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1. Einleitung

Die Behandlung von Zahnhartsubstanzdefekten kann bis zu einer gewissen Ausdehnung mit
plastischen Fillungen direkt erfolgen (Hellwig, 2013). Handelt es sich um umfassende Defekte oder
auch um die Versorgung einer Zahnllcke, muss die dauerhafte Restauration indirekt hergestellt
werden (Zantner, 2007). Dafur wird konventionell mit Hilfe eines elastischen Materials eine
Abformung des Gegenkiefers und ein Prazisionsabdruck des Kiefers mit der Prdparation angefertigt
(Wenz et al., 2020). Die Abformungen werden im zahntechnischen Labor in Gipsmodelle Uberfihrt,
auf welchen die Restauration oder die prothetische Versorgung vom Zahntechniker modelliert
werden (Muhlemann et al., 2018). In einem nachsten Schritt missen diese Modellierungen in das
gewiinschte Material, beispielsweise Metall oder Keramik, mittels Guss- oder Pressverfahren
umgewandelt werden (Muhlemann et al., 2018; W.C. Heraeus, 1938). Um diesen Arbeitsablauf zu
vereinfachen, zu beschleunigen und fir den Patienten moglichst angenehm zu gestalten, bieten
neuere Techniken die Moglichkeit, die konventionellen Abformungen mit Hilfe von Scans zu
digitalisieren (Seelbach et al., 2010). Die Konstruktion der zahnarztlichen Versorgung erfolgt dann
digital am Computer (Seelbach et al., 2010). Eine Fertigung der designten Werkstlcke findet ebenfalls
computergestitzt statt (Beuer et al.,, 2008). Dieser Vorgang aus computergestltztem Design und
Fertigung wird auch mit CAD/CAM (computer aided design/computer aided manufacturing)
abgekirzt (Beuer et al., 2008). Die Herstellung kann im Sinne eines subtraktiven Verfahrens durch
Herausschleifen der Werkstiicke aus industriell vorgefertigten Materialblocken erfolgen (GUR et al.,,
2013). Eine andere moderne Variante bietet die Herstellung der Restauration durch additive
Verfahren (additive manufacturing, AM) (Chung et al., 2018). Diese Fertigungsart basiert auf der Idee
des rapid prototyping (RP) (Nayar et al., 2015). Hierbei werden digitale, dreidimensionale Korper in
Schichten zerlegt, diese anschliefend produziert und scheibchenweise fiur den Aufbau des Korpers
aneinander gefligt (Nayar et al., 2015). Somit entsteht die Restauration additiv durch das stetige
Auflagern neuer Materialschichten (Nayar et al., 2015). Im Bereich des additive manufacturing gibt
es unterschiedliche Herstellungsverfahren, welche unter dem Begriff dreidimensionaler (3D) Druck
zusammengefasst werden konnen (Kessler, Reichl, et al., 2020). Als Resultat des zu Grunde liegenden
Schicht-flr-Schicht-Aufbaus kommt es zu einer Anisotropie, welche je nach Druckverfahren oder

verwendetem Material unterschiedlich stark ausgepragt ist (Stansbury et al., 2016). Fir den
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dreidimensionalen Druck gibt es verschiedene Druckermodelle, die verschiedene technische
Verfahren nutzen, und unterschiedlich zusammengesetzte Methacrylate, welche speziell fir den 3D-
Druck zugelassen sind (Stansbury et al., 2016). Auf Grund dieser Variationen kommt es wahrend des
Drucks zu unterschiedlich starken Inhomogenitaten zwischen den verschiedenen Kunststoffen,
welche in Verbindung mit einer gesenkten Biokompatibilitdt stehen (Jirgen Durner et al., 2010;
Kessler, Reichl, et al., 2020). Dies ist vor allem langerfristig flir den biologischen Erfolg der Restauration
interessant, da die Materialien nach der Befestigung am Zahn in dauerhaftem Kontakt zu
Weichgewebsstrukturen stehen und diese je nach Wahl des Kunststoffes individuell beeinflussen
konnten (Reichl, 2011). Die Bestandteile von restaurativen Kompositen in der Zahnmedizin zeigen
eine Beeinflussung von umliegenden Geweben oder sogar eine systemische Wirkung (Stanley, 1992).
Da die Inhaltsstoffe der neu entwickelten 3D Kunststoffe diesen oft dhneln, kdnnten sie vergleichbare
Reaktionen hervorrufen. Aus diesem Grund soll diese Studie anhand von Zellkulturen der oralen
Keratinozyten den Einfluss von dreidimensional gedruckten Kompositen auf die Zellproliferation und
die Produktion von Markermolekilen des gingivalen Epithels untersuchen und mit den Auswirkungen

von subtraktiv und konventionell hergestellten Kunststoffen vergleichen.

1.1. Die Gingiva

Die Gingiva ist Teil der Mundschleimhaut. Sie deckt den Alveolarfortsatz ab und umrandet leicht
oberhalb der Schmelz-Zement-Grenze die Zahnhalse wie ein feiner Kragen (Hellwig, 2013; Joshi et al.,
2017). Gemeinsam mit dem Wurzelzement, dem Alveolarfortsatz und dem Desmodont bildet sie das
Parodontium. Sie besteht aus der freien marginalen Gingiva und der befestigten, alveolaren Gingiva.
Wahrend die befestigte Gingiva unbeweglich mit dem Zahn, Knochen und Parodontium verbunden
ist, hat die freie Gingiva keine starre Befestigung an der Zahnoberflache (Sebastian, 1999). Die Gingiva
hat einen epithelialen Teil und eine mit Nerven, Blut- und LymphgefdaRen versorgte subepitheliale
bindegewebige Schicht (Sebastian, 1999). Es lassen sich drei unterschiedliche Epithelabschnitte
unterscheiden: das orale Sulkusepithel (OSE), welches dem Zahn zugewandt ist, das orale
Gingivaepithel (OGE), das zur Mundhohle gerichtet ist und das Saumepithel (SE) (Hellwig, 2013). Das
orale Epithel und das Sulkusepithel sind mehrschichtig verhornte Epithelien (Hellwig, 2013; Presland
et al., 2000). In diese stllpt sich das darunter liegende Bindegewebe, die Lamina propria, zapfenartig
ein (Hellwig, 2013). Als Trennung des Epithels von der Lamina propria dient die Basalmembran
(Presland et al., 2000). Das Saumepithel ist mit Hilfe der Hemidesmosomen fir die Befestigung der

Gingiva an der Oberflache des Zahnes zustdndig und reicht vom Sulkusboden der Gingiva zur Schmelz-
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Zement-Grenze (Sebastian, 1999). Aufgebaut wird das Epithel aus dem Stratum basale, dem Stratum
spinosum, dem Stratum granulosum und dem Stratum corneum (Presland et al., 2000). Je nachdem
wie stark es beansprucht ist, kann es orthokeratinisiert oder parakeratinisiert sein (Hellwig, 2013). Bei
der Orthokeratose ist das Stratum corneum eine Schicht aus Zellen, welche in den unteren Zelllagen
noch Kernreste, freie Ribosomen und Lipide enthalten und in den oberflachlichen Lagen statt mit
Zellorganellen und Kern hauptsachlich mit Keratinfilamenten gefullt sind (Schneider et al., 1996). Dem
parakeratinisierten Epithel fehlt das Stratum granulosum, welches durch das Stratum intermedium
ersetzt wird (Schneider et al., 1996). Zusatzlich besteht die oberste Epithelschicht aus Zellen die ihre
Zellorganellen zum groRen Teil noch besitzen und deren Nuclei nach oben hin flacher und dicker
werden, was als Stratum superficiale bezeichnet wird (Schneider et al., 1996).

Eine ausreichende Blutversorgung der Gingiva wird unter anderem durch die A. alveolaris inferior und
die A. alveolaris superior posterior sowie durch Aste der A. lingualis, A. buccalis, A. palatina und A.
mentalis gewahrleistet (Hellwig, 2013).

Da die Mundhohle schon zum ersten Teil des Verdauungstraktes zahlt, hat die Gingiva direkten
Kontakt mit vielen duferen Einflissen und besitzt somit als Barriere gegen eine Vielzahl von

Mikroorganismen eine wichtige Funktion fur die gesamte Mundgesundheit (Joshi et al., 2017).

Abbildung 1: Topographie der Epithelabschnitte der Gingiva, Z: Zement, S: Schmelz (modifiziert ibernommen aus (Page
et al., 2004))

1.2. Keratinozyten

Die Gingiva besteht zu mehr als 90% aus Keratinozyten, wahrend die restlichen 10% eine Kombination
aus Melanozyten, Langerhanszellen und Merkelzellen darstellen (Hellwig, 2013). Die Keratinozyten
unterliegen auf ihrem Weg durch die unterschiedlichen Schichten des Epithels einer starken
Wandlung. Diese betrifft sowohl ihre Form als auch ihren Metabolismus (Fuchs, 1990). Die
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Zellumsatzrate der oralen Schleimhaut betragt 10 bis 12 Tage und weist damit eine um die Halfte
verkiirzte Regenerationsdauer gegenlber der extraoralen Haut auf (Hellwig, 2013). Wahrend sie im
Stratum basale noch eine kubische Form zeigen, werden sie im Laufe ihrer Wanderung flacher und
verlieren immer mehr Zellorganellen, bis sie in der obersten Schicht, dem Stratum corneum, als
kernlose Zellen abgestoRen werden (Schneider et al., 1996). Dieser Zellverlust an der Oberflache ist
der Grund warum basale und parabasale Keratinozyten auch als Keimzellen bezeichnet werden und
eine hohe Mitoserate besitzen (MUssig et al., 2005). Hierbei gibt es circa 5-25% der Zellen, die sich
mehrmals teilen kdnnen und andere Subgruppen die nur differenzierungsfahig sind (Hunyadi et al,,
1990). Eine Hauptfunktion der Keratinozyten ist die Keratinproduktion (MUssig et al., 2005). Diese
Keratin-Proteine bilden den GroRteil des Zytoskeletts der Epithelien, indem sie als Heterodimere
zusammen gelagert die Intermediarfilamente in den Keratinozyten formen (Mussig et al., 2005).
Biochemisch konnen sie mit hoher Sensitivitdt als Marker die Differenzierung in Keratinozyten
nachweisen (Mussig et al.,, 2005). Je nach Differenzierungsgrad und Ausprdagung der Keratose
produzieren sie andere Keratine (Mussig et al., 2005). Basal werden vor allem die Proteine K5, K14,
K19 und K15 gebildet, wahrend suprabasal bei keratinisierten Abschnitten K1 und K10 und bei nicht-
keratinisierten Bereichen K4 und K13 den Hauptanteil ausmachen (Fritsch et al., 2018; MUssig et al.,
2005). Mit ihrer Hilfe kann also auch die Herkunft einer Zelle ermittelt werden (Mdssig et al., 2005).
Eine weitere Funktion stellt die wichtige Rolle der Keratinozyten in der Zytokinproduktion dar
(Hunyadi et al., 1990). Dies sind Proteine und Peptide, welche vergleichbar mit Hormonen eine
Signalfunktion besitzen (Loppnow, 2001). Dabei sezernieren Keratinozyten proinflammatorische
(bspw. Interleukin 6 oder TNF-a), sowie wachstumsfordernde (bspw. TGF-a) Zytokine (Bock et al.,
2000). Mit Hilfe dieser Zytokine konnen unterschiedliche Zelltypen, wie Keratinozyten und

Fibroblasten, untereinander kommunizieren (Nashan et al., 1999).

1.3. Interleukin 6

Das Interleukin 6 wurde 1986 das erste Mal als Verstarker fur die Differenzierung von B Zellen (B-
Lymphozyten) zu einer antikdrperproduzierenden Zelle entdeckt (Masjedi et al., 2018).

Es besteht aus 185 Aminosauren und ist somit ein kleines Glykopeptid, welches von vielen Immun-
und Nichtimmunzellen, einschlielRlich den Keratinozyten, sezerniert wird (Masjedi et al., 2018).

Es hat Auswirkung auf unterschiedlichste immunologische und physiologische Prozesse im Korper, wie
beispielsweise die Bildung von Akute-Phase-Proteinen, die Entzliindungsreaktion, die

antigenspezifische Immunreaktionen, die Hamatopoese, die Zellproliferation und den
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Zellstoffwechsel (Masjedi et al., 2018; Wellner et al.,, 2012). Zuséatzlich beeinflusst es die
Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen (Wellner et al., 2012). Somit ist es ein wichtiger Marker fir
das reagierende Immunsystem (Scheller et al., 2007). Grund fir die Ausschittung von IL6 ist das
Andocken von Fremdantigenen, wie Pilz-, bakterielle-, virale Antigene, Zelltrimmer und freie DNS,
an den Toll-like-Rezeptor, welcher zum angeborenen Abwehrsystem gehort (Thomas, 2005).
Zusatzlich kdnnen aber auch zahlreiche extrinsische chemische Verbindungen wie HEMA oder
TEGDMA die Produktion von IL6 induzieren (Wellner et al., 2012).

Um einen intrazelluldren Signaltransduktionsweg anzustofen, muss das Zytokin IL6 an den Interleukin
6 — Rezeptor Alpha (IL6Ra) binden (Rose-John et al.,, 2006). Dabei gibt es zwei unterschiedliche
Formen. Es existieren die membranstandigen IL6Ra, welche nur auf wenigen Zelltypen, wie
beispielsweise Hepatozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und ruhenden Lymphozyten,
exprimiert werden (Rose-John et al., 2006). Zusatzlich gibt es |6sliche Interleukin 6 — Rezeptoren
(sIL6Ra), welche durch alternatives SpleiRen oder proteolytische Spaltung entstehen kénnen (Scheller
et al.,, 2007). Im nachsten Schritt des Signalwegs wird durch das Binden des IL6 an den
membranstandigen IL6Ra-Rezeptor eine Untereinheit des Rezeptors, das Glykoprotein gp 130
aktiviert (Scheller et al., 2007). Hierbei zeigt sich der Vorteil des |6slichen IL6-Rezeptors, da er mit dem
Interleukin 6 einen Komplex bildet, welcher Zellen mit dem gp 130 Glykoprotein aktivieren kann (Luig
et al., 2015; Rose-John et al., 2006). Da dieses Membranprotein auf allen Zellen exprimiert wird,
ermoglicht dieser Prozess, welcher auch als Transsignaling bezeichnet wird, einen stark vergrofRerten

Einflussbereich des Interleukins 6 (Scheller et al., 2007).

Klassisches IL6-Signaling : IL6-Trans-Signaling

P
"8 % : /;lL»IGR i \e
gp130 J}] > ru— h | !* "

IL-6R \1 ADAM17 L

-
Aktivierung Aktivierung

Abbildung 2: Gegeniiberstellung der unterschiedlichen Arten des Signalings bei Interleukin 6 (iibernommen aus (Scheller
et al., 2007))

Durch die Aktivierung kommt es zu einer Dimerisierung des gp 130 und es entsteht ein Komplex aus
IL6, (s)IL6Ra und gp 130, welcher intrazelluldr unterschiedliche Signalwege, wie beispielsweise den

IL-6-JAK-STAT3-Signalweg, den Ras-MAPK-Signalweg oder die p38- und JNK-MAPK-Signalwege,
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anstolt (Heinrich et al., 2003; Masjedi et al., 2018). Die Signalwege, welche Uber membranstandige
oder geldste Rezeptoren angestoRen werden, ahneln sich. Allerdings scheint der klassische Signalweg
eher fir regenerative und entziindungshemmende Wirkungen zustandig zu sein, wahrend das

Transsignaling vor allem die Entzindungsreaktionen unterstitzt (Masjedi et al., 2018).

1.4. Interleukin 8

Das Interleukin 8 (IL8) ist ein chemotaktisches Zytokin und gehdért zur a Untergruppe, was bedeutet,
dass seine ersten beiden Cysteinreste nur durch eine einzige Aminosaure getrennt sind. Das ist der
Grund warum es auch als CXC Chemokin bezeichnet wird (Knall et al., 1996).

Dieses Interleukin spielt ebenso wie Interleukin 6 eine bedeutende Rolle bei der Entziindungsreaktion
und ist zusatzlich auch in den Prozess der Wundheilung involviert (Nordsieck et al., 2018). So sorgt IL8
daflr, dass neutrophile Granulozyten an den Ort von Entziindungen, Verletzungen oder Infektionen
gelockt werden, die Adhasion von neutrophilen Granulozyten, beispielweise an Endothelzellen,
gefordert und auch deren Degranulation beginstigt wird (Knall et al., 1996; Zeilhofer et al., 2000).
Des Weiteren ist es an Prozessen wie der Phagozytose nekrotischen Gewebes, der Abwehr
bakterieller Infektionen und zahlreichen Autoimmunerkrankungen (z.B. Psoriasis) beteiligt (Zeilhofer
et al., 2000).

Die Bildung und Ausschittung von Interleukin 8 kann durch Entziindungssignale, wie beispielsweise
dem Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), durch chemische oder umweltbedingte Reize, einschliellich
Bestandteilen dentaler Kompositwerkstoffe, wie beispielsweise HEMA und TEGDMA, oder
Steroidhormone, wie Androgene/Ostrogene stimuliert werden (Waugh et al., 2008; Wellner et al.,
2012). Somit zeigte sich die wichtige Rolle der Keratinozyten beim Einstrom von Neutrophilen und T-
Zellen in die Epidermis (Barker et al., 1991).

Das IL8 bindet an zwei membrangebundene, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Den CXCR1, welcher
auch das Granulozyten-chemotaktische Protein 2 erkennt, und den CXCR2, bei dem die Aktivierung
durch mehrere CXC-Chemokine erfolgen kann (Zeilhofer et al., 2000). Beide Rezeptoren werden unter
anderem in neutrophilen Granulozyten exprimiert (Zeilhofer et al., 2000). Durch die Rezeptorbindung
andert sich die Konformation des Rezeptors, das Signal wird Uber die Membran Ubertragen und
intrazelluldare Epitope werden frei, um die Bindung an funktionelle, heterotrimere G-Proteine zu
fordern (Waugh et al., 2008). Dadurch kann IL8 sowohl| den Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Weg
(MAPK) wie auch die Ras-GTP-Belastung aktivieren (Knall et al., 1996).
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1.5.  Temporare zahnarztliche Versorgungen

Ein Provisorium (von lat. provisio = Vorsorge) (Joda et al., 2009) wird in der Zahnmedizin als
voribergehende Versorgung eines praparierten Zahnes oder einer Llckensituation bis zur
Eingliederung der definitiven Restauration angesehen. Dabei lassen sich festsitzende, festsitzend-
abnehmbare und abnehmbare provisorische Restaurationen unterscheiden (Joda et al., 2009). Grund
fir den voriibergehenden Ersatz sind unter anderem die Asthetik, Phonetik, Kaufunktion, aber auch
der Schutz der Pulpa des praparierten Zahnes vor Umwelteinflissen. Weitere Aspekte betreffen die
Ausformung der Weichgewebe, den Erhalt der Kontakte sowohl okklusal als auch approximal und das
Provisorium als Mittel der Diagnostik, um Form, Funktion und Asthetik auszutesten.

Eine provisorische zahnarztliche Versorgung kann auf verschiedene Arten hergestellt werden. Dabei
gibt es die direkte Herstellung am Patienten, mit Hilfe eines Abdrucks oder einer Tiefziehfolie, die
indirekte Fertigung eines individuellen Provisoriums im Labor und die indirekt-direkte Methode mit
vorgefertigten Hilsen oder Provisorien die noch individualisiert beziehungsweise angepasst und
anschlieBend lichtpolymerisiert werden missen (Hannak, 2017). Die am haufigsten verwendete
Methode stellt die Verwendung von vorher erstellten Abformungen (Schlissel), entweder mit Alginat
oder Silikon dar (Hannak, 2017). Hierbei zeigt vor allem das Silikon Vorteile im Sinne der
Lagerungsfahigkeit, welche es méglich macht, auf Frakturen oder den vollstandigen Verlust wahrend
der Tragezeit des Provisoriums schnell und einfach reagieren zu kénnen (Hannak, 2017). Provisorien
werden meist aus Kunststoffen gefertigt. Zur direkten Provisorienherstellung kdnnen entweder
Pulver/Flussigkeits-Systeme auf der Basis von PMMA (Polymethylmethacrylat), hohermolekulare
Acrylate als selbsthartendes Pulver/Flussigkeits-System mit PEMA (Polyethylmethacrylat)-Pulver oder
Paste/Paste-Systeme wie das in diesem Versuch als Negativprobe verwendete Luxatemp (DMG,
Hamburg), auf Di-Methacrylat-Basis genutzt werden (Hannak, 2017; Stawarczyk et al., 2008).

Die Materialien mussen trotz der teils nur kurzen Verweildauer vielen Anspriichen gerecht werden.
Sie sind einfach in der Anwendung und Mischbarkeit und zeigen keine ausgepragte Schrumpfung und
Expansion, um Fehlerquellen in der klinischen Anwendung zu reduzieren. Um die Pulpa des zu
versorgenden Zahnes zu schonen, wird die Temperaturentwicklung wahrend des Abbindens niedrig
gehalten. Da der Patient Uiber die Dauer des Tragens die Funktion und Asthetik erproben soll, weisen
die Provisorien mechanische Stabilitdt und Farbstabilitdt auf. Des Weiteren ist es moglich, im Notfall

Reparaturen durchzufiihren, sie gut labortechnisch zu bearbeiten und zu polieren. Zusatzlich sind die
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Provisorienmaterialien rontgenologisch sichtbar. Einer der wichtigsten Punkte betrifft auRerdem die
biologische Vertraglichkeit (Hannak, 2017).

Durch die fur den Kunststoff nicht optimalen Bedingungen beim Herstellungsprozess weisen direkt
hergestellte Provisorien oft keine optimale Qualitat auf (Edelhoff et al., 2010). Dadurch bieten kleine
Risse, Poren und Unebenheiten Raum fir Verfarbungen und Besiedelung des Materials durch
Bakterien (Edelhoff et al., 2010). Auf Dauer kann das die Festigkeit und Gewebefreundlichkeit negativ
beeinflussen (Edelhoff et al., 2010).

Das ist ein wesentlicher Grund fir die Verwendung von indirekten Provisorien, falls die klinische
Nutzung einer provisorischen Versorgung mehr als drei Monate dauert (Edelhoff et al., 2010). Hierbei
werden heutzutage haufig sogenannte Hochleistungspolymere verwendet, welche mit Hilfe der
computer aided design/computer aided manufacturing (CAD/CAM)- Technologie verarbeitet werden
(Stawarczyk et al., 2010). Diese kénnen auf Basis von hochvernetzten PMMA-Kunststoffen oder
Kompositen sein (Edelhoff et al., 2010). Der Vorteil dieser Materialien ist die industrielle Herstellung
und die daraus resultierenden deutlich besseren Materialeigenschaften (Edelhoff et al., 2010). Durch
diese Langzeitprovisorien hat der Behandler die Moglichkeit, den Zahnersatz funktionell, phonetisch
und auch asthetisch klinisch Uber einen langeren Zeitraum zu testen, sowie eine parodontale
Behandlung durchzuflihren oder auch die endgultige Entscheidung Uber die Pfeilerqualitdt der fir
den Zahnersatz geplanten Zihne zu treffen (Edelhoff et al., 2010). Auf Grund des hohen
Materialverlustes bei subtraktiv gefertigten Provisorien stieg die Nachfrage nach einem Verfahren
ohne ausgepragten Verschleil3, weshalb die Tur fur die Anwendung von additiven Techniken in der

Zahnmedizin ge6ffnet wurde.

1.6. Dentale Kompositwerkstoffe

Wie bereits in Kapitel 1.5. erwahnt, werden Provisorien meist aus Kompositen gefertigt. Dentale
Restaurationskomposite bestehen aus unterschiedlichen organischen und anorganischen Materialien
und einer Kombination von Makromolekilen, welche durch die Polymerisation von kleineren
reaktiven Monomeren entstehen (Stawarczyk et al., 2008). Die drei Hauptbestandteile sind
anorganische Fillkorper, die organische Matrix und Haftvermittler (llie, 2017). Um die Kunststoffe an
die jeweiligen Einsatzgebiete anzupassen, werden Zusatze wie Weichmacher, Katalysatoren,
Inhibitoren, Co-Monomere, Co-Polymere, UV-Absorber, Vernetzer, Initiatoren und Acceleratoren
hinzugeflgt (Stawarczyk et al., 2008). Als Fuller werden kompakte Partikel, wie Glas, Glaskeramiken,

Fluoride, Silikate oder Metalloxide, verwendet (llie, 2017). Genutzt werden teilweise auch pordse
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Fullkorper, Fasern, Nanofiller und Vorpolymerisate, beispielsweise um die Schrumpfung, die bei der
Polymerisation auftritt, zu verkleinern (llie, 2017).

In neueren Kompositen werden Fillkérper angeboten, welche eine remineralisierende Wirkung
haben (llie, 2017). Ziel des Fillkorpereinsatzes ist die bessere Handhabung, die Reduktion der
Abrasion, die Steigerung der Festigkeit, die geringere Wasseraufnahme, die oben erwahnte geringere
Schrumpfung und auch die hohere Rontgendichte (llie et al., 2016). Dabei kdnnen die Komposite auch
anhand der FillkorpergroRe unterteilt werden. Es existieren Makrofillerkomposite (0,1- 100 um),
Mikroflllerkomposite (0,05 — 0,1 um), welche inhomogen oder homogen sein kdnnen, und die
Hybridkomposite (llie et al., 2016; Lutz et al., 1983). Sie stellen eine Kombination der eben erwahnten
Makro- und Mikroflller dar und lassen sich in Feinpartikel- (mittlere KorngroRe < 5 um),
Feinstpartikel- (< 3 um) und Submikrometerhybridkomposite (mittlere KorngréRe < 1 um) aufteilen
(Ernst, 2010). Mit der Entwicklung der Nanokomposite (2 — 75 nm) bot sich die Moglichkeit der
Nanohybridkomposite, welche heutzutage auf die Filler bezogen das Mittel der ersten Wahl sind
(Ernst, 2010; llie et al., 2016). Die organische Matrix besteht aus einer Kombination von
unterschiedlichen Monomeren, beispielsweise Bis-GMA (Bisphenyl-A-Glycidyl-Methacrylat), UDMA
(Urethandimethacrylat), TEGDMA (Triethylenglycoldimethacrylat) oder HEMA
(Hydroxyethylmethacrylat) (llie, 2017). Sie bettet die Fiillstoffe ein und bildet dazu unter Vermittlung
von Silanen eine feste chemische Bindung aus (llie, 2017). Die kurzkettigen Monomere wie HEMA und
TEGDMA sorgen fUr eine niedrigere Viskositat und durch ihre reaktiven Gruppen flr eine verbesserte
Vernetzung und somit flr eine hohere Konversionsrate (Gongalves et al., 2009). Eine hdhere Viskositat,
aber auch eine Senkung der Flexibilitdt und Reaktivitat, entsteht durch ldngere Ketten mit vielen
funktionellen Gruppen (Taormina et al., 2018). Solche Monomere mit hohem Molekulargewicht, wie
UDMA und Bis-GMA, sorgen fiir verbesserte mechanische Eigenschaften, da sie eine verringerte
Schrumpfung des Werkstlicks ermoglichen (Samuel Clark Ligon et al., 2017; Mayer et al., 2019).
Funktionell werden die Komposite erst nach der Konversion der Monomere zu Polymeren (Schweikl,
2011). Bei dieser Kettenpolymerisation werden nicht alle Monomere polymerisiert und es verbleiben
vereinzelte Restmonomere, welche beispielsweise durch Speichel aus den Kunststoffen herausgeldst
werden kdnnen (Schweikl, 2011). Dabei zeigen lichthartende Komposite eine hohere Konversionsrate
als chemisch, selbsthartende Komposite (Asmussen, 1982). Dies hat einerseits negative Einflisse auf
die Stabilitdt, aber auch biologische Auswirkungen auf Zellen und Gewebe (Schweikl, 2011). Eine
mogliche Folge ist unter anderem die Entwicklung von Allergien, insbesondere vom Spattyp, welche
Uberwiegend bei zahnarztlichem Personal und Zahntechnikern beobachtet werden (Geurtsen, 2000;

Schweikl, 2011). So konnten beispielsweise TEGDMA und HEMA wéhrend einer zahnérztlichen
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Behandlung in der Raumluft nachgewiesen werden (Ansteinsson et al., 2011). Zu den Folgen der
Exposition gegenliber Monomerverbindungen zahlen dabei, neben den bereits erwahnten Allergien,
weitere Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis, insbesondere Asthma, aber auch die
Manifestation von Gingivitiden, sowie kutanen Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel der Lichen
planus (Syed et al., 2015). Auch fir eine systemische Wirkung der Monomere gibt es verschiedene
Anhaltspunkte (Geurtsen, 2000). In diesem Rahmen wurde bei der Untersuchung an Tieren
festgestellt, dass die im Speichel geldsten Monomere verschluckt werden, auf diesem Weg in das
Verdauungssystem gelangen und hier vollstdndig aufgenommen werden (Reichl, 2011). Im Folgenden
werden sie unter der Bildung von Zwischenprodukten zu Kohlendioxid abgebaut (Reichl, 2011). Die
eben erwahnten Produkte der Verstoffwechselung zeigen aber selbst teilweise toxisches Potenzial,
wie bei dem Abbau von TEGDMA und HEMA (Reichl et al.,, 2002). Hierbei entsteht 2,3-
Epoxymethacrylsaure, welches als Mitglied der Epoxy-Verbindungen als krebserregend und
erbgutverandernd gilt (Durner et al., 2010). In anderen Studien zeigten sich Effekte auf direkt
umliegende Gewebe und Strukturen, indem eine Reduktion der Hydroxylapatitbildung nach TEGDMA

Einfluss ermittelt werden konnte (Schweikl, 2011).

(o} OH CH, OH o
I | ' | )
H,C=C—C—0—CH,~C—CHjs~ o—@—cl: @O—CHZ—C —CH;-0—C—C=CH,
| ' 1 '
CH, H CH, H CH,

Bisphenol A-Diglycidyldimethacrylat (Bis-GMA)

o o CH, CH, o o
H,C=C —C":—CHz—CHz—O—(I.",—NH—CH;(;3—CH2—6H—CH2— CHz—r;:i—&—o—CHZ—CHz—o—cl:—9=CH2
CH, CH, CH,
Urethandimethacrylat (UDMA)
o o
H,C=C — C—0—CHz—CH,~O—CH;— CH— O—CH;~ CH; O—C—C=CH,
CH, CH,

Triethylenglykoldimethacrylat (TEGDMA)

(0]
H,C=C —C—0—CH;—CH,-OH
CH,
2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA)

Abbildung 3: Aufbau der Monomere Bis-GMA, UDMA, TEGDMA, HEMA (iibernommen aus (Schweikl, 2011))
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1.7. Luxatemp

Luxatemp ist, wie bereits in Kapitel 1.5. erwadhnt, ein selbsthartendes Material auf Bis-Acryl-Komposit-
Basis und wird durch eine Automixkartusche aus zwei pastenartigen Komponenten gemischt (DMG
Chemisch-Pharmazeutische Fabrik GmbH, 2015). Das Verhaltnis von Basispaste zu Katalysator betragt
10:1 (DMG Chemisch-Pharmazeutiche Fabrik GmbH). Die Hauptbestandteile sind dhnlich wie die der
dentalen Restaurationskomposite und bestehen aus Glasfullkérpern, eingebettet in multifunktionelle
Methacrylate, mit Zusatzen von Katalysatoren, Stabilisatoren und Additiven (DMG Chemisch-
Pharmazeutische Fabrik GmbH, 2015). Die GroRe der Fillpartikel liegt zwischen 0,02 und 2,5 um und
der Fullkorperanteil betragt 44 Gewichts% (DMG Chemisch-Pharmazeutische Fabrik GmbH, 2015). Es
wird zur direkten Herstellung provisorischer Kronen, Inlays, Onlays, Teilkronen oder Briicken
verwendet (DMG Chemisch-Pharmazeutische Fabrik GmbH, 2015). Das Paste/Paste-System zeigt sehr
viele Vorteile. So entsteht im Vergleich zu den Pulver/Flissigkeits-Systemen weniger Warme bei der
Abbindereaktion, es weist eine geringere Schrumpfung und nach der Abbindung eine grofRere Harte
auf (Hannak, 2017). Durch eine oberflachliche Sauerstoffinhibitionsschicht kann, falls notwendig,
ohne groRen Aufwand Material ergdanzt oder die Schicht durch einfaches Abspllen mit Wasser
entfernt werden, um das Provisorium mit Frasen und Polierern auszuarbeiten. Dieser Schritt kann
zeitintensiv sein (Hannak, 2017). Ein weiterer Vorteil ist das Anmischen mit der Automatrix-
Sicherheitskartusche, welches die Anwendung sehr einfach und zeitsparend gestaltet, sowie die
Qualitat durch immer gleiches Anmischen konstant halt (Joda et al., 2009). Als Nachteil gilt die kurze
Abbindezeit, die in der klinischen Anwendung dieser Systeme etwas Ubung erfordert, um ein gutes
Ergebnis sicherzustellen (Hannak, 2017). Mehrere Untersuchungen konnten bestatigen, dass
Paste/Paste Systeme auf Bis-Acryl-Komposit-Basis gegenliber den PMMA basierten Materialien
Uberlegen sind (Edelhoff et al., 2010). Trotz der Abwesenheit von Methylmethacrylat (MMA) kann es
beispielsweise durch Dimethacrylate dennoch zu einer allergischen Irritation der Haut, Augen und der
Atemwege kommen (DMG, 2015). Auch eine zytotoxische Wirkung konnte nachgewiesen werden

(Peralta et al., 2018).

1.8. Computer Aided Design (CAD)/ Computer Aided Manufacturing (CAM) Technologie

Die CAD (Computer Aided Design)/ CAM (Computer Aided Manufacturing) Technologie setzt sich aus

zwei methodischen Ansadtzen zusammen, die eine vollautomatisierte Fertigung (CAM) von Zahnersatz
15



ermoglichen, welcher zuvor am Computer digital entworfen und geplant wurde (CAD) (Stawarczyk et
al., 2008). Die Fertigung kann entweder als additives Verfahren oder mittels subtraktiver Techniken
erfolgen (Dauti, 2015). Notwendig daflr ist die dreidimensionale Registrierung der Praparation des
Zahnstumpfes. Dies ist mittels optischer Scanner moglich, die nach dem Konfokalprinzip arbeiten
(Porter et al., 2018). Hierflr wird ein Laser auf das Zahnhart- und Weichgewebe gestrahlt (Porter et
al., 2018). Dabei kommt es zu einer Reflexion des Lichtbiindels, welches mittels spezieller Filter in die
Mitte des Brennpunktes der Linse auf den Sensor tbertragen wird (Porter et al., 2018). Die Linse wird
Uber den zu scannenden Bereich bewegt und nimmt einzelne Schnittbilder auf, welche fir das
vollstandige Bild im Sinne der Punkt- und Stichrekonstruktion digital kombiniert werden (Porter et al.,
2018).

Die CAD/CAM Technologie kann unterschiedlich verwendet werden. Beim sogenannten chairside-
Verfahren wird die Praparation im Sinne eines digitalen Abdrucks mit Hilfe einer Intraoralkamera
vermessen. So kann die Restauration in der Praxis digital konstruiert und gleich im Anschluss gefrast
oder gedruckt und eingesetzt werden (Stawarczyk et al., 2008). Das bietet die Moglichkeit, den
Zahndefekt noch in derselben Sitzung mit einer Restauration zu versorgen. Alternativ kann man bei
anderen Systemen einen konventionellen Abdruck anfertigen, um den Vorteil der
Prazisionsabformung zu nutzen, dieser wird im Labor wie gewohnt mit Gips ausgegossen und das
Modell anschlieRend flr einen extraoralen Scan genutzt (Stawarczyk et al., 2008). Diese Methode
wird als labside-Technik bezeichnet (Stawarczyk et al.,, 2008). Die digitalen Datensatze der
Konstruktion werden gespeichert und kdnnen so zu jeder Zeit fir die Herstellung eines neuen
Provisoriums genutzt werden.

Bei der Nutzung der ersten CAD/CAM-Systeme wurde vorwiegend die subtraktive Fertigung
angewendet, weshalb es zum jetzigen Zeitpunkt klinisch gut erprobt ist und ein bewahrtes Verfahren
darstellt (Dauti, 2015). Hierbei kdonnen Fraseinheiten mit 4 oder 5 Frdsachsen zur Anwendung
kommen (Beuer et al.,, 2008). Die dabei eingesetzten Instrumente haben einen bestimmten
Durchmesser, welcher festlegt, wie groR der zu entfernende Bereich ausfallen muss (Hajto, 2010). Die
Herstellung von sehr klein dimensionierten, grazilen Strukturen ist technisch haufig nicht moglich
(Hajtd, 2010). Dies wird bereits in der Modelliersoftware des CAD/CAM-Systems bericksichtigt und
als Frasradiuskorrektur bezeichnet (Hajtd, 2010). Negative Auswirkungen resultieren dadurch vor
allem in Bezug auf die Materialstarke und die Passung (Hajtd, 2010). Ein weiterer negativer Aspekt
der subtraktiven Frastechnik ist der hohe Materialverschlei’ (Beuer et al., 2008).

Eine Vielzahl unterschiedlicher Materialien, wie Metalle, Keramiken oder auch Kunststoffe konnen

grundsatzlich gefrast werden, die in der Regel als vorgefertigte Rohlinge in die Fraseinheiten
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eingebracht werden (Beuer et al., 2008).

Die Rohlinge fuir CAD/CAM hergestellte Kunststoffprovisorien werden zuvor industriell polymerisiert
(Stawarczyk et al., 2008). Dabei wird die Polymerisation durch zusatzliche Faktoren wie Hitze und
Druck gefordert und gegeniber rein klinischen Verfahren erheblich intensiviert (B. Stawarczyk et al.,
2012). Dies reduziert die Anisotropien, die bei der Polymerisation im zahntechnischen Labor und bei
der direkten klinischen Anwendung auftreten kdnnen und sorgt fir eine standardisierte Qualitat im
Materialgefliige und somit zu standardisierten physikalischen Eigenschaften (Stawarczyk et al., 2008).
Es resultiert unter anderem eine gréRere Abrasionsstabilitdt im Vergleich zu manuell polymerisierten
Kunststoffen (Stawarczyk et al., 2010). Auch kann der Restmonomergehalt niedrig gehalten werden,
was sich zusammen mit der Methylmethacrylat (MMA)-Freiheit positiv auf die Biokompatibilitat
auswirkt (Stawarczyk et al., 2008).

Die industriell gefertigten Rohmaterialien bestehen aus Nanohybridkompositen die zu 86 Gewichts%
mit anorganischen Partikeln gefullt sind und eine Polymermatrix enthalten (Voco GmbH, 2018). Durch
die Moglichkeiten, die CAD/CAM Technologie zur Bearbeitung von dentalen Kunststoffen einzusetzen,
sowie die aktuell intensive Entwicklung von sogenannten Hochleistungswerkstoffen, konnte fur diese
Materialien inzwischen ein stetig wachsender Indikationsbereich in der Zahnheilkunde erarbeitet
werden (Stawarczyk et al., 2010). Durch die industrielle Produktion und die Herstellung des
eigentlichen Werkstiicks mit dem subtraktiven CAD/CAM Verfahren kénnen hohe Bruchlastwerte von
mehr als 400 N erzeugt werden, wodurch sich diese Kunststoffe beispielsweise fir den Einsatz zur
Herstellung von Langzeitprovisorien eignen (Stawarczyk et al., 2010). Einen weiteren Vorteil bildet der
Verzicht auf eine klinische Polymerisation wahrend des Fertigens des Provisoriums und die damit
verbundene Abwesenheit einer Polymerisations-assoziierten Schrumpfung und der daraus
resultierenden besseren Formstabilitat. Nachteilig zeigt sich bei diesem Verfahren vor allem der
Materialverlust, welcher bei subtraktiven Verfahren bis zu 80- 90% betragen kann und somit die
Verwendung von Edelmetallen fir die subtraktive Technik ausschlielit. Die erhebliche

Herstellungsdauer flr die Fertigung der Werksticke ist ebenfalls als Nachteil zu werten (Dauti, 2015).

1.9. Additive Fertigungsverfahren

Den ersten Schritt fir die generative Fertigung machte Francois Willeme 1860 (Breuninger et al.,
2013). Er schaffte es durch 24 Fotografien, welche ihn zum selben Zeitpunkt aus unterschiedlichen
Blickwinkeln zeigten, eine Figur seiner selbst zu erschaffen, indem er seinen Umriss auf jedem Bild

ausschnitt und alles zusammenfligte (Breuninger et al., 2013). Mit dem Patent fir den
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stereolithographischen Druck von Chuck Hull 1986 wurde der AnstoRR flr die Entwicklung vieler
unterschiedlicher Verfahren geliefert (Kessler, Hickel, et al., 2020). Da viele der Verfahrenspatente
rechtlich geschitzt waren, sorgten die daraus resultierenden hohen Kosten daflir, dass die
Weiterentwicklung und Verbreitung der Technik zunachst sehr eingeschrankt wurde (Kessler, Hickel,
et al., 2020). Ausschlaggebend fir die intensivere Nutzung des 3D Drucks war daher das Auslaufen
vieler dieser Patente vor einigen Jahren, was zur Evolution der Verfahren zu geringeren Kosten flhrte
(Kessler, Hickel, et al., 2020). Der Dreidimensionale Druck ist ein Sammelbegriff fir additive Verfahren
(additive manufacturing = AM (Reymus et al., 2019)), denen als Grundprinzip der schichtweise Aufbau
beliebig geformter Kérper nach einem digital konstruierten Modell gemein ist (Aimar et al., 2019;
Kessler, Reichl, et al., 2020; Stansbury et al., 2016). Mit Hilfe eines intraoralen Scanners, wird die
dreidimensionale Oberflache als digitale Punktewolke dargestellt (Kazhdan et al., 2006). Da diese aber
auf Grund von Ungenauigkeiten bei der Probenahme oder durch erschwerte Zuganglichkeit des
Scangebietes teilweise sehr verrauscht ist, missen die dadurch entstehenden Locher in der
unbekannten Oberflache geschlossen werden (Kazhdan et al., 2006). Dafir werden
Rekonstruktionsmethoden verwendet, welche die Punkte zu einem Netz aus Dreiecken verbinden,
um den leeren Raum zu schlieRen (Kazhdan et al., 2006). Da jede Struktur mit Hilfe von Dreiecken
dargestellt werden muss, kommt es vor allem bei kreisformigen Gebilden zu Ungenauigkeiten, welche
Sekantenfehler genannt werden (Gebhardt, 2017). Dieses Format wird als standard tesselation
language (STL) bezeichnet (Klemp, 2015). Das zu druckende Objekt wird anschlieRend fir den
Druckvorgang in Schichten geteilt (Slicen) (Aimar et al., 2019). Diese einzelnen Slice-Informationen
werden nacheinander im Sinne von x- und y-Koordinaten an den Drucker Gbermittelt (S. C. Ligon et
al., 2017). So wird der dreidimensionale Koérper in vereinfachte zweidimensionale Schichten unterteilt
und somit schichtweise entlang der z-Achse aufgebaut (Aimar et al., 2019; Klemp, 2015; S. C. Ligon et
al., 2017). Dieses Aufbauverfahren sorgt fiir eine Anisotropie im Bereich der angrenzenden Schichten,
welche die mechanischen Eigenschaften des Druckobjekts negativ beeinflussen kann (S. C. Ligon et
al., 2017; Reymus et al., 2019). Dabei ist zu bedenken, dass die Prazision des Drucks auch von der
Dicke der Schichten abhéngt. Allerdings geht eine geringe Schichtdicke, welche eine hohe Genauigkeit
verspricht, mit einer ldangeren Verarbeitungszeit einher (von See, 2019). Die Schichten haben eine
Dicke von 25-100 um (Mayer et al., 2019). Somit ist es moglich, einen Koérper ohne ein formgebendes
Werkzeug herzustellen (Schmid, 2015). Dadurch kdnnen auch komplexe Geometrien gedruckt werden,
das Verfahren ist sehr genau und ermoglicht eine glatte Oberflachenstruktur (Aimar et al., 2019). Im
Vergleich zu subtraktiven Techniken hat es den Vorteil, dass der Anteil des Materialverlustes um bis

zu 40% gesenkt wird, auerdem mehrere Objekte zeitgleich hergestellt werden kénnen und vor allem
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der kostenintensive VerschleiR von Frasen entfallt (Mayer et al., 2019; Reymus et al., 2019). In der
Industrie sind die genannten Punkte zusammen mit den niedrigen Preisen trotz komplizierter
Strukturen der Hauptgrund fir den Einsatz dieser Technologie (Schmid, 2015). Hier kennt man das
additive Fertigen unter dem Namen rapid prototyping (RP) bereits seit langerer Zeit (Schmid, 2015).
In der Zahnmedizin missen die Eigenschaften der so hergestellten Werkstoffe noch weiter erforscht
und getestet werden. Im Folgenden werden unterschiedliche Prozesse des dreidimensionalen Drucks

erldutert.

1.9.1. Selektives Lasersintern (SLS)

Beim selektiven Sintern kommt es durch eine Energiequelle zum punktférmigen Schmelzen eines
zuvor aufgetragenen Granulats, welches in einen zusammenhdngenden Kdérper verwandelt wird
(Deckard, 1989; Lachmayer et al., 2016). Nach Verbinden der ersten Schicht wird die Bauplatte um
die vorgesehene Schichtdicke tiefer gesetzt, um nach dem erneuten Pulverauftrag folgend die nachste
Schicht zu erwarmen (Lachmayer et al.,, 2016). Dabei dient das nicht geschmolzene Pulver als
Stutzelement (Rietzel et al., 2011). Das Granulat kann entweder aus Kunststoff, Keramik, Legierungen
oder Metall (selective laser melting SLM) hergestellt werden (Feldmann et al., 2016). Beim Verwenden
von Kunststoff sorgt beispielsweise der Einsatz des CO,-Lasers fir ein zu geringes Aufschmelzen des
Pulvers oder das Verdampfen des Kunststoffs (Exner et al., 2008). Deshalb wird das Granulat bis kurz
vor den Schmelzpunkt erwdrmt und der Laser steuert punktuell nur die geringe Restenergie zu (Exner
et al., 2008). Zum Vorheizen werden Temperaturen von circa 200°C bendtigt (Poprawe, 2005). Vorteil
dieser Methode ist, dass das Stltzmaterial am zu druckenden Kérper nicht geschmolzen ist und somit
ein Entfernen leicht fallt (Rietzel et al., 2011). Die Dichte der erzeugten Bauteile erreicht bei diesem

Verfahren allerdings maximal 60-85% (Lachmayer et al., 2016)

1.9.2. Layer Laminate Manufacturing (LLM)

Bei diesem Verfahren, welches auch als laminated object manufacturing (LOM) bezeichnet wird,
mussen die Materialien keiner Umwandlung unterzogen werden und es kdnnen deshalb zusatzliche
Materialien wie beispielsweise Papier verwendet werden (Feygin et al., 1998). Bereits grob geformte
Schichten werden horizontal Gbereinander gelegt und miteinander verklebt oder verschweifst, um
ohne grolRen Zeitaufwand volumindse Korper herzustellen (Feygin et al., 1998). Zum Zusammenfiigen

der Schichten kann auf eine Seite der Materialplatten ein Adhasiv, welches entweder hitze- oder
19



drucksensibel ist, aufgetragen und mit Hilfe einer Walze, die (ber die Platten rollt, endglltig
verbunden werden (Feygin et al., 1998). Mit Hilfe eines Werkzeugs, beispielsweise eines Lasers, wird
dann die Silhouette des gewiinschten Korpers hervorgebracht (Feygin et al., 1998). Dabei konnen die
Uberreste als Stiitzstruktur verwendet werden. Extra zu planende Stiitzen sind nicht mehr notwendig
(Hagl, 2015). Verbindet man diese Technik mit der anschlieRenden Bearbeitung durch Frasen kann

ein Ubergangsloses Objekt generiert werden (Hagl, 2015).

1.9.3. Fused Layer Modeling (FLM)

Diese Methode, auch fused deposition modeling (FDM) genannt, ist vor allem wegen den niedrigen
Anschaffungskosten, der simplen Bedienung, sowie der Vielzahl an kompatiblen Materialien bekannt
geworden (Wang et al., 2017). Beim FLM kdnnen ausschlielllich Materialien verwendet werden, die
durch Hitze in einen plastischen Zustand versetzt werden konnen (Azari et al.,, 2009). Extruder
warmen das Material an, bringen es an der gewlnschten Stelle auf und durch das folgende Abklhlen
beim Auftreffen auf die Bauplatte werden die Schichten aneinander geflgt (Hohenhoff et al., 2018).
Das Material ist somit selbsthartend. Nachteile zeigt diese Technik vor allem, wenn sich das Material
nicht ausreichend auf der vorherigen Schicht verteilt, weil sich dadurch die Anisotropie vergroRert
und gleichzeitig die mechanischen Eigenschaften des Objektes verschlechtern (Wang et al., 2017).
Falls Objekte mit Uberstehenden Bereichen gedruckt werden sollen, missen Stltzstrukturen mit
kleinen Sollbruchstellen ergdnzt werden (Hohenhoff et al., 2018). Diese kdnnen mit einer zweiten
Dise, welche mit einem brichigerem, auswaschbarem Material gefillt ist, angebracht werden, damit
das spatere Entfernen erleichtert wird (Breuninger et al., 2013). Durch die Moglichkeit mehrere Disen

zu verwenden, kann hiermit auch ein mehrfarbiges Werkstiick produziert werden (Azari et al., 2009).

1.9.4. Stereolithographie (SLA)

Die Stereolithographie gilt historisch als das erste additive Verfahren, fir das bereits 1951 von Otto
John Munz ein Patent beantragt wurde (Breuninger et al., 2013; Munz, 1956). Bei der heutigen
Technik werden flUssige, photosensitive Monomere mittels eines Lasers zu Polymeren umgewandelt
(Breuninger et al., 2013). Andere Materialien kébnnen mit dieser Technik bisher nicht verwendet
werden (Azari et al., 2009). Es gibt zwei Varianten, die Technik umzusetzen (Lachmayer et al., 2016).

Bei der bottom-up-Technik findet die Herstellung des Kérpers in einem Becken mit flUssigen
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Photopolymerharzen statt, indem das zu produzierende Teil schichtweise in die FlUssigkeit entlang
der Z-Achse abgesenkt wird und eine Belichtung entlang der X-Y-Achse von oben erfolgt (Lachmayer
et al., 2016; Mayer et al., 2019). Dabei hangt die Schichtdicke davon ab, wie gut die Benetzung des
jeweiligen Materials ist (Lachmayer et al., 2016). Die RegelmaRigkeit der Schicht muss mit Hilfe eines
Beschichters erzeugt werden (Lachmayer et al., 2016). Bei der zweiten Methode, welche als top-
down-Technik bezeichnet wird, wird eine Druckerplatte, auf welcher der Kérper entstehen soll, in eine
Wanne mit flissigem Harz getaucht (Mayer et al., 2019). Durch einen transparenten Glasboden in der
Kunststoffwanne kdnnen Lichtstrahlen gezielt von unten die lichthdrtenden Polymerharze verfestigen.
Die Bauplatte wird nach jedem Harten um eine definierte Schichtdicke angehoben (Lachmayer et al.,
2016). Das Bauvolumen wird somit nicht vom Volumen der Kunststoffwanne begrenzt (Mayer et al.,
2019). Negativ ist allerdings die Entstehung einer Kraft beim Anheben der Platte, wie bei einem
feuchten Wasserglas, welches von einem Glastisch hochgehoben werden soll. Diese abziehende Kraft
kann beispielsweise durch LufteinschlUsse die feine Konstruktion storen (Lachmayer et al., 2016). Fir
beide Techniken gilt, dass die polymerisierenden Lichtstrahlen in den einzelnen Schichten jeweils nach
einem definierten Muster auftreffen, das sich aus dem digitalen Design des Koérpers ergibt (Kessler,
Hickel, et al., 2020; Mayer et al., 2019). Nach und nach entsteht so der entworfene Korper, welcher
nach abgeschlossenem Druck allerdings noch fertig polymerisiert werden muss. Auf Grund dieser nur
95%igen Aushartung wahrend des Drucks, kann der Korper sich verformen, eine Nachhartung ist
somit unbedingt erforderlich (Azari et al., 2009; Breuninger et al., 2013). Um das Druckobjekt in der
Druckphase an der Druckplatte zu fixieren, sind StUtzstrukturen notwendig. Nachteilig ist hierbei
allerdings die dadurch entstehende Erhéhung der Datenmenge und das zusatzlich bendtigte Material.
Ein weiterer Nachteil ist das Risiko fur eine Beschadigung des hergestellten Bauteils beim Entfernen
der Stltzen (Poprawe, 2005). Vorteile zeigen sich bei dieser Technik in der hohen Prazision und der

guten Oberflachenstruktur der damit produzierten Werksttcke (Azari et al., 2009).

1.9.5. Digital Light Processing (DLP)

Eine weitere 3D Druckmethode stellt das digital light processing dar. Diese Technik ahnelt der eben
erwdhnten Stereolithographie im Sinne einer Umwandlung photosensitiver Harze mittels
strukturiertem Licht (Kessler, Hickel, et al., 2020). Auch hierbei befinden sich die Harze in einer
Wanne, in welche eine Bauplatte getaucht wird. Ahnlich wie bei der SLA-Technik gibt es sowohl eine

bottom-up-, als auch eine top-down-Methode (Kessler et al., 2019; Santoliquido et al., 2019).
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Anstatt aber wie bei der SLA-Technik jeden zu belichtenden Bereich mit dem Laser abzufahren, wird
eine LED-Diode mit Hilfe von rechteckig angeordneten Spiegeln dhnlich eines Musters auf die
Projektionsflache Gbertragen (Kessler, Hickel, et al., 2020). Dieses digitale Mikrospiegelgerat (digital
micromirror device, DMD) besteht aus mehreren Spiegeln, welche sich in zwei verschiedene Winkel
ausrichten lassen (Kadry et al., 2019; Kessler, Hickel, et al., 2020). Die Auflésung der Projektion ist
abhangig von der Anzahl der im DMD enthaltenen Spiegel (Kessler, Hickel, et al., 2020). Dabei
besitzen herkdmmliche Drucker zwischen einer Millionen und Uber zwei Millionen Spiegel (J. Zhang
et al., 2020). Mit Hilfe dieser Technik kann das gesamte Bild der Schicht mit nur einer LED-Diode auf
einmal auf die Bauplatte projiziert und das Material ausgehartet werden (Kessler et al., 2019; Z. C.
Zhang et al., 2019). Dies bringt deutliche Vorteile in der Druckgeschwindigkeit, vor allem beim Druck
mehrerer Objekte (Z. C. Zhang et al., 2019). Zusétzlich zeigte sich im Vergleich zur SLA-Technik eine
hohere Druckgenauigkeit bei Schichtdicken von 100um und eine Auflésung des Drucks bis zu 10pum

(Kadry et al., 2019; Z. C. Zhang et al., 2019).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der DLP top-down Technik (iibernommen aus (Monzon et al., 2017))

1.9.6. 3D- Druck- Materialien in der Zahnmedizin

FUr die unterschiedlichen Druckverfahren kénnen eine Vielzahl von Materialien verwendet werden.
Unter anderem Metalle, Legierungen, Keramiken, Kunstharze, Epoxidharze, Elastomere und

Kunststoffe (Feldmann et al., 2016). Fiir die Zahnmedizin sind hier bislang vor allem die Verwendung
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von Metallen und Kunststoffen interessant, der Keramikdruck gelingt bisher nur unter rein
experimentellen Bedingungen (von See, 2019). Kunststoffe bieten ein sehr wichtiges Feld, da hier der
Druck mit einer Auflésung von wenigen Mikrometern moglich ist (Bruns et al., 2019). Fir den 3D
Druck werden photosensitive Harze verwendet (Mayer et al., 2019). Diese ahneln in den
Grundbausteinen den bereits in Kapitel 1.6. erwahnten dentalen Kompositen (Mayer et al., 2019).
Auch fur den 3D Druck stellen Fillkdérper einen wichtigen Bestandteil vieler Photopolymerharze dar,
da sie flr eine gesteigerte Genauigkeit durch das Reduzieren der Polymerisationsschrumpfung sorgen
und zu einer Verbesserung der mechanischen Eigenschaften, sowie der Abrasionswerte beitragen
(Mayer et al., 2019). Da Materialien fir den 3D Druck flieRfahig gehalten werden mussen, ist ihr
Volumenanteil an Fullern jedoch geringer als der herkdmmlicher Komposite (Kessler et al., 2019). Die
Viskositdat des Rohmaterials steigt proportional mit der Menge an Fillkorpern, weshalb diese nur
begrenzt eingesetzt werden kénnen (Taormina et al., 2018). Um ein gutes NachflieRen des Materials
zu ermoglichen, sollte die Viskositat gering, also < 5 Pa/s, sein (Taormina et al., 2018). Ist der relative
Anteil von FuUllkdrpern zu hoch, kann mit dem Material auf Grund einer zu hohen
Oberflachenspannung keine flache Oberflachenschicht zwischen Druckplatte und dem Boden des
Kunststoffbeckens gebildet werden und das Objekt wird somit unvollstandig gedruckt (Kessler et al.,
2019). Eine ausreichend niedrige Viskositdt wird durch weniger FuUllpartikel mit groRerem
Durchmesser der einzelnen Flllkdrper erreicht (Kessler et al., 2019). Durch ihr Gewicht kann es
allerdings in den Aufbewahrungsbehaltern zu einem Absinken und Verklumpen der Fillpartikel
kommen, weshalb die Behalter vor dem Gebrauch geschittelt werden sollten, um eine homogene
Verteilung und somit auch immer wieder gleiche Materialbeschaffenheit zu erreichen (Taormina et
al., 2018). Haufig entstehen dabei jedoch Lufteinschlisse, die zur Blasenbildung in den gedruckten
Objekten flhren. Die Fullkérper nehmen durch eine Streuung des Lichts auSerdem auch Einfluss auf
die Aushdrtungstiefe und kdnnen deshalb bei ungleicher Anordnung die Druckgenauigkeit negativ
beeinflussen (Kessler et al., 2019). Der Zusammenhang zwischen Aushartungstiefe und Lichtstreuung

kann mit Hilfe des Gesetzes von Lambert Beer quantifiziert werden (Kessler et al., 2019).
- 2
Zp =6pln T

Die Formel bezeichnet mit z, die Eindringtiefe des Lichts entlang der z-Achse und mit t, die benétigte
Zeit bis zum Erreichen der kritischen Dosis der Aushartung des Materials in der Tiefe z, (Kessler, Hickel,

et al., 2020). T, beschreibt die Zeit bis die kritische Dosis der Polymerisation in der Tiefe z, erreicht
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wird und 6, steht fir die charakteristische Eindringtiefe (Kessler, Hickel, et al., 2020). Diese
Eindringtiefe setzt sich zusammen aus Parametern des Lichtes und des angewendeten Harzes (Kessler,

Hickel, et al., 2020).
1

Dabei ist k der Extinktionskoeffizient, welcher die Eigenschaften des Harzes im Sinne von
eingebrachten Fullkérpern, deren Oberflache und der Brechungsindizes von Harz und Fillkdrpern
beschreibt und A bezeichnet die Wellenldange der verwendeten Lichtquelle (Kessler, Hickel, et al.,
2020).

Die Partikel wirken sich nachteilig auf die Transparenz des Materials aus, da sie fir eine Grenzschicht
zwischen Fuller und Matrix sorgen und so eine Lichtbrechung erzeugen, welche die Transparenz durch
eine Reduktion derin die Tiefe gelangenden Lichtstrahlen vermindert (llie, 2016; Kessler, Hickel, et al.,
2020; Mavyer et al., 2019). Dies sorgt flr eine grolSere Anisotropie und in Folge dessen wiederum zu
verschlechterten mechanischen Eigenschaften oder sogar einem Druckabbruch, wenn sich die
Schichten nicht verbinden (Kessler et al., 2019).

Bei den kommerziell verflighbaren Materialien gibt es sowohl gefillte Harze, wie zum Beispiel GC Temp
PRINT (GC Europe N. V., Leuven) und 3Delta Temp (Deltamed, Friedberg), als auch ungefillte, wie
beispielsweise Freeprint Temp UV (Detax Dental, Ettlingen) und Nextdent C&B (Nextdent, Soesterberg)
(GC, 2019; Mayer et al.,, 2019). Die Matrix kann entweder aus den am haufigsten genutzten
(Meth-)Acrylaten, welche durch radikale Photopolymerisation ausharten, oder aus
Epoxiden/Vinylethern bestehen (Taormina et al., 2018). Bei der additiven Fertigung werden, dhnlich
zu den dentalen Kompositen, vorwiegend UDMA, Bis-GMA, TEGDMA und HEMA verwendet (Kessler
et al, 2019). Auch die Transparenz des Materials spielt eine grofle Rolle in der
Polymerisationsreaktion, da wadhrend der kurzen Belichtungszeit ausreichend Licht die
Photoinitiatoren erreichen muss, um diese zu stimulieren (Kessler, Hickel, et al., 2020; Taormina et al.,
2018). Eine zusétzliche Unterstitzung bieten auch die im Kapitel 1.6. erwahnten vernetzungsfahigen
Monomere (Mayer et al., 2019). Da das Absorptionsspektrum des Initiators auch zur emittierten
Wellenlange des Druckers passen muss, sollte dieser Parameter bei der Materialauswahl
bericksichtigt werden (Mayer et al., 2019).

Neuere Drucker arbeiten bei einer Wellenlange von 385 nm, weshalb meistens der Initiator

Diphenyl(2,4,6-trimethyl-benzoyl)phosphine oxide (TPO) mit einem Absorptionsmaximum von 365
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nm zum Einsatz kommt (Kessler, Hickel, et al., 2020; Santini et al., 2013). Da die Belichtungszeit bei
der additiven Fertigung nur sehr kurz ausfallt, mUssen die Initiatoren in einer Konzentration von 3-5
Gewichts% vorliegen (Mayer et al.,, 2019). Wird ein Drucker mit einer Wellenldnge von 405 nm
verwendet, muss die Menge des Initiators erhoht werden (Kessler, Hickel, et al., 2020). Angewendet
wird der Kunststoffdruck fir die Herstellung von Provisorien, Aufbissbehelfen, die Modellherstellung
far zahntechnische Arbeiten, Bohrschablonen und auch fir individuelle Loffel (von See, 2019). Um
Provisorien aus Kunststoff zu drucken, konnen Materialien mit einer Matrix aus Monomethacrylaten
oder aus multifunktionellen Acrylaten verwendet werden (Mayer et al., 2019). Eine geringere Toxizitat,
Warmeentwicklung und Schrumpfung zeigen dabei die kostenintensiveren multifunktionellen
Acrylate (Mayer et al., 2019). Alle Materialien haben gemeinsam, dass nach dem eigentlichen
dreidimensionalen Druck eine Nachhéartung erfolgen muss, um die gewlnschten mechanischen
Eigenschaften und Biokompatibilitat durch eine ausreichende Konversionsrate zu erreichen (Mayer et
al,, 2019). In der Zahnmedizin sind allerdings die Eigenschaften der additiv, mit dem 3D
Druckverfahren hergestellten Kompositwerkstlicke noch nicht abschlieRend erforscht. Beispielsweise
die Bruchlast zeigte in Versuchen unserer Arbeitsgruppe einen niedrigeren Wert als bei gefrasten
Kunststoffen (Reymus et al., 2019). Des Weiteren konnen die mechanischen Eigenschaften bei
verschiedenen Verfahren auch durch die Positionierung des zu druckenden Objekts auf der
Druckerplatte beeinflusst werden, weshalb bei unterschiedlicher Platzierung keine konstanten
Materialeigenschaften gewahrleistet werden kénnen (Reymus et al., 2019). Ein ebenfalls negativ zu
bewertender Punkt ist die deutlich hohere FlUssigkeitsaufnahme verglichen mit subtraktiv
hergestellten Kunststoffen (Reymus et al., 2019). Dadurch verschlechtern sich die Eigenschaften der
Kunststoffe deutlich, weshalb die Verwendung dieser Materialien fir die Anfertigung von
Langzeitprovisorien teilweise noch kritisch beurteilt wird (Reymus et al., 2019). In der Industrie
zeigten sich Techniken bei denen eine Umformung der Materialien mit ultraviolettem (UV) Licht
erfolgten, in der Langzeitstabilitat ungenligend (Schmid, 2015). Allerdings konnte gezeigt werden,
dass die Harzmaterialien bei der Herstellung von Prothesenzahnen im Sinne der Bruchfestigkeit mit

den konventionell vorgefertigten Prothesenzahnen vergleichbar sind (Chung et al., 2018).
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2. Ziele der Arbeit

Ziel der Studie war es, mogliche Einflisse von dreidimensional gedruckten Provisorienkunststoffen
auf die Zellvitalitat und Expression von proinflammatorischen Zytokinen von gingivalen
Keratinozyten zu untersuchen. Dabei wurde ein Vergleich zwischen den unterschiedlichen 3D-
Materialien untereinander, sowie Probenkorpern, die mittels subtraktiven CAD/CAM-Verfahrens
hergestellten wurden, vorgenommen.

Bei diesen Untersuchungen wurde als Nullhypothese angenommen, dass keine Beeinflussung der
Zellvitalitat, sowie keine veranderte Produktion der Interleukine 6 und 8 auf Grund der Exposition

gegenlber den untersuchten Materialien feststellbar ist.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellen

Far die Versuche wurden humane Gingivakeratinozyten der Passage 10 des Spenders 1 (IHGK1 P10)
verwendet, die von Professor Miosge (Universitat Gottingen), zur Verfligung gestellt wurden. Die
Zellen wurden mit Hilfe des Simian-Virus 40 immortalisiert. Das groRe T-Antigen des SV 40 zahlt zu
den meist genutzten Genen fur die Immortalisierung (May et al., 2004). Durch seine Fahigkeit an
Proteinprodukte von Tumorsuppressorgenen wie beispielsweise p53 oder pRB zu binden, werden
diese inaktiviert und es kommt zu einer Populationsverdopplung Uber die natlrliche Seneszenz der
Zellen hinaus (Bryan et al., 1994; Itahana et al., 2001). Durch die Inaktivierung von p53 kommt es
zusdtzlich zu einer Uber weitere Gene vermittelte Hemmung der Telomeraseaktivitdt, was eine
unbegrenzte Teilungsfahigkeit und somit eine uneingeschrankte Lebensdauer zur Folge hat (Eberwein

et al., 2011; Schneider-Stock et al., 2002; Shats et al., 2004).

3.2.  Zellkultur

Die Keratinozyten wurden mit dem Keratinozyten Growth Medium 2 Kit (PromoCell, Heidelberg) unter
sterilen Bedingungen an einer Sterilbank kultiviert. Um eine bakterielle Kontamination der Zellen
durch die getesteten Materialien zu verhindern, wurde dem Zellmedium 1% Penicillin-Streptomycin
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) zugesetzt. Das Medium wurde vor Gebrauch auf 37 °C erwdrmt.

Alliquots von 10° IHGK1-Zellen der Passage 9 wurden aus zwei Kryordhrchen, welche in flissigem
Stickstoff gelagert waren, langsam in einem Wasserbad auf eine Temperatur von 37 °C gebracht und
zusammen mit frischem Medium in ein Falcon (Fa. Greiner, Nirtingen) gegeben. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand tiber dem Zellpellet mit einer Glaspasteurpipette abgesaugt, das
Pellet mit 10 ml frischem Medium in eine T75 Kulturflasche (Fa. Greiner, Nirtingen) gegeben und fur
5 Tage bei 37 °C und 5% CO; kultiviert. Alle 3 Tage wurden die Zellen mit frischem Nahrmedium
versorgt. Zum Starten des Versuchs wurden die Zellen passagiert, ausgezahlt und anschliefend in
einer definierten Zellzahl ausgesat. Daflr wurden sie nach zweimaligem Waschen mit Phosphat-
gepufferter  Salzlosung (PBS von Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) mit einer
Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Losung (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) vom Boden der
Kulturflasche gelost. Nachfolgend wurde die Flasche mit dem zugefligten Trypsin/EDTA fir 10-15
Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und der Zellverband aufgel6st (Schrodel, 2009). Im

Anschluss wurde die Kulturflasche mit fetalem Kalberserum/fetal bovine serum (FBS) (Sigma Aldrich,
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St. Louis, MO, USA) und Zellkulturmedium gespult, um die Reaktion von Trypsin und EDTA zu stoppen.
Die Flussigkeit, inklusive der geldsten Zellen, wurde abgenommen und in einem 50ml Falcon 10
Minuten bei 300g zentrifugiert (Allegra X-15R, Allegra 25R, Beckman Coulter). Dadurch sammelt sich
ein Zellpellet am Boden des Falcons. Die Flissigkeit oberhalb wird mit einer Glaspasteurpipette
abgesaugt. Um die Anzahl der Zellen zu ermitteln, wurde das Zellpellet in 10ml Kulturmedium erneut
geldst und ein Aliquot von 100ul abgenommen, die mit ebenfalls 100ul des anionischen
Bisazofarbstoffes Tyrpanblau (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) vermischt werden. Dieses Gemisch
wurde zwischen die zwei Glasplattchen einer Neubauer Zdhlkammer eingebracht. Unter dem
Lichtmikroskop betrachtet, zeigten sich nur noch wenig vitale Zellen als durchgehend blau gefarbt,
wahrend lebende Zellen ausschlieflich einen blauen Zellkern aufwiesen. Der Mittelwert der vitalen
Zellen aus den vier ausgezdhlten Quadraten der Zdhlkammer wurde mit dem Volumen der
Zahlkammer verrechnet, um so die Konzentration der Zellsuspension zu ermitteln. Fir den Versuch
wurden schliellich 5000 Zellen pro Well mit 0,5 ml Zellkulturmedium in einer 24 Wellplatte ausgesat.
Da durch das Trypsinieren eine Passagierung vorgenommen wurde, befanden sich die verwendeten
Keratinozyten flr den Versuch in der Passage 10.

Die Versuchswells wurden sechs Tage vorkultiviert, sodass eine Konfluenz von 100 % erreicht wurde.
Pro Versuch wurden vier Messzeitpunkte festgelegt. Somit wurden fiir jeden Versuch vier Wellplatten
ausgesdat. Pro Platte waren je Material drei technische Replikate enthalten und der Versuch wurde

zweimal durchgefihrt (n=6).

1 2 3 4 5 6
+ CADCAM | - Luxatemp | Nextdent GC temp Freeprint 3delta
Eluat Eluat Mfh Eluat print Eluat | temp Eluat | temp
5000 Z 5000 Z 5000 Z 5000 Z 5000 Z 5000 Z
0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml
+ CADCAM | - Luxatemp | Nextdent GC temp Freeprint 3delta
Eluat Eluat Mfh Eluat print ELuat | temp Eluat | temp
5000 Z 5000 Z 5000 Z 5000 Z 5000 Z 5000 2
0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml
+ CADCAM | - Luxatemp | Nextdent GC temp Freeprint 3delta
Eluat Eluat Mfh Eluat print Eluat | temp Eluat | temp
5000z 5000 Z 5000 Z 5000 Z 5000 2 5000 Z
0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml
Kein PK Kein PK Kein PK Nur Nur Nur
Medium Medium Medium
5000z 5000 Z 5000 Z
0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5 ml 0,5ml 0,5ml

Abbildung 5: Verteilung der Materialien auf ein 24 Well
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Arbeitsschritt

1 Absaugen des Keratinozytennahrmediums

2 2 x Waschen mit 5 ml PBS

3 Zugeben von 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung zum Losen der Zellkontakte

4 10-15 Minuten bei 37 °C inkubieren und gelegentlich gegen Boden klopfen

5 Abstoppen der Reaktion durch 400 ul FBS

6 2 x mit 2-3 ml Nahrmedium Flasche ausspulen

7 Zellsuspension in 50 ml Falcon Gberfihren

8 10 Minuten bei 300 g zentrifugieren (mit Gegengewicht)

9 FlUssigkeit Uber Zellpellet absaugen

10 Pellet in 10 ml Medium resuspendieren

11 100 pl davon abnehmen und mit 100 ul Tyrpanblau gut mischen

12 Gemisch in Neubauer Zdhlkammer einbringen

13 Vitale Zellen in allen vier Quadranten auszahlen und Mittelwert errechnen

14 Mittelwert x 10% x 2 = Zellzahl pro ml

15 Diese Zellzahl x 10 ml = Gesamtzellzahl

16 Davon gewdinschte Zellzahl auf die Wells verteilen (hier 5000 Zellen in 0,5
ml)

Tabelle 1: Protokoll zur Passagierung und Zellzdhlung

3.3.  Prufkorper

Im Versuch wurden vier unterschiedliche Kunststoffmaterialien, welche zur Herstellung von dentalen
Werkstiicken durch das additive Verfahren zugelassen sind, untersucht (Nextdent C&B MFH, GC Temp
PRINT, Freeprint Temp UV, Deltamed 3Delta Temp) (Tabelle 2).

Zunachst wurden die Prifkorper digital mit Hilfe des Programms Fusion 360 (AutoDesk) konstruiert.
Dabei wurde eine zylinderformige Gestaltung mit einem Durchmesser von 20 mm und einer Dicke

von 1,5 mm gewahlt. Zusatzlich wurde noch ein 0,5 mm langer Steg erganzt.
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Abbildung 6: links: 3D Priifkérperdesign mit Ldngenangaben, rechts: Priifkérperdesign in STL-Format

Der digital entworfene Prifkorper wurde mehrfach dupliziert und auf der flr den Druck verwendeten
Druckerplatte mittels Netfabb premium 2019 Software (AutoDesk) virtuell positioniert. So war es
moglich, zeitgleich 12 identische Probenkdrper in einem Druckprozess herzustellen. Die
Positionierung der Zylinder erfolgte horizontal auf der Druckplatte. Deshalb wurden fir die Fertigung
keine zusatzlichen Stltzstrukturen benotigt. Die Datei, welche die Information Uber die bestlckte
Bauplatte enthielt, wurde nachfolgend fir den Druckprozess auf einen an den Drucker
angeschlossenen Datentrager importiert.

Genutzt wurde fir alle Materialien der 3D-Drucker D20II (Rapidshape, Heimsheim, Deutschland).
Dieser DLP-Drucker verwendet die bottom-up Methode. Fir den Druck wurden flissige
Photopolymerharze bendtigt, welche in eine mit Glasboden ausgestattete Wanne eingebracht
wurden. Zuvor mussten alle Materialien mit Hilfe des LC-3DMixers (NextDent B.V., Soesterberg,
Netherlands) fir 30 Minuten gerthrt werden, um eine homogene Fillkérperverteilung zu erreichen.
Die Bauplatte wurde vor dem Druck mit Ethanol (96%) gereinigt, um storende Kunststoffreste, welche
die Anhaftung der Prifkdérper an der Bauplatte verhindern kénnten, zu entfernen. Da die Prifkorper

horizontal gedruckt wurden, war die Anzahl der zu druckenden Schichten gering und die Druckdauer
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verkirzte sich auf circa 10 Minuten. Nach dem Druck wurden die Kunststoffzylinder vorsichtig mit
Hilfe eines Spatels von der Druckerplatte entfernt. Anschlieend wurden die Materialien nach
Herstellerangaben von Uberschissigem Kunststoff gereinigt und nachpolymerisiert.

Dazu werden fur alle Materialien jeweils spezifische Nachbehandlungsprotokolle empfohlen.

3.3.1. Nextdent C&B MFH

Das Material des Herstellers Nextdent enthalt vorwiegend Methacryloligomere und zu einem
geringen Prozentsatz Phosphinoxide. Uber den Fiillkdrperanteil, sowie tiber die
Flllstoffzusammensetzung gibt es keine Angaben (Kessler et al., 2019). Die Herstellung mit Hilfe des
3D-Druckers D20II (Rapidshape, Heimsheim, Deutschland) erfolgte wie unter 3.3. angegeben. Das
Nachbehandlungsprotokoll sieht vor, dass Probenkorper aus dem Material Nextdent MFH (C&B)
nach dem Druck fir finf Minuten in einem ultraschallaktivierten Ethanolbad (96%) gereinigt werden
und anschlieBend eine Nachpolymerisation mittels einer Lichthartung fir 30 Minuten (15 Minuten

von jeder Seite) im Lichtofen (LC-3D Print Box von Nextdent) erfolgt.

3.3.2. GCTemp PRINT

Das Material besitzt eine Gberwiegend aus UDMA bestehende Matrix. Diese wird vorwiegend durch
TEGDMA erganzt. Das Material besitzt Fullkdrper, welche zu 20 Gewichtsprozent aus Quartz
bestehen. Uber die restliche Fiillkdrperzusammensetzung gibt es keine Angaben (Kessler et al.,
2019). Auch bei diesem Material verlauft das Druckverfahren wie unter 3.3. erwahnt. Fir
Probenkorper, die mit GC Temp PRINT oder Freeprint Temp UV (Detax Dental, Ettlingen) hergestellt
wurden, erfolgte nach dem Druck zunachst die Reinigung von Uberschiissigen Monomeren durch
das Einbringen in ein finfminUtiges Ultraschallbad mit 96% Ethanol. Die Nachhartung wurde
anschlieRend durch Exposition gegeniber 2000 Lichtblitzen pro Seite in einem Lichtofen (Otoflash

G171; NK Optik, Baierbrunn) vollzogen.

3.3.3. Freeprint Temp UV

Das Kunststoffmaterial besitzt eine zu grolem Anteil aus Isopropylidenediphenol Peg-2
Dimethacrylat bestehende Matrix, welche durch weitere Methacrylate und Phosphinoxide erganzt
wird. Ahnlich wie bei dem Material von Nextdent gibt es keinerlei Angaben (ber Fillkdrperanteil
und-zusammensetzung (Kessler et al., 2019). Wie bereits unter 3.3.2. erwahnt, sind der

Druckablauf, sowie das Nachbehandlungsprotokoll identisch mit dem des Materials GC Temp PRINT.
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3.3.4. 3Delta Temp

Die Polymermatrix dieses fliissigen Photopolymerharzes setzt sich aus Methacrylaten, UDMA und
Phosphinoxiden zusammen. Der Hauptanteil der Flllkorper besteht aus Siliziumdixoid und zu einem
geringeren Prozentsatz aus Dentalglas (Kessler et al., 2019). Der Druck der Probenkdrper, findet
ebenfalls wie unter 3.3. beschrieben statt. Fir Probenkérper des Materials 3Delta Temp wurden
nach dem Druck die Kunststoffliberreste mit Hilfe von Zentrifugalkraft entfernt. Daflir wurden die
Probenkorper nach der initialen Polymerisation im Rahmen des 3D-Drucks in einem 50ml Falcon bei
1500g flr vier Minuten zentrifugiert (Allegra X-15R, Beckman Coulter, Life Science, Indianapolis, IN,
USA). Um eine Verformung der Testzylinder zu verhindern, wurde das Falcon mit Schaumstoff
befillt. Die abschlielende Polymerisation erfolgte analog dem Vorgehen fir Proben aus den
Materialien GC Temp PRINT und Freeprint Temp UV mit 2x 2000 Lichtblitzen im Lichtofen (Otoflash
G171; NK Optik, Baierbrunn).

MFH 3Delta Temp GC Temp PRINT Freeprint Temp

uv

5 Minuten 4 Minuten bei 5 Minuten 5 Minuten
Ultraschallbad in | 1500g Ultraschallbad in | Ultraschallbad in

96% Ethanol

zentrifugieren

96% Ethanol

96% Ethanol

2 x 15 Minutenin | 2 x 2000 2 x 2000 2 x 2000
LC-3D PrintBox Lichtblitze im Lichtblitze im Lichtblitze im
Otoflash Otoflash Otoflash

Tabelle 2: Zusammenfassung der jeweils fiir die Materialien empfohlenen Nachbehandlungsprotokolle zur

abschliefsenden Polymerisation der Probenkérper

Die Versuchsproben aus dem Kunststoff zur Herstellung von konventionellen Provisorien wurden mit
Hilfe des Materials Luxatemp Automix Plus (DMG) hergestellt. Daflir wurde eine Dublierform der 3D
gedruckten Prifkorper aus Silikon (Adisil rosé; Siladent Dr. Bohme & Schéps GmbH, Goslar) hergestellt.
In diese Zylinderform wurde das Material mittels Automix Kartusche gespritzt, durch Druck mit einer
Glasplatte alle Uberschiisse sowie Blasen entfernt und eine glatte Oberfliche erzeugt.

SchlieBlich wurden zum Vergleich auch Probenkdrper mit Hilfe der subtraktiven CAD/CAM-Methode
hergestellt. Diese hatten die gleiche Dimension wie die 3D-gedruckten Versuchsproben. Sie wurden

zunachst aus einem industriell produzierten Rohkorper (Grandio Disc von VOCO, Cuxhaven) gefrast
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(Zylinder, Durchmesser: 20 mm, Dicke:15 mm), der nachfolgend mit einer Laborsédge (Isomet Low
Speed Saw, Buehler) in Scheiben mit einer Dicke von 1,5 mm geteilt wurde.

AbschlieRend wurden die Probenkdrper maschinell in drei Schritten poliert (Exakt 400 CS; WS Flex18
C: P320, P1000, P1200/4000, Exakt Vertriebs GmbH, Norderstedt), um eine moglichst vergleichbare
Oberflachenstruktur fur alle Versuchsproben zu gewahrleisten. Daflir wurden die Prifkdrper mittels
Wachs auf einer Glasplatte befestigt, welche durch Unterdruck vom Schlitten des Poliergerats
angesaugt wurde. Dieser Schlitten wurde unter Zufuhr von destilliertem Wasser Gber eine rotierende
Scheibe mit austauschbaren Polierpapieren bewegt. Begonnen wurde der Poliervorgang mit der

grobsten Kornung (WS Flex 18: P320) und beendet mit der feinsten Koérnung (WS Flex 18:

P1200/4000).

Vor dem Einbringen in das Zellkulturmedium wurden alle Prifkérper mit Ethanol (80%) desinfiziert.

Material Hersteller Matrix Filler Lot Nummer
Nextdent C&B | Nextdent, >90wt% XG044N22
MFH Soesterberg, Methacryloligomere
Niederlande <3wt% Phosphinoxide
3Delta Temp Deltamed, Methacrylate Siliziumdioxid 193314A
Friedberg, UDMA 50wt%,
Deutschland Phosphinoxide Dentalglas
30vol%
GC Temp GC, Leuven, -<75% UDMADGSO0, Quartz 20wt% 1906271
PRINT Belgien -<25% TEGDMAI0,
2.5-<5% 4,4'-
isopropylidenediphenal,
ethoxylatedand 2-
methylprop-2-enoic acid,
1-<2.5% diphenyl(2,4,6-
trimethylbenzoyl)
phosphine oxide,
0.1<0.2% 2-(2H-
benzotriazol-2-yl)-p-cresol
Freeprint temp | Detax, Ettlingen, | 45- <60 wt% 220101
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uv

Deutschland

Isopropylidenediphenol
Peg-2 Dimethacrylat,
1-<5Swth 2
Hydroxyethylmethacrylat,
1- <5 wt% Diphenyl(2,4,6
trimethylbenzoyl)
phosphinoxid,

1<5wt%
Hydroxypropylmethacrylat,
<1 wt% Phenyl-
bis(2,4,6trimethylbenzoyl)

phosphinoxid

Luxatemp

DMG, Hamburg,

Deutschland

multifunktionelle
Methacrylate,
Katalysatoren,

Stabilisatoren

Glas 44wt%

110908
765843

CAD/CAM

Voco, Cuxhaven,

Deutschland

Polymere
14% UDMA und DMA
(Alamoush et al., 2018)

Glas 86wt%

3.4. Eluat

Bei den hier verwendeten Kompositharzproben kénnten sich im Eluat herausgeldste ungebundene

Monomere und Photoinitiatoren befinden (Jirgen Durner et al.,, 2010). Um die bendtigte

FlUssigkeitsmenge in Anwesenheit von Prifkoérpern zu ermitteln, wurden die Richtlinien der ISO
2

10993-12 verwendet. Hierbei sollte eine Konzentration von 1,2 %erreicht werden. Somit wurde

der in dieser Studie verwendete Prifkdrper mit einer Dicke von > 1 mm und einer Flache von 3,14

Tabelle 3: Materialiibersicht mit Herstellern, Zusammensetzung und Lot Nummern

cm? (Radius der Kreisflache 1 cm) in 2,5 ml Medium eingelegt (Wallin, 1998).
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Rechnung laut I1SO 10993-12:

Flr die Berechnung wird zunachst die Kreisoberflache ermittelt.
nx(1cm)?=3,14 cm?

AnschlieRend wird die Dicke des Objekts bertcksichtigt. Laut ISO 10993-12 dirfen Prufkorper mit
einer Dicke von > Imm maximal 1,25 c¢m? besitzen, wenn sie in 1 ml FlUssigkeit eingelegt werden
(Wallin, 1998). Da der in der vorliegenden Studie verwendete Prufkorper aber 3,14 cm?
Kreisoberflache besitzt, muss nun die fir diese Grolke bendtigte Flissigkeitsmenge ermittelt

werden.
2
3,14cm?+ 1,25 =2 5m|
ml

Die Prifkorper der jeweiligen Materialien wurden in einer 12 Well-Zellkulturplatte (Fa. Greiner,
Ndrtingen) in je 2,5 ml Keratinozyten Growth Medium 2 (PromoCell, Heidelberg) fiir 24h im Dunkeln
bei 37 °C inkubiert. Das entnommene Eluat wurde pro Material gesammelt und davon mit je 0,5ml
auf die jeweiligen Wells verteilt. Flr die Eluate von Tag 3 und Tag 6 wurden die bereits 24 h
ausgewaschenen Prufkorper in einer frischen 12 Well-Zellkulturplatte (Fa. Greiner, Nurtingen)
platziert, mit frischen 2,5 ml Keratinozyten Growth Medium 2 (PromoCell, Heidelberg) bedeckt und
ebenfalls fir die weiteren 48 h im Dunkeln bei 37 °C inkubiert. An Tag 3 wurde derselbe Schritt flr
die Eluate von Tag 6 wiederholt. Pro Material wurden 4 Prifkorper fir die Eluatherstellung genutzt,

weshalb 10ml Eluat pro Material gewonnen wurden.

3.5. Bestimmung der Zellproliferation mit dem XTT-Test

Das Zellproliferations-Kit Il (XTT von Fa. Roche, Mannheim) ist ein kolorimetrischer Test und dient der
Quantifizierung der Zellproliferation und-vitalitat und basiert auf einer Reduktion des enthaltenen
|oslichen gelben Tetrazoliumsalzes XTT (Natrium 3’-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-
bis(4methoxy-6-nitro)-benzolsulfonsdure-hydrat) in ebenfalls |6sliches orangerotes Formazan (Aguiar
et al., 2017; Ried, 1952). Diese Umwandlung wird nur von vitalen Zellen erzeugt, da sie an die

NAD(P)H-Produktion (Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid(-Phosphat)) durch die Glykolyse
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gekoppelt ist. Ein Anstieg der Anzahl teilungsfdahiger Zellen fihrt zu einer Erhéhung der
Gesamtaktivitat der mitochondrialen Dehydrogenase in der Probe, welche eine vermehrte Reduktion
des Tetrazoliumsalzes zur Folge hat und korreliert somit direkt mit der Menge des orangeroten
Formazans (Rich et al., 2001). Hierbei scheint vor allem die NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase des
Komplexes 1 der Atmungskette eine schnelle Reduktion zu erzeugen (Rich et al., 2001; Wendel et al.,
2009). Da das entstandene Formazan wasserldslich ist, kann es sofort mit Hilfe eines ELISA Readers
(Varioskan, ThermoFisher Scientific, Waltham) photometrisch gemessen werden (Roche Diagnostics,

2016).

NO,

|CH3 803-
0 NO,
H4C
N\,,N - ;

0
NS SO 1Na \
;< L : N

-

» :
QNH N=N SOs
. o, @( |

O HC
~o NO,

XTT Formazan

Abbildung 7: Reduktion des Tetrazoliumsalzes XTT zum orangeroten Formazan mittels mitochondrialer Dehydrogenase;
(modifiziert ibernommen aus (Roche Diagnostics, 2016))

Die XTT labeling mixture besteht zu 98 % aus XTT labeling reagent und zu 2 % aus electron coupling,
welche angewarmt auf 37 °C in klarem Zustand miteinander vermischt werden. Alle XTT FlUssigkeiten
wurden vor Licht geschitzt. Das Verhéltnis von XTT labeling mixture zum Zellmedium betrug 1:2.
Somit wurden den 24 Well Platten mit 0,5 ml Medium 250 ul XTT labeling mixture zugefigt.

Die Messung der Zellvitalitat wurde an den Tagen 1, 2, 3 und 6 durchgefiihrt. Dafir wurde das Medium
der Wells entnommen, bei — 80 °C eingefroren und durch frisches Nahrmedium ersetzt. In jedes Well
wurden anschlieend 250 ul XTT labeling mixture gegeben. Als Blank wurden im gleichen Verhaltnis
reines Medium ohne Zellkontakt mit XTT labeling mixture versetzt. Nachdem den Well Platten die XTT
labeling mixture zugefligt wurde, wurden sie 20 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit zeigte sich eine hohe Proliferationsrate durch eine intensive Rotfarbung, wahrend der
Blank eine minimale Rosafarbung aufwies. Um die Messung am ELISA Reader (Varioskan, Thermo

Electron Corporation) durchzufiihren, wurden aus jedem Well zwei Aliquots von 100 ul in eine 96 Well
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Platte pipettiert. Die photometrische Messung der optischen Dichte erfolgte bei einer Wellenlange

von 450 nm (Photometrik 1) sowie 650 nm (Photometrik 2).

3.6.  Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzymimmunotest ist ein quantitatives Analyseverfahren, welches durch eine enzymatische
Farbreaktion enzymmarkierte Antikdrper-Antigen-Komplexe nachweisen kann (Aydin, 2015). Genutzt
wird daflr die spezifische Bindung von Antikorpern an das fir sie entwickelte Antigen (Dolliver et al.,
2008). Somit kann in einer zu untersuchenden FlUssigkeit gezielt die Konzentration eines Molekiils
nachgewiesen werden. Dies ist auch bei niedrigen Konzentrationen moglich (Aydin, 2015). Die
Farbreaktion, erfolgt auf Grund einer enzymatischen Spaltung und Aktivierung des zugegebenen
Chromogens (R&D Systems Europe, 2015; Voigt et al.,, 2008). Dieser Farbumschlag kann
photometrisch ausgewertet werden (Gan et al., 2013).

Diese Testmethode basiert auf einer bereits in den 1960er Jahren angewendeten Technik des
Radioimmunoassays (RIA), welche 1971 weiterentwickelt wurde (Engvall et al., 1971). Dabei koppeln
die markierten Antigen- und Antikorper-Radioisotope nicht wie zunachst Ublich an ein radioaktives
Isotop (Jod 125), sondern an Enzyme (Aydin, 2015; Engvall et al., 1971). Beschrieben wird der ELISA
von Engvall und Perlmann als heterogener Festphasentest (Engvall et al., 1971).

Grundsatzlich kann man zwei Untergruppen unterscheiden: den homogenen enzymatischen
Immunoassay, bei dem das Enzym durch Bindung des Antikdrpers inaktiviert wird und den
heterogenen enzymatischen Immunoassay (Aydin, 2015; Schuurs et al., 1980). Die homogene
Methode wird weniger hdufig angewendet, da sie eine geringere Empfindlichkeit aufweist und in der
Anwendung zwar leichter, aber teurer ist (Aydin, 2015). Beim heterogenen enzymatischen
Immunoassay sind die Antikorper-Antigenkomplexe fest mit dem Boden, des TestgefdaRes verbunden,
somit handelt es sich um einen Festphasentest (Stocker, 2019a).

Bei einem Waschschritt werden die noch nicht gebundenen Antigene entfernt und allein die bereits
im Komplex gebundenen Antigene bleiben fiir den Nachweis zurick (Aydin, 2015). Um den Test fir
jegliche Arten von Substanzen zu spezifizieren, wurden unterschiedliche ELISA Methoden entwickelt
(Aydin, 2015).

Bei der direkten Methode wird der Boden der Wellplatte mit dem Probenmaterial, also dem
nachzuweisenden Antigen, beschichtet (Aydin, 2015). Durch das Hinzufligen eines enzymmarkierten

Antikorpers bildet sich ein Komplex, der nach dem Waschen durch das zum Enzym passende Substrat
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im Sinne einer Farbreaktion nachgewiesen werden kann (Aydin, 2015). Fir die indirekte Methode
wird der Boden des Testgefdalles mit dem nachzuweisenden Antigen beschichtet und die Antikorper
hinzugeflgt (Gan et al., 2013). Diese passen spezifisch zu den Antigenen am Boden und bilden mit
ihnen Komplexe (Aydin, 2015). Um die Komplexe sichtbar zu machen, wird nun ein weiterer vorab
enzymmarkierter Sekundarantikdrper benétigt, der an den ersten Antikorper bindet (Gan et al., 2013).
So kann wieder mit dem passenden Substrat eine Farbreaktion erzeugt werden, welche
photometrisch gemessen wird (Aydin, 2015). Die Sandwich-Methode verdankt ihren Namen dem
Einbetten des nachzuweisenden Antigens zwischen zwei Antikdrpern (Gan et al., 2013). Somit wird
der Boden mit einem primaren Antikorper beschichtet, an welchen die Antigene aus der zu testenden
Substanz binden kénnen. Nach dem Waschen wird erneut ein Antikérper hinzugefigt, welcher
ebenfalls an das Antigen bindet (Aydin, 2015). Ist dieser bereits mit dem Enzym markiert, kann das
passende Substrat hinzugegeben werden und die Farbreaktion lauft ab, andernfalls muss ein
sekundarer, enzymmarkierter Antikorper erganzt werden (Kramer, 2013). Mit der indirekten und der
Sandwich Methode kdnnen sehr gering konzentrierte Antigene nachgewiesen und quantifiziert
werden (Gan et al., 2013).

Der kompetitive ELISA wird gestartet, wie die Sandwich-Technik, indem der Boden des Wells mit
einem Antikérper beschichtet wird. Im Folgenden werden die zu messende Probe und das
enzymmarkierte Antigen zeitgleich in das Well gegeben (Aydin, 2015). Somit konkurrieren Probe-
Antigen und markiertes Antigen um die gleichen Antikorper. Hierbei ist das Ergebnis genau umgekehrt
zu betrachten: Eine hohe Absorption bedeutet eine niedrige Antigenkonzentration, da mehr
enzymmarkierte Antigene gebunden wurden, wahrend eine geringe Absorption eine hohe
Konzentration anzeigt (Gan et al., 2013). Dabei zeigt sich ein grolRer Vorteil dieser Methode in der
hohen Empfindlichkeit beim Erkennen von Unterschieden in vielschichtigen Antigenmischungen,

auch wenn nur eine geringe Konzentration an Nachweisantikdrpern vorliegt (Gan et al., 2013).
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Abbildung 8: Prinzip des (A) direkten, (B) indirekten, (C) Sandwich- und (D) kompetitiven ELISA (iibernommen aus (Aydin,
2015))

3.7. Interleukin 6 ELISA

Fir den Versuch wurden die Zelliberstdande nach O h, 24 h, 48 h, 72 h und 6 Tagen abgenommen. Die
gewonnenen Zelliberstande wurden zunachst unverdiinnt verwendet.

Fir den Versuch wurden verschiedene Standards laut Herstellerangaben angefertigt, die bendtigt
werden, um eine eigene Standardkurve zu erstellen. Die einzelnen Werte betrugen 300 pg/ml, 100
pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,13 pg/ml und einem zusatzlichen Blank als
Nullwert.

Daraufhin wurde der ELISA entsprechend den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt (R&D Systems
Europe, 2015). Der in dieser Studie verwendete Sandwich-Enzymimmuno-Assay (R&D USA,

Minneapolis) besitzt auf dem Boden der verwendeten 96-Wellplatten bereits eine Beschichtung mit
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einem spezifisch fur IL6 wirkenden Antikérper. Enthalten die zu untersuchenden Zelliberstande das
gesuchte Interleukin 6 (Antigen) bilden sich Antikdrper-Antigen-Komplexe. In jedes verwendete Well
wurden 100 pl eines Verdinners (Assay Diluent RD1W, R&D USA, Minneapolis) eingebracht. Aus den
jeweiligen ZellUberstdnde, sowie Standards und Blanks wurden nach einem entsprechenden Layout
je zwei Aliquots von 100 ul in die Wells pipettiert. Die Wellplatte wurden mit einer Klebefolie bedeckt
und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben in den
Wells verworfen und diese anschlieRend in vier Durchldufen mit je 400 ul Waschpuffer (R&D USA,
Minneapolis) gereinigt. Nachfolgend wurden 200 ul des polyklonalen Antikorpers
(Detektionsantikorper), ebenfalls spezifisch fir IL6, eingebracht, die Platten erneut mit Folie bedeckt
und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der erwahnte Waschschritt wurde anschliefend
in gleicher Form wiederholt. Um die gebildeten Komplexe nachzuweisen, wurden 200 pl der
Substratlosung (R&D UDA, Minneapolis) eine Mischung aus stabilisiertem Wasserstoffperoxid und
stabilisiertem Tetramethylbenzidin, einem Chromogen, in die Wells pipettiert. Diese werden durch
das Enzym des markierten Detektionsantikorpers gespalten und aktiviert und sorgen somit fir die
blduliche Farbreaktion (R&D Systems Europe, 2015). Die Platte wurde abgedeckt und fir weitere 20
Minuten ohne Lichtzufuhr inkubiert. AnschlieRend wurden 50 ul Schwefelsdure (1 mol/I) hinzugefigt,
um die ablaufende Reaktion zu stoppen. Hierbei schlagt die Farbe von blau zu gelb um. Je mehr
Interleukin 6 in den Proben enthalten ist, umso deutlicher fallt die Farbreaktion aus. Nach
Durchflhrung aller Schritte wurde die optische Dichte der einzelnen Wells mit Hilfe eines ELISA
Readers (Varioskan, ThermoFisher Scientific, Waltham) gemessen. Daflr wurden die Wellenldangen
450 nm (Photometrik 1) und 540 nm (Photometrik 2) verwendet. Damit alle Proben fiir den ELISA
Reader messbar sind, wurden Proben mit sehr hohen Messwerten mit Hilfe des Keratinozyten Growth
Mediums 2 (PromoCell, Heidelberg) 1 zu 20 verdinnt und anschlieRend die Verdlinnung bei der

Auswertung der Daten herausgerechnet.

3.8. Interleukin 8 ELISA

Die quantitative Messung von Interleukin 8 wurde mit dem Quantikine ELISA Human IL-8/CXCL8 (R&D
Systems) vorgenommen. Auch dieser Test basierte auf der heterogenen quantitativen Sandwich-
Enzymimmunotest-Technik (R&D Systems Biotechne, 2018). Der ELISA wurde entsprechend den
Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt (R&D Systems Biotechne, 2018). Fur den Versuch wurden vom
Hersteller vorgegebene Standards benotigt, um eine eigene Standardkurve zu erstellen. In diesem Fall

betrugen die Werte 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3
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pg/ml und einem Blank als Nullwert.

Der Boden der Wellplatten war auf Grund der gewahlten Sandwich-Technik bereits mit dem
spezifischen Antikorper, hier fur IL8, beschichtet. In diese Probengefalle wurden zunadchst 100 pl eines
Verdinners (Assay Diluent RD1-85, R&D USA, Minneapolis) eingebracht. Alle Blanks, Standards und
Proben wurden mit je 50 pl in zwei Aliquots nach einem vorher entworfenen Layout in die Wells
pipettiert. Die Platte wurde anschlieRend mit Klebefolie bedeckt und flr zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Proben konnten anschliefend verworfen werden. Die Waschung der
Wellplatte erfolgte in vier Zyklen mit je 400 pl Waschpuffer (R&D USA, Minneapolis) pro Well.
Nachfolgend wurden 100 pl eines enzymmarkierten, polyklonalen, IL8-spezifischen Antikdrpers
(Human IL-8 Conjugate, R&D USA, Minneapolis) in die Wells pipettiert und die Platte wieder mit einer
Klebefolie abgedeckt. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben erneut
nach dem bereits erwahnten Schema gewaschen, um die nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen.
AnschlieRend wurden 200 pl Substratlésung, eine Mischung aus stabilisiertem Wasserstoffperoxid
und dem Chromogen Tetramethylbenzidin in die Wells eingebracht und abgedeckt. Diese wurden fir
30 Minuten bei Raumtemperatur ohne Lichtzufuhr inkubiert. Dabei entstand eine Blaufarbung. Der
letzte Pipettierschritt war die Zugabe von 50 pl Schwefelsdure (1 mol/l), welche ein Umschlagen der
Farbe zu Gelb verursachte. Je mehr Interleukin 8 in der Probe enthalten ist, umso starker fallt die
Farbbildung aus. Die optische Dichte der Proben wurde mit Hilfe eines ELISA Readers (Varioskan,
ThermoFisher Scientific, Waltham) bestimmt. Dabei wurden die Wellenlangen 450 nm (Photometrik

1) und 540 nm (Photometrik 2) verwendet.

3.9. Indirekte Immunfluoreszenz

Die bereits mittels ELISA quantitativ bestimmte Konzentration der Zytokine Interleukin 6 und 8 sollten
mittels immunhistochemischer Farbung auch qualitativ nachgewiesen werden. Bei der indirekten
Immunfluoreszenz (IIF), welche auch Sandwichverfahren genannt wird, werden Antigene durch die
Komplexbildung mit einem spezifischen Antikdrper nachgewiesen (Federlin, 1965; Stocker, 2019b).
Um gebundene Antikdrper nachzuweisen, wird ein fluoreszenzmarkierter sekundarer Antikdrper
hinzugeflgt (Federlin, 1965). Dies wird als Markierungsreaktion bezeichnet (Stocker, 2019b). Im
Vergleich dazu wird bei der direkten Immunfluoreszenz das Antigen durch einen bereits
enzymmarkierten Primarantikdrper nachgewiesen, was eine hodhere Spezifitdt, aber geringere
Sensitivitat zur Folge hat (Federlin, 1965).

Als Substrate kdnnen nicht nur wie in vorliegender Studie Zellen verwendet werden, sondern auch
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Gewebeschnitte oder Zellausstriche, welche sich auf Objekttragern befinden (Stocker, 2019b).
Hinzugegeben werden die nachzuweisenden Autoantikorper, die bei positiven Proben einen Komplex
mit den Antigenen aus dem Substrat bilden (Stocker, 2019b). Um die an Antigene gebundenen
Antikdrper nachzuweisen, werden fluoreszenzmarkierte Antikdrper hinzugefligt, welche an den
ersten Antikdrper binden (Stocker, 2019b). Haufig werden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluoreszein-
Isothiocyanat (FITC), LissaminRhodamin B (RB 200) und 1-Dimethylaminonaphthylsulfonsdure-5
(DANS) verwendet (Federlin, 1965). Im Anschluss wird die Position der Komplexe unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Federlin, 1965; Stocker, 2019b). Bei der beschriebenen indirekten
Methode werden meist zellgebundene Antikorper detektiert (Federlin, 1965). Damit der Nachweis
moglichst genau erfolgen kann, muss die Probe in einer geeigneten Verdinnung untersucht werden,
weshalb oft zwei Verdinnungsstufen parallel inkubiert werden (Stocker, 2019b). Grund fir die
Fluoreszenz ist die Moglichkeit von einigen Elementen fluoreszierender Moleklle Lichtenergie
voribergehend durch quantenmechanische Anregung aufzunehmen und unmittelbar nachfolgend
als energiedarmere und langwelligere Lichtstrahlung wieder abzugeben (Romanchuk, 1982). Diese in
der Regel um 20-50 nm langere Wellenlénge sorgt fir eine veranderte Lichtfarbe (Romanchuk, 1982;
Walsh et al., 2008). Die Eigenschaft der Fluoreszenz kurzwelliges Licht zu absorbieren und langwelliges
Licht zu emittieren, wird als Stokes-Regel bezeichnet, weshalb auch der Unterschied zwischen den
Wellenlangen der aufgenommenen und abgegebenen Strahlung den Namen Stokes-Verschiebung

tragt (Walsh et al., 2008).

3.9.1. Fixierung der Objekttrager fir die immunhistochemische Farbung

Bei der hier gewahlten IIF sollten die bereits im ELISA mit den Zelliberstdnden nachgewiesenen
Interleukine 6 und 8 nach Kontakt mit den verschiedenen Materialien auch qualitativ in den
Keratinozyten gezeigt werden.

Daflr wurden fir jedes Kunststoffmaterial sowie die Kontrollproben jeweils drei Wells der auch im
Versuch verwendeten Keratinozyten der Passage 10 ausgesat und 7 Tage bei 37 °C vorkultiviert. Auf
die vorkultivierten Zellen wurde das Eluat von Tag 3 gegeben. Das Eluat wurde 24 h belassen, bis die
Zellen mikroskopisch Veranderungen erkennen lieRen. Die Zellen wurden, wie bereits in Tabelle 1
erldutert, nach zweifacher Waschung mit PBS mittels einer Trypsin/EDTA-L6sung vom Boden der Wells
geldst, bei 300 g 10 Minuten zentrifugiert (Allegra X-15R, Allegra 25R, Beckman Coulter) und
ausgezahlt.

Je 25000 Zellen wurden auf jedem Objekttrdger (ThermoFisher Scientific, Waltham) verteilt.
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Nachdem die Zellen Zeichen der Adharenz zeigten, wurde erneut frisches Néahrmedium hinzugefiigt.
Pro Material und Kontrolle wurden acht Objekttrager hergestellt, welche flr 24 h bei 37 °C inkubiert
wurden. Die Halfte der Objekttrager wurde nach der Inkubation mit 100 % Methanol fir 20 Minuten
bei - 20 °C fixiert, die andere Halfte wurde mit Paraformaldehyd (PFA) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Daflir wurde zuvor das Medium abgenommen, die
Zellen zweimal mit PBS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) gewaschen und je 1 ml Methanol (Merck,
Deutschland) oder PFA auf die Zellen gegeben. Nach Abnehmen der Flissigkeit wurden die

Objekttrager senkrecht gelagert bis sie getrocknet waren und anschlieRend bei - 20 °C eingefroren.

3.9.2. Immunhistochemische Farbung

Die fixierten Objekttrager wurden mit Hilfe eines Fettstiftes in vier Abteilungen abgegrenzt. Dabei
dienten drei dem Austesten verschiedener Verdlinnungen und eine als negative Kontrolle, in der nur
eine Farbung des Zellkerns vorgenommen wurde. Die Zellen wurden mit Hilfe von PBS (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) 5 Minuten rehydriert. Die aufgetragenen FlUssigkeiten wurden nach jedem Schritt
vorsichtig abgeklopft. Im Anschluss werden die Objekttrager fir 5 Minuten in PBS und einem
Polyethylenglykol-Sorbitan-Fettsdaureester (Tween 20; Carl Roth, Karlsruhe) gewaschen. Durch 1:10
verdinntes Pferdeserum (Jackson ImmunoResearch, Dianova, Pennsylvania) in PBS, das fir 60
Minuten auf den Objekttragern belassen wurde, wurden unspezifische Rezeptoren geblockt. Danach
wurde der Primarantikorper Anti-Interleukin-6-Antikorper (AA 29-212, Antikorper online) bzw. Anti-
Interleukin-8-Antikdrper (AA 72-99; NSJ Bioreagent, San Diego, CA) in drei unterschiedlichen
Verdlinnungen aufgebracht und bei 4 °C in einer Feucht-/Dunkelkammer Uber Nacht inkubiert. Es
wurden die Verdinnungen 1:500, 1:250 und 1:50 gewahlt. Eine negative Kontrollprobe wurde in
reinem PBS inkubiert. Als nachster Schritt wurden die Objekttrager drei Mal fir 5 Minuten gewaschen
und anschlieBend der Sekundarantikdrper (Alexa Fluor 488 highly cross-absorbed Antirabbit IgG 1:500;
Molecular Probes) aufgetragen und flir 60 Minuten ohne Lichtzufuhr in der Feuchtkammer belassen.
Der vorangehende Waschschritt wurde einmal wiederholt. Nachfolgend wurden die Proben fur eine
Minute mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI 1:1000; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas) im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, um die Zellkerne zu
markieren. Abschliefend wurden die Proben fir 5 Minuten mit Leitungswasser gewaschen, die
Flussigkeit abgeklopft und mit Hilfe eines wassrigen Eindeckmediums (ProLong Gold Antifade
Mountant; Molecular Probes) und Deckgldaschen (Fa. Menzel GmbH + Co. KG, Braunschweig)

eingedeckt.
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Arbeitsschritt
1 4 Bereiche abgrenzen mit Hilfe eines Fettstiftes
2 5 Minuten in reinem PBS rehydrieren
3 5 Minuten in PBS und Tween 20 waschen
4 Abblocken mit 1:10 verdinntem Pferdeserum in PBS fur 60 Minuten
5 Primarantikorper aufbringen und im Dunkeln bei 4°C Uber Nacht inkubieren
6 3 x5 Minuten in PBS und Tween 20 waschen
7 Sekundarantikérper auftragen und im Dunkeln fir 60 Minuten inkubieren
8 3 x 5 Minuten in PBS und Tween 20 waschen
9 DAPI auftragen und fir 1 Minute im Dunkeln inkubieren
10 5 Minuten mit Leitungswasser waschen und FlUssigkeit abklopfen
11 Eindecken mit Eindeckmedium (Prolong) und Deckgldschen

Tabelle 4: Protokoll der immunhistochemischen Férbung

3.9.3. Immunhistochemische Auswertung

Die immunhistochemische Auswertung erfolgte nach der Markierung mit den Interleukin 6 und 8

Antikérpern mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (LSM 510, Fa. Zeiss, Deutschland).

3.10. Rasterelektronenmikroskop

Fir die Erstellung von Raster-Elektronen-Mikroskopieaufnahmen der einzelnen Prifkorper, wurden
die Prufkorper mit 25000 Keratinozyten inokuliert, die wie im Kapitel 3.3 beschrieben kultiviert und
vorbereitet wurden. Die Prifkdrper wurden flr insgesamt drei Stunden alle 30 Minuten mit frischer
Zellsuspension benetzt, bis sich unter dem Lichtmikroskop (Fa. Zeiss, Deutschland) eine Adhdrenz der
Zellen erkennen lief3.

Daraufhin wurden die Wells zweimal mit PBS gewaschen und die Prifkdrper in frische Wellplatten (Fa.
Greiner, NUrtingen) umgesetzt. Diese wurden mit 1 ml einer Fixierlésung aus 400 pl Glutardialdehyd
(50% Carl Roth, Karlsruhe) und 9600 ul destilliertem Wasser (H. Kerndl GmbH, Weissenfeld) bedeckt
und in einem Kihlraum gelagert.

Um die Feuchtigkeit aus den Prifkorpern zu entfernen, wurden sie in eine aufsteigende Alkoholreihe

(50%, 75%, 85%, 90%, 100% Ethanol; Merck, Deutschland) eingebracht. Die Proben blieben jeweils
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far 45 Minuten in den einzelnen Konzentrationsschritten. Im letzten Schritt (100% Ethanol) wurden
sie Uber Nacht eingebracht. Fir das Sputtern wurden die getrockneten Versuchsproben auf einer
Halterung, meist aus Aluminium, befestigt. Damit die analysierte Objektflachen optimal vom
Elektronenstrahl des REMs getroffen wurde, wurde eine moglichst horizontale oder leicht gekippte
Ausrichtung der Probenoberflache gewahlt (Mulisch, 2015). Die Beschichtung (Sputtern) erfolgte
durch eine Gold/Palladium Legierung (Mini Sputter Coater-Vorvakuum SC7620, Quorum
Technologies). Nach dem Sputtern wurden die beschichteten Prufkorper
rasterelektronenmikroskopisch (REM Supra 55-VP; Zeiss, Deutschland) analysiert.

Abbildung 9 zeigt in vereinfachter Form das Gleichstrom-Plasma-Sputterverfahren.

*———  Argon

Targetkathode

/Plasma
. A

Substrat

Anode ———o0+
L]

TIIITTT Pumpe

Abbildung 9: Durch Anlegen von Spannung bewegen sich Elektronen der Kathode Richtung Anode und treffen dabei auf
Argonatome, welche dadurch zur Targetkathode hin beschleunigen und hier Atome herausschlagen. Diese verteilen sich
im Behdlter und so auch auf dem Préparat (iibernommen aus (Mulisch, 2015)).
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3.11. Statistische Auswertung der Daten

Die Ergebnisse der Bestimmung der Zellproliferation (XTT Test) sowie der zelluldren Expression von
Interleukin 6 und Interleukin 8 wurden als Mittelwerte (+Standardabweichung) fir jede
Untersuchungsgruppe berechnet. Nachfolgend wurde die Normalverteilung der Daten mit Hilfe des
Kolmogorov-Smirnov- und Shapiro-Wilk-Test sowie die Gleichheit der Varianzen zwischen den
Gruppen durch den Levene-Test geprift. Zur univariaten Analyse wurden die Unterschiede zwischen
den Gruppen mit der einfachen Varianzanalyse sowie Mehrfachvergleiche mit dem Games-Howell-
Test (Zellproliferation) und dem Bonferroni-Test (Expression IL-6 und IL-8) analysiert. Alle
Berechnungen wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS (IBM, SPSS Statistics, version 26.0)

vorgenommen. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1.  Zellproliferation (XTT-Test)

Um die Frage zu beantworten, ob die unterschiedlichen, getesteten Materialien Einfluss auf die
Vitalitat der humanen gingivalen Keratinozyten haben, wurde der XTT-Test wie beschrieben

durchgefihrt und photometrisch gemessen.

d
. d Tag 1
4 f e e
f 3 a
g f b
g a
3,5 8 b c
€ e
C
3 -
£
=
325 a
o b
- c
2
S d
z g
2 15
=]
<
<]
1
0,5
0
Kontrolle CADCAM Luxatemp MFH 3D Delta GC Freeprint

Diagramm 1: Werte der XTT Messung bei den unterschiedlichen Materialien an Messtag 1

Betrachtet man den ersten Messtag, zeigen sich bei allen Zellkulturen, welche Kontakt mit mittels
3D-Druck hergestellten Probenkorpern hatten, signifikant geringere Proliferationswerte, verglichen
mit den Kontrollproben. Am deutlichsten reduziert stellen sich die Werte der Zellkultur nach Kontakt
mit dem Material 3D Delta dar (p = 0,000), wahrend die Proben nach Exposition gegentber
Freeprint Temp UV die hochsten Messwerte der 3D Materialien aufweisen (p = 0,000). Die Zellen
nach Kontakt mit dem subtraktiv hergestellten CAD/CAM — Probenkorper zeigen gegeniiber den
Kontrollproben eine nicht signifikante Reduktion der Proliferation, sowie signifikant héhere
Messwerte verglichen mit den Proben der additiv hergestellten Prifkérper. Die Zellkulturen nach
Kontakt mit dem konventionellen Provisorienmaterial Luxatemp zeigen ebenfalls eine nicht
signifikant reduzierte Proliferation in Vergleich mit den Kontrollproben.
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Diagramm 2: Werte der XTT Messung bei den unterschiedlichen Materialien an Messtag 2

Die Kontrollproben zeigen an Tag zwei weiterhin signifikant héhere Vitalitatswerte als die
Zellkulturen nach Kontakt mit den additiv hergestellten Probenkdérpern. Den geringsten Messwert
weist das Material GC Temp Print auf. Eine minimale im Vergleich zu den Kontrollproben nicht
signifikante Reduktion des Messwerts zeigen die Zellkulturen nach Exposition gegeniber dem
CAD/CAM-Material. Zellen nach Kontakt mit dem konventionellen Provisorienmaterial Luxatemp
lassen ebenfalls eine Reduktion der Proliferation erkennen, welche gegeniber den Kontrollproben

signifikant ist (p = 0,034).
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Diagramm 3: Werte der XTT Messung bei den unterschiedlichen Materialien an Messtag 3

Am dritten Messtag zeigen alle Materialien signifikant geringere Proliferationswerte als die
Kontrollproben. Vor allem die Zellkulturen nach Exposition gegeniiber den 3D gedruckten
Materialien, sowie dem Material Luxatemp, weisen eine deutliche Reduktion der Messwerte auf.
Einen zwar der Kontrolle gegenlber signifikanten, aber dennoch recht geringen Abfall der Vitalitat

zeigen die Zellen nach Kontakt mit dem subtraktiv hergestellten Probenkorper.
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Diagramm 4: Werte der XTT Messung bei den unterschiedlichen Materialien an Messtag 6

Die Messungen an Tag sechs weisen sowohl bei den Proben nach Kontakt mit den dreidimensional
gedruckten Probenkérpern als auch bei den Zellkulturen des Provisorienmaterials Luxatemp
signifikant geringe Proliferationswerte verglichen mit den Kontrollproben und den Proben des
CAD/CAM-Materials auf. Die Zellen nach Kontakt mit dem subtraktiv hergestellten Probenkorper

zeigen eine minimale der Kontrolle gegenlber aber signifikante Reduktion der Zellproliferation.
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4.2. Expression proinflammatorischer Zytokine

4.2.1. Expression von Interleukin 6
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Diagramm 5: IL6 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 1

Die Messung der Interleukin 6 Expression zeigt am ersten Messtag bei den Zellkulturen nach Kontakt
mit dem Material der subtraktiven Fertigung, der konventionellen Provisorienherstellung, sowie mit
den 3D gedruckten Probenkorpern von MFH, GC Temp Print und Freeprint Temp UV eine nicht
signifikante Reduktion der Messwerte verglichen mit den Kontrollproben. Allein die Zellen nach
Exposition mit dem mittels additiver Fertigung hergestellten Probenkdrper des Materials 3D Delta

weist eine deutliche, der Kontrolle gegenlber signifikante, Reduktion der IL-6 Produktion auf.
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Diagramm 6: IL6 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 2

Das Diagramm des Messtages zwei entspricht den Messungen des ersten Tages. Dabei steigen die
Interleukin 6 Werte der Kontrollproben und der Proben des CAD/CAM-Materials minimal an, wobei
die Zellkulturen der additiv gefertigten Prifkorper eine minimale nicht signifikante Reduktion der

Interleukin 6 Expression zeigen.
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Diagramm 7: IL6 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 3

Die Messwerte der Interleukin 6 Expression nehmen an Tag 3 bei allen Zellkulturen leicht zu, wobei
alle Zellen, welche einem Probenmaterial ausgesetzt waren, einen signifikant reduzierten Messwert
verglichen mit der Kontrolle zeigen. Dabei weisen erneut die Kulturen nach Kontakt mit dem additiv
gefertigten Material 3D Delta die niedrigsten Messwerte auf. Die Zellen nach Exposition gegenlber

dem Material der subtraktiven Fertigung zeigen den hdchsten Messwert der getesteten Materialien.
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Diagramm 8: IL6 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 6

An Tag sechs sinken die Werte der Interleukin 6 Expression bei den Zellkulturen aller getesteten
Materialien deutlich ab. Die Kontrollproben zeigen ebenfalls eine leichte Reduktion der Interleukin 6
Produktion, wobei der Wert signifikant (iber den Werten der Materialien exponierten Zellen liegt.
Die Messwerte aus den Zellkulturen nach Kontakt mit den Materialien Luxatemp, MFH, 3D Delta, GC
Temp Print und Freeprint Temp UV sind miteinander vergleichbar, wahrend der Messwert des

subtraktiv gefertigten CAD/CAM-Probenkdrpers signifikant Uber diesen liegt.
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4.2.1.1.  Ergebnisse des Interleukin 6 ELISA isoliert pro Tag

IL-6 Produktion pro Tag
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Diagramm 9: IL6 Produktion isoliert pro Tag

Die Zellkulturen der Kontrollproben zeigen an Tag 1 mit den Zellkulturen nach Materialkontakt
vergleichbare Werte. Einzig die Zellen nach Exposition gegeniliber dem Material 3D Delta lassen eine

geringfligig geringere Produktion erkennen.

Am zweiten Messtag zeigt sich keinerlei nachweisbare Interleukin 6-Produktion bei allen Zellkulturen

entsprechend den Kontrollproben.

Die Zellen der Kontrolle zeigen an Tag 3 eine geringe Produktion an Interleukin 6. Dies zeigt sich
vergleichbar mit den Werten der Zellen nach Kontakt mit den subtraktiv gefertigten Probenkdrpern
und mit den Zellen nach Exposition gegenliber dem Material 3D Delta, wobei letzteres minimal
hohere Werte als die Kontrolle aufweist. Die Zellkulturen nach Kontakt mit Luxatemp und Freeprint
Temp UV lassen geringe Interleukin 6-Werte erkennen, wahrend sich bei den Materialien MFH und

GC ebenso wie an Tag 2 keine Interleukin-Produktion zeigt.

Die Kontrollproben zeigen an den Tagen 3 bis 6 die hochsten Interleukin 6-Werte. Die Zellen nach
Exposition mit den mittels subtraktivem Verfahren hergestellten Probenkdrpern zeigen den

zweithochsten Wert, welcher ungefahr bei % der Kontrolle liegt, wahrend die Zellkulturen aller
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anderen Materialien geringfligig unter diesem liegen.

4.2.2. Expression von Interleukin 8
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Diagramm 10: IL8 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 1

An Messtag eins zeigen die Zellkulturen nach Kontakt mit den Materialien Luxatemp und 3D Delta
eine signifikant niedrigere Interleukin 8-Produktion als die Zellen der Kontrollproben. Hierbei ergab
sich vor allem flr die Zellkultur nach Exposition gegenliber dem Eluat von 3D Delta ein deutlich
niedrigerer Wert, welcher gegeniber allen getesteten Materialien signifikant ist. Die Zellen nach
Exposition mit dem subtraktiv gefertigten CAD/CAM-Material, und den additiv gefertigten
Materialien MFH und Freeprint Temp UV zeigen nicht signifikant niedrigere Werte als die Kontrollen.
Alleinig die Zellproben nach Kontakt mit dem Material GC Temp Print weisen eine geringfligig, nicht

signifikant hdhere Interleukin 8-Produktion verglichen mit der Kontrolle auf.
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Diagramm 11: IL8 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 2

Nach 48 Stunden zeigt sich die Interleukin 8-Produktion bei den Zellen nach Exposition gegenlber
dem additiv gefertigten Material 3D Delta immer noch gegeniber allen Proben signifikant reduziert.
Die Messwerte der Zellen nach Kontakt mit den Materialien GC Temp Print und Freeprint Temp UV,
sowie MFH und Luxatemp, entsprechen sich weitestgehend und liegen signifikant unter dem Niveau
der gemessenen Kontrollproben. Die Zellkulturen, welche dem Eluat des subtraktiv gefertigten
CAD/CAM-Materials ausgesetzt waren, weisen eine gegenlber der Kontrolle signifikant hohere

Interleukin 8-Produktion auf.
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Diagramm 12: IL8 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 3

Die Messungen an Tag drei spiegeln ein dhnliches Bild wie bereits nach 48 Stunden wider. Die
Produktion steigt bei allen Zellkulturen im Vergleich zum Vortag an. Hierbei zeigt sich bei den Zellen
nach Kontakt mit den additiv gefertigten Materialien vor allem die Probe von Freeprint Temp UV mit
einer leicht erhohten Interleukin 8-Produktion. Weiterhin liegen alle getesteten Zellkulturen in den

Messwerten signifikant unter den Ergebnissen der subtraktiv gefertigten CAD/CAM-Probenkorper.
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Diagramm 13: IL8 Messwerte der unterschiedlichen Materialien an Tag 6
An Tag sechs stellen sich alle Messwerte im Vergleich zum vorherigen Messtag deutlich reduziert
dar. Dabei liegen die Kontrollproben und die Messungen der Zellkulturen nach Exposition gegenlber
dem subtraktiv gefertigten CAD/CAM-Material auf dem gleichen Niveau, sowie signifikant Gber den
Ergebnissen der anderen Proben. Die Zellkulturen nach Kontakt mit den additiv gefertigten
Materialien, ebenso wie mit dem konventionellen Provisorienmaterial Luxatemp, zeigen kaum

Interleukin 8-Produktion und weisen dhnliche Messungen auf.
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4.2.2.1.  Ergebnisse des Interleukin 8 ELISA isoliert pro Tag

IL-8 Produktion pro Tag
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Diagramm 14: IL-8 Produktion isoliert pro Tag

Die Kontrollproben zeigen an Tag 1 mit den Zellkulturen der Materialien des subtraktiven
Herstellungsverfahrens, Freeprint Temp UV und GC Temp Print vergleichbare Werte, wobei letztere
minimal hohere Werte aufweisen. Die den Materialien MFH und Luxatemp exponierten Zellen
lassen nur geringflgig kleinere Produktionsmengen an IL-8 erkennen. Den geringsten Wert an Tag 1
zeigen die Zellkulturen des Materials 3D Delta.

An Tag zwei sinkt der Wert bei den Kontrollproben deutlich ab, was dem Verhalten der anderen
Zellkulturen entspricht, allerdings zeigt sich der Abfall hier starker ausgepragt. Als einzige Zellkultur
zeigt die gegeniber dem subtraktiven CADCAM Material exponierte einen leichten Anstieg der
Interleukin 8 Produktion an Tag 2.

Die Interleukin 8-Produktion bleibt an Tag drei bei den Kontrollproben auf gleichem Niveau, wie am
Vortag. Bei den Zellen in Kontakt mit den subtraktiv hergestellten Probenkorpern und mit dem
Material Luxatemp kommt es zu einem leichten Absinken der Messwerte. Die Zellkulturen der
dreidimensional gedruckten Probenkorper lassen alle einen Anstieg der Interleukin 8-Produktion
verglichen zum Vortag erkennen.

An Tag sechs zeigen die Kontrollproben, ebenso wie die Proben der Zellen nach Kontakt zum
subtraktiv hergestellten Prifkorper hohe Interleukin 8-Werte, wahrend bei allen anderen
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Materialien keinerlei Produktion des Interleukins mehr detektierbar ist.

4.3. Indirekte Immunfluoreszenz

4.3.1. Interleukin 6

Abbildung 10: Immunhistochemische Farbung gegen Interleukin 6, Sekundarantikérper Alexa Fluor 488 highly cross-
absorbed Antirabbit IgG 1:500, DAPI Kernfarbung; Kontrolle (a), CAD/CAM (b), Luxatemp (c), MFH (d), 3Delta Temp (e),
GC Temp PRINT (f), Freeprint Temp UV (g)

Nach Markierung der gingivalen Keratinozyten mit Interleukin 6-Antikorpern zeigte sich intrazellular
ein homogenes Farbemuster bei den Zellen nach Exposition gegeniiber den Materialien des 3D Ducks,
sowie gegenliber dem Material der subtraktiven CAD/CAM-Technik und der Kontrolle. Die Gruppe der
Zellen, welche mit dem Eluat von Luxatemp in Kontakt waren, zeigten kein immunhistochemisches
Signal.

Die Form der Zellen erscheint in allen Proben physiologisch und gegeniiber den Zellen der

Kontrollproben unverandert.

+

Kontrolle
CAD/CAM
Luxatemp

MFH

3Delta Temp

GC Temp PRINT
Freeprint Temp UV

+

+ + + +

Tabelle 5: Ergebnis nach immunhistochemischer Férbung gegen Interleukin 6; immunhistochemisches Signal ist
erkennbar (+), kein immunhistochemisches Signal ist erkennbar (-)
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4.3.2. Interleukin 8

Abbildung 11: Immunhistochemische Farbung gegen Interleukin 8, Sekundarantikérper Alexa Fluor 488 highly cross-
absorbed Antirabbit IgG 1:500, DAPI Kernfarbung; Kontrolle (a), CAD/CAM (b), Luxatemp (c), MFH (d), 3Delta Temp (e),
GC Temp PRINT (f), Freeprint Temp UV (g)

Bei der Markierung der Keratinozyten mit IL8-Antikdrpern zeigte sich eine homogene Farbung im
gesamten Zytoplasma der Zellen nach Exposition gegeniiber dem 3D Druck Material MFH, dem
Material der subtraktiven CAD/CAM-Technik, sowie Luxatemp und der Kontrolle. Die Zellen, welche
gegenlber 3Delta Temp und Freeprint Temp UV exponiert waren, zeigten kein
immunhistochemisches Signal. Die immunhistochemisch analysierten Zellen nach Kontakt mit GC
Temp Print zeigten auch ein homogenes Farbemuster, allerdings mit verringerter Intensitat.

Die Form der Zellen erscheint auch hier in allen Proben physiologisch.

Kontrolle
CAD/CAM
Luxatemp
MFH

3Delta Temp
GC Temp PRINT + -
Freeprint Temp UV -

+ + + +

Tabelle 6: Ergebnis nach immunhistochemischer Férbung gegen Interleukin 8, immunhistochemisches Signal ist
erkennbar (+), kein immunhistochemisches Signal ist erkennbar (-), eine verringerte Intensitdt des immunhistochemischen
Signals ist erkennbar (+-)

62



3.4. Rasterelektronenmikroskopische Analyse
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Abbildung 12: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen der Keratinozyten auf den Priifkérpern in 3000facher
VergréfSserung, Kontrolle (Glas) (a), CAD/CAM (b), Luxatemp (c), MFH (d), 3Delta Temp (e), GC Temp PRINT (f), Freeprint
Temp UV (g)

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen ist die typische schuppenférmige Gestalt der
Keratinozyten und die der Adharenz dienenden Desmosomen, welche ihnen ein stacheliges
Erscheinungsbild geben, zu erkennen. Nach dem Kontakt der Zellen mit den sechs getesteten
Materialien ist zu erkennen, dass die abgebildeten Zellen eine veranderte Form zu der Zelle auf der
Glasplatte aufweisen. Sie erscheinen rundlich und besitzen keine stachelformigen Ausldufer, welche
fir eine Adhéarenz sprechen wiirden. Dieser Prozess des Abrundens und auch des Verlustes von
Haltestrukturen wird regelmaRig bei apoptotischen Keratinozyten beobachtet. Minimale
desmosomenahnliche Auslaufer zeigt die Zelle auf dem Probenkorper des Materials GC Temp PRINT.
Vor allem bei den Materialien 3Delta Temp und Freeprint Temp UV zeigen die abgebildeten
Strukturen avitale Zellfragmente. Bei der Negativprobe Luxatemp zeigten sich keinerlei zellahnliche
Strukturen. Die Zellen, welche gegentber dem CAD/CAM Material exponiert waren, zeigen in den

rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen ebenfalls Zeichen von Apoptose.
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5. Diskussion

Die additive Fertigung von Langzeitprovisorien aus Komposit wird in Zukunft zahntechnische
Arbeitsabldufe erleichtern, beschleunigen und fir weniger Materialverlust sorgen, indem mit Hilfe
von digitalen Abformungen die zahnarztlichen Versorgungen direkt in der Praxis gestaltet und
gedruckt werden kénnen. Dabei kdnnten die Form und Funktion einer prothetischen Krone oder
Bricke Uber eine zuvor angefertigte provisorische Versorgung zunachst von Behandler und Patient
geprift werden, um schliellich die optimale Losung fir die endgultige Versorgung, asthetisch sowie
funktionell, zu finden. Daflir wurden in jingerer Zeit zahlreiche neue Kunststoffe entwickelt, die sich
fur die Verarbeitung mit dreidimensionalen Druckmethoden eignen. Wie bereits in frilheren Studien
gezeigt, konnten dentale Restaurationskomposite durch herausgeloste Bestandteile, wie freie
Monomere und nachfolgend unerwiinschte Nebenwirkungen, insbesondere Allergien oder
Schleimhautirritationen hervorrufen (Reichl, 2011). Diesem Aspekt kommt besondere Bedeutung zu,
wenn die Kunststoffe beispielsweise bei der Lickenversorgung nach einer Zahnextraktion, einer
Implantation oder anderen chirurgischen Eingriffen eingesetzt werden. Grund fir die Freisetzung
potentiell  gesundheitsgefdhrdender  Verbindungen  durch  Kompositwerkstoffe  kénnen
Abbauvorgiange durch die dauerhafte mechanische Belastung, die Wasseraufnahme, die
unvollstandige Polymerisation und auch Enzyme, welche Bestandteil des Speichels sind, sein
(Munksgaard et al., 1990; Ortengren et al., 2001; Sarkar, 2000). Wie viele Monomere aus den
Kompositen geldst werden, liegt am Anteil der nicht gebundene Restmonomere, an der Menge und
Art der Fullkorper und ihrer Verteilung, am Molekulargewicht, an der Loslichkeit und auch an der
Dichte der Polymerstruktur (Bakopoulou et al., 2009). Die Konversionsrate von Kompositmaterialien
liegt bei direkter Lichthartung bei 55-75 % und kann durch indirekte Lichthartung, inklusive
Komponenten wie Druck oder Warme, auf 80 % erhoht werden (Bakopoulou et al., 2009). Das
bedeutet 20-45 % der Monomere bleiben ungebunden und kdnnen prinzipiell geldst werden. Deshalb
liegt die Frage nahe, wie sich die neu entwickelten Materialien fir den 3D Druck gegeniber den

umgebenden Geweben verhalten.

5.1.  Versuchsaufbau

Die vorliegende Studie sollte die Beeinflussung der Zellproliferation, sowie der Expression der
Entzindungsmediatoren Interleukin 6 und 8 an humanen gingivalen Keratinozyten durch

verschiedene dreidimensional gedruckte Kompositmaterialien fir provisorische Versorgungen
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untersuchen. Dafiir wurden die vier fiir den 3D Druck neu hergestellte Materialien mit jeweils einem
Material der konventionellen Provisorienherstellung und der CAD/CAM Fertigung verglichen. Um
Anhaltspunkte fir die Werte von unbehandelten Keratinozyten zu erhalten, wurden ebenfalls zu
jedem Zeitpunkt Kontrollen mit unbehandelten Zellen mitgefiihrt. Die gewdhlten Photopolymerharze
der additiven Fertigung finden inzwischen haufig klinischen Einsatz und reprasentieren eine neuartige
Materialiengruppe, welche in Studien zur Biokompatibilitat bisher kaum geprift wurde. Des Weiteren
wurde mit dem industriell hergestellten CAD/CAM Material eine Probe verwendet, bei der nahezu
keine Beeinflussung der Zellen anzunehmen ist, da das Rohmaterial unter standardisierten
industriellen Bedingungen hergestellt und polymerisiert wurde und somit eine hohe Konversionsrate
sichergestellt werden kann (Stawarczyk et al., 2008). Zusatzlich bietet dieses Material eine moderne
Variante der Herstellung von provisorischen Versorgungen durch den Einsatz von digitaler Planung.

Als Negativprobe wurde das selbstmischende konventionelle Material Luxatemp gewahlt, da es in der
klinischen Routinebehandlung momentan als Referenzmaterial gilt. Im Hinblick auf die individuelle
Anwendung erdffnen sich mehr Fehlerquellen bei der Herstellung von Werkstlicken in deren Folge
eine grolRere Freisetzung von Restmonomeren zu erwarten ist. Die Zellen kamen mit Hilfe von Eluaten,
welche durch eine 24-, 48- und 72-stlindige sowie 6-tagige Inkubation der Prifkérper im Zellmedium
entstanden, in Kontakt mit dem jeweiligen Material. Dabei wurde die Stdrke der Expression von
Entzindungsmediatoren anhand des Zelliberstandes und die Proliferationsrate mit Hilfe der am
Boden des Probengefialles adharenten Zellen ermittelt. Die auf Eluaten basierende Versuchsmethode
wird bei Zytotoxizitatsermittlungen von dentalen Kompositen standardmaRig verwendet, da sie im
Vergleich zu Untersuchungen mit einzelnen Komponenten der Materialien ein Gesamtbild Uber die
Auswirkungen eines Werkstoffs gibt und somit den klinischen Gegebenheiten naher kommt (Jerg et
al., 2018; Yang et al., 2018). So kdnnen nicht nur die Wirkungen einzelner Anteile des Materials
getestet werden, sondern auch mogliche synergistische Reaktionen von Monomeren und
Komonomeren (Massaro et al., 2019). Der kirzeste fir die Inkubation gewahlte Zeitraum von 24 h
wurde gewahlt, da nach friheren Studien in dieser Zeitspanne die meisten I6slichen Stoffe eluiert
sind und daraus folgend die héchste zytotoxische Wirkung angenommen werden kann (Ferracane et
al., 1990). Allerdings berichten andere Studien Uber eine langerfristige Elution tGber einen Zeitraum
von bis zu 28 Tagen, weshalb in dieser Studie nicht nur die ersten 24 h betrachtet wurden, sondern
ein Zeitraum von sechs Tagen (Polydorou et al., 2012). Grund fir die gewédhlten 24 h Intervalle in den
ersten drei Messtagen waren die nach Exposition rasch eintretenden Verdanderungen an den Zellen.
Die Festlegung des letzten Messtages nach sechs Tagen erfolgte nach Orientierung an den

Kontrollzellen, welche zu diesem Zeitpunkt deutlich sinkende Vitalitdtswerte erkennen lieRen.
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Da sich viele unterschiedliche Zelltypen in anatomischer Ndhe zu provisorischen Versorgungen
befinden, kénnen fir diesen Zweck eingesetzte Komposite direkten oder indirekten Einfluss nehmen.
In der vorliegenden Studie wurden humane gingivale Keratinozyten gewahlt. Keratinozyten scheinen
nach den Ergebnissen friherer Studien empfindlicher gegenlber Kompositeluaten zu sein als
beispielsweise humane gingivale Fibroblasten (Jerg et al., 2018). Zur Bestimmung der zytotoxischen
Wirkung wurde der XTT-Test gewahlt, der durch die intrazellulare Umwandlung von Tetrazoliumsalz
mit Hilfe von mitochondrialen Dehydrogenasen die Zellvitalitdt bestimmt. Im Vergleich zu alteren
Methoden, wie zum Beispiel der Detektion von Natriumchromat, gelingt mit dem XTT-Test ein
deutlich empfindlicherer Nachweis der Zellaktivitdt (Bean et al., 1995). Der XTT-Test wurde dem
ebenfalls in Frage kommenden MTT-Test vorgezogen, da das bei dem XTT-Test entstehende Formazan
wasserloslich  ist. Dadurch ist eine raschere Messung moglich, wahrend beim MTT
Formazansalzkristalle entstehen, die zunadchst gelost werden muissen und somit zusédtzliche
Fehlerquellen eroffnen (Vistica et al., 1991).

Die Bestimmung der Expression der Interleukine erfolgte mittels ELISA, welche eine sehr genaue und
zudem auch eine weit verbreitete Methode fir die Detektion einzelner Zytokine darstellt (Leng et al.,
2008). Hierbei wurden die Interleukine 6 und 8 als Marker einer proinflammatorischen Reaktion
gewahlt. Vor allem IL6 scheint eine wichtige Rolle bei der Entzindungsreaktion als Folge von
Kompositeluaten und im Rahmen von parodontalen Erkrankungen zu spielen (Jerg et al., 2018; Schulz
et al., 2015). Fur den Nachweis des Interleukin 6 in den jeweiligen Zelliberstanden wurde die
heterogene quantitative Sandwich-Enzymimmunoassay-Technik eingesetzt (Stocker, 2019a).

Um zusatzlich auch die Moglichkeit zu haben, die gesuchten Zytokine nicht nur quantitativ sondern
auch gualitativ nachzuweisen, wurde ergdanzend eine immunhistochemische Analyse durchgefihrt
(Stocker, 2019b).

Der erste Entwurf des Versuchs sah vor die nach Herstellerangaben gefertigten Prifkdrper mit frisch
trypsinierten Keratinozyten zu bedecken, also die Materialien in direkten Kontakt mit den Zellen zu
bringen. Hierbei zeigten sich allerdings bereits 24 h nach Versuchsbeginn Uberwiegend nicht
adhdrente und somit avitale Zellen. Aus diesem Grund wurde der Versuch mit Eluaten der jeweiligen
Prufkorpermaterialien durchgefiihrt. Die Abmessungen der Probenkorper (Durchmesser 20mm,
Stiehl 0,5mm, Dicke 1,5mm) wurden entsprechend der Dimension der Wells ausgewahlt. Diese
besitzen einen Durchmesser von circa 22mm und sorgen durch den maximal nur 1,5mm breiten

Randspalt fir moglichst wenig Bewegung des Prifkorpers im Well.
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Die im Versuch verwendeten Prifkorper haben eine sehr einfache und ebenméaRige Geometrie,
wahrend Kronenprovisorien auf Grund der Zahnanatomie Fissuren und Hécker aufweisen, welche im
Vergleich zu unseren Versuchskorpern schwieriger zu polieren sind und somit eine rauere
Oberflachenstruktur aufweisen. Dies kann, wie bereits in vorausgegangenen Studien gezeigt,
ebenfalls die Menge der herausgeldsten Monomere beeinflussen (Trubiani, Toniato, et al., 2012). Des
Weiteren variiert bei dentalen Provisorien die Schichtstarke des Materials. In dem hier vorliegenden
Versuch haben die Prifkdrper immer die gleiche Dicke, wodurch die Konversion jedes Bereichs
identisch ist. Im klinischen Alltag wird die Konversionsrate je nach Schichtdicke variieren, was ebenfalls
einen Einfluss auf die Menge an freigesetzten Monomeren und anderen Verbindungen haben kann

(Bakopoulou et al., 2009).

Ein moglicher Nachteil des in dieser Studie durchgefiihrten ELISAs kann die Gewinnung der Daten
Uber die Entzindungsmediatoren aus dem Zelliberstand gewesen sein. Da das Medium der
Keratinozyten nur jeden dritten Tag gewechselt wird, blieb das Eluat flir den Messtag eins 24h auf den
Zellen, wahrend es bei Messtag zwei und drei doppelt oder dreifach so lange in den Wells blieb. Das
war einerseits gewlnscht, da ja die Auswirkung des Eluats (iber die Zeit gemessen werden sollte, aber
so konnen sich die von den Zellen produzierten Interleukine auch Uber diesen Zeitraum in den
Wellschalen sammeln. Somit zeigen die Messwerte an Tag zwei und drei nicht isoliert die an diesen
Tagen produziert Menge, sondern die kumulative Menge an Zytokin. Aus diesem Grund muss der
Messwert von Tag zwei um den Wert des Tages eins reduziert werden, um zu erkennen was isoliert
an Tag zwei produziert wurde. Da fur das Well von Tag sechs das Medium bereits an Tag drei
gewechselt wurde, zeigt dieser Messwert nur die Produktion der Interleukine tGber den Zeitraum von
Tag drei bis sechs.

Eine Limitation der Studie zeigt sich in der eingeschrankten Auskunft Uber die Inhaltsstoffe der
getesteten Materialien. Um zu ermitteln welche Stoffe tatsachlich aus den Materialien herausgelost
werden, sollte in weiteren Untersuchungen eine Analyse der aus den jeweiligen Materialien
gewonnenen Eluate mittels Gaschromatographie/Massenspektroskopie (GC/MS) durchgefihrt
werden (Jirgen Durner et al., 2010). Dabei sollten unterschiedliche Losungsmittel verwendet werden,
welche der Mundsituation noch mehr dhneln, da der menschliche Speichel Enzyme enthélt, welche
einen Einfluss auf die eluierten Stoffe haben konnen (Seiss et al., 2009). Zusatzlich sollte zukinftig
auch der Aspekt der Alterung der Materialien, sowie simulierte Kauprozesse in die folgenden

Versuche mit einbezogen werden (J. Durner et al., 2010).
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5.2.  Zellvitalitat

Die Messungen fanden Uber einen Zeitraum von insgesamt 6 Tagen statt und erfolgten nach 24 h, 48
h, 72 h und 6 Tagen. Wie erwartet zeigten hierbei die Zellen, nach Exposition gegenlber dem
CAD/CAM Material keine signifikante Beeinflussung der Zellvitalitat. Dies entspricht den Ergebnissen
friherer Studien, die fir CAD/CAM gefertigte Werkstlicke aus Kompositen keine Beeinflussung der
Zellvitalitdt beobachten konnten (Lee et al., 2017). Durch die industrielle und standardisierte
Fertigung der Rohkorper fir das CADM/CAM-Verfahren werden diese vollstandig polymerisiert und
haben eine sehr hohe Konversionsrate und somit einen sehr geringen Restmonomergehalt
(Stawarczyk et al., 2008; Voco GmbH, 2018). Der in diesem Versuch verwendete CAD/CAM-Rohkorper
von VOCO enthalt 86-Gewichtsprozent Fallkérperanteil (V. GmbH, 09.2020). Zusétzlich zeigten diese
Prifkdrper bei der Herstellung eine bessere Polierbarkeit, was fir eine Oberfliche mit weniger
Rauigkeiten und somit weniger Ablagerungsmoglichkeiten flr Bakterien oder Belagen im spateren,
klinischen Gebrauch spricht.

Trotz der manuellen Herstellung und der deutlich schlechteren Polierbarkeit verursachten
Probenkorper des konventionellen Kunststoffmaterials Luxatemp bis zu 48 Stunden signifikant
geringere Beeintrachtigung der Zellvitalitat als die 3D gedruckten Proben. Verglichen mit der Kontrolle
zeigten sich erst nach 48 h signifikant verringerte Messwerte der Zellvitalitdt. Demgegenlber
beobachteten altere Studien fiir das Material Luxatemp bereits nach 24 h eine erhebliche
Zytotoxizitat (Peralta et al., 2018). Da in dieser Studie aber keine Angaben Uber die Konzentration des
Eluats gemacht wurden, kdnnte die raschere Hemmung der Zellproliferation die Folge einer hdheren
Konzentration von Restmonomeren sein. Bei den flir den 3D Druck hergestellten Kunststoffen zeigen
alle Materialien im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant niedrigere Zellvitalitdt. Die Aktivitat
der mitochondrialen Dehydrogenase hat im Messzeitraum kontinuierlich abgenommen, was auf eine
vorangehende Schadigung der Zellen hindeutet. Allerdings scheinen sich die Materialien in ihrer
Toxizitat am Beginn der Messperiode zu unterscheiden, da die Reduktion der mitochondrialen
Aktivitdt an den unterschiedlichen Zeitpunkten variiert.

Proben der Materialien Freeprint Temp UV und MFH scheinen bis zu 48 Stunden die Zellaktivitat
weniger zu beeinflussen als Proben der beiden Materialien 3Delta Temp und GC Temp PRINT. Dies
konnte darauf zurlckzufiihren sein, dass sowohl Freeprint Temp UV als auch MFH, wie in der
rasterelektronenmikroskopischen Darstellung des Materials zu erkennen, sehr wenig Fillkérper

enthalten (Kessler et al., 2019). Je weniger Fillkorper ein Material besitzt, umso transluzenter wird es
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und umso mehr Licht kann in tiefere Schichten gelangen, was sehr wahrscheinlich fir eine intensivere
Polymerisation auch bei dickeren Proben sorgt (Halvorson et al., 2003; llie et al., 2013). Diese erhohte
Polymerisationsrate kann zu weniger freien Monomeren fihren, die sich im Eluat 16sen und
Irritationen hervorrufen kdnnen. Eine geringere Elution von Monomeren aus ungefiillten Kompositen
wurde bereits in friheren Studien gezeigt (Ferracane et al., 1990).

Bei den 3D Materialien mit einem hoheren Anteil an Flllkdrpern (3Delta Temp; 30 %, GC Temp PRINT;
20 %) zeigt 3Delta Temp gegenlber allen getesteten Materialien, ausgenommen GC Temp PRINT,
bereits nach einem Tag signifikant niedrigere Vitalitdtswerte, wahrend in Anwesenheit der
Probenkorper von GC Temp PRINT erst nach zwei Tagen eine signifikante Beeintrachtigung der
Zellvitalitat festzustellen war.

Weitere Griinde flir eine geringere Konversionsrate konnen die GroRe der Fillkdrper darstellen. So
wurde festgestellt, dass besonders kleine Fillkdérper durch eine Streuung des Lichtes eine geringere
Konversionsrate aufweisen als Komposite mit groReren Fullkdérpern (llie, 2016). Grund dafur ist die
bei kleinen Fillkérpern und auch bei einer hoheren Anzahl von Flllkérpern vergroRerte Grenzschicht
zwischen Matrix und Flller, welche die Lichtstreuung verursacht (llie, 2016). Das fur den
dreidimensionalen Druck verwendete Material 3Delta Temp besitzt mit einem Fillkérperdurchmesser
von < 1 um kleinere Flllkorper, was wie in oben genannter Studie eine geringere Konversionsrate mit
erhohtem Restmonomergehalt zur Folge haben konnte (Kessler et al., 2019). Dieser Studie wirden
die geringen Vitalitatswerte im durchgefihrten XTT-Test entsprechen.

Die Materialien Freeprint Temp UV und MFH enthalten das Monomer Hydroxyethylmethacrylat
(HEMA) (Kessler et al., 2019; Next Dent C&B, 2019). Komonomere wie HEMA oder Triethylen-glycol-
dimethacrylat (TEGDMA) koénnen auf Grund ihrer hydrophilen Eigenschaften und der geringen
MolekilgrolRe insbesondere in wassrigen Losungen leichter aus Kompositen geldst werden als
groRere hydrophobe Molekiile (Geurtsen, 2000). HEMA ist ein hydrophiles Monomer, welches sich
wegen seines geringen Molekulargewichts leicht in Geweben ausbreiten kann (Schuster et al., 1999).
Allerdings gibt es Studien Uber ein amphiphiles Verhalten, wobei HEMA durch eine Dehydratation
hydrophobe Eigenschaften erlangt (Fujisawa et al., 2001). TEGDMA ist lipophil und kann somit starken
Einfluss auf die Membran der Zelle nehmen, indem es ihre Ordnung stort und die Mobilitat sowie die
Fluiditat erhoht (Fujisawa et al., 2001).

Im Allgemeinen wird angenommen, dass durch die hydrolytische Spaltung von Monomeren Stoffe
entstehen, welche in Zelllipide eingebaut werden und somit Einfluss auf unterschiedliche lipophile
Wege haben (Schuster et al.,, 1999). Sie konnen die Konzentration von Gluthation in der Zelle

beeinflussen und somit den zelluldaren Schutz gegen freie Radikale reduzieren (Schweikl, 2011).
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Gluthation spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation und fir die
Mitochondrienfunktion (Gressner et al, 2019). Da bei dem durchgefihrten XTT-Test die
mitochondriale Aktivitat nachgewiesen wird, kann der Einfluss von HEMA und TEGDMA und die
daraus resultierende Reduktion des Gluthations mit Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion zu
niedrigeren Messwerten fihren (Matziolis et al., 2002). An unterschiedlichen Zelltypen konnte gezeigt
werden, dass die Inhaltsstoffe TEGDMA und HEMA eine mit der Expositionsdauer zunehmende
Reduktion der Mitochondrienaktivitat und somit zytotoxische Wirkung detektieren lieRen, bei der sich
TEGDMA als toxischer erwies (Emmler et al., 2008; Issa et al., 2004). Das in dieser Studie untersuchte
Material GC Temp Print, welches das Monomer TEGDMA zu < 25 % enthalt, zeigt bereits nach einem
Tag deutlich verringerte Vitalitdtswerte, verglichen mit den ebenfalls untersuchten HEMA
enthaltenden Materialien Freeprint Temp UV und MFH. Somit kann die erhdhte Toxizitdt von TEGDMA
aus oben genannter Studie in vorliegendem Versuch bestdtigt werden. Auch Basismonomere wie
UDMA, welches ebenfalls in GC Temp Print (< 75 %) sowie 3Delta Temp enthalten ist, und BisGMA
zeigten in anderen Studien eine zytotoxische Wirkung, die sogar héher anzusetzen ist als bei TEGDMA
(Reichl et al., 2006; Yoshii, 1997). Grund dafur scheint das hohere Molekulargewicht zu sein (Geurtsen
et al., 1998; Reichl et al., 2006). Die deutlich geringeren Werte im vorliegenden XTT-Test bei den

UDMA enthaltenden 3D gedruckten Materialien entsprechen somit den oben erwahnten Studien.

5.3.  Expression von Interleukin 6 und 8

Um die Zytotoxizitdt von dentalen Materialien zu bestimmen, kann die Expression von
proinflammatorischen Zytokinen herangezogen werden (Schmalz et al., 2000; Wellner et al., 2012).
Die Interleukine 6 und 8 sind als proinflammatorische Mediatoren wichtige Marker flir eine
Entzindungsreaktion (Jerg et al., 2018; Schmalz et al., 2000; Trubiani, Cataldi, et al., 2012).

Die Expression der beiden Zytokine wurde durch die Anwesenheit von allen Materialien gehemmt.
Wie bereits in Kapitel 5.2. erwdhnt, enthalten drei der untersuchten 3D gedruckten Materialien
entweder das Monomer HEMA oder TEGDMA. Diese Monomere lieRen in bisherigen Studien bei
einer subtoxischen Konzentration bereits auf eine Hemmung der Zytokinproduktion von
unterschiedlichen Zellen schlieRen (Rakich et al., 1999; Schmalz et al., 2000). Diese Aussagen wirden
somit im Sinne der Reduktion den vorliegenden Ergebnissen entsprechen, allerdings zeigten sich die
hier verwendeten Konzentrationen nicht subtoxisch. Ein weiterer Effekt der bereits erwahnten
Monomere und Komonomere wie HEMA, TEGDMA, UDMA und BisGMA ist das Induzieren einer

Zellnekrose (Reichl et al., 2006). Dies ist eine pathophysiologische Form des Zelltodes, welche durch
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eine Verletzung der Zellmembran und eine dadurch folgende Entziindungsreaktion gekennzeichnet
ist und sich so vom programmierten Zelltod abgrenzt (Hug, 2000). Als Folge der Zellnekrose mussten
somit Entzindungsmediatoren wie IL6 oder IL8 bei Exposition der Zellkulturen mit diesen
Monomeren vermehrt ausgeschittet werden. Die Werte der gemessenen Interleukine 6 und 8 sind
im Vergleich zu den Kontrollen allerdings verringert. Bei der Messung des Interleukins 6 lieRen die
HEMA enthaltenden Materialien MFH und Freeprint Temp UV, sowie das TEGDMA und UDMA
enthaltende GC Temp PRINT an den ersten beiden Messtagen noch vergleichbare Werte zur Kontrolle
erkennen, welche nach 72 h signifikant geringer ausfallen. Dies wiirde mit anderen Materialtestungen
im Zusammenhang mit IL6 Gbereinstimmen, welche eine zeitverzogernde Suppression der Interleukin
6 Produktion bei Materialien mit den Inhaltsstoffen TEGDMA, HEMA, UDMA und BisGMA feststellten
(Jerg et al., 2018). Das Material 3Delta Temp, welches ebenfalls UDMA enthalt, zeigt allerdings bereits
nach dem ersten Tag signifikant geringere Werte.

Bei der Ermittlung der Interleukin 8 Produktion zeigt sich bei den Zellkulturen der Probenkorper von
MFH, Freeprint Temp UV und GC Temp PRINT eine signifikante Reduktion der Messwerte verglichen
mit den Kontrollproben nach 48 h. Wie auch schon bei der Messung des Interleukins 6 liegen die
Messwerte des Materials 3Delta Temp nach 24 h signifikant unter den Kontrollwerten.
Zurlckzufthren ist die Hemmung in der aktuellen Studie vermutlich auf die gesenkten Vitalitatswerte
(Longo et al., 2016). Wie im XTT Test beobachtet, reduzieren fast alle getesteten Kompositmaterialien
die Zellvitalitat. Da nur vitale Zellen zur Zytokinproduktion fahig sind, verursacht die Reduktion der
Zellvitalitat gleichzeitig auch eine verringerte Expression von Interleukinen (Gregson et al., 2008). Dies
wirde auch die bei 3Delta Temp signifikant niedrigeren Werte nach dem ersten Tag erkldren, da zu
diesem Zeitpunkt die Zellvitalitat bereits signifikant geringer war.

Das als Vergleichsprobe untersuchte Material fir die Herstellung der Probenkérper mittels
subtraktiver CAD/CAM-Technik zeigt eine Auffalligkeit in der Expression des Interleukins 8. Die
Messwerte nach 48 und 72 Stunden waren signifikant hoher als diejenigen der Kontrollproben,
obwohl sich die Zellvitalitat an Tag drei bei der Kontrolle signifikant hoher zeigte. Somit scheint trotz
industrieller Polymerisation und zu erwartenden niedrigen Restmonomergehalt eine negative
Beeinflussung der Zellen im Sinne der Vitalitat und Interleukin 8 Produktion stattzufinden. Diese

Beeinflussung ist allerdings als nicht toxisch zu betrachten (Standardization 2009).
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6. Zusammenfassung

Durch die Nutzung des dreidimensionalen Drucks in der Zahnmedizin, wurden die Methoden zur
Herstellung zahnarztlicher Werkstlcke erweitert und gleichzeitig eine Vielzahl neuer Materialien auf
den Markt gebracht. Ziel der Studie war es, Materialien fir den 3D Druck von provisorischen
zahnarztlichen Versorgungen hinsichtlich ihrer Wirkung auf gingivale Keratinozyten zu untersuchen.
Dabei standen vor allem Einfllsse auf die Vitalitat der Zellen, sowie auf die Produktion
proinflammatorischer Zytokine im Zentrum.

Untersucht wurden vier verschiedene 3D Druck Materialien auf Harzbasis (Nextdent C&B MFH, GC
Temp PRINT, Freeprint Temp UV, Deltamed 3Delta Temp) im Vergleich mit einem subtraktiv (frasend)
zu bearbeitenden CAD/CAM Material und einem konventionellen Provisorienkunststoff. Die
vorkultivierten Keratinozyten wurden durch Eluate in Kontakt mit den Materialien gebracht.
Verdanderungen der Zellvitalitat wurden mittels XTT ermittelt, wahrend die proinflammatorischen
Zytokine IL6 und IL8 mit Hilfe eines ELISAs gemessen wurden.

Dabei zeigten die gedruckten Materialproben im Vergleich zur Kontrolle und den CAD/CAM Proben
im XTT-Test signifikant geringere Vitalitatswerte, sowie eine Hemmung der Expression der
proinflammatorischen Interleukine 6 und 8. Die untersuchten 3D-Druck Materialien mit dem
geringsten Fullkdrperanteil, sowie dem Inhaltsstoff HEMA (MFH und Freeprint Temp UV) lielRen,
verglichen mit den anderen Materialien fir die additive Fertigung durch 3D Druck, die geringsten
Effekte auf die biologischen Zellfunktionen erkennen. Materialien mit héheren Anteilen an
Fullkorpern zeigten demgegeniber eine raschere Reduktion der Zellvitalitdt und Expression von
Interleukin 6 und 8, wobei das Material mit den meisten Fillkdrpern die Zellfunktion am schnellsten
beeintrachtigt. Somit scheint die Hohe des Fillkérperanteils, sowie die Monomerzusammensetzung
maligeblich an der Beeinflussung der Zellvitalitat und Interleukinproduktion beteiligt zu sein. Ein
geringer Fullkdrperanteil in Kombination mit der Abwesenheit der beiden Monomere TEGDMA und

UDMA scheint die geringste Beeintrachtigung der biologischen Funktionen auszulsen.
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7. Abstract

The use of three-dimensional printing in dentistry has expanded the methods for producing dental
workpieces and, at the same time, introduced a variety of new materials to the market. The aim of
the study was to investigate materials for 3D printing of temporary dental restorations with regard
to their effect on gingival keratinocytes. The main focus was on influences on the vitality of the cells
and on the production of proinflammatory cytokines.

Four different resin-based 3D printing materials (Nextdent C&B MFH, GC Temp PRINT, Freeprint
Temp UV, Deltamed 3Delta Temp) were investigated in comparison with a subtractive CAD/CAM
material and a conventional temporary resin. Pre-cultured keratinocytes were brought into contact
with the materials by eluates. Changes in cell viability were determined by XTT, while
proinflammatory cytokines IL6 and IL8 were measured by ELISA.

Thereby, the printed material samples showed significantly lower vitality values, as well as inhibition
of the expression of the proinflammatory interleukins 6 and 8, compared to the control and the
CAD/CAM samples in the XTT assay. The investigated 3D printed materials with the lowest filler
content, as well as the ingredient HEMA (MFH and Freeprint Temp UV) suggested the lowest effects
on the biological cell functions, compared to the other materials for additive manufacturing by 3D
printing. In contrast, materials with higher levels of filler showed a more rapid reduction in cell
viability and expression of interleukin 6 and 8. The material with the highest filler content was
affecting cell function the most rapidly. Thus, the level of filler content, as well as the monomer
composition, appears to be significantly involved in affecting cell viability and interleukin
production. A low filler content in combination with the absence of the two monomers TEGDMA

and UDMA seems to trigger the least impairment of biological functions.
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