»-
Implantatschrauben verfligbar.

Ziel der zweiten vorliegenden Studie in dieser Arbeit ist es, die Toxizitdt und intranukleare
Aufnahme in PDL-Zellen von TiO2-MPs, TiO2-NPs, ZrO,-MPs und ZrO,-NPs zu untersuchen, die
von Zahnimplantaten freigesetzt werden kénnen. Ebenso die Adhasion auf Ti- und ZrO2-
Implantaten von relevanten humanen anaeroben Bakterien, die in der Mundhohle zu finden
sind.

Diese Arbeit wurde in der folgenden Publikation illustriert: Dhein, J.; Haller, C.; Reichl, F.-X,;
Milz, S.; Hickel, R.; Kollmuss, M.; Hogg, C. Intranuclear cell uptake and toxicity of titanium
dioxide and zirconia particles as well as bacterial adhesion on dental titanium- and zirconia-

implants. Dental Materials,
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8 Material und Methoden

8.1 Antioxidantien als neuartige Dentalharz-Komposit-Komponente: Einfluss auf Elution
und Umwandlungsgrad

In die Komposite Venus® (Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland), Grandio® (VOCO GmbH,
Cuxhaven, Deutschland) und Filtek™ Supreme XTE (3M ESPE, Seefeld, Deutschland) wurden
jeweils 1 Gew.%, 0,1 Gew.%, 0,01 Gew.% oder 0 Gew.% (Kontrollgruppe) von fein
gemahlenem Puder von Asc (Sigma-Aldrich, China) oder NAC (Sigma-Aldrich, China)
eingearbeitet und polymerisiert. AnschlieRend wurden die Proben in Methanol (GC Ultra
Grade, RATISOLV® >99.9%, Roth, Karlsruhe, Deutschland) oder Wasser (LC—MS-Grade,
ROTISOLV®, Roth, Karlsruhe, Deutschland) getaucht und CF-Losung als interner Standard
zugegeben.

Die Qualifizierung und Quantifizierung der Eluate erfolgte mittels GC/MS. Die Asc-
Konzentrationen in den Eluaten der Komposit-Asc-Mischungen wurden durch HPLC/DAD/UV
nach 5 min, 1 Tag und 5 Tagen Inkubationszeit quantifiziert. Die NAC-Konzentrationen in den
Eluaten von Komposit-NAC-Mischungen wurden durch HPLC/FLD nach 5-mintiger, 1-tagiger
und 7-tagiger Inkubation quantifiziert. Die DC von Komposit-Antioxidans-Mischungen wurde

in Echtzeit mit FTIR gemessen.

8.2 Intranukleare Zellaufnahme und Toxizitat von Titandioxid- und Zirkonoxid-Partikeln

sowie bakterielle Adhdsion auf dentalen Titan- und Zirkonoxid-Implantaten

PDL-hTERT, erhalten von der Forschungsgruppe Experimentelle Chirurgie und Regenerative
Medizin, Abteilung Chirurgie, LMU, Minchen, Deutschland, wurden bei 37 °C und 100%
Luftfeuchtigkeit mit 5% CO; kultiviert. Das VLE Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium wurde
mit D-Glucose (Biochrom, Berlin, Deutschland), Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin,
Deutschland) und fetalem Kélber Serum (Sigma—Aldrich, Miinchen, Deutschland) ergédnzt. Die
GroRBe der TiO2-MPs, TiO2-NPs, ZrO,-MPs and ZrO,-NPs (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) wurde mit dem SEM Zeiss Supra 55 VP (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
bestimmt. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde durch einen auf XTT basierenden Assay
untersucht. DNA-Schaden durch TiO,-MPs und TiO2-NPs wurden mittels Comet Assay
bestimmt. Die intranukledre Aufnahme von TiO2-MPs, TiO2-NPs, ZrO,-MPs und ZrO,-NPs in
PDL Zellen wurde mittels LSCM (LSM 880 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)) festgestellt. Ti-
Implantatschrauben und ZrO,-Implantatschrauben wurden von der Straumann AG, Basel,
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Schweiz erhalten. Die durchschnittliche Oberflache der Implantatgewinde wurde mit KaVo
Everest Scan (KaVo, Bieberach, Deutschland) gemessen. Die Bakterien P.g., P.i. and A.a.
wurden von der Abteilung fiir Zahnerhaltung und Parodontologie der LMU, Miinchen,
Deutschland zur Verfligung gestellt und auf Schaedler Agar kultiviert. Um die bakterielle
Adhasion zu untersuchen, wurden die Bakterienstimme (P.g., P.i. and A.a.) separat im
Medium (sterile Brain Heart Infusion, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit einer Ti-
Implantatschraube oder einer ZrOx-Implintatschraube kultiviert. Nach 5 Tagen wurden

sichtbare Kolonien ausgezahlt.

9 Ergebnisse

9.1 Antioxidantien als neuartige Dentalharz-Komposit-Komponente: Einfluss auf Elution
und Umwandlungsgrad

Aufgrund von Polymerisation ohne Photoinitiation der Proben sind keine Daten fiir HPLC-,

GC/MS- und DC-Ergebnisse von Venus®-1 Gew.% NAC verfligbar.

9.1.1 HPLC Analyse

HPLC/UV/DAD:

Asc wurde in Methanol- und Wassereluaten aller drei untersuchten Komposite nachgewiesen,
die 1 Gew.-% und 0,1 Gew.-% Asc enthielten. Im Gegensatz dazu waren die Konzentrationen
von Asc in den Eluaten von Kompositen, die 0,01 Gew.-% enthielten, immer niedriger als die
LOQ. Die hochste Konzentration an eluiertem Asc, die in dieser Studie gefunden wurde, war
in Venus®-1 Gew.-% Asc-Mischung nachzuweisen: Die Konzentration stieg von 185,05 uM (5
min; Methanol) auf 313,98 uM (1 Tag; Methanol). In Grandio®-Asc und Filtek™ Supreme XTE-
Asc-Mischungen nahm die Konzentration von eluiertem Asc bei steigender Eulutionszeit ab

(Methanol und Wasser).
HPLC/UV:

NAC konnte in allen Eluaten von Komposit-NAC-Mischungen nachgewiesen werden, auBer

bei Venus®, nach Einarbeitung von 1 Gew.-% NAC.
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9.1.2 GC/MS Analyse

In den untersuchten Kompositeluaten wurden insgesamt 9 Substanzen nachgewiesen.

In den Eluaten der Venus®-Asc-Mischung wurden CQ, CSA, BHT, TEGDMA, DDHT und HMBP
nachgewiesen. Die TEGDMA-Elution nahm bei 1, 0,1 und 0,01 Gew.-% des eingearbeiteten Asc
nach 1- und 7-tagiger Elution in Methanol und Wasser signifikant zu.

In den Eluaten der Grandio®-Asc-Mischung wurden HEMA, CQ, CSA, BHT, DMABEE, TEGDMA
und TinP nachgewiesen. Die HEMA-Elution verringerte sich signifikant bei 1, 0,1 und 0,01
Gew.-% eingearbeitetem Asc nach 1- und 7-tagiger Elution in Methanol und Wasser. TEGDMA
erhohte sich signifikant bei 1 Gew.-% Asc-Beimischung nach 1- und 7-tdgiger Elution in
Methanol und Wasser und 0,01 Gew.-% Asc-Beimischung nach 1-tagiger Methanolelution. In
den Eluaten der Filtek™ Supreme XTE-Asc-Mischung wurden CQ, CSA, BHT und TEGDMA
nachgewiesen. Die TEGDMA-Elution nahm bei 0,01 Gew.-% eingearbietetem Asc nach 1-
tagiger Elution in Wasser und bei 1 Gew.-% eingearbeitetem Asc nach 7-tdgiger Elution in
Wasser signifikant zu. In den Eluaten der Venus®-NAC-Mischung wurden CQ, CSA, BHT,
TEGDMA, DDHT und HMBP nachgewiesen. Die TEGDMA-Elution nahm bei 0,1 Gew.-%
eingearbeitetem NAC nach 1-tdgiger Elution in Wasser und 1- und 7-tdgiger Elution in
Methanol signifikant zu.

In den Eluaten der Grandio®-NAC-Mischungen wurden HEMA, CQ, CSA, BHT, DMABEE,
TEGDMA und TinP nachgewiesen. Die HEMA-Elution nahm bei 0,1 Gew.-% eingearbeitetem
NAC nach 1 Tag Elution in Methanol, 1 Gew.-% eingearbeitetem NAC nach 1 und 7 Tagen in
Wasser und 0,01 Gew.-% eingearbeitetem NAC nach 7 Tagen in Methanol signifikant zu. Die
TEGDMA-Elution verringerte sich signifikant bei 1 Gew.-% eingearbeitetem NAC nach 7-
tagiger Elution in Methanol. Ein signifikanter Anstieg der TEGDMA-Elution wurde fir die
Einarbeitung von 1 und 0,1 Gew.-% NAC nach 1-tagiger Elution in Wasser und flr die
Einarbeitung von 1 Gew.-% NAC nach 7-tagiger Elution in Wasser gefunden.

In den Eluaten der Filtek™ Supreme XTE-NAC-Mischungen wurden CQ, CSA, BHT und TEGDMA
nachgewiesen. Die TEGDMA-Elution nahm bei 0,1 Gew.-% eingearbeitetem NAC nach 7-

tagiger Elution in Wasser signifikant zu.

9.1.3DC
Bei allen Komposit-Asc-Mischungen war die DC im Vergleich zur Kontrolle signifikant

verringert, mit Ausnahme von Venus®-0,01 Gew.-% Asc.
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Fir die Komposit-NAC-Mischung war die DC von Grandio® mit 1 Gew.-% NAC im Vergleich zur

Kontrolle signifikant verringert.

9.2 Intranukledre Zellaufnahme und Toxizitdt von Titandioxid- und Zirkonoxid-Partikeln

sowie bakterielle Adhdsion auf dentalen Titan- und Zirkonoxid-Implantaten

9.2.1 PartikelgréRenmessung
88 % der TiO2-MPs wurden mit einer GrofRe zwischen 50 und 200 nm bestimmt.

99 % der TiO2-NPs waren kleiner als 100 nm.

9.2.2 Zytotoxizitat: XTT-Viabilitdtsassay

TiO2-NPs zeigten ein 6-fach hoheres toxisches Potential als TiO,-MPs.

9.2.3 DNA-Schaden
Lediglich fur TiO2-NPs bei einer Konzentration von 1/10 ECso wurde eine signifikante Erhhung

des OTM-Wertes im Vergleich zur Kontrolle festgestellt.

9.2.4 Intranukledre Zellaufnahme, analysiert durch LSCM

TiO2-MPs, TiO2-NPs, ZrO2-MPs und ZrO,-NPs konnten im Zellkern der untersuchten PDL-Zellen
nachgewiesen werden.

Der Prozentsatz der Zellen mit im Zellkern gefundenen TiO,-NPs stieg signifikant an, wenn die
Partikelkonzentration von 0,381 um auf 0,762 um erhoht wurde. Darliber hinaus nahm der

Anteil der Zellen mit ZrO,-NPs im Zellkern mit zunehmender Expositionskonzentration zu.

9.2.5 Bakterielle Adhdsion

In dieser Studie wurden Ti-Implantate auf Knochenniveau und ZrO,-Implantate auf
Gewebeniveau verwendet. Daher flihrten die unterschiedlichen Implantatkonfigurationen zu
Unterschieden in der gemessenen durchschnittlichen Gesamtgewindeoberfliche der
Implantate:

Messungen der Implantatgewindeoberfliche von Ti-Implantaten ergaben eine
durchschnittliche Oberfliache von 112,65 + 1,66 mm? und eine durchschnittliche Oberfliche

von 130,39 + 1,31 mm? fiir ZrO,-Implantate.
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Alle untersuchten Bakterien zeigten auf ZrO,-Implantaten eine signifikant geringere Adhasion
pro mm? als auf Ti-Implantaten. A.a. fiihrte zu einer 0,8-mal geringeren Haftung an ZrO»-

Implantaten als an Ti-Implantaten, P.i. zeigte eine 0,6-mal und P.g. eine 0,1-mal geringere
Adhasion.
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10. Zusammenfassung/Synopsis

10.1 Zusammenfassung

In der heutigen Zeit steigt nicht nur der dsthetische Anspruch an dentale Werkstoffe durch die
Gesellschaft, sondern auch das Verlangen nach einer hohen Biokompatibilitat, sowie einer
geringen Toxizitdt. Sowohl dentinadhdsive Kompositfillungen in der konservierenden
Zahnheilkunde, als auch Implantate im prothetischen Bereich, sind inzwischen Standard in der
modernen Zahnarztpraxis.

Jedoch ist bereits gezeigt worden, dass dentale Komposite (Co)monomere und Additive
freisetzen [13, 57-59], die sich zytotoxisch, mutagen, teratogen und embryotoxisch auf den
Organismus auswirken kénnen [12, 60]. Der Werkstoff Titan, aus dem aktuell die am
haufigsten gesetzten Implantate hergestellt werden [61], kann Typ-IV-Uberempfindlichkeiten
oder Hautempfindlichkeiten auslésen [39, 62].

Allerdings wurde bereits in unseren friiheren Studien nachgewiesen, dass die Zugabe von Asc
und NAC, die als Radikalfanger gelten [63], zum Zellkulturmedium die Genotoxizitdat von
dentalen (Co)Monomeren und ihren Epoxidmetaboliten reduzieren kénnen [20, 64, 65].

In der ersten Studie wurden Asc oder NAC als neuartige Kompositkomponente in drei
verschiedene Komposite (Venus®, Grandio® und Filtek™ Supreme XTE) eingearbeitet (1, 0,1
und 0,01 Gew.-%) und hinsichtlich ihrer Auswirkung auf DC und Elution von
Kompositkomponenten untersucht. Aullerdem wurde die Freisetzung von Asc oder NAC aus
den Mischungen analysiert. Die ausgewahlten Komposite zeigten in friiheren Studien bereits
eine hohe Freisetzung von Methacrylaten und Additiven [57, 66, 67].

In der zweiten Studie wird die Zytotoxizitat und Genotoxizitat von TiO2-MPs und TiO2-NPs in
PDL Zellen und die intranukledre Aufnahme von TiO2-MPs, TiO2-NPs, ZrO2-MPs und ZrO2>-NPs
untersucht. AuBerdem wurde die bakterielle Adhdsion an Ti- und ZrOz-Implantatschrauben
betrachtet. Diese Studie stellt eine Folgearbeit zu unseren friheren Studien dar, in denen
Zytotoxizitat, Genotoxizitat und die intranukledre Aufnahme von MPs und NPs von Ti, also der

nicht oxidierten Form, und ZrO; untersucht wurden [54-56].

10.2.1 Antioxidantien als neuartige Dentalharz-Komposit-komponente: Einfluss auf
Elution und Umwandlungsgrad

Die signifikant reduzierte DC nach Inkorporation Asc und NAC in die Komposite kann auf die

Eigenschaft der Antioxidantien zurlickzuflihren sein, dass diese initiierende Radikale, wie CQ,
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abfangen konnen [68]. Dies kann folglich aber auch zu einer Unterdriickung der Initiation der
Kettenpolymerisation fihren.

Eine signifikant niedrigere DC im Vergleich zur Kontrolle wurde fiir alle untersuchten
Komposite mit 1, 0,1 und 0,01 Gew.-% Asc (auBer Venus®-0,01 Gew.-% Asc) gefunden.
Dahingegen konnte nach Inkorporation von NAC keine signifikante Anderung der DC bei
Venus® und Grandio® mit 0,1 Gew.-% und 0,01 Gew.-% NAC und fiir Filtek™ Supreme XTE mit
1 Gew.-% NAC festgestellt werden. Daraus lasst sich schlieRen, dass Asc einen hoheren
Einfluss auf die DC als NAC hat. Asc hat nicht nur eine starkere Moglichkeit Radikale
abzufangen und die Diffusion von Elektronen zu storen, sondern eine weitere mogliche
Erklarung kann sein, dass Asc kettenbrechende Eigenschaften besitzt und somit durch freie
Radikale vermittelte Kettenreaktionen hemmt [69].

Ein signifikanter Anstieg von TEGDMA in Methanol- und Wassereluaten im Vergleich zur
Kontrolle konnte nach Inkorporation von Ascin Venus® (1, 0,1 und 0,01 Gew.-%, 1 Tag/7 Tage)
und Grandio® (1 Gew.-%, 1 Tag/7 Tage) und von NAC in Venus® (0,1 Gew.-%, 1 Tag)
nachgewiesen werden. Unsere Daten zeigen, dass die Inkorporation von Asc oder NAC die
Freisetzung von TEGDMA fordern kénnen und es folglich zu negativen Begleiterscheinungen,
wie Methacrylatallergien, geno- bzw. zytotoxische Wirkungen, kommen kann [17, 70].
Jedoch zeigt unsere Studie auch, dass die Einarbeitung von Asc oder NAC in bestimmten Gew.-
% die Freisetzung von TEGDMA nicht beeinflussen (z. B. Filtek™ Supreme XTE-1, 0,1 und 0,01
Gew.-% Asc oder NAC 1 und 7 Tage in Methanol). Ebenso konnte eine signifikant reduzierte
Freisetzung von TEGDMA nach Inkorporation von NAC in Grandio® (1 Gew.-%, 7 Tage,
Methanol) sowie eine signifikant reduzierte Freisetzung von HEMA nach Inkorporation von
Asc in Grandio® (1, 0,1, 0,01 Gew.-%, Methanol/Wasser, 1 Tag/7 Tage) festgestellt werden.
Eine Erklarung fur die geringere eluierbare Menge an TEGDMA oder HEMA kann die
Wechselwirkung von Asc oder NAC mit den Kompositkomponenten sein.

In unseren friheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die durch dentale (Co-)
Monomere und deren Epoxidmetaboliten induzierte Zyto- und Genotoxizitat durch Asc und
NAC signifikant reduziert werden kann [20, 22, 64, 65]. Eine signifikante Reduktion von DNA-
DSBs in HGFs im Vergleich zur Kontrolle konnte bei Konzentrationen von mehr als 50% M Asc
oder NAC nachgewiesen werden[64]. In unserer aktuellen Studie wurden in Methanol- und
Wassereluaten von Venus® -1 Gew.-% Asc, Grandio® - 1 Gew.-% Asc, Filtek™ Supreme XTE-1

Gew.-% Asc und Filtek™ Supreme XTE-1 Gew. % NAC Konzentrationen von ber 50uM an Asc
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und NAC gefunden. Hieraus kann geschlossen werden, dass jene Komposite, die 1 Gew.-% Asc
oder 1 Gew.-% NAC enthalten, eine ausreichende Menge an eluierten Antioxidantien
enthalten, um die Metabolisierungszwischenprodukte und Epoxidmetaboliten von dentalen
Komposit(co-)monomeren und somit die Genotoxizitdt in HGFs reduzieren kénnen.

Jedoch zeigte die Inkorporation von 1 Gew.-% Asc in Venus®, Grandio® und Filtek™ Supreme
XTE eine signifikant niedrigere DC sowie eine signifikant erhdhte Elution von TEGDMA. Einzig
die Einarbeitung von 1 Gew.-% NAC in Filtek™ Supreme XTE ergab keine signifikante
Veranderung in der DC, sowie in der Elution der Kompositkomponenten und liefert eine
ausreichende Menge an Antioxidans um die Toxizitdt zu reduzieren. Hieraus ladsst sich
zusammenfassend schlieRen, dass die Inkorporation von NAC (1 Gew.-%) in Filtek™ Supreme
XTE als neuartige Kompositkomponente ein vorteilhafter Schritt zur Reduzierung von dentalen

(Co-)monomeren induzierten DNA-DSBs sein kann.

10.2.2 Intranukledre Zellaufnahme und Toxizitdt von Titandioxid- und Zirkonoxid-

Partikeln sowie bakterielle Adhasion auf dentalen Titan- und Zirkonoxid-Implantaten

Es konnte nachgewiesen werden, dass TiO2-NPs (15 mg/ml) eine 6-mal hohere Zytotoxizitat in
PDL-Zellen induzieren als TiO2-MPs (92 mg/ml). Im Vergleich zu den Werten aus unserer
vorangegangenen Studie (iber Ti-MPs und -NPs [56], ist der ECso-Wert von Ti-MPs mehr als
das 11-fache niedriger als der Wert von TiO2-MPs und der ECso-Wert von Ti-NPs betragt etwa
5-mal weniger als der Wert von TiO2-NPs.

In unserer friheren Studie konnten ZrO,-Partikel im Kieferknochen, der direkt um das
Implantat liegt, nachgewiesen werden [55]. Ebenso wurde herausgefunden, dass der ECso-
Wert von ZrO,-NPs (14 mg/ml) in PDL-Zellen 6-mal niedriger ist, als der ECso-Wert von ZrO,-
MPs (81 mg/ml) [55]. Somit lasst sich, unter Berlcksichtigung der Standardabweichung,
feststellen, dass die Zytotoxizitat von TiO2-MPs und ZrO,-MPs einerseits und TiO2-NPs und
Zr0O,-MPs andererseits in etwa gleich groR einzustufen sind.

Die oxidierte Form der Ti-Partikel (TiO2-MPs/-NPs) sind im Vergleich zu den elementaren Ti-
NPs weniger toxisch. Ti-NPs, TiO2-NPs und ZrO,-NPs sind im Vergleich zur den
korrespondierenden MPs zytotoxischer.

Zusammenfassend, gemal unseren vorangegangenen Studien [55, 56] und dieser Studie, lasst

sich folgende Reihenfolge der Zytotoxizitat der Partikel aufstellen: Ti-NPs (3 mg/ml) > ZrO; -
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NPs (14 mg/ml) = TiO2-NPs (15 mg/ml) > ZrO,-MPs (81 mg/ml) = TiO2-MPs (92 mg/ml) > Ti-
MPs (> 999 mg/ml).

Waihrend keine der untersuchten TiO,-MP Konzentrationen einen signifikanten Anstieg des
OTM-Werts ausloste, 16ste eine Konzentration von 1523ug/ml TiO2-NPs einen etwa 3-fach
erhohten OTM-Wert im Vergleich zur Negativkontrolle aus. In unserer vorangegangenen
Studie I6ste schon eine Konzentration von 14 pg/ml Ti-NPs einen signifikanten Anstieg des
OTM-Werts aus [56]. Da ein Anstieg des OTM-Werts als Indikator fiir DNA-Schaden gilt [71,
72], lasst sich schlussfolgern, dass Ti-NPs ein 109-fach hoheres Potential haben, DNA-Schaden
auszulosen. Die Ergebnisse unserer frilheren Studie zeigen einen signifikanten Anstieg des
OTM-Werts bei einer Konzentration von 810 pg/ml fir ZrO,-MPs und von 70 pg/ml fir ZrO»-
NPs in PDL-Zellen [55]. Somit haben TiO;-Partikel eine geringere Genotoxizitat als ZrO,-
Partikel. AbschlieBend lasst sich folgende Reihenfolge der Genotoxizitat aufstellen: Ti-NPs (14
ug/ml) > ZrO,-NPs (70 pug/ml) > ZrO,-MPs (810 pg/ml) > TiO2-NPs (1523 pg/ml) > Ti -MPs (6666
ug/ml) > TiO2-MPs (> 9164 pg/ml).

In der aktuellen Studie konnten TiO>-MPs, TiO2-NPs, ZrO,-MPs und ZrO,-NPs in den Zellkernen
der PDL-Zellen nachgewiesen werden. Dagegen konnten in unserer vorangegangenen Studie
keine Ti-MPs in den Kernen von PDL-Zellen gefunden werden [56]. Die intranukledre
Partikelaufnahme von TiO2-MPs und ZrO,-MPs kann dadurch erklart werden, dass in den MPs
auch Partikel in NanometergroRBe enthalten sind, gemaR unserer aktuellen und
vorangegangenen Studie [55]. Allerdings zeigten TiO-NPs und ZrO,-NPs eine hohere
Kernaufnahmeeffizienz als die korrespondierenden MPs. Messerschmidt et. al. sind zu dem
Ergebnis gekommen, dass die Toxizitdt umgekehrt proportional zur PartikelgroRe ist [73].
AuBerdem konnte die intranukledre Partikelaufnahme von NPs zu einem hdheren Potential
an DNA-Schaden fiihren, was im Einklang mit den Ergebnissen der aktuellen und unseren
friheren Studien steht [55, 56].

In unserer aktuellen in vitro-Studie konnte gezeigt werden, dass eine signifikant geringere
bakterielle Adhasion an den ZrO;-Implantatschrauben nachgewiesen werden kann im
Vergleich zu den Ti-Implantatschrauben. Diese Ergebnisse stimmen mit einer vorangegangen
Studie Uberein, bei der eine signifikant geringere Bakterienadhasion an ZrO,-Minidisks im
Vergleich zur Ti-Minidisks in vivo nachgewiesen werden konnte [35]. Ebenso konnte, im
Vergleich zu ZrO;-Implantat-Abutments, von Nascimento et. al. auf Ti-Implantat-Abutments

eine hohere Keimzahl und eine hohere Anzahl von Bakterienarten gefunden werden [74].
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Allerdings lassen sich in vitro Studien nicht ohne Weiteres auf die klinische Situation

Gibertragen und die Ergebnisse miissen von klinischen Langzeitstudien tberpriift werden.
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10.2 Synopsis

Today, society is not only increasing the aesthetic demands placed on dental materials, but
also the demand for high biocompatibility and low toxicity. Both dentine-adhesive composite
fillings in conservative dentistry and implants in the prosthetic area are now standard in
modern dental offices.

However, it has already been shown that dental composites release (co)monomers and
additives [13, 57-59], which can have cytotoxic, mutagenic, teratogenic and embryotoxic
effects on the organism [12, 60]. Titanium, the material from which the most frequently used
implants are currently made [61], can trigger type IV hypersensitivity or skin sensitivity [39,
62]. Nevertheless, it has already been demonstrated in our previous studies that the addition
of Asc and NAC, which are considered radical scavengers [63], to the cell culture medium can
reduce the genotoxicity of dental (co)monomers and their epoxide metabolites [20, 64, 65].
In the first study, Asc or NAC were incorporated (1, 0.1 and 0.01 wt%) as a novel composite
component into three different composites (Venus®, Grandio® and Filtek™ Supreme XTE) and
their effect on DC and elution of composite components was examined. In addition, the
release of Asc or NAC from the mixtures was analyzed. In earlier studies, the selected
composites already showed a high release of methacrylates and additives [57, 66, 67].

In the second study, the cytotoxicity and genotoxicity of TiO,-MPs and TiO2-NPs in PDL cells
and the intranuclear uptake of TiO,-MPs, TiO2-NPs, ZrO,-MPs and ZrO,-NPs were investigated.
In addition, bacterial adhesion to Ti- and ZrO,-implant threads was examined. This study is a
follow-up to our previous studies investigating the cytotoxicity, genotoxicity and intranuclear

uptake of MPs and NPs of Ti, i.e., the non-oxidized form, and ZrO, [54-56].

10.1.1 Antioxidants as a novel dental resin-composite component: Effect on elution and

degree of conversion

The significantly reduced DC after incorporation of Asc and NAC into the composites can be
attributed to the property of the antioxidants that they can scavenge initiating radicals such
as CQ [68]. Consequently, this can also lead to a suppression of the initiation of the chain
polymerization.

A significantly lower DC compared to control was found for all investigated composites with
1, 0.1 and 0.01 wt.% Asc (except Venus®-0.01 wt.% Asc). In contrast, after the incorporation

of NAC, no significant change in DC could be determined for Venus® and Grandio® with 0.1
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wt% and 0.01 wt% NAC and for Filtek™ Supreme XTE with 1 wt% NAC. In conclusion Asc has
a higher impact on DC than NAC. Not only does Asc have a stronger ability to scavenge radicals
and interfere with the diffusion of electrons, but another possible explanation may be that
Asc has chain-breaking properties and thus inhibits chain reactions mediated by free radicals
[69].

A significant increase of TEGDMA in methanol and water eluates compared to the control
could be observed after incorporation of Asc in Venus® (1, 0.1 and 0.01 wt.%, 1 day/7 days)
and Grandio® (1 wt.%, 1 day/7 days) and NAC in Venus® (0.1 wt.%, 1 day). Our data show that
the incorporation of Asc or NAC can promote the release of TEGDMA and consequently lead
to negative side effects such as methacrylate allergies, geno- or cytotoxic effects [17, 70].
However, our study also shows that the incorporation of Asc or NAC at certain wt.% does not
affect the release of TEGDMA (e.g., Filtek™ Supreme XTE- 1, 0.1 and 0.01 wt.% Asc or NAC 1
and 7 days in methanol). Likewise, a significantly reduced release of TEGDMA after
incorporation of NAC in Grandio® (1 wt.%, 7 days, methanol) as well as a significantly reduced
release of HEMA after incorporation of Asc in Grandio® (1, 0.1, 0, 01 wt.%, methanol/water, 1
day/7 days). An explanation for the lower elutable amount of TEGDMA or HEMA can be the
interaction of Asc or NAC with the composite components. In our earlier studies it could
already be shown that the cytotoxicity and genotoxicity induced by dental (co)monomers and
their epoxide metabolites can be significantly reduced by Asc and NAC [20, 22, 64, 65]. A
significant reduction of DNA-DSBs in HGFs compared to the control could be demonstrated at
concentrations of more than 50%M Asc or NAC[64]. In our current study, Asc and NAC
concentrations of over 50 uM were found in methanol and water eluates from Venus® -1 wt.%
Asc, Grandio® - 1 wt.% Asc, Filtek™ Supreme XTE-1 wt.% Asc and Filtek™ Supreme XTE-1 wt.%
NAC. Therefore, it can be concluded that those composites containing 1 wt.% Asc or 1 wt.%
NAC contain a sufficient amount of eluted antioxidants to reduce the metabolization
intermediates and epoxy metabolites of dental composite (co-)monomers and thus reduce
the genotoxicity in HGFs.

However, incorporation of 1 wt.% Asc into Venus®, Grandio® and Filtek™ Supreme XTE
showed a significantly lower DC as well as significantly increased elution of TEGDMA. Only the
incorporation of 1 wt.% NAC into Filtek™ Supreme XTE resulted in no significant change in DC
and the elution of the composite components and provides a sufficient amount of

antioxidants to reduce toxicity.
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In summary, it can be concluded that the incorporation of NAC (1 wt.%) into Filtek™ Supreme
XTE as a novel composite component can be an advantageous step to reduce dental

(co)monomer-induced DNA-DSBs.

10.1.2 Intranuclear cell uptake and toxicity of titanium dioxide and zirconia particles as
well as bacterial adhesion on dental titanium- and zirconia-implants

TiO2-NPs (15 mg/ml) were shown to induce 6-fold higher cytotoxicity in PDL cells than TiO,-
MPs (92 mg/ml). Compared to the values from our previous study [56] on Ti-MPs and NPs [56],
the ECso value of Ti-MPs is more than 11-fold lower than the value of TiO,-MPs and the ECsp
value of Ti-NPs is about 5 times less than the value of TiO2-NPs.

In our earlier study, ZrO2 particles could be detected in the jawbone, which is located directly
around the implant [55]. Furthermore, the ECso value of ZrO,-NPs (14 mg/ml) in PDL cells was
6-fold lower than the ECsp value of ZrO,-MPs (81 mg/ml) [55]. Thus, taking into account the
standard deviation, it can be stated that the cytotoxicity of TiO-MPs and ZrO,-MPs on the one
hand and TiO2-NPs and ZrO,-MPs on the other hand can be classified as approximately the
same. The oxidized state of the Ti particles (TiO2-MPs/-NPs) are less toxic compared to the
elemental Ti-NPs. Ti-NPs, TiO2-NPs and ZrO;-NPs are more cytotoxic compared to the
corresponding MPs. In summary, according to our previous studies [55, 56] and this study, the
following order of cytotoxicity of the particles can be established: Ti-NPs (3 mg/ml) > ZrO; -
NPs (14 mg/ml) = TiO2-NPs (15 mg/ml) > ZrO,-MPs (81 mg/ml) = TiO2-MPs (92 mg/ml) > Ti-
MPs (> 999 mg/ml).

While none of the tested TiO,-MP concentrations elicited a significant increase in OTM, a
concentration of 1523ug/ml TiO2-NPs led to an approximately 3-fold increase in OTM
compared to the negative control. In our previous study, even a concentration of 14 ug/ml Ti-
NPs triggered a significant increase in OTM value [56]. Since an increase in the OTM value is
considered an indicator of DNA damage [71, 72], it can be concluded that Ti-NPs have a 109-
fold higher potential to induce DNA damage. The results of our previous study show a
significant increase in OTM at a concentration of 810 pug/ml for ZrO,-MPs and 70 pg/ml for
ZrO2-NPs in PDL cells [55]. Thus, TiO2-particles have a lower genotoxicity than ZrO,-particles.
In conclusion, the following order of genotoxicity can be established: Ti-NPs (14 pug/ml) > ZrO»-
NPs (70 pug/ml) > ZrO,-MPs (810 pg/ml) > TiO2-NPs (1523 pg/ml) > Ti -MPs (6666 pg/ml) > TiO,-
MPs (> 9164 pg/ml).
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In the current study, TiO,-MPs, TiO2-NPs, ZrO;-MPs and ZrO,-NPs could be detected in the
nuclei of PDL cells. In contrast, in our previous study, no Ti-MPs could be found in the nuclei
of PDL cells [56]. The intranuclear particle uptake of TiO,-MPs and ZrO,-MPs can be explained
by the fact that the MPs also contain nanometer-sized particles according to our current and
previous study [55]. However, TiO,-NPs and ZrO,-NPs showed a higher core uptake efficiency
than the corresponding MPs. Messerschmidt et. al. concluded that toxicity is inversely
proportional to particle size [73]. Furthermore, intranuclear particle uptake of NPs could lead
to a higher potential of DNA damage, which is consistent with the results of the current and
our previous studies [55, 56]. In our current in vitro study, significantly less bacterial adhesion
could be demonstrated on the ZrO;-implant threads compared to the Ti-implant threads.
These results are in line with a previous study in which a significantly lower bacterial adhesion
to ZrO,-minidisks compared to Ti-minidisks was postulated in vivo [35]. Likewise, Nascimento
et. al. were able to find a higher number of germs and a higher number of bacterial species on
Ti-implant abutments compared to ZrO, implant abutments [74]. However, in vitro studies
cannot simply be transferred to the clinical situation and the results must be verified by long-

term clinical studies.
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