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Zusammenfassung 5

Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, neuartige bioaktive Restaurationsmaterialien auf deren Biokompatibili-
tat, Beeinflussung des Bakterienwachstums und Randdichtigkeit zu testen. Die untersuchten bi-
oaktiven Materialien waren ACTIVA BioACTIVE-RESTORATIVE (AB), Cention Forte (CF) und
Surefil One (SO), die Vergleichsgruppen Venus Diamond (VD), Equia Forte (EF) und Ketal Uni-
versal (KU). Fur die Biokompatibilitatstestung wurden humane Gingivafibroblasten verwendet und
Eluate aller getesteten Materialien angefertigt. Um zu untersuchen, ob durch die Eluate Entziin-
dungsvorgange in den Zellen ausgeldst werden, wurden ein Interleukin-6- und ein Prostaglandin
E2-Assay durchgefiihrt. Zellvitalitdét und Apoptose wurden durch einen Cell-Viability- und einen
Caspase-Assay erfasst. Mittels Glutathion-Assays wurde das Auftreten von oxidativem Stress der
Zelle geprift. Die Auswirkung der Materialien auf das Bakterienwachstum wurden mit einem
Agardiffusionstest untersucht. AbschlieRend erfolgte die Testung der marginalen Integritat an
extrahierten humanen Molaren. Hierfir wurden Klasse II-Fillungen in eine Bakteriensuspensio-
nen eingelegt, angefarbt und Schnitte hergestellt. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch.

Fir die bioaktiven Materialien AB, CF und SO konnten vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich
ihrer Zellvertraglichkeit erzielt werden. Dabei zeigten sich keine in vivo zu erwartenden toxischen
Zellschaden.

Bei der Hemmung des Bakterienwachstums konnte lediglich fiir die Kontrollgruppe EF ein schwa-
ches Hemmpotential fir F. nucleatum festgestellt werden. Bei den weiteren Versuchsgruppen
konnte keine Wachstumshemmung gemessen werden.

Beim Test der Randdichtigkeit zeigten die Materialien AB, CF und VD seltener das Auftreten einer
bakteriellen Spaltpenetration. Bei Vorkommen einer solchen lagen die Penetrationstiefen meist
im mittleren Tiefenbereich zwischen > 300-900 pum. Fur KU, EF und SO konnte signifikant haufi-
ger ein bakterielles Eindringen gemessen werden. Die gemessenen Werte waren allerdings deut-
lich niedriger und lagen meist zwischen 0 und 600 pm.

Insgesamt bieten die getesteten bioaktiven Materialien einen interessanten Ansatz zum Ersatz
von Amalgam. Die positiven Ergebnisse zur Vertraglichkeit missen in klinischen Studien verifi-
ziert werden. Eine direkte Hemmung des Bakterienwachstums konnte nicht festgestellt werden.
Zu prifen bleibt, ob der bioaktive Effekt durch eine Anregung der Zahnhartsubstanzbildung er-
reicht werden kann. Im Bakterienpenetrationstest konnte gezeigt werden, dass Materialien mit
Zahnoberflachenkondition eine geringere Neigung zur bakteriellen Besiedelung im Randbereich
aufweisen, allerdings die mittlere Eindringtiefe im Falle einer Spaltbildung héher war als bei Ma-
terialien ohne Konditionierung.

Abstract

The aim of this study was to test new so-called bioactive restorative materials for their biocom-
patibility and marginal integrity. The bioactive materials tested were ACTIVA BioACTIVE-RE-
STORATIVE (AB), Cention Forte (CF) and Surefil One (SO), the comparison groups were Venus
Diamond (VD), Equia Forte (EF) und Ketal Universal (KU). Human gingival fibroblasts were used
for biocompatibility testing and eluates of all tested materials were prepared. An interleukin-6 and
a prostaglandin Ez assay were performed to investigate whether the eluates triggered inflamma-
tory processes in the cells. Cell viability and apoptosis were determined using a cell viability and
a caspase assay. The occurrence of oxidative stress in the cell was tested using a glutathione
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assay. The effect of the materials on bacterial growth was examined using an agar diffusion test.
Finally, the marginal integrity was tested on extracted human molars. For this purpose, class Il
fillings were prepared, placed in bacterial suspensions, stained and sections were made. The
examination was carried out microscopically.

Promising results were obtained for the bioactive materials AB, CF and SO with regard to their
cell compatibility. There was no toxic cell damage to be expected in vivo. Regarding the inhibition
of bacterial growth, only the control group EF showed a weak inhibition potential for F. nucleatum.
No growth inhibition could be measured for the bioactive test groups.

In the test of bacterial penetration the materials AB, CF and VD showed less frequent occurrence
of bacterial fissure penetration. Where such penetration occurred, the penetration depths were
mostly in the medium depth range between > 300-900 um. Bacterial penetration was measured
significantly more frequently for KU, EF and SO. However, the measured values were significantly
lower and were mostly between 0 and 600 pum.

Overall, the bioactive materials tested offer an interesting approach to replacing amalgam. The
positive results on tolerability must be verified in clinical studies. A direct inhibition of bacterial
growth could not be determined. It remains to be investigated whether the bioactive effect can be
achieved by stimulating the formation of dental hard tissue. The bacterial penetration test showed
that materials with tooth surface conditioning have a lower tendency to bacterial colonization in
the marginal area, but the average penetration depth in the case of gap formation was higher
than in materials without conditioning.
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1. Einleitung

1.1 Karies — Pravalenz, Definition und Therapie

Die in den Jahren 2013-2014 vom Institut der Deutschen Zahnérzte erhobene fiinfte deutsche
Mundgesundheitsstudie gibt einen Uberblick iiber die Mundgesundheit der verschiedenen Alters-
gruppen in der Bundesrepublik. Es konnte festgestellt werden, dass heute 81 % der Zwdlfjghrigen
kariesfrei sind. Auch bei der Gruppe der jingeren Erwachsenen (35-45 Jahre) zeigt sich ein po-
sitiver Trend, sodass hier ein Riickgang der Karieserfahrung von tiber 30 % im Vergleich zu 1997
verzeichnet werden konnte. Deutschland belegt mit diesen Studienergebnissen im internationa-
len Vergleich mit den G7-Staaten eine Spitzenposition im Bereich der Karieserfahrung bei Kin-
dern und ist somit nicht als internationaler Maf3stab anwendbar. In anderen Industriestaaten ist
im direkten Vergleich weiterhin eine gré3ere Kariespravalenz zu beobachten, sodass in Japan
beispielsweise knapp dreimal so viel Karieserfahrung bei Kindern zu verzeichnen ist. Die Autoren
der Studie bezeichnen somit, trotz der positiven Ergebnisse in Deutschland, Karies als haufigste
chronische Erkrankung weltweit (Jordan et al., 2014). Diese Aussage wird durch mehrere Publi-
kationen unterstiitzt (Ismail et al., 2001; Nedeljkovic et al., 2020). Auch die weltweit angelegte
Global Burden of Disease Studie von 2017 beschreibt Karies als global herausfordernde Krank-
heit, da im Rahmen dieser 2,3 Milliarden Falle von unbehandelter Karies in bleibenden Zahnen
festgestellt wurden (Bernabe et al., 2020).

Generell kann Karies als multifaktorielle Erkrankung bezeichnet werden, welche mit dem Minera-
lisationsverlust der Zahnhartsubstanzen einhergeht. Dies wird durch séurebildende Bakterien im
oralen Biofilm verursacht. Die Entwicklung einer Karies héngt unter anderem von der Eréahrung,
der Mundhygiene, dem Speichelfluss und weiteren Umweltfaktoren ab (Machiulskiene et al.,
2020).

Die Arretierung des kariosen Demineralisationsprozesses und damit die Entfernung der Karies
sowie die anschlieRende Versorgung mit einer geeigneten Restauration stellt eine der Hauptauf-
gaben des zahnarztlichen Berufs dar.

Zum Ersatz der verlorenen Zahnhartsubstanz stehen indirekte und direkte Verfahren zur Verfi-
gung, zwischen welchen nach Berlicksichtigung multipler Faktoren, wie beispielsweise Kavita-
tengrof3e, Lokalisation, Patientenwunsch und finanzieller Mdglichkeit, gewéhlt werden muss. Un-
ter den indirekten Behandlungsmdéglichkeiten befinden sich neben gréReren prothetischen Arbei-
ten die sogenannten Einlageftillungen, auch Inlays oder Onlays genannt, welche h&ufig aus Gold
oder Hochleistungskeramiken angefertigt werden. Um dem Prinzip der Minimalinvasivitat gerecht
zu werden, wird jedoch bei Defekten geringerer Ausdehnung meist die direkte Flllungstherapie
gewabhlt.

1.2 Fiillungswerkstoffe — Uberblick und Eigenschaften

Der nachfolgende Absatz gibt Uberblick tiber die derzeit am haufigsten eingesetzten direkten
Fillungswerkstoffe. Zu diesen zahlen Amalgame, Glasionomerzemente und Komposite.
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1.2.1 Amalgam

Das Quecksilbergemisch Amalgam wird bereits seit 180 Jahren als Fillungsmaterial verwendet
und war Uber 100 Jahre lang das Material der Wabhl fiir Klasse |- und II-Kavitaten (Frankenberger
et al., 2021; Roulet, 1997). Noch heute stellt Amalgam die von den gesetzlichen Krankenkassen
Ubernommene Leistung fur den Seitenzahnbereich dar. Die aktuell verwendeten Non-Gamma-2-
Amalgame setzen aufgrund ihrer verbesserten Korrosionsfestigkeit weniger Quecksilber frei, wei-
sen eine ausreichende Stabilitat fir den kaulasttragenden Bereich auf und sind technisch ver-
gleichsweise praktikabel anzuwenden. Zudem handelt es sich um ein kostenginstiges Material
(Kelly & Smales, 2004) und bietet eine langjahrige klinische Erfahrung (Frankenberger et al.,
2021; Shenoy, 2008). Nach Analyse diverser klinischer Studien wird in der Literatur eine mittlere
jahrliche Misserfolgsquote von nur 3 % fir Amalgam angegeben (Manhart et al., 2004). Unter-
stutzt wird dieses positive Ergebnis auch von Shenoy, welcher nach einem Vergleich mehrerer
klinischer Daten Non-Gamma-2-Amalgamen eine klinische Lebenszeit von 12 Jahren zuschreibt
(Shenoy 2008). Trotz hervorragender klinischer Langzeitergebnisse lasst sich bei der Verwen-
dung von Amalgam ein starker Riickgang feststellen, sodass heute nur noch ca. 5,3 % der jahrlich
gelegten Fullungen in Deutschland aus Amalgam bestehen (Frankenberger et al. 2021). Dies hat
multiple Ursachen. Zum Einen widerspricht die fur die Amalgamversorgung notwendige ausge-
dehnte Kavitatenpraparation dem Prinzip der Minimalinvasivitat und fihrt zur Schwachung der
verbleibenden Zahnhartsubstanz, sodass die Anfertigung von Amalgamfullungen nicht mehr im
Fokus der zahnérztlichen Ausbildung an den deutschen Universitaten steht (Frankenberger et al.,
2021; Zidan & Abdel-Keriem, 2003). Uberdies wird die grauliche Farbe des Amalgams nur von
wenigen Patienten akzeptiert. Eine steigende Wichtigkeit von asthetischen Materialien und somit
der Nachfrage nach zahnfarbenen Fillungswerkstoffen ist trotz privat anfallender Zusatzleistung
sogar im nichtsichtbaren Kieferbereich im klinischen Alltag zu verzeichnen (Frankenberger et al.
2021; Manhart et al. 2004).

Die langanhaltende Debatte Uber die Toxizitat des Amalgams aufgrund seines hohen Quecksil-
bergehalts fiihrte weiterhin zu weitreichender Verunsicherung bei Patienten sowie zu Kontrover-
sen unter Zahnarzten. Kein anderes Fillungsmaterial wurde so hinreichend in Bezug auf Zytoto-
xizitdt und Pathogenitat untersucht. Mehrere anerkannte internationale Fachgremien, wie das
Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks (SCENIHR) sowie die Inter-
national Association for Dental Research (IADR), haben die Sicherheit von dentalem Amalgam
und dessen Tauglichkeit fur die zahnmedizinische Versorgung jedoch bereits bestatigt (Ajiboye
et al., 2020; Rodriguez-Farre et al., 2016).

Ein weiterer Grund fir den stetigen Rickgang der Amalgamverwendung liegt auch in den gesetz-
lichen Vorgaben. Im Rahmen der Minamata-Konvention und des dort im Jahr 2013 verabschie-
deten Vertrags, ratifizierten 128 Staaten MalRnahmen zur schrittweisen Reduktion der Verwen-
dung von Amalgam, um die Umweltbelastung durch freiwerdendes Quecksilber zu verringern
(Fisher et al., 2018; Frankenberger et al., 2021). Es folgte 2017 die Verabschiedung einer neuen
Verordnung der Europaischen Union Uber Quecksilber, in welcher festgelegt wurde, dass ab 1.
Juli 2018 Dentalamalgam nicht mehr fir Kinder unter 15 Jahren, Schwangere und Stillende, au-
Ber in vom Behandler notwendig erachteten Fallen, verwendet werden darf. Neben der Pflicht,
Amalgam nur noch in verkapselter Form anzuwenden, enthalt die Verordnung noch eine Vielzahl
an Anordnungen zur korrekten Entsorgung (Das Europdaische Parlament und der Rat der Euro-
paischen Union, 2017). Wahrend in der Minamata-Konvention Mafinahmen fur die Reduzierung
von Amalgam, dem sogenannten ,Phase down®, erarbeitet wurden, zielt der Ausschuss fur Um-
weltfragen, offentliche Gesundheit und Lebensmittelsicherheit der Européischen Union auf einen
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kompletten Verzicht von dentalem Amalgam ab. Erst kiirzlich wurde hierzu ein Berichtsentwurf
veroffentlicht, in welchem ein Verbot fur die Verwendung von dentalem Amalgam bis 1. Januar
2025 gefordert wird. Dies wird als sogenanntes ,Phase out‘ bezeichnet. Ausnahmen sollen hier-
bei nur die als medizinisch hinreichend notwendig erachtete Félle bilden (Ausschuss fir Umwelt-
fragen, offentliche Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2023).

1.2.2 Glasionomerzemente

Aufgrund der fortschreitenden Einstellung von Amalgam als Fullungswerkstoff richtete sich die
Aufmerksamkeit auf andere Werkstoffklassen, wie auch auf die Glasionomerzemente und deren
Modifikationen. Klassische Glasionomerzemente verfiigen tber die Eigenschatft, eine eigene che-
mische Bindung an Schmelz und Dentin auszubilden. Das Ausbleiben der Konditionierung der
Zahnhartsubstanz mit beispielsweise Phosphorsdure oder Adhasiven macht Glasionomerze-
mente ahnlich dem Amalgam simpel und praktikabel in ihrer Anwendung. Zudem werden ihnen
stets eine vertragliche Biokompatibilitat zugeschrieben (Chumpraman et al., 2023; Frankenberger
et al., 2021; Hickel et al., 1998; Manhart et al., 2002). Eine weiterer positiver Aspekt der Glasio-
nomerzemente besteht in deren Fahigkeit, Fluoridionen freizusetzen, wodurch ein antikariogener
Effekt und eine Remineralisierung der Zahnhartsubstanz erwartet wird (Hickel et al., 1998; Wie-
gand et al., 2007). Der Nachteil der Glasionomerzemente sind deren schwachere mechanischen
Eigenschaften. In einer Analyse von mehreren Studien ergaben sich fiir Glasionomerzemente
jahrliche Misserfolgsquoten bis zu 14,3 % (mittlere Misserfolgsquote 7,2 %) fir Restaurationen
im Seitenzahnbereich (Manhart et al. 2004). Hohe Frakturraten fanden sich auch in der Studie
von Frankenberger et al., welche bei Klasse II-Kavitédten sogar eine jahrliche Misserfolgsrate von
20 % fur einen Glasionomerzement beschrieben (Frankenberger et al., 2009). Aus diesem Grund
wird eine Versorgung mit klassischen Glasionomerzementen bei bleibenden Zahnen derzeit von
vielen Experten nur als provisorische Loésung angesehen (Frankenberger et al., 2021; Manhart et
al., 2002; Nedeljkovic et al., 2020).

1.2.3 Komposite

Auch in der Gruppe der Komposite sind rasche Fortschritte seit deren Entwicklung vor mehr als
50 Jahren festzustellen (Ferracane, 2011). Die aus einer organischen Kunststoffmatrix und anor-
ganischen Fullern bestehenden Materialien stellen mittlerweile das am héufigsten verwendete
Fullungsmaterial dar (Frankenberger et al. 2021). Komposite verfligen Uber eine Reihe win-
schenswerter Eigenschaften. Ihre zahnahnliche Farbe ermdglicht die Erzielung asthetisch zufrie-
denstellender Ergebnisse. Ein weiterer Vorteil gegenlber der etablierten Amalgamrestauration
ist die Minimalinvasivitat, die durch die Anwendung eines geeigneten Adhéasivsystems erreicht
werden kann. Ein defektorientiertes Kavitatendesign ist somit durch eine schonende mikrome-
chanische Verankerung an Schmelz und Dentin moglich (Frankenberger et al., 2021; Heck et al.,
2018). Uberdies bietet die direkte Restauration mit Komposit trotz privat anfallender Zuzahlung
in einer Kosten-Nutzen-Abwagung eine preiswerte Versorgungmaglichkeit. Gerade im Vergleich
mit laborgefertigten indirekten Restaurationen schneiden sie in einer Langzeitbetrachtung von 15
Jahren Uberaus kosteneffektiv ab (Kelly und Smales 2004). Durch die stdndigen Modifikationen
der anorganischen Bestandteile konnten zudem die fir den kaulasttragenden Bereich notwendi-
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gen mechanischen Eigenschaften der Komposite erreicht werden (Rodriguez et al., 2019), so-
dass diese im Vergleich mit anderen Materialien immer wieder positive Studienergebnisse erziel-
ten (Almuammar et al., 2001).

Studien und Metaanalysen zeigen vielversprechende Uberlebens- und Misserfolgsraten fiir Kom-
posit, welche circa in der gleichen GréRenordnung des Amalgams liegen. So geben beispiels-
weise Manhart et al. eine mittlere jahrliche Misserfolgsquote von 2,2 % fur direkte Komposite
(Amalgam 3 %) im Seitenzahnbereich an (Manhart et al. 2004). Unterstitzt wird diese Aussage
von Opdam et al., welche eine jahrliche Misserfolgsrate von 1,78 % fiir Komposit und 1,25 % fiir
Amalgam nach funf Jahren als Ergebnis ihrer Studie prasentierten (Opdam et al., 2010). Im Ver-
gleich mit Komposit-Inlays (2,5 % Misserfolgsrate) konnte nach finf Jahren eine jahrliche Miss-
erfolgsrate von nur 1,6 % fir direkte Restaurationen festgestellt werden (Cetin et al., 2013). Auch
bei einer Beobachtungsdauer von 27 Jahren erreichten Komposite in Klasse Il-Restaurationen
vergleichbar gute Ergebnisse mit ebenfalls nur 1,6 % jahrlichen Misserfolgs (Pallesen & van
Dijken, 2015).

Diese positiven klinischen Daten setzen jedoch die korrekte Anwendung dieser Materialien vo-
raus. Im Gegensatz zu Amalgam oder Glasionomerzement ist die Verarbeitung von Komposit
aufgrund von Trockenlegung, Kavitdten-Konditionierung, Applikation in Inkrementen, Lichtpoly-
merisation und weiterer Arbeitsschritte sehr zeitintensiv und techniksensitiv. Zwar existieren be-
reits selbstadhasive Komposite, diese werden jedoch wegen unzureichender klinischer Ergeb-
nisse derzeit von den Fachgesellschaften nicht empfohlen. Dies setzt die Anwendung in Kombi-
nation mit geeigneten Dentinadh&siven voraus. Um eine Zeitersparnis bei der Schichtung und
Lichthartung zu erreichen, wurden die sogenannten Bulk-Fill-Komposite auf den Markt gebracht,
welche Uber eine Durchhéartungstiefe von mindestens 4 Millimeter verfigen (M. Federlin, U.
Blunck, R. Frankenberger, H. Kniittel, F.X. Reichl, H. Schweikl, H. J. Staehle, R. Hickel, 2016).
In zehnjéhriger Beobachtungsdauer erzielen die Bulk-Fill-Komposite bereits hohe Erfolgsraten
(Heck et al. 2018), der gesteigerte Aufwand der Ubrigen Arbeitsschritte bleibt jedoch gleich.

Als Nachteil von Kompositfiillungen ist die erhéhte Anfélligkeit zur Sekundéarkariesbildung zu nen-
nen. Wie einige Studien belegen, stellt die Bildung von Sekundérkaries die Hauptursache fir den
Misserfolg von Kompositrestaurationen dar (Eltahlah et al., 2018; Mj6r, 1996; Nedeljkovic et al.,
2020).

Zudem werden auch die biologischen Eigenschaften der Komposite, insbesondere der organi-
schen Matrix, immer wieder diskutiert. Mehrere Studien konnten bereits belegen, dass einige teils
als zytotoxisch geltenden Substanzen aus den Fillungsmaterialien eluiert werden kénnen (Dur-
ner et al., 2009; Sevkusic et al., 2014). Auch wenn diese nicht die bekannten Grenzwerte fir
Zellschaden erreichen, wird hierdurch die Notwendigkeit einer zellbiologischen Prifung eines je-
den neuen Werkstoffs verdeutlicht.

1.3 Notwendigkeit und Innovation von bioaktiven
Restaurationsmaterialien

Auch wenn Komposite bei korrekter Anwendung bereits sehr gute Ergebnisse hinsichtlich Asthe-
tik und Langlebigkeit erzielen und den Anspriichen moderner Zahnmedizin am néchsten kom-
men, ersetzen konventionelle Komposite jedoch lediglich die verlorengegangene Zahnhartsub-
stanz. Um die Vorteile der verschiedenen Werkstoffklassen miteinander zu verbinden, wurden in
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der Vergangenheit bereits Kombinationen wie die Kompomere oder die kunststoffmodifizierten
Glasionomerzemente entwickelt, welche sich jedoch bis heute noch nicht im klinischen Alltag
durchsetzen. Dieser Trend fiihrte zur Einfihrung von sogenannten bioaktiven Restaurationsma-
terialien. Fir den Begriff der Bioaktivitat existieren mehrere uneinheitliche Definitionen, welche
unterschiedliche Anforderungen an die Eigenschaften des Materials stellen. Im weiteren Sinne
wird Bioaktivitat als die Fahigkeit, eine biologische Wirkung auszutiben, beschrieben. Im Kontext
der Zahnmedizin beschreiben manche Autoren Bioaktivitét als das Potential eines Werkstoffs, die
Hydroxylapatitbildung induzieren zu kénnen (Vallittu et al., 2018). Um das Ausnutzen des Bioak-
tivitatsbegriffs fir Marketingzwecke seitens der Dentalhersteller zu verhindern, verdffentlichte die
FDI ein Anforderungsprofil fir Werkstoffe, welche nur bei Erfullen aller Punkte als bioaktiv be-
zeichnet werden dirfen. Zunachst soll eine wissenschaftlich nachgewiesene bioaktive Wirkung
vorliegen, welche zumindest in In-vitro-Studien bestétigt werden konnte. Der Mechanismus dieser
Wirkung muss klar umschrieben sein, wobei die FDI hierbei zwischen rein biologischen, chemi-
schen und gemischten Funktionsweisen unterscheidet. Weiterhin muss die Dauer des angege-
benen bioaktiven Effekts bekannt sein. Uberdies muss der Hauptzweck der Restaurationswerk-
stoffe, namlich die Wiederherstellung verloren gegangener Zahnsubstanz erfillt sein, wobei keine
negativen biologischen Nebenwirkungen auftreten dirfen (Schmalz et al., 2022). Speziell fur Ful-
lungswerkstoffe fasst Ferracane den Begriff der Bioaktivitéat durch zwei Mechanismen zusammen.
Zum einen soll durch Bioaktivitdt Sekundarkaries verhindert werden oder eine Remineralisation
bereits angegriffener Zahnhartsubstanz erfolgen (Ferracane, 2024).

Wahrend eine solche Zahnhartsubstanzbildung vor allem in der restaurativen Zahnheilkunde ge-
wiinscht wird, soll in der Endodontie der Einsatz von bioaktiven Sealern oder Wurzelfiillmateria-
lien auf eine Unterstlitzung der Knochenregeneration abzielen. Auch eine bessere Vertraglichkeit
im Unterschied zu herkébmmlichen Sealern auf Epoxid-Harz-Basis wird bei Kontakt mit periapika-
len Geweben oder pulpalen Zellen bei Uberkappungen gewiinscht. Durch ihr bioaktives Potential
werden bioaktive Materialien Uberdies in der regenerativen Endodontie verwendet. Ein Beispiel
fur ein in dieser verwendetes Material ist Mineraltrioxidaggregat (MTA) (Estrela et al., 2023).

Gemal den existierenden unterschiedlichen Definitionen kann Bioaktivitat auf verschiedene Ar-
ten erreicht werden. Hierzu zéhlen unter anderem die Freisetzung von Fluoridionen oder die Zu-
gabe bioaktiver Glaser. Dadurch kann die Gruppe der Glasionomerzemente und dessen Modifi-
kationen als erste bioaktive Materialien betrachtet werden (Lihrs & Herrmann, 2020).

Als erstes bioaktives Glas gilt das Bioglass 45S5, welches aus 45 % Siliciumdioxid, 24,5 % Nat-
riumoxid, 24,5 % Calciumoxid und zu 6 % aus Phosphorpentoxid besteht (Skallevold et al., 2019).
Entwickelt wurde dieses von Hench und wird seit 1985 in der Zahnmedizin verwendet. (LUhrs &
Herrmann, 2020). Durch die Modifikation der prozentualen Gewichtsanteile sowie dem Zusatz
weiterer Elemente wie Magnesium, Kalium oder auch Aluminium wurden weitere bioaktive Glaser
fur den klinischen Einsatz entwickelt (Luhrs & Herrmann, 2020; Skallevold et al., 2019).

Durch die Verwendung von bioaktiven Glasern konnten in der Zahnmedizin bereits vielverspre-
chende Ergebnisse erzielt werden. Neben den in der Endodontie genutzten Vorteile, lassen sich
auch vielversprechende Ansatze fir die restaurative Zahnheilkunde finden. So ist beispielsweise
bekannt, dass bioaktive Glaser die Mineralisation von Dentin fordern, wohingegen sie der Demi-
neralisation entgegen wirken (Forsback et al., 2004). In einer weiteren Studie war es maglich, mit
Hilfe von bioaktiven Glasern die bakterielle Penetration von Randspalten von Fllungen zu redu-
zieren und die Biofilmbildung zu verlangsamen (Khvostenko et al., 2016). Diese antibakterielle
Wirkung konnte mehrfach belegt werden (Waltimo et al., 2007). Um die aktive Wirkung dieser
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Glaser zu nutzen und den Defekt nicht nur passiv zu restaurieren, versuchen die Hersteller den-
taler Materialien diese in die Fullungswerkstoffe zu integrieren.

1.4 Bioaktive Materialien: Herstellerversprechen und aktueller
Forschungsstand

Nachfolgend wird bisherige Literatur zu in dieser Arbeit getesteten bioaktiven Materialien genauer
vorgestellt sowie auf die Versprechen seitens der Hersteller eingegangen. Unter Punkt A.a. des
Anhangs befindet sich eine genaue Ubersicht zu den Herstellern und den Inhaltsstoffen aller ge-
testeten Materialien.

1.4.1 Cention Forte

Bei Cention Forte handelt es sich um ein selbsthartendes Pulver-Flissigkeitsmaterial in Kapsel-
form. Es zahlt zur Materialgruppe der Alkasite und wird als Amalgam- und Glasionomerzement-
Ersatz fur Klasse I- und Klasse lI-Restaurationen beworben. Weiterhin wird eine hohe Biegefes-
tigkeit von > 100 MPa sowie die Freisetzung von bioaktiven Hydroxid-, Calcium- und Fluorid-
lonen versprochen. Der patentierte alkalische Fller soll bei Saureangriffen den pH-Wert anheben
und so einer Demineralisation entgegenwirken. Die Freisetzung der genannten lonen soll zudem
eine aktive Remineralisierung der Zahnhartsubstanz ermdglichen. Die Fahigkeit zur Bildung von
Calciumphosphat-Kristallen und Calciumfluorid wird hierbei propagiert (Ivoclar Vivadent AG,
2020a).

Generell existiert zu Cention Forte bisher sehr wenig Literatur. Die meisten aktuell vorhandenen
Studien beziehen sich auf den Vorgéanger Cention N, welches jedoch nicht in Kapselform vorliegt
und ohne das Cention Primer-System erhéltlich ist. In keiner der bisher vorliegenden Untersu-
chungen wurde die Randdichtigkeit von Cention Forte tUberprift. Lediglich die mitunter aus dieser
Arbeit hervorgegangene Publikation beschaftigt sich mit der Biokompatibilitat (Wuersching et al.,
2023).

Sadeghyar et al. fiihrten eine in vitro Studie zur Scherhaftfestigkeit von Amalgamersatzmateria-
lien durch, in welcher Cention Forte in Kombination mit der Verwendung des Cention Primer die
hochsten Werte unter allen getesteten Materialien erreichte (17,4 MPa) (Sadeghyar et al., 2022).

In weiteren werkstoffkundlichen Untersuchungen unter anderem hinsichtlich Biegefestigkeit, E-
Modul, Wasseraufnahme und L&slichkeit zeigten sich flr Cention Forte bessere mechanische
Eigenschaften als fiir Glasionomerzemente. Diese konnten durch die fakultative Lichthartung des
dualh&rtenden Materials nochmals erhéht werden. Weiterhin reduzierte die Lichth&rtung von
Cention Forte dessen Loslichkeit und eine héhere Konversionsrate wurde erreicht. Die Autoren
der Studie empfehlen Cention Forte daher nur mit Lichthartung zu verwenden (Marovic et al.,
2022).

Durch positive Ergebnisse hinsichtlich Biege- und Zugfestigkeit, welche die der getesteten Glasi-
onomerzemente Ubertrafen, ziehen einige Autoren die Verwendung von Cention Forte im Seiten-
zahnbereich als Bulk-Fill-Kompositersatz bereits in Betracht (Lalovic et al., 2024).

Erst kirzlich erfolgte die Veroffentlichung einer weiteren Studie zur Fluoridfreisetzung von
Cention Forte. Hier zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Fluoridabgabe in deionisiertem
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Wasser bei finfwochiger Beobachtungsdauer (Banic Vidal et al., 2023). Auch in weiteren Studien
zeigten sich erhdhte Fluoridwerte, sodass die Autoren eine potentielle Hemmung von Sekun-
darkaries in Betracht ziehen (Abouelleil et al., 2024).

Eine der wenigen Testungen zur Plaqueakkumulation fuhrten Hamza et al. durch. Diese unter-
suchten die initiale Bakterienadh&sion sowie die Biofilmformation an Cention Forte im Vergleich
zu Komposit, Glasionomerzement, Equia Forte sowie Stahlkronen. Aul3er einer geringeren Bio-
filmformation an Stahlkronen konnten keine signifikanten Unterschiede zu den anderen Material-
gruppen festgestellt werden. Die Autoren schlieRen hieraus, dass ionenfreisetzende Materialen
wie Cention Forte Uber keine besseren antibakteriellen Eigenschaften verfligen (Hamza et al.,
2024).

Durch die mangelnde Literatur zur Zellbiokompatibilitat, Plagueakkumulation und den mikrobio-
logischen Faktoren wird die Notwendigkeit der Uberpriifung dieser verdeutlicht.

1.4.2 ACTIVA BioACTIVE Restorative

Bei dem seit 2013 auf dem Markt erhaltichem ACTIVA BioACTIVE RESTORATIVE handelt es
sich um ein Zwei-Pasten-Automix-System, welches licht- oder selbsthartend angewendet werden
kann. Es kann der Gruppe der kunststoffmodifizierten Glasionomerzemente zugeordnet werden.
Eine Anwendung mit Phosphorsaure-Atzung und Dentinadhésiv wird vorgesehen. Der Hersteller
verspricht eine hohe Kalzium-, Phosphat- und Fluoridionenfreisetzung, was wiederum die Remi-
neralisierung der Zahnhartsubstanz und die Apatitbildung ermdglichen und so eine héhere Bio-
aktivitat im Vergleich zu herkdmmlichen Glasionomerzementen erreicht werden soll. Die freige-
setzten lonen sollen sich von selbst wieder aufladen. Weiter wird eine chemische Verbindung mit
dem Zahn propagiert, wahrend das Material jedoch gleichzeitig mit einem geeigneten Adhéasiv
verwendet werden soll. Zum bioaktiven Inhaltsstoff gibt Pulpdent lediglich an, ein bioaktives, io-
nisches Embrace-Harz mit reaktiven Glasfillstoffen formuliert zu haben. In Wasser sollen bei
Veranderung des Milieus durch einen lonenaustausch die Wasserstoffionen des Harzes durch
Kalzium ersetzt werden und so ein ,Harz-Hydroxylapatit-Komplex* entstehen. So soll eine ver-
lassliche Abdichtung gegen Mikroleckage erzielt und Sekundarkaries verhindert werden. Der Her-
steller verspricht auf3erdem, dass es sich bei dem Produkt um ein Bis-GMA und Bisphenol A
freies Material handelt (Pulpdent Corporation, o. J.).

Bei Markteinfihrung von ACTIVA BioACTIVE RESTORATIVE wurde seitens des Herstellers
keine zusétzliche Adhéasivanwendung empfohlen. Erst aufgrund mehrerer unzufriedenstellender
Studienergebnisse wurde die Verwendung eines solchen im Jahr 2017 fur nicht-retentive Kavita-
ten und 2019 in die Gebrauchsanweisung mit aufgenommen (Benetti et al., 2019). Aus diesem
Grund bezieht sich die derzeit vorhandene Literatur oftmals auf die Anwendung ohne Adhé&siv.

So existieren bereits einige Veroffentlichungen, welche das Auftreten von Mikroleakage, die
Scherhaftfestigkeit und die marginale Adaption bei Fullungen mit ACTIVA BioACTIVE RESTO-
RATIVE untersuchen. Hier bestatigen sich die unzureichenden Ergebnisse bei der Anwendung
ohne und die gravierenden Unterschiede in der Anwendung mit einem Dentinadh&siv. Tohidkhah
et al. zeigten in ihrer Studie, dass Activa in der Verwendung ohne Adhésiv niedrigere Haftwerte
als konventionelle Komposite sowie modifizierte Glasionomerzemente erzielte. Weiterhin ergab
sich fUr Activa ohne Adhasiv im Vergleich mit den anderen Materialgruppen haufiger das Auftre-
ten von Mikroleakage. Unter Verwendung eines Bondings, erreichte Activa vergleichbar gute Er-
gebnisse wie die Kompositvergleichsgruppe (28,54 MPa Haftfestigkeit) (Tohidkhah et al., 2022).
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Diese Erkenntnisse decken sich mit den Ergebnissen mehrere Studien, welche bei Adhasiv-Ver-
wendung mit Komposit &hnliche Eigenschaften erzielten (Benetti et al., 2019; Owens et al., 2018).
Bereits die Durchfiihrung einer selektiven Phosphorsaure-Schmelzéatzung erzielte eine Verbes-
serung der Haftfestigkeit, jedoch stellte eine Volumenkontraktion von 2,9 % ein weiteres Problem
bei der Verwendung ohne Adhasiv dar, welches nur durch die Atzung nicht ausgeglichen werden
konnte (Benetti et al. 2019). Eine klinische Studie, welche die Versorgung von Klasse |- und
Klasse ll-Kavitaten mit Activa ohne Adhésiv untersuchte, musste aufgrund der jahrlichen Misser-
folgsrate von 24,1 % sogar abgebrochen werden, wobei der haufigste Misserfolgsgrund der Ver-
lust der Restauration war (van Dijken et al., 2019).

Einige andere Autoren untersuchten bereits die Fluoridfreisetzung des Materials. Im Gegensatz
zur Angabe des Herstellers, dass Activa sogar noch bioaktiver wéare als Glasionomerzement,
konnte im Vergleich lediglich eine deutlich geringere Fluoridfreisetzung festgestellt werden
(Garoushi et al., 2018; Porenczuk et al., 2019; Rifai et al., 2022). In allen aufgefiihrten Studien
konnte zudem ein Abfall in der Fluoridfreisetzung nach 24 Stunden gemessen werden, wobei sich
die lonenabgabe auch in den darauffolgenden Tagen nicht mehr erhéhte. Das Argument des
Herstellers beziglich der Selbstaufladung des Materials ist somit in Frage zu stellen. Tiskaya et
al. 2019 bescheinigen Activa ebenso eine lonenfreisetzung, jedoch keine Fahigkeit apatitahnliche
Strukturen zu bilden. Die Autoren kritisieren daher die Verwendung des Bioaktivitatsbegriffs (Tis-
kaya et al., 2019).

Hinsichtlich seiner mechanischen Eigenschaften erzielt Activa in den vorhandenen Studien un-
terschiedliche Ergebnisse. In der Studie von Francois et al. erreichte Activa den 1ISO-Standard
von 80 MPa im Hinblick auf die Biegefestigkeit weder im lichthartenden noch selbsthartenden
Verwendungsmodus (Francois et al., 2021). Hinsichtlich der Bruchzahigkeit (1,1 MPa m1/2) und
der VerschleiBbestandigkeit konnten wiederum zufriedenstellende Werte erzielt werden
(Garoushi et al., 2018).

Insbesondere im Bereich der Biokompatibilitét liegt bisher wenig Literatur vor, die Vorhandene
impliziert jedoch vielversprechende Ergebnisse. In einer Studie, welche humane
Gingivafibroblasten den aus Activa gewonnenen Eluaten aussetzte, bescheinigen die Autoren
dem Material in Bezug auf die Zellviabilitét eine gute Biokompatibilitdt (Roussou et al., 2021). Im
Tierversuch mit Ratten, welchen ein mit Activa gefilltes Polyethylenréhrchen implantiert wurde,
zeigten sich in der histopathologischen und immunhistologischen Untersuchung nur minimale
Entzindungszeichen, ein schneller Entzindungsriickgang, physiologisches Geweberemodelling
sowie eine bessere Heilungstendenz als in den Vergleichsgruppen. Die Studienautoren sprechen
hier von hervorragender Biokompatibilitdt (Abou EIReash et al., 2019). Auch das dem hier getes-
teten Material verwandte ACTIVA Kids BioACTIVE Restorative wies im Versuch mit humanen
pulpalen Stammzellen hinsichtlich Zellviabilitat, Zellmigration, Zellmorphologie und Zellattach-
ment in vitro keine Anzeichen flr Zytotoxizitéat auf und erreichte die héchste Zelldichte und -ver-
teilung im Gruppenvergleich (Lépez-Garcia et al., 2019).

1.4.3 Surefil One

Surefil One wird von seinem Hersteller Dentsply Sirona als selbstadhésives Komposithybrid ein-
geordnet, welches in Kapselform zur Anwendung verfugbar ist. Durch den Verzicht auf Saureéat-
zung der Schmelzoberflache sowie die fehlende Notwendigkeit eines Dentinadhésivs soll eine
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Zeitersparnis und einfachere Verarbeitbarkeit erreicht werden. Der Schlussel hierfir liegt in so-
genannten modifizierten Polyséuren. Das Material ist dualhartend anwendbar, wobei keine spe-
zielle Schichtungsdicke beachtet werden muss, und die Bulk-Anwendung freigegeben ist. Wei-
terhin wird aufgrund der Verwendung eines reaktiven Glasfullers eine Fluoridabgabe verspro-
chen. Laut Hersteller enthalt Surefil One weder Bisphenol A, Bis-GMA noch HEMA (Dentsply
Sirona, 2020).

Aufgrund seiner erst kirzlichen Markteinfiihrung ist die Datenlage zu Surefil One noch gering.
Hinsichtlich der Biokompatibilitat existiert bereits eine Studie, in welcher keine zytotoxischen Ef-
fekte auf Maus-Fibroblasten von Surefil One festgestellt werden konnten und diesem eine gute
Vertraglichkeit zugeschrieben wird (Marigo et al., 2022). Eine erneute Evaluierung der Biokom-
patibilitét erfolgt in der vorliegenden Arbeit nicht.

Die vom Hersteller propagierten selbstadhasiven Eigenschaften konnten bereits in Studien im
Sinne einer hohen Scherhaftfestigkeit aufgezeigt werden (Sadeghyar et al. 2022; Francois et al.
2021). Weiterhin wird Surefil One eine gute VerschleiRfestigkeit, Frakturstabilitaét und marginale
Integritdt zugeschrieben. Letztere lag in einer kirzlich publizierten Studie im Bereich von mit
selbstétzendem Adhasiv verwendeten Kompositen (Frankenberger et al., 2020). Die marginale
Integritét wird auch in dieser Arbeit mithilfe einer Randdichtigkeitspriifung untersucht.

Neben diesen in vitro Studien wurden bereits erste vielversprechende klinische Daten publiziert.
In einer einjahrigen klinischen Studie wurde fur Klasse I-, II- und V-Kavitaten eine jahrliche Miss-
erfolgsquote von lediglich 2 % festgestellt. Auch hierbei wurde Surefil One selbstadhasiv verwen-
det (Rathke et al., 2022).

1.5 Ziel der Untersuchung

Wie in mehreren aktuellen Studien aufgezeigt, stellt Karies trotz des Riuckgangs der letzten Jahre
nach wie vor eine weit verbreitete Infektionskrankheit dar. Die Entwicklungen der letzten Zeit im
Bereich der dentalen Fillungswerkstoffe, insbesondere der Komposite, werden sowohl durch die
Suche nach bioaktiven Materialien sowie nach einem praktikablen Amalgamersatz getrieben. Je-
doch sind bisherige, konventionelle Komposite nicht in der Lage, bei Auftreten von Randundich-
tigkeiten die Entstehung von Sekundarkaries adaquat zu verhindern und ersetzen die Zahnhart-
substanz lediglich. Im Rahmen dieser Arbeit soll analysiert werden, ob die hier untersuchten Res-
taurationsmaterialien Cention Forte (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein), ACTIVA BioAC-
TIVE-RESTORATIVE (Pulpdent, Watertown, Massachusetts, USA) sowie Surefil One (Dentsply
Sirona Deutschland GmbH, Bensheim, Deutschland) eine positive antibakterielle Wirkung erzie-
len und dabei keine zytotoxischen Einflisse aufweisen. Aufgrund der wenig vorhandenen Litera-
tur zu den neuartigen bioaktiven Materialien zeigt sich weiterer Forschungsbedarf. Daher ist es
Ziel dieser Arbeit, grundlegende Untersuchungen hinsichtlich Biokompatibilitat sowie Randdich-
tigkeit anzustellen. Als Vergleichsgruppen dienen ein konventionelles Nano-Hybridkomposit (Ve-
nus Diamond, Kulzer, Hanau, Deutschland), ein ,glass-hybrid“-Glasionomerzement (EQUIA
Forte, GC Europe, Léwen, Belgien) sowie ein herkdmmlicher Glasionomerzement (Ketac Univer-
sal Aplicap, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland).

Die Untersuchungen zur Biokompatibilitat erfolgen mithilfe eines Zellkulturmodells humaner
Gingiva-Fibroblasten (hGF-1). Ob die ausgewahlten Werkstoffe eine apoptoseeinleitende Wir-
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kung auf die Zellen austben, soll mithilfe eines Caspase-Assays Uberprift werden. Die Zellviabi-
litat wird durch Messung des ATP-Gehalts im CellTiter-Assay bestimmt. Zur Untersuchung des
erzeugten oxidativen Stresses wird ein Glutathion-Assay verwendet. Das entziindliche Potential
der Flullungsmaterialien wird sowohl durch die Messung der Prostaglandin E2- als auch der Inter-
leukin-6-Konzentration mithilfe eines EIAs und ELISAs bestimmt.

Um festzustellen, ob eine aktiv hemmende Wirkung auf das Bakterienwachstum vorliegt, wird ein
Agardiffusionstest herangezogen, in welchem die potenzielle antibakterielle Wirkung mit der von
CHX verglichen werden soll.

Zur Uberpriifung der Randdichtigkeit der getesteten Restaurationsmaterialien, wird ein in vitro
Bakterienmodell mit extrahierten Molaren, welche zuvor mit den jeweiligem Fullungsmaterial ver-
sorgt wurden, verwendet. Die angefertigten Klasse Il-Restaurationen wurden fur sieben Tage in
Bakteriensuspensionen eingelegt, anschlieRend mit Crystal Violet angeféarbt und Schnitte durch
die Fillungen angefertigt. Die Eindringtiefe wurde abschlie3end mikroskopisch bestimmt.
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2. Material und Methoden

2.1 Biokompatibilitatsprufungen

2.1.1 Verwendeter Zelltypus und Kulturmedium

Fir die in vitro Zellversuche dieser Arbeit wurden adharente humane Gingiva-Fibroblasten (HGF-
1; Gingival Fibroblast, Human (Homo sapiens), American Type Culture Collection, Bezug Uber
LGC Standards, Wesel, Deutschland) verwendet, welche bei -196 °C in flissigem Stickstoff ge-
lagert wurden. Nach dem Auftauen wurden die Zellen in Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM, Gibco by life technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) kultiviert. Zur Infektionsprophy-
laxe wurde das Medium zuvor mit 100 U/ml Penicillin G und 100 pl/ml Streptomycin (5 ml, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) versetzt. Zudem wurden zur Nahrstofflieferung 50 ml fetales
Kéalberserum (FBS Bovine Serum Superior, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) hinzugefugt.

2.1.2 Vorbereitung der Zellen

Nach Entnahme aus dem Kuhlschrank wurde die Mediumflasche des DMEM im warmen Was-
serbad fur ca. funf Minuten vorgewarmt. Unter einer Reinraumwerkbank (Safe 2020 biologische
Sicherheitswerkbank, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) wurden je 18 ml des
vorgewarmten Mediums in drei neue Zellkulturflaschen (Cellstar Cell Culture Flasks 250 ml, T75,
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) gegeben. Ein GefaR mit ca. 500.000 hGF-1-Zellen
wurden der Stickstoffkiihlung entnommen und im warmen Wasserbad aufgetaut. Anschliel3end
wurden die Zellen fur funf Minuten mit 300 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Allegra X-15R
Centrifuge, Beckman Coulter GmbH, Brea, Kalifornien, USA), sodass sich am Boden des Reak-
tionsgefalRes ein Zellpellet bildete. Da beim Einfrieren der Zellen das zytotoxische Dimethylsul-
foxid (DMSO) als Gefrierschutzmittel zur Vermeidung von Eiskristallbildung hinzugegeben wurde,
wurde der gesamte verbleibende fliissige Uberstand im Reaktionsgefal abgesaugt. Das entstan-
dene Zellpellet wurde mit ca. 3 ml DMEM vollstéandig resuspendiert und dann je 1 ml in die mit
Medium vorbereiteten Kulturflaschen gegeben. Zur vollstandigen Benetzung des Flaschenbo-
dens wurden diese mehrfach per Hand leicht geschwenkt. AnschlieRend wurden die Zellen bei
37 °C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit bis zur gewilinschten Konfluenz von 70-80 % inkubiert
(HERAcell 150i, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

2.1.3 Mediumwechsel

Alle drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel jeder Zellkulturflasche. Hierfiir wurde das bisherige
Medium in den Zellkulturflaschen mit sterilen Glassaugaufsatzen vollstandig abgesaugt und an-
schlieend mithilfe der serologischen Pipette erneut 19 ml vorgewarmtes DMEM hinzugeflgt.
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2.1.4 Passagieren und Zellzahlbestimmung

Zur Uberpriifung des Wachstums und der Konfluenz erfolgte die regelmaRige lichtmikroskopische
Begutachtung der Zellen (Mikroskop Axiovert 40C, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland).
Ab einer Konfluenz von ca. 70-80 % wurden die Zellen entweder verwendet oder gesplittet. Hier-
fir wurde das vorhandene Medium abgesaugt und 5 ml gepufferte Kochsalzlésung (PBS, pH 7,4,
Gibco by life technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) in die Zellkulturflasche hinzu pipettiert.
Durch leichtes Schwenken der Flasche wurde das PBS gleichmaRig verteilt und die Flasche ge-
waschen. Beim erneuten Absaugen des PBS konnten so auch verbliebene Medium-Reste im
Flascheninneren mitentfernt werden.

Nach Absaugen der gesamten Fliissigkeit in der Zellkulturflasche hafteten die Zellen weiterhin
am Flaschenboden an. Um deren Bindung zu lésen, wurden 2 ml einer Trypsin-EDTA-L&sung
(0,25 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in die Kulturflasche pipettiert. Nach der Zugabe
des Trypsins wurde die Flasche leicht geschwenkt, sodass der gesamte Boden gleichmalig be-
netzt wurde. Eine zweiminitige Inkubationszeit erfolgte anschlie3end im Brutschrank (HERAcell
150i, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), da Trypsin sein Wirkoptimum bei 37 °C
besitzt. Ob die Ablosung der Zellen vom Flaschenboden adaquat erfolgt ist, konnte im Anschluss
durch eine lichtmikroskopische Kontrolle festgestellt werden. Zur Uberfilhrung der Zellen und
Neutralisation der Trypsin-EDTA-Wirkung wurden daraufhin 3 ml vorgewadrmtes DMEM in die
Zellkulturflasche pipettiert und anschlieBend die gesamte Fliissigkeit in ein 15 ml-Falcon gege-
ben. Das Falcon wurde fir finf Minuten mit 300 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Allegra X-
15R Centrifuge, Beckman Coulter GmbH, Brea, Kalifornien, USA), wodurch am Boden des Fal-
cons ein Zellpellet entstand. Die Uberstandsfluissigkeit, bestehend aus Trypsin-EDTA und Me-
dium, wurde anschlieBend abgesaugt und das Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert.

Die Menge des Mediums zum Resuspendieren des Zellpellets richtet sich nach dem gewiinsch-
ten Split-Verhéltnis. Dabei galt 1 ml Medium pro Kulturflasche, sodass in jede der mit 18 ml
DMEM gefullten Flaschen 1 ml der Zelllésung hinzugegeben werden konnte. Nach dem Splitten
wurden alle neu beflillten Flaschen wieder bei 37 °C inkubiert.

Zur Verwendung der Zellen fur ein bestimmtes Zellkultur-Assay ist es notwendig, die vom Her-
steller empfohlenen Zellzahl pro Well einzuhalten. Die Zellzahlbestimmung wurde unter Zuhilfe-
nahme eines Cell Counters und der zugehérigen Software (Innovatis Cedex XS, Roche Diagnos-
tics International AG, Rotkreuz, Schweiz) vorgenommen. Hierflr wurde das entstandene Zellpel-
let mit 1 ml frischem Medium resuspendiert. Daraufhin wurden 25 ul Trypanblau (Trypanblau-
Ldsung 0,4 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und 25 pl der erhaltenen Zellldsung in
ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert und vermischt. Der Farbstoff Trypanblau ermdg-
licht bei der Zahlung die Unterscheidung von gesunden zu abgestorbenen Zellen, da nur funkti-
onsunttchtige Zellen diesen in sich aufnehmen (Crowley et al., 2016). Im Anschluss wurden 20 pl
der angefarbten Zellldsung in eine kompatible glaserne Durchflusszelle (Smart Slide, ibidi GmbH,
Gréfelfing, Deutschland) pipettiert und diese ausgelesen. Die erhaltene Zellanzahl wurde an-
schlielRend bis zur erforderten Konzentration mit frischem Medium verdinnt und gemaf den je-
weiligen Plattenschemata ausgesét.
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2.1.5 Herstellung der Eluate

Tabelle 1 gibt Uberblick tiber die in diesem Versuchsteil untersuchten Materialien:

Material Abkirzung | Hersteller Materialklasse
ACTIVA BioAC-
) AB Pulpdent Kunststoffmodifizierter G1Z

TIVE Restorative

) Ivoclar : . .
Cention Forte CF . Bioaktives Alkasit

Vivadent

EQUIA Forte HT EF GC Europe Glas-Hybrid GIZ
Venus Diamond VD Kulzer GmbH Nanohybridkomposit

Zur Herstellung der Eluate wurden aus jedem Testmaterial je acht 1,5 cm breite und circa 2 mm
dicke Plattchen gemaR den nachfolgenden empfohlenen Arbeitsschritten angefertigt, ausgear-
beitet, poliert, in 80 % Ethanol gereinigt und luftgetrocknet. Alle Plattchen wurden in eigens an-

gefertigten Silikonférmchen hergestellt.

ACTIVA BioACTIVE-RESTORATIVE

1. Verwerfen von 2 mm Material

2. Einbringen des Materials in die Silikonform mittels Mixing Tip

3. 3 Minuten selbsthértend stehen lassen

4. AnschlieRend 20 Sekunden lichtgehartet (Wellenlange: 440 — 480 nm, Lichtleis-
tung > 550 mW/cmz?, Bluephase Style)

5. Ausarbeitung mit feinkdrnigem Diamanten

Cention Forte
1. Kapsel aktivieren und fiir 15 Sekunden ritteln (4000 rpm)
2. Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Form einbringen und modellieren
3. Ausharten lassen im Selbsthartungsmodus
4. Ausarbeitung mit feinkdrnigem Diamanten

EQUIA Forte
1. Kapsel aktvieren und fur 10 Sekunden riitteln (4000 rpm)
2. Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Form einbringen und modellieren
3. Ausharten lassen im Selbsthartungsmodus
4. Ausarbeitung mit feinkdrnigem Diamanten

Venus Diamond

1. Applizieren des Fillungsmaterials in maximal 2 mm dicken Inkrementen und Modella-

tion in der Silikonform

2. Lichthartung jedes Inkrements fur 20 Sekunden (Wellenléange: 440 — 480 nm, Lichtleis-

tung > 550 mW/cmz2, Bluephase Style)
Ausarbeitung mit feinkérnigem Diamanten
4. Politur mit Silikonpolierer

w
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Direkt im Anschluss wurden die acht Plattchen in eine Petrischale (Cellstar g 6 cm, Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Deutschland), gefillt mit 8 ml phenolrotfreiem Medium (DMEM, no phenol
red, Gibco by life technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA), fir sieben Tage eingelegt und bei
37 °C und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach einer Woche wurde das Medium mit einer
Spritze (Injekt 10 ml, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland) aufgezogen und mithilfe eines
Membranfilters aus Polyethersulfon (Spritzenvorsatzfilter, 0,2 yM PorengréRe, VWR Internati-
onal, Radnor, Pennsylvania, USA) gereinigt. Die gefilterten Eluate wurden anschlie3end in sterile
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefale in die fiir jeden Versuch bendtigten Volumina aliquotiert. Die
einzelnen Aliquote wurden dann bei -80 °C eingefroren.

2.1.6 Herstellung der Uberstande fir IL-6-ELISA sowie PGE2-EIA

Zur Bestimmung des Interleukin-6-Spiegels und der Prostaglandin E2- Konzentration wurden in
dieser Arbeit ein ELISA- und ein EIA-Test herangezogen. Fir diese mussten bereits im Voraus
Uberstéande der Testmaterialien AB, CF, EF und VD und der Kontrollgruppen (Zellen + Medium)
angefertigt werden. Hierfir wurden die Zellen in drei 12-Well-Platten (Zellkultur Multiwellplatte,
12 Well, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) ausgesat und liber Nacht inkubiert. Am
Folgetag wurden die vorgesehenen Eluate aufgetaut und auf Raumtemperatur gebracht. Das
Medium des Vortags wurde aus allen drei 12-Well-Platten abgesaugt und anschlieRend nach
entsprechendem Pipettierschema entweder 1 ml Eluat des Testmaterials oder 1 ml phenolrot-
freies Medium (DMEM, Gibco by life technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) pro Well hinzuge-
fugt. Aus den Wells, welche daraufhin nur Zellen und Medium enthielten, ergaben sich die Nega-
tivkontrollen. Alle drei Platten wurden im Anschluss erneut bei 37 °C fir 24 Stunden inkubiert.
Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die erhaltenen Uberstande abpipettiert und in vorbe-
reiteten 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgeféflien bei -80 °C eingefroren.

2.1.7 Assays zur Untersuchung der Biokompatibilitat

2.1.7.1 Bestimmung der Anzahl funktionsfahiger Zellen durch einen Cell
Viability Assay

Zur Bestimmung der Anzahl von funktions- und Uberlebensfahigen Zellen nach der Exposition mit
den Testsubstanzen wurde in dieser Arbeit der CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA) herangezogen, welcher auf dem Prinzip der
Messung des ATP-Gehalts beruht. Vorab wurden hierfiir in drei voneinander unabhangigen Ver-
suchen Zellen auf wei3-opake 96er-Well-Platten (Nunc MicroWell 96-Well, Nunclon Delta-Trea-
ted, Flat-Bottom Microplate, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) ausgesat und
Uber Nacht inkubiert (24 Stunden bei 37 °C). Am Folgetag wurde das Medium aus allen belegten
Wells abgesaugt und die zuvor aufgetauten Eluate der Testkdrper konnten zu den Zellen in die
entsprechenden Wells hinzugefiigt werden (100 pl/Well). Als Negativkontrolle dienten Wells, wel-
chen in diesem Schritt keine Eluate, sondern nur 100 yl phenolrot-freies Medium (DMEM, no
phenol red, Gibco by life technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) hinzu pipettiert wurde. Zur
Messung der Hintergrundlumineszenz wurden jeweils drei Blank-Wells pro Platte angelegt, die
keine Zellen enthielten und zu denen in diesem Schritt ebenfalls 100 pl phenolrotfreies Medium
hinzugefligt wurde. Im Anschluss erfolgte eine erneute 24-stiindige Inkubationszeit (37 °C) der
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Platten. Am zweiten Versuchstag wurden Verdinnungen zum Erhalt einer ATP-Standard-Kurve
hergestellt, welche bekannte ATP-Konzentrationen enthielten. Hierfur wurden 27,6 mg ATP-Di-
natrium Salz (Adenosine-5"-triphosphate disodium salt hydrate, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mis-
souri, USA) in 5 ml phenolrotfreiem Medium geldst. 1 pl dieser 10 mM-Stammldsung, geldst in
1 ml phenolrotfreiem Medium, ergab nun die erste 10 uM-Verdiinnung. Von dieser ausgehend
wurden drei weitere zehnfach Verdinnungen vorgenommen (1 yM, 100 nM und 10 nM). Nach-
dem auch diese aufgetragen wurden und die Platten Raumtemperatur erreicht haben, wurden
100 ul eines zuvor hergestellten CellTiter-Glo Reagent in jedes belegte Well pipettiert und fir
zwei Minuten sanft gerittelt (MS1 Minishaker, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutsch-
land).

Zehn Minuten nach Zugabe des CellTiter-Glo Reagents und Inkubation bei Raumtemperatur wur-
den die Lumineszenzsignale der Platten gemessen (0,3 Sekunden Integrationszeit, GloMax Na-
vigator System, Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA).

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington,
USA). Hierbei musste zunéchst der Mittelwert der Hintergrundlumineszenz jeder Platte von den
erhaltenen Werten subtrahiert werden. Durch graphisches Auftragen der Standardkurve konnte
eine Linearfunktion abgeleitet werden. Anhand dieser ist es mdglich, nach Umstellung der Glei-
chung mithilfe des gemessenen Lumineszenzwerts auch die ATP-Konzentrationen der restlichen
Wells zu berechnen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS (SPSS Statistics, IBM Deutschland
GmbH, Ehningen, Deutschland). Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde allen Versuchs-
gruppen mit Hilfe eines Shapiro-Wilk-Tests eine Normalverteilung bestétigt. Der Test auf Vari-
anzhomogenitét erfolgte mittels Levene-Tests. Als Testverfahren zur Prifung der Gleichheit der
Mittelwerte wurde eine Welch-ANOVA und als Post-Hoc-Test aufgrund ungleicher Varianzen an-
schlieRend der Dunnett-T3-Test durchgefihrt.

2.1.7.2 Quantitative Beschreibung der Zellapoptose mithilfe eines Caspase-
Assays

Ziel dieser Untersuchung war es, die durch die Materialeluate eingeleitete Zellapoptose zu be-
stimmen, wofiir das Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA)
herangezogen wurde. Zu Beginn des Versuchs wurden am Vortag bereits humane
Gingivafibroblasten in die Wells weil3-opaker 96er-Well-Platten (zwei Platten pro Versuch, Nunc
MicroWell 96-Well, Nunclon Delta-Treated, Flat-Bottom Microplate, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) ausgesat und Uber Nacht inkubiert (24 Stunden). In die vorgesehenen
Blanko-Wells zur Bestimmung der Hintergrundlumineszenz wurden keine Zellen ausgesat. Am
Versuchstag wurden zunachst 5 pl einer 1 mM Staurosporin-Lésung (Staurosporine, Protein
kinase inhibitor, Abcam, Cambridge, Vereintes Koénigreich) in 1 ml phenolrotfreiem Medium
(DMEM, no phenol red, Gibco by life technologies, Carlsbad, Kalifornien) verdiinnt. Aufgrund der
vielfach in der Fachliteratur nachgewiesen apoptotischen Wirkung diente die erhaltene Stau-
rosporin-Verdinnung als Positivkontrolle. Im néchsten Schritt wurde das vorhandene Medium
aus allen Wells abgesaugt und 100 pl der Werkstoffeluate und 100 pl der Staurosporin-Lésung
den vorgesehenen Wells hinzu pipettiert. Auf jeder Platte dienten Wells, welche nur Zellen und
Medium enthielten, als Negativkontrolle, sodass in diese und in die Blanko-Wells jeweils noch
100 pl phenolrotfreies Medium pipettiert wurde. Anschlielend wurden alle Platten fur 4,5 Stunden
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inkubiert (37 °C). Daraufhin wurden 100 pl eines zuvor hergestellten Caspase-Glo 3/7 Reagent
(enthalt nun das Caspase-Glo 3/7 Substrate), jedem belegtem Well hinzugefiigt. Nach kurzem
Rutteln (MS1 Minishaker, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) der Platten er-
folgte eine erneute 30-minttige Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Abschlie3end wurde das
Lumineszenzsignal aller Platten im Plattenlesegerét (0,3 Sekunden Integrationszeit, GloMax Na-
vigator System, Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA) gemessen.

Die Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA). Hierbei
mussten die erhaltenen Werte zur Hintergrundlumineszenz zunachst von den verbleibenden
Messwerten subtrahiert werden. Die bereinigten Lumineszenzwerte wurden anschlie3end gra-
phisch aufgetragen.

Fur die statistische Auswertung wurde die Software SPSS (SPSS Statistics, IBM Deutschland
GmbH, Ehningen, Deutschland) verwendet. Der Shapiro-Wilk-Test zeigte fiir alle Gruppen eine
Normalverteilung. Weiterhin wurden ein Levene-Test und eine Welch-ANOVA durchgefihrt. We-
gen fehlender Gleichheit der Mittelwerte und fehlender Varianzhomogenitéat wurde als Post-Hoc-
Test der Dunnett-T3-Test durchgefihrt.

2.1.7.3 Bestimmung des oxidativen Zellstresses mithilfe eines Glutathion-
Assays

Um herauszufinden, ob die getesteten Fillungswerkstoffe ein erhdhtes Level an oxidativem
Stress auf die Zellen ausiben, wurde ein Glutathion-Assay (GSH/GSSG-Glo Assay, Promega
Corporation, Madison, Wisconsin, USA) verwendet.

Zur Assay-Durchfiihrung wurden am Vortag des Versuchs Zellen in weil3-opake 96er-Well Platten
(je 2 Platten pro Versuch, Nunc MicroWell 96-Well, Nunclon Delta-Treated, Flat-Bottom
Microplate, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) ausgeséat und fiir 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Am ersten Versuchstag wurde das vorhandene Medium auf allen Platten
abgesaugt und anschlieRend 100 ul der aufgetauten Eluate und 100 pl phenolrotfreies Medium
in die daflir vorherbestimmten Wells pipettiert. Die Wells, welche nur Zellen und Medium enthiel-
ten, dienten erneut als Negativkontrolle. Es folgte eine 24-stiindige Inkubationszeit (37 °C). An
Versuchstag zwei fand zunéchst die Herstellung von acht Losungen zum Erhalt einer Glutathion-
Standardkurve (SC1-SC8) statt. Hierfur wurden 6,4 pl einer 5 mM-GSH-LAsung in 93,6 pl Aqua
ad iniectabilia (Deltamedica GmbH, Reutlingen, Deutschland) in einem 1,5 ml-Eppendorf-Reak-
tionsgefald verdinnt (=SC1). 50 ul dieser Stammlésung wurden nun erneut mit 50 pl Aqua ad
iniectabilia in einem neuen GefaR verdinnt (=SC2). Aquivalent wurde diese 1:2 Verdinnungs-
reihe bis zum Erhalt der achten Lésung fortgefuihrt und die flr den Versuch benétigten Reagents
nach Herstellerangaben vorbereitet. Daraufhin wurden je 5 pl jeder hergestellten GSH-Verdin-
nung in die vorhergesehen Wells pipettiert, welchen zuvor jeweils 50 pl des Total Glutathione
Lysis Reagents hinzugefiigt wurde. Die Testflissigkeiten der vom Vortag belegten Wells wurden
abgesaugt und in diese gemalf’ dem festgelegten Schema entweder je 50 pl Oxidized Glutathione
Lysis Reagent oder 50 ul des Total Glutathione Lysis Reagent pipettiert, was die Lyse der Zellen
zur Folge hatte. Die Platten wurden daraufhin jeweils fur finf Minuten geruttelt (MS1 Minishaker,
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland). Im Anschluss wurden 100 pl des Luciferin
Generation Reagent, welches nun das Enzym der Glutathion-S-Transferase enthielt, in jedes be-
legte Well pipettiert und die Platten fiir 30 Sekunden erneut sanft gerittelt. Dann wurden die mit
einem Deckel verschlossenen Platten fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
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Anschlief3end wurden je 100 pl des Luciferin Detection Reagent mit der enthaltenen UltraGlo rLu-
ciferase in alle Wells pipettiert, fir 30 Sekunden geruttelt und noch einmal fir 15 Minuten bei
Zimmertemperatur Licht geschitzt inkubiert. Das durch die Reaktion entstehende Licht konnte
mit dem Luminometer (GloMax Navigator System, Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA) gemessen werden.

Die Ergebnisauswertung erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA).
Durch das graphische Auftragen der gemessenen Lumineszenzwerte der Verdinnungsreihe zu
deren bekannten Konzentrationen erhielt man eine lineare Funktion fiir das Gesamtglutathion.
Indem die Skalierung der x-Achse, an welcher die Konzentrationen aufgetragen waren, durch
zwei geteilt wurde, erhielt man eine zweite Funktion, welche dann zur Berechnung des oxidierten
Glutathions diente (zwei Molekiile GSH erzeugen ein GSSG-Disulfid). Durch die Umstellung der
Funktionsgleichungen konnten daraufhin die GSSG-Konzentrationen und das Gesamtglutathion
fur die Testkdrper und die Negativkontrolle berechnet werden. Um den Wert der GSH-Konzent-
rationen zu bestimmen, mussten jeweils die Werte des oxidierten Glutathions mit zwei multipliziert
und anschlieBend vom Gesamtglutathion abgezogen werden. Fiur die Berechnung des
GSH/GSSG-Verhéltnisses musste fur jeden Werkstoff der berechnete GSH-Wert durch den ge-
messenen GSSG-Wert dividiert werden.

Fir die statistische Auswertung wurde die Software SPSS (SPSS Statistics, IBM Deutschland
GmbH, Ehningen, Deutschland) verwendet. Im Shapiro-Wilk-Test konnte aul3er fiir das Material
EF eine Normalverteilung bestimmt werden. Uberdies wurden ein Levene-Test und anschlieRend
eine Welch-ANOVA durchgefihrt. Hierbei wurde ein Unterschied in den Varianzen festgestellt.
Als Post-Hoc-Test wurde der Dunnett-T3-Test herangezogen.

2.1.7.4 Bestimmung der Prostaglandin E2-Konzentration mittels EIA

Zur Bestimmung des Prostaglandin Ez-Spiegels, welcher als Indikator fir Entzindungsreaktionen
im Korper dient, wurde ein PGE: high sensitivity EIA (Enzo Life Sciences by Enzo Biochem, Far-
mingdale, New York, USA) verwendet. Zur Versuchsdurchfilhrung mussten vorab Uberstande
der jeweiligen Werkstoffe sowie der Negativkontrollen (Zellen + Medium) hergestellt werden
(siehe Punkt 2.1.6). Am ersten Versuchstag wurde zundchst eine Verdinnungsreihe einer
50.000 pg/ml PGE2-Standard-Losung hergestellt. Hierfur wurden 20 pl der aufgetauten Standard-
[6sung mit 980 pl phenolrotfreiem Medium (DMEM, no phenol red, Gibco by life technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USAF) in einem 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal verdiinnt und griindlich
gevortext (Denley VirboMix, Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts, USA). In
sieben weitere Gefal3e wurden je 500 pl phenolrot-freies Medium pipettiert. Nun wurden 500 pl
des Inhalts der ersten Lésung zu den 500 pl Medium im zweiten Gefal zupipettiert und erneut
grundlich gevortext. Aquivalent erfolgte die fortlaufende Verdiinnung bis zum Erhalt von acht L6-
sungen, welche nun bekannte PGE2-Konzentrationen enthielten: 1000, 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,63, sowie 7,81 pg/ml (=Standards 1-8). Da es sich bei dem verwendeten Kit um ein
hochsensitives EIA handelt, wurden nach Auftauen der Uberstande je 50 pl sowohl der Eluat-
Uberstande als auch der Kontrollgruppen mit 200 pl phenolrotfreiem Medium verdiinnt (1:5 Ver-
dunnung). Anschlieend wurden 100 ul phenolrotfreies Kulturmedium in die NSB- (=nicht-spezi-
fische Bindung) und Bo- (=maximale Bindung) Wells pipettiert. Im nachsten Schritt wurden je
100 ul der vorbereiteten Standards und 100 pl der verdiinnten Uberstande in die dafiir vorherge-
sehenen Wells sowie 50 ul Assay-Buffer in die NSB-Wells pipettiert. 50 ul des aufgetauten Kon-
jugats wurden anschliel3end in alle belegten Wells (aufRer in die Total-Activity- und Blanko-Wells)



2 Material und Methoden 25

pipettiert. Daraufhin wurden 50 ul der gelben Antikérperlésung in alle belegten Wells (auf3er in
Total-Activity-, NSB-, und Blanko-Wells) hinzugefugt. Die Platte wurde mit den beigelegten Kle-
bestreifen verschlossen und bei 4 °C tber Nacht (18-24 Stunden) inkubiert. Am zweiten Ver-
suchstag wurde der gesamte Platteninhalt geleert und die Wells mithilfe des hergestellten Wasch-
puffers dreimal gewaschen (in jedem Waschdurchlauf 400 pl pro Well), um ungebundenes Kon-
jugat und Antikdrper zu entfernen. Durch Klopfen der Platte auf ein Zellstofftuch wurde die voll-
standige Entfernung des Waschpuffers erreicht. Nach Abschluss des Waschvorgangs wurden je
5 pl Konjugat in die Total-Activity-Wells hinzugefugt. Anschliel3end wurden 200 ul der pNpp-Sub-
strate-Ldsung in alle Wells pipettiert und die mit einem frischen Klebestreifen verschlossene
Platte erneut fir eine Stunde inkubiert (37 °C). Sobald die Inkubationszeit abgeschlossen war,
wurden 50 pl einer Trinatriumphosphat-Stopp-L&sung in jedes Well pipettiert, wodurch die Far-
bentwicklung angehalten wurde. Nach der Zugabe erfolgte die sofortige Messung der optischen
Dichte im Plattenlesegerat (405 nm, Varioskan, Thermo Electron Corporation, Waltham, Massa-
chusetts, USA).

Die Ergebnisauswertung erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA).
Nachdem die Mittelwerte aller Proben, Kontrollen und Standards gebildet worden waren, wurde
der Mittelwert der NSB-Wells von diesen subtrahiert. Mit der somit erhalten durchschnittlichen
optischen Dichte wurde der Anteil am Wert der maximalen Bindung (Bo) prozentual fur alle Stan-
dards und Proben bestimmt. Dieser Anteil wurde fiir die Standards gegen deren Konzentration
graphisch aufgetragen, wodurch sich eine logarithmische Funktion ermitteln lief3. Durch Interpo-
lation konnten nun auch unter Beriicksichtigung des Verdinnungsfaktors die PGE2-Konzentrati-
onen fur die Proben und Kontrollen bestimmt werden.

Die Software SPSS (SPSS Statistics, IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland) wurde
zur statistischen Auswertung herangezogen. Ein Shapiro-Wilk-Test bestétigte die Normalvertei-
lung in allen Versuchsgruppen. Mittels Levene-Tests konnte Varianzhomogenitét festgestellt wer-
den. Im Anschluss wurde eine ANOVA sowie ein Tukey-HSD- und Bonferroni-Post-Hoc-Test
durchgefihrt. Der Bonferroni-Test hat aufgrund der hier eher geringen Menge an Vergleichspaa-
ren eine groRere Teststarke. Dennoch konnten in beiden Tests signifikante Unterschiede zur Ne-
gativkontrolle fur die gleichen Vergleichspaare ermittelt werden.

2.1.7.5 Immunassay zur quantitativen Bestimmung der Interleukin-6-
Konzentration

Fur die Bestimmung der Konzentration von Interleukin-6 wurde ein Sandwich-ELISA (Quantikine
ELISA: Human IL-6 Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) herangezogen.
Zur Assay-Durchfiihrung wurden vorab Uberstande der getesteten Filllungswerkstoffe und Kon-
trollen, wie unter 2.1.6 beschrieben, hergestellt. Am Versuchstag wurde zunachst eine Verdin-
nungsreihe einer humanen IL-6-haltigen Standard-L6sung vorbereitet. Hierfir wurden sechs
1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefale der Reihe nach durchnummeriert. AnschlieRend wurden
667 pl der Calibrator-RD5T-Losung und 333 pl der IL-6-Standard-Lésung in das erste Gefal3 pi-
pettiert. Die restlichen finf wurden mit 500 pl der Calibrator-RD5T-L6sung befillt. Weiter wurden
500 pl aus dem ersten in das zweite Gefal transferiert und dort mit der Calibrator-RD5T-L6sung
sorgfaltig vermengt. Fur die weiteren Verdiinnungen wurde dies fortlaufend durchgefihrt. Die un-
verdiinnte Standardldsung diente in diesem Versuch als héchste Referenz mit 300 pg/ml (High-
Standard), wohingegen die reine Calibrator-RD5T-L6sung (0 pg/ml; Zero-Standard) als niedrigste
Referenz verwendet wurde. Nach Herstellung dieser Verdiinnungsreihe wurden je 100 ul der
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RD1W-Assay-LOsung in alle verwendeten Wells pipettiert. Im nachsten Schritt wurden 100 pl der
Standard-Lésungen (inklusive High- und Zero-Standard) sowie der aufgetauten Ubersténde aller
Kontrollgruppen und Werkstoffeluate in die entsprechenden Wells hinzugefiigt. AnschlieRend
folgte eine zweistiindige Inkubationszeit der verschlossenen Platte bei Raumtemperatur. An-
schlieRen wurde der Inhalt der Platte geleert und mit einem Waschpuffer viermal gewaschen (je
400 pl Wasch-L6sung pro Well). Hierdurch wird die Entfernung aller nicht durch einen Antikdrper
gebundenen Substanzen erreicht. Nach Abschluss dieses Vorgangs wurde die verbleibende
Waschpufferldsung durch Ausklopfen auf ein Zellstofftuch entfernt. Nun wurden 200 ul der Kon-
jugat-Losung in jedes Well pipettiert, die Platte erneut verschlossen und zwei Stunden bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach erfolgter Inkubationszeit wurde der beschriebene Waschvorgang
abermals wiederholt (vier Waschvorgange), wodurch die ungebundenen Antikérper entfernt wer-
den. Als Nachstes wurden 200 ul einer kurz zuvor hergestellten Substrat-Losung in jedes Well
pipettiert und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Abschlie3end fuhrt das
Hinzufligen von je 50 pl einer Stopplésung in jedes Well zur Beendigung der Farbreaktion und zu
einem Farbumschlag von blau nach gelb. Nach der Zugabe dieser erfolgte die sofortige Messung
der optischen Dichte jedes Wells im Plattenlesegerat (450 nm, Varioskan, Thermo Electron Cor-
poration, Waltham, Massachusetts, USA).

Die Ergebnisauswertung erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA).
Zur Auswertung wurde zunéchst der Mittelwert des Zero-Standards (=Blindwert) von allen ande-
ren Messwerten subtrahiert. Nach dieser Bereinigung wurden die Mittelwerte der optischen
Dichte der Standards gegen deren Konzentration aufgetragen. Mithilfe der dadurch erhaltenen
linearen Funktionsgleichung konnten nach Umstellung nun die IL-6-Konzentrationen fiir die Kon-
trollgruppen und die getesteten Werkstoffe berechnet werden.

Die statistischen Tests wurden mit Hilfe der Software SPSS (SPSS Statistics, IBM Deutschland
GmbH, Ehningen, Deutschland) durchgefiihrt. Auf Normalverteilung wurde mittels Shapiro-Wilk-
Tests geprift, welche fir alle Materialen gegeben ist. Im Levene-Test konnte keine Varianzho-
mogenitat berechnet werden. Folgend wurde eine Welch-ANOVA (keine Gleichheit der Mittel-
werte) sowie ein Dunnett-T3-Test durchgefihrt.

2.2 Mikrobiologische Untersuchungen

2.2.1 Verwendete Mikroorganismen

Als klassische Vertreter der oralen Flora wurden folgende Spezies fir die Untersuchungen ver-
wendet, Tab. 2:

Bakterium Gram-Farbung | Morphologie | Stoffwechsel DSM
Streptococcus mutans grampositiv Kokken fakultativ anaerob = 20523
Streptococcus oralis grampositiv Kokken fakultativ anaerob = 20627
Streptococcus sanguinis grampositiv Kokken fakultativ anaerob = 20068
Actinomyces naeslundii grampositiv Stabchen fakultativanaerob = 17233
Lactobacillus paracasei grampositiv Stabchen fakultativ anaerob | 4905

Fusobacterium nucleatum | gramnegativ Stabchen obligat anaerob 19507
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Zudem wurde im Agardiffusionsversuch der Hefepilz Candida albicans (MYA-273) verwendet.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden zwei weitere Materialien zu den Testgruppen hinzugefigt.
Insgesamt wurden folgende Fillungsmaterialien im Rahmen der mikrobiologischen Betrachtun-
gen untersucht, Tab. 3:

Kirzel | Material Hersteller Materialklasse

VD Venus Diamond Kulzer GmbH Nanohybridkomposit

KU Ketac Universal 3M Glz

EF Equia Forte GC Europe Glas-Hybrid G1Z

CF Cention Forte Ivoclar Vivadent | Bioaktives Alkasit

AB Activa BioactiveRestorative | Pulpdent Kunststoffmodifzierter GI1Z

SO Surefil One Dentsply Selbstadhasives Komposithybrid

2.2.2 Agardiffusionstest zur Bestimmung einer potenziellen mikrobiellen
Wachstumshemmung

Um herauszufinden, ob die getesteten Materialien eine aktive antimikrobielle Wirkung besitzen,
wurde ein Agardiffusionstest durchgefiihrt. Als Indikator wird hierbei die Wachstumshemmung
der Bakterien herangezogen. Fur diesen Versuch wurden sieben Tage vor Versuchsbeginn zehn
Plattchen (ca. 6 mm x 2 mm) eines jeden Testmaterials gemal den Herstellerangaben (siehe
Anhang A.c.) hergestellt. Nach der Herstellung wurden diese abgedampft und in 70 %-Isopropa-
nol desinfiziert. Anschlie3end wurden die Plattchen mit 2,5 ml destilliertem Wasser in 3,5 ml-Pet-
rischalen (Petrischale, PS, 35/10 MM, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) fir eine Wo-
che bei 37 °C, 5% CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Weiterhin wurden Monospezies
Kulturen der Bakterien S. mutans, L. paracasei, A. naeslundii und F. nucleatum sowie vom Pilz
C. albicans als typische Vertreter der humanen Mundflora angelegt. Hierfuir wurden tiefgefrorene
Bakterienstamme, welche zuvor bei -196 °C in flissigem Stickstoff gelagert wurden, aufgetaut.
Diese wurden dann auf Agarplatten (BD BBL Stacker Plates, Schaedler Agar with Vitamin K1 and
5 % Sheep Blood, Becton, Dickinson and Company, Sparks, Maryland, USA) mit Impfésen (Hard
Loop 10 pl sterile, VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA) im Verdiinnungsausstrich an-
gezulchtet. Alle zwei Tage wurden die Bakterien auf frische Agarplatten Uberimpft. Die Inkubation
erfolgte bei 37 °C, 5,7 % CO:2 und 65 % Luftfeuchtigkeit. Um ein anaerobes Milieu fir F. nuclea-
tum zu schaffen, wurde im Rahmen des Uberimpfens alle zwei Tage ein Gas-Pack (BD GasPak
EZ, Anaerobe Container System, Becton, Dickinson and Company, Sparks, Maryland, USA) aus-
getauscht und die Inkubation im luftdichten Behalter fortgefuhrt.
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Am Versuchstag wurden die Eluate der Plattchen zunéchst einzeln in eine 12-Well-Platte (Zell-
kultur Multiwellplatte, 12 Well, Greiner Bio-One, Kremsmiuinster, Osterreich) mithilfe eines Mem-
branfilters (Spritzenvorsatzfilter, 0,2 ym PorengréfRe, VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA) sterifiltriert. Als Positivkontrolle dienten eine Chlorhexidin-Digluconat-L6sung (Chlorhexa-
med FORTE alkoholfrei 0,2 % Mundspullésung, GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH
& Co. KG, Minchen, Deutschland) sowie reines PBS (PBS, pH 7.4, Gibco by life technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USA) als Negativkontrolle. Diese wurden ebenfalls in je ein Well pipettiert.
Jede Bakterienspezies und C. albicans wurden mit einer Impfose von der Agarplatte in 1 ml PBS
(PBS, pH 7.4, Gibco by life technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) in einem 15er-Falcon geldst
und anschlieBend ermeut 9 ml PBS hinzugefligt. So ergaben sich 10 ml Bakteriensuspension pro
Spezies.

Weiter wurden je funf neue Agarplatten pro Bakterium und Candida nach dem folgenden Schema
am Plattenboden mit den Materialien und Kontrollgruppen beschriftet und so in acht Sektionen
unterteilt.

Abb.1: Schema fur die Agarplatten-Beschriftung am Beispiel von S. mutans

Nun wurden die erhaltenen Bakteriensuspensionen mit Hilfe von Wattestédbchen (Wattestabchen-
steril, NOBAMED Paul Danz AG, Wetter/Ruhr, Deutschland) auf die Agarplatten tiber den ge-
samten Plattenbereich ausgestrichen. Pro Sektion auf der Platte wurde nun ein Filterpapierplatt-
chen (Whatman Grade AA Discs 6 mm, GE Healthcare Life Sciences/ Cytiva, Marlborough, Mas-
sachusetts, USA) mit einer sterilen Pinzette in das jeweilige Materialeluat eingetaucht und auf
das beschriftete Feld platziert. Gleiches erfolgte fiir die Kontrollgruppen mit CHX und PBS. Im
Anschluss wurden alle Platten bei 37 °C, 5,7 % CO:z und 65 % Luftfeuchtigkeit inkubiert, wobei
fur die Inkubation der Platten mit F. nucleatum erneut Gas-Packs verwendet wurden. Eine Kon-
trolle des Versuchs erfolgte nach 24 Stunden sowie eine Messung der entstandenen Hemmhofe
nach 48 Stunden. Das Ergebnis wurde fotografisch dokumentiert und ausgewertet. Die entspre-
chenden Abbildungen kdnnen dem Anhang B enthommen werden.
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2.3 Untersuchung der Fullungsranddichtigkeit an direkten
Klasse lI-Restaurationen humaner Molaren

Ziel dieser Untersuchung war es, die Bakterienpenetration am Fllungsrand der untersuchten
Materialien bei nattrlichen Zahnen zu erforschen. Die Verwendung humaner Molaren wurde
vorab durch ein Votum der Ethikkommission der LMU Minchen genehmigt (siehe Ethikvotum
Anhang C). Zun&chst wurden 48 extrahierte Molaren von organischen Resten manuell gesaubert
und pro Zahn eine okklusal-mesiale und eine okklusal-distale Kavitat, welche bis ins Dentin
reichte, prapariert. Bis zum jeweiligen Versuchsdurchlauf erfolgte die Lagerung der Zahne in des-
tilliertem Wasser.

Weiterhin wurden sieben Tage vor Versuchsbeginn Monospezieskulturen von S. mutans, S. san-
guinis, A. naeslundii, S. oralis und L. paracasei auf Agar-Platten (BD BBL Stacker Plates, Scha-
edler Agar with Vitamin K1 and 5 % Sheep Blood, Becton, Dickinson and Company, Sparks, Ma-
ryland, USA) analog zur Vorgehensweise im Agardiffusionstest angeziichtet.

Am Tag vor Versuchsbeginn erfolgte die Herstellung von zweimal 300 ml BHI-Bakteriennahrme-
dium (BACTO Brain Heart Infusion 500 g, Becton, Dickinson and Company, Sparks, Maryland,
USA) in sterilen 500 ml-Flaschen. Die genaue Herstellungsweise kann dem Anhang A.b. entnom-
men werden. Das hergestellte Medium wurde gemeinsam mit zwolf einzeln in Alufolie (Alumini-
umfolie ROTILABO, 12 um, 295 mm, 150 m, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
verpackten Zahnen im Dampfautoklaven (VARIOKLAV Dampfsterilisator, HP Labortechnik
GmbH, Oberschlei3heim, Deutschland) sterilisiert (121 °C fur 20 min).

Am Versuchstag wurden pro Testmaterial je zwei Zédhne unter moglichst sterilen Arbeitsbedin-
gungen geflllt. Das Anfertigen der Flllungen erfolgte nach den folgenden Arbeitsschritten, wel-
che von den Herstellern so empfohlen werden:

ACTIVA BioACTIVE-RESTORATIVE

1. Durchfuhren einer selektiven Schmelzatzung fir 15 Sekunden (Total Etch 37 %, Ivoclar
Vivadent GmbH, Schaan, Liechtenstein)

2. Absprihen und sanftes Trocknen der praparierten Zahnoberflache mit dem Luft-Was-
ser-Puster

3. Auftragen und Einmassieren eines Dentinadhasivs (3M Scotchbond Universal Adhe-
sive, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland), leichtes Verpusten sowie Lichth&r-
tung fur 15 Sekunden

4. Einbringen von maximal 4 mm dicke Schichten ACTIVA BioACTIVE-RESTORATIVE in
die Kavitéat

5. Jede Schicht 20 Sekunden lichtharten

Cention Forte

1. Absprihen und sanftes Trocknen der praparierten Zahnoberflache mit dem Luft-Was-
ser-Puster

2. Cention Primer im lichtgeschiitzten GefaR fiir 5 Sekunden mischen und mit den enthal-
tenen Microbrushes in die Kavitat einbringen, 10 Sekunden einmassieren und anschlie-
Rend sanft verpusten

3. Kapsel aktivieren und fiir 15 Sekunden ritteln (4000 rpm)

Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Kavitat einbringen und modellieren

5. Lichthartung fur 20 Sekunden

e
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EQUIA Forte
1. Absprihen und sanftes Trocknen der préparierten Zahnoberflache mit dem Luft-Was-
ser-Puster

2. Kapsel aktivieren und fiir 10 Sekunden riitteln (4000 rpm)
3. Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Kavitét einbringen und modellieren (nicht
gehartet, da kein Coating aufgetragen wurde)

Ketac Universal Aplicap

1. Absprihen und sanftes Trocknen der praparierten Zahnoberflache mit dem Luft-Was-
ser-Puster

2. Kapsel aktivieren und fur 10 Sekunden ritteln

3. Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Kavitat einbringen und modellieren

Surefil One

1. Absprihen und sanftes Trocknen der praparierten Zahnoberflache mit dem Luft-Was-
ser-Puster

2. Kapsel aktivieren und fiir 10 Sekunden riitteln (4.200-5.000 rpm)

3. Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Kavitat einbringen und modellieren (nicht
mehr gehartet, da keine sofortige Bearbeitung)

Venus Diamond

1. Durchfuhren einer selektiven Schmelzatzung fur 15 Sekunden (Total Etch 37 %, Ivoclar
Vivadent GmbH, Schaan, Liechtenstein)

2. Absprihen und sanftes Trocknen der préaparierten Zahnoberflache mit dem Luft-Was-
ser-Puster

3. Auftragen und Einmassieren eines Dentinadhasivs (3M Scotchbond Universal Adhe-
sive, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland), leichtes Verpusten sowie Lichthar-
tung fur 15 Sekunden

4. Applizieren des Fillungsmaterials in maximal 2 mm dicken Inkrementen und Modella-
tion

5. Lichthartung jedes Inkrements fur 20 Sekunden (Wellenléange: 440 — 480 nm; Lichtleis-
tung > 550 mW/cmz?, Bluephase Style)

Nach dem Aushérten der Materialien wurde die Oberflache des jeweiligen Zahnes mit einem
handelstuiblichen Nagellack (Trend it up nail polish, dm-Drogeriemarkt, Karlsruhe, Deutschland)
Uberzogen, waobei ein Abstand von 1 mm in alle Richtungen um die Fillungen ausgespart wurde.
Weiterhin erfolgte am Versuchstag das Uberimpfen der angeziichteten Bakterienstiamme von der
Agar-Platte in ein BHI-Flissigmedium. Hierfir wurden finf 50er-Falcons mit der jeweiligen Bak-
terienart beschriftet und 20 ml Medium hineinpipettiert. Anschliel3end wurde je eine Kolonie mit
der Impfése von der Agarplatte aufgenommen und durch Drehbewegungen und Vortexen (Denley
VirboMix, Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts, USA) im Medium resuspen-
diert. Die Bakteriensuspensionen wurden dann iber Nacht inkubiert (37 °C, 5,7 % COzund 65 %
Luftfeuchtigkeit).

Nach 24 Stunden erfolgte das Einlegen der gefiiliten Z&hne in die Bakteriensuspension. Hierflr
wurden zunachst die funf Gber Nacht angesetzten Monospeziessuspensionen mit je 20 ml fri-
schem BHI-Medium verdiinnt und dann in einer sterilen 500 ml-Flasche zu einer Multispeziessus-
pension zusammengefihrt. AnschlieRend fand die Beschriftung von zwolf 50er-Falcons mit dem
jeweiligen Testmaterial und dem Versuchsdurchlauf statt. In jedes Falcon wurden nun 15 ml der



2 Material und Methoden 31

erhaltenen Bakteriensuspension pipettiert und der Zahn mit dem entsprechenden Fillungsmate-
rial hinzugefigt. Die Z&hne wurden fiir sieben Tage bei 37 °C, 5,7 % COz und 65 % Luftfeuchtig-
keit inkubiert. Alle 48 Stunden wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, wobei 7,5 ml in jedem
Falcon zunéchst abpipettiert und anschlieRend erneut 7,5 ml frisches Medium zugegeben wur-
den.

Nach einer Woche endete die Inkubationszeit der Zahne in der Bakteriensuspension. Zum wei-
teren Vorgehen wurden nun vier 12 Well-Platten (Zellkultur Multiwellplatte, 12 Well, Greiner Bio-
One, Kremsmiinster, Osterreich) nach folgendem Schema befiillt, wobei jedes Well 4 ml der je-
weiligen Flussigkeit enthielt:
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Abb. 2: Pipettierschema der 12-Well Platte im Rahmen der Farbung

Die Zahne wurden nacheinander mit einer sterilen Pinzette aus der Bakteriensuspension enthom-
men und zunéchst in PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die vorsichtige mechanische Ent-
fernung des Nagellacks mithilfe einer zahnéarztlichen Kirette. Nachdem dieser komplett entfernt
wurde, wurde der Zahn fur je 30 Sekunden in Crystal Violet (1 % in destilliertem Wasser) ange-
farbt und danach mit destilliertem Wasser gewaschen. Hierauf schloss sich eine Trocknungs-
dauer auf einem sterilen Zellstofftuch (WypAll X70 Reinigungsticher, KIMBERLY -CLARK PRO-
FESSIONAL, Koblenz/Rheinhafen, Deutschland) an.

Nach Trocknung der Zahne erfolgte das Einbetten der angefarbten Zahne in durchsichtigem
Kunststoff (Technovit 4004, Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland). Sobald dieser auspolymerisiert
war, konnten pro Zahn zwei Schnitte mit einer Sage (Vari Cut VC-50, Leco Corporation, Michigan,
USA), welche zentral durch die Fillungen gesetzt wurden, angefertigt werden. Die Aufbewahrung
der Schnitte erfolgte in mit destilliertem Wasser gefiillten 50er-Falcons.

Zur Bewertung der Eindringtiefe der Bakterien wurden die angefertigten Schnitte mit Hilfe eines
Stereomikroskops (Stemi 508, Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH, Oberkochen, Deutsch-
land) ausgewertet und die Tiefe der angefarbten Bakterienpenetration visualisiert. Die fotografi-
sche Dokumentation und Messung erfolgte digital mittels Software (AxioVision SE64 Rel. 4.9.1
Software, Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH, Oberkochen, Deutschland). Fir die grafi-
sche Darstellung wurde Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA) genutzt.



2 Material und Methoden 32

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS (SPSS Statistics, IBM Deutschland GmbH, Ehnin-
gen, Deutschland) durchgefihrt. Statistisch konnte im Shapiro-Wilk-Test bei keinem Material eine
Normalverteilung bestétigt werden. Als nicht-parametrischer Test zur Untersuchung der Grup-
penrédnge wurde ein Kruskal-Wallis-Test herangezogen, wobei signifikante Unterschiede zwi-
schen den Gruppen festgestellt werden konnten (p < 0,001). Mittels eines Dunn’s-Post-Hoc-Tests
konnten signifikante Unterschiede bei entsprechenden Paarvergleichen untersucht werden.
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3. Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse aller Versuche erfolgte graphisch und deskriptiv.

Zur einfacheren graphischen Darstellung wurde jedem Testmaterial eine Abkirzung zugeordnet,
welche bereits im jeweiligen Methodikabschnitt eingefiihrt wurden.

Ein Teil der Ergebnisse der Biokompatibilitdétsuntersuchungen wurde bereits in der Publikation
mit dem Titel ,Leaching components and initial biocompatibility of novel bioactive restorative ma-
terials” veroffentlicht (Wuersching et al., 2023).

3.1 Ergebnisse der Biokompatibilitatsprifungen

3.1.1 Bestimmung der Anzahl von funktionsfahigen Zellen: CellTiter-Glo
Luminescent Cell Viability Assay

Um festzustellen, ob die Testsubstanzen die Zellviabilitat beeinflussen, wurde der ATP-Gehalt

mittels Lumineszenz fir alle Testmaterialien und Kontrollgruppen bestimmt und verglichen.

Abb. 3 zeigt die Ergebnisse nach 24-stundiger Eluatinkubation bei 37 °C. Die Werteerhebung
erfolgte in drei voneinander unabhangigen Versuchen.
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Abb. 3: Ergebnisse des CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay: Darstellung des ATP-Ge-
halts der Proben und der Kontrolle; * signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle
C+M

Es zeigte sich im Vergleich eine deutlich hthere ATP-Konzentration von beinahe 3,5 yM fur die
Negativkontrolle (Zellen und Medium). Alle anderen Werkstoffeluate wiesen einen statistisch sig-
nifikant verminderten ATP-Gehalt auf (p < 0,01). Venus Diamond, dessen ATP-Level der zweit-
hdchste war, folgte mit weniger als 50 % des Kontrollwertes mit knapp 1,5 uM. AB schloss sich
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mit ca. 0,65 yM ATP der absteigenden Reihenfolge nach an und wies somit nur noch ca. ein
Sechstel des Negativkontrollwertes auf. Die geringsten Werte zeigten sich fir EQUIA Forte und
fur Cention Forte, welche sich mit 0,15 pyM (EF) und 0,13 uM (CF) in einer vergleichbaren Gro-
Benbereich befanden und nur noch ca. 4 % des ATP-Gehalts der Negativkontrolle erreichten.

3.1.2 Quantitative Bestimmung der Zellapoptose: Caspase-Glo 3/7 Assay

Im Rahmen des Caspase-Assays wurde untersucht, inwieweit nach 4,5-stiindiger Eluatinkubation
(37 °C) die Effektorcaspasen 3 und 7 exprimiert und somit die Apoptose der hGF-1-Zellen einge-
leitet wurde. Die Caspase-Aktivitat konnte hierbei mithilfe einer Lumineszenzmessung bestimmt
werden, weshalb die nachfolgenden Messwerte in der relativen Lichteinheit (RLU) dargestellt
werden. Die Werterhebung erfolgte in drei unabhéangigen Versuchen.
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Abb. 4: Ergebnisse des Caspase-Glo 3/7 Assays: Darstellung der Caspase-Aktivitat anhand des
gemessenen Lumineszenzsignals in RLU; * signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkon-
trolle C+M

Die Staurosporin-Positivkontrolle (SSP) zeigte mit ber 700.000 RLU die signifikant héchste
Caspase-Aktivitdt. Nachfolgend erreichte EQUIA Forte 369.000 RLU und erzeugte somit immer-
hin rund 53 % der Apoptoserate der Positivkontrolle. Mit ca. 100.000 RLU wies Venus Diamond
keinen statistisch signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle auf (p > 0,8). Die beiden bioak-
tiven Komposite Cention Forte (41.500 RLU) und Activa (57.900 RLU) zeigten ein in der Grél3en-
ordnung vergleichbares, jedoch statistisch signifikant geringeres Apoptosevorkommen (p < 0,01).
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3.1.3 Bestimmung des oxidativen Zellstresses: Glutathion-Assay

Zur Bestimmung, ob die humanen Gingivafibroblasten oxidativem Stress ausgesetzt waren,
wurde ein Glutathion-Assay durchgefihrt. Die nachfolgenden Diagramme zeigen die erhaltenen
GSH- und GSSG-Konzentrationen.
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Abb. 5: Ergebnisse des Glutathion-Assays — Darstellung der GSH-Konzentrationen; * signifikan-
ter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle C+M
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Abb.6: Ergebnisse des Glutathion-Assays — Darstellung der GSSG-Konzentrationen; * signifikan-
ter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle C+M

Bei der Bestimmung der GSH-Konzentration zeigen sich fir die Materialien CF, EF (p <0,001)
und AB (p < 0,027) signifikant verminderte GSH-Levels. VD wies mit durchschnittlich 2,46 pM nur
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einen leicht erniedrigten GSH-Wert im Vergleich zur Kontrolle auf, welcher statistisch nicht signi-

fikant war.

Einzig bei VD war eine erhbhte GSSG-Konzentration messbar (Mittelwert 0,12 pM). Fir C+M
zeigte sich lediglich eine im Durchschnitt halb so groRe Konzentration von 0,06 uM. Bei VD
konnte im Post-Hoc-Test kein signifikanter Unterschied zwischen C+M und VD berechnet werden
(p > 0,05). Auch fur AB zeigte sich keine signifikante Veranderung im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (p =0,4). Bei den Materialien EF und CF hingegen betrug die gemessene GSSG-Kon-
zentration nahezu 0, wodurch eine signifikante GSSG-Reduktion vorlag (p < 0,05).

3.1.4 Bestimmung der Prostaglandin E2-Konzentration mit EIA

Zur Bestimmung des entziindungsfordernden Potentials der getesteten Werkstoffe wurde ein
Prostaglandin E2-EIA durchgefiihrt. Die ermittelten Konzentrationen werden in Abbildung 7 dar-
gestellt.
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Abb. 7: Ergebnisse des PGE:2-ElAs — Darstellung der Konzentrationen; * signifikanter Unterschied
(p < 0,05) zur Negativkontrolle C+M

Alle Versuchsgruppen weisen statistisch signifikant unterschiedliche Werte hinsichtlich der PGE2-
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (p < 0,05). Mit 798 pg/ml waren bei AB die
hochsten Konzentrationen messbar. Mit 744 pg/ml folgt EF in absteigender Reihenfolge. Beide
Materialien erzeugten somit ein signifikant hoheres PGE:z-Level als die Kontrollgruppe C+M
(652 pg/ml) (p < 0,01). CF mit 568 pg/ml konnte ein im Vergleich zur Negativkontrolle vergleich-
bares, statistisch signifikant geringeres PGEz-Level erreichen (p < 0,01). Mit nur rund 285 pg/ml
PGEzund damit nur 43 % der Konzentration der Negativkontrolle erreichte VD das signifikant
niedrigste Level (p <0,01).
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3.1.5 Quantitativen Bestimmung von Interleukin-6 mit Quantikine ELISA

Die Bestimmung der ausgeschutteten IL-6-Konzentrationen und der damit einhergehenden Ent-
ziindungsreaktion wurde ein Interleukin-6-ELISA durchgefihrt. Die ermittelten Werte werden in
Abbildung 8 dargestellt.

Konzentration IL-6 (pg/ml)

200,00
180,00
160,00
140,00
120,00

*

*

100,00
80,00 :|:
60,00

— %

40,00
20,00

0,00 -
-20,00 EF VD CF AB C+M

Abb. 8: Ergebnisse des ELISAs: IL-6-Konzentration der einzelnen Werkstoffe und Kontrollen, *
signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Negativkontrolle C+M

Es lasst sich feststellen, dass die beiden bioaktiven Komposite AB mit ca. 154 pg/ml und CF mit
ca. 131 pg/ml die héchsten IL-6-Level unter den Werkstoffen erreichten (p <0,01). Die Negativ-
kontrolle aus Zellen und Medium lag hier nur bei ca. 50 % der IL-6-Konzentration der bioaktiven
Komposite (rund 72 pg/ml). Venus Diamond wies mit 35 pg/ml statistisch signifikant geringere IL-
6-Konzentrationen im Vergleich zur Negativkontrolle auf (p <0,01).

EQUIA Forte wies nach Abzug des Blindwertes eine optische Dichte < 0 auf. Dementsprechend
liel3 sich fur dieses Material keine Konzentration berechnen, sodass diese hier folglich mit 0 pg/ml
angenommen werden kann.

3.2 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen

3.2.1 Bestimmung des Hemmpotentials auf das Bakterienwachstum
mittels Agardiffusionsversuchs

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt tabellarisch und deskriptiv. Die Tabelle zeigt die durch-
schnittliche HemmhofgréRe nach 48 Stunden in Millimeter pro Material und Bakterienspezies.
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A. naeslundii C. albicans L. paracasei S. mutans F. nucleatum
AB 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CF 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
EF 0,0 0,0 0,0 0,0 4,4
KU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
SO 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
VD 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
+ 6,0 4,0 7,0 8,2 4,5
- 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tab. 4: Durchschnittliche Hemmhofgré3e nach 48 Stunden in Millimeter

Bei Betrachtung der Ergebnisse konnte zunéachst festgestellt werden, dass in der Gruppe der
Positivkontrolle mit 0,2 % CHX eine Wachstumshemmung bei allen getesteten Spezies stattge-
funden hat. Der grof3te hemmende Einfluss konnte hier bei S. mutans mit durchschnittlich 8,2 mm
HemmhofgréRe verzeichnet werden. Nur 4,0 mm Hemmbhof im Durchschnitt konnte CHX jedoch
in der Gruppe von C. albicans erreichen, wodurch dessen Hemmpotential hier nicht einmal 50 %
der Hemmung bei S. mutans entspricht.

In der Gruppe der Negativkontrolle mit PBS fand bei keiner der getesteten Bakterienspezies eine
Wachstumshemmung statt.

Auch die Eluate aller getesteter Restaurationsmaterialien zeigten keinen wachstumshemmenden
Effekt auf das Bakterien- und Pilzwachstum. Eine Ausnahme bildete Equia Forte bei F. nuclea-
tum. Die eluierten Substanzen erzielten hier eine mit der Positivkontrolle vergleichbare Hemm-
hofgréfRe von durchschnittlich 4,4 mm. In der Fotoanalyse wird allerdings deutlich, dass der
Hemmbhof von EF im Vergleich mit dem von CHX optisch schlechter abgrenzbar war. Die aufge-
worfene Oberflachenstruktur innerhalb des EF-Hemmhofes lasst auf ein vorhandenes, einsetzen-
des Bakterienwachstum in dem Bereich schliel3en.

3.2.2 Bestimmung der Bakterienpenetration an nattrlichen Zahnen

Die Bestimmung der Randdichtigkeit erfolgte durch Messung der bakteriellen Eindringtiefe mit-
hilfe eines Penetrationstests. Dargestellt wird die Haufigkeit bestimmter Eindringtiefen in festge-
legten Mikrometerbereichen in Prozent.
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Abb. 9: Messung der Eindringtiefen in Mikrometer und Darstellung der Signifikanzen
um VD AB CF KU EF SO
0 85,3 % 92,9 % 97,1 % 52,4 % 66,0 % 44,3 %
> 0-300 1,1% 0,0% 0,0% 28,2 % 23,7% 23,7 %
> 300-600 32% 4,0% 1,9% 14,6 % 8,2% 27,8 %
> 600-900 7,4 % 0,0% 0,0% 1,9% 1,0% 2,1%
> 900-1200 1,1% 0,0% 0,0% 29% 1,0% 2,1%
>1200-1500 | 1,1% 1,0% 1,0% 0,0 % 0,0% 0,0%
> 1500 1,1% 2,0% 0,0 % 0,0 % 0,0% 0,0%

Tab. 5: Relative Eindringhaufigkeiten in Prozent tabellarisch

Bei Betrachtung des Diagramms kann festgestellt werden, dass in 97,1 % der Falle kein mess-
barer Spalt (O um) beim Material CF vorlag und dieses somit am haufigsten keine Bakterienpene-
tration aufwies. In 2,9 % der Falle konnte ein Eindringen gemessen werden, welches sich auf die
mittleren bis héheren Mikrometerintervalle beschrankte (1,9 % > 300-600 um und 1 % > 1200-

1500 pm).
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Auch die Materialien AB und VD wiesen in 92,9 % und 85,3 % der Messungen Spaltfreiheit auf.

AB zeigte ahnlich zu CF, dass beim Auftreten einer Bakterienpenetration diese im mittleren Tie-
fenbereich beginnt (4 % in > 300-600 um) und vereinzelt bis in den héheren Bereich auftritt (1 %
zwischen 1200-1500 pm, 2 % > 1500 pm).

Fir VD konnte in den Bereichen > 300-600 pm (3,2 %) und > 600-900 um (7 %) die haufigste
bakterielle Penetration gemessen werden.

Die beiden Materialien CF und AB zeigten kein Eindringvorkommen in den Bereichen zwischen
> (0-300 pm. Mit 1,1% konnte auch fir VD hier kaum Penetration festgestellt werden.

EF erreichte nur in 66 % der Falle kein Bakterieneindringen, wies jedoch im Bereich > 600-
1200 pm nur 2 % Penetration auf und in den héchsten beiden Intervallstufen gar keine. Hat eine
Bakterienpenetration stattgefunden, konnte diese hauptsachlich im niederen Mikrometerbereich
festgestellt werden (23,7 % in 0-300 um und 8,2 % in > 300-600 um).

Bei KU konnte in 47,6 % der Falle ein bakterielles Eindringen gemessen werden. Meist be-
schrankte dieses sich auf den niederen bis mittleren Intervallbereich (28,2 % in > 0-300 um;
14,6 % in > 300-600 um; 1,9 % in > 600-900 um; 2,9 % in > 900-1200 um).

In weniger als der Halfte der Falle (44,3 %) erreichte SO Spaltfreiheit (O um). Bei Auftreten einer
Bakterienpenetration konnte diese jedoch in Uiber 40 % der Messungen im niederen Eindringbe-
reich ermittelt werden (23,7 % in > 300-600 pm; 27,8 % in > 600-900 um). Als einziges Material
wies SO keinen Spalt mit Gber 1010 um Tiefe auf.
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4. Diskussion der erzielten Ergebnisse

Um die Auswirkungen der getesteten Fillungswerkstoffe fur den klinischen Einsatz beurteilen zu
kdnnen, wurde in dieser Arbeit eine in vitro Zellkultur verwendet. In diesem Fall handelt es sich
um humane Gingivafibroblasten. Sie stellen den haufigsten Zelltypus der Mundhdhle dar und sind
fur Umbauprozesse am Bindegewebsgerist der Schleimhaut verantwortlich (Naruishi, 2022).

Um die Biokompatibilitét eines Materials beurteilen zu kénnen, muss die Reaktion der Zelle auf
dieses untersucht werden. Der Zelle stehen bei Kontakt mit toxischen Substanzen verschiedene
Abwehr- und Reaktionsmechanismen zur Verfiigung. Durch Immunzellen vermittelt kann ein Ent-
ziindungsvorgang eingeleitet werden, wodurch sich die IL-6 und die PGEz-Level erhdhen. Bei
irreparablen Schaden wird durch Aktivierung der Caspase-Kaskade der programmierte Zelltod
eingeleitet. Oxidativer Stress in Form von freien Sauerstoffradikalen wird durch das Enzym Gluta-
thion-Peroxidase reguliert und beseitigt.

Das indirekt gemessene ATP-Level beim Cell Viability Assay lie3 bei hohen Werten auf eine hohe
Zellzahl mit funktionierendem Metabolismus schlieRen. Da in den Medium-Vergleichsgruppen
kein Einfluss auf die Gingivafibroblasten stattgefunden hat, bedeutet eine signifikant reduzierte
Zellzahl im Vergleich zur Mediumgruppe, dass ein Teil der enthaltenen Zellen durch Zugabe der
Materialeluate geschadigt worden ist, beziehungsweise deren Stoffwechsel negativ beeintrachtigt
wurde. Eine Reduktion der metabolischen Aktivitat konnte fiir alle Versuchsgruppen im Vergleich
zur Negativkontrolle festgestellt werden. Den geringsten Einfluss zeigte hierbei VD. Ein Grund
konnte hierfur in der Menge der freigesetzten Materialbestandteile liegen. VD bindet Uber die
radikalische Polymerisation ab, wodurch nach ausreichender Lichthartung ein méglichst unlésli-
ches Polymerketten-Netzwerk entsteht. VD ist im Gegensatz zu CF, AB und EF nicht dazu kon-
zipiert, lonen freizusetzen und mit dessen Umgebung zu kommunizieren, sondern lediglich die
Zahnhartsubstanz passiv zu ersetzen. Dieses intentionale passive Verhalten nach vollstéandiger
Aushartung kdnnte somit ein Grund fiir die geringere Beeinflussung des Zellstoffwechsels sein.

Bei irreversiblen Zellschaden kann der Zelltod durch die Caspase-vermittelte Apoptose oder
durch die unregulierte Nekrose stattfinden. Bei der Nekrose kommt es zu einem Verlust der Zell-
membranstruktur durch unvermittelte Zellschwellung, wodurch intrazelluldre Substanzen in den
extrazelluldren Raum austreten kénnen. Auf diese ausgetretenen Partikel reagiert das Immun-
system mit einer Entziindungsreaktion. Durch den kontrollierten Abbau der Zelle bei der Apoptose
durch Phagozyten bleibt eine solche Entziindungsreaktion hier aus (Martin & Henry, 2013). Es
kann vermutet werden, dass bei CF und AB der Zelltod hauptséachlich durch Nekrose verursacht
war. Die damit einhergehende Entziindungsreaktion zeigte sich fir CF und AB in signifikant er-
héhten IL-6-Spiegeln sowie einem erhohten PGE2-Level bei AB. Uberdies zeigen beide Materia-
lien im Caspase-Assay Werte im Bereich der Negativkontrolle. Weiterhin zeigten sowohl AB als
auch CF niedrigere GSH-Werte, wobei GSSG nicht erhéht war. Im Rahmen der Zellapoptose
kommt es zum Auftreten der sogenannten GSH-Extrusion. Hierbei wird die reduzierte Form des
Glutathions bereits vor Beginn der Apoptose aus der Zelle ausgeschleust (Ghibelli et al., 1998).
So kommt es zu einer Reduktion des GSH-Spiegels und ausbleibendem Anstieg des GSSG-
Levels. EF hingegen wies mehr als die vierfache Caspase-Konzentration der Mediumsgruppe
auf. Hier kann davon ausgegangen werden, dass ein Teil der Zellen apoptosevermittelt zu Grunde
ging. Mithilfe der vorliegenden Assays kann jedoch nicht genau bestimmt werden, welchen Pro-
zentanteil am Zelltod der Gingivafibroblasten die Apoptose und welchen die Nekrose trug.

VD erzielte mit ca. 1,5 pM die hochste ATP-Konzentration unter den getesteten Materialien. Wei-
terhin wies es als einziges Material einen Anstieg, wenn auch nicht statistisch signifikant, unter
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den GSSG-Molekiilen auf. Es kann also angenommen werden, dass durch den Kontakt der VD-
Eluate mit den Zellen freie Sauerstoffradikale entstanden sind, welche dann durch die Glutathion-
Reduktase abgefangen wurden. Die Entfernung der Radikale durch dieses Puffersystem kdnnte
eine Erklarung fir die geringere Caspase- und somit Apoptoserate in den Zellen sein.

Laut den Herstellerangaben ist das Methacrylat UDMA in den Werkstoffen CF und VD enthalten.
Studien fanden dieses zudem in AB (Roussou et al., 2021). VD enthalt Giberdies das Methacrylat
TEGDMA. Hierbei handelt es sich um Bestandteile multipler dentaler Werkstoffe, welche aus die-
sen eluiert werden kdnnen und in der Literatur als zytotoxisch anerkannt sind (Beltrami et al.,
2021; Chang et al., 2014; Chang et al., 2020; Kurt et al., 2018; Reichl et al., 2006). Im Versuch
mit Fibroblasten konnte bereits gezeigt werden, dass TEGDMA zunéachst zu einem intrazellula-
rem GSH-Abfall fiihrt und es daraufhin zur Bildung freier Sauerstoffradikale kommt (Stanislawski
et al., 2003). Auch fur UDMA ist die Bildung freier Sauerstoffradikale belegt (Chang et al., 2020).
Die erhéhte Konzentration an GSSG bei VD konnte also durch TEGDMA und UDMA verursacht
sein. Eine weitere Studie zeigte, dass ab einer Konzentration von 0,1-0,35 mM UDMA, die Zell-
vitalitat pulpaler Zellen bereits um 29-49 % verringert war. Zudem wiesen die Zellen in der mikro-
skopischen Analyse bereits morphologische Veranderungen auf (Chang et al., 2014). Der Gehalt
an freigesetztem UDMA kdnnte also ein Grund fir die verringerten ATP-Konzentrationen bei AB
und CF sein und anschlieRend zur Nekrose gefiihrt haben. Auch fir die oben genannte GSH-
Extrusion der HGF-1-Zellen kdnnte das Methacrylat ursdchlich sein. Eine starke GSH-Reduktion
fur TEGDMA und UDMA bei Fibroblasten wurde in Studien bereits nach 4 Stunden Expositions-
zeit beschrieben (Volk et al., 2006). Die konzentrationsabhéngige Toxizitat auf Fibroblasten wird
ebenfalls mehrfach in der Literatur bestétigt. Je héher der Anteil der eluierten Monomere, desto
gréRer wird der negative Einfluss auf die Zellen ausfallen in Form von Apoptose oder Nekrose
(Beltrami et al., 2021; Reichl et al., 2006). Eine Konzentrationshestimmung der eluierten Sub-
stanzen kdnnte hier Aufschluss bringen. Autoren in der Literatur geben einen unteren Grenzwert
von 10 uM UDMA zur Entstehung von Zytotoxizitat, Genotoxizitat und Radikalentstehung an, wo-
bei darauf hingewiesen wird, dass solch eine Nekrose verursachenden Konzentrationen in vivo
nicht zu erwarten sind (Chang et al. 2020; Reichl et al. 2006). Metaanalysen haben gezeigt, dass
eine direkte Korrelation zwischen Probenvolumen und der aus ihnen freigesetzten Menge von
Monomeren existiert (Angelis et al., 2022). Die in dieser Studie angefertigten Plattchen bestanden
aus einer vielfach groReren Menge Material, als es fir eine Restauration in der menschlichen
Mundhohle Ublich ware. Die Herstellung der Eluate erfolgte zudem mit acht dieser Plattchen.
Durch die im Mund geringer eingesetzte Menge sowie der Verdiinnung durch den Speichel, kann
davon ausgegangen werden, dass sich die negativen Auswirkungen der eluierten Monomere auf-
grund der geringeren Konzentrationen relativieren.

Generell muss fir alle getesteten Materialien auf die Versuchsdurchfiihrung in vitro hingewiesen
werden. Im Gegensatz zum oralen Milieu findet hierbei keine Verdiinnung der freigesetzten Sub-
stanzen durch den Speichel statt. Weiter finden keinerlei Interaktionen mit Fremdstoffen wie der
Nahrung statt, welche Einfluss auf die Fullungsmaterialien nhehmen kénnten. So missen die in
dieser Studie erhobenen Werte fur EF ebenfalls mit Vorsicht interpretiert werden. EF zeigte im
Rahmen dieser Untersuchungen eine geringe Zellvitalitéat, erhdhte Caspase-Werte und das Aus-
bleiben des Glutathion-Reduktase-Puffersystems durch die Komplettextrusion von GSH. Die
niedrigen Konzentrationen fir IL-6 kénnten auf eine bereits zu geringe Zellvitalitaét wahrend des
ELISAs schliel3en lassen. Im Gegensatz zu den anderen getesteten Materialien finden sich fir
EF keine genaueren Informationen zur Zusammensetzung von Seiten des Herstellers. Man
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koénnte also drei Ansatze zur Erklarung dieser Ergebnisse verfolgen: Die Reduktion der Zellvitali-
tat aufgrund zu hoher lonenfreisetzung, aufgrund von organischen Zuséatzen oder aufgrund des
pH-Abfalls.

Dass Glasionomerzemente lber eine hohe lonenfreisetzung verfligen und so ihr Remineralisati-
onspotential entsteht, ist bekannt. In der Vergangenheit wurde jedoch tiber das toxische Potential
der freigesetzten lonen berichtet. Im Vergleich von mehreren Glasionomerzementen berichteten
(Kanjevac et al., 2012), dass sich das Material mit der héchsten Fluoridfreisetzung am zytotox-
ischsten auf pulpale Zellen auswirkte (Kanjevac et al. 2012). Trotz dieser Korrelation zwischen
Konzentration und Zytotoxizitat wird mehrfach Uber die geringe Konzentration der freigesetzten
lonen bei Glasionomerzementen berichtet, welche zu gering sei, um einen tatsachlichen Zell-
schaden zu verursachen (Chen et al., 2016; Stanislawski et al., 1999). Die reduzierte Zellvitalitat
bei EF ist also sehr unwahrscheinlich auf dessen lonenfreisetzung zuriickzufiihren. Um dies je-
doch zu verifizieren, kann eine lonen-Konzentrationsmessung empfohlen werden.

Wie im Falle von VD, CF und AB kénnte das Ergebnis von EF auch auf organische Zusatze wie
TEGDMA oder UDMA zurtickzufthren sein. Zytotoxische Auswirkungen wurden fir mit Meth-
acrylaten modifizierte Glasionomerzemente bereits beschrieben (Chen et al. 2016; Stanislawski
et al. 1999). Da aber keines dieser Monomere fur EF als Inhaltsstoff angegeben wurde und auch
in weiteren Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe nicht als Materialbe standteil mittels Gaschro-
matographie und Massenspektrometrie gefunden werden konnte, ist auch diese Hypothese ab-
zulehnen (Wuersching et al. 2023).

Klassische Glasionomerzemente binden nicht wie Komposite lber Polymerisation ab, sondern
Uber eine Saure-Base-Reaktion. Flissiger und gleichzeitig saurer Bestandteil dieser ist die Poly-
acrylsaure. In dieser Studie wurde der pH-Abfall bei Zugabe der EF-Plattchen zum DMEM-Me-
dium deutlich. Bereits nach einer Nacht Inkubationszeit war eine Entfarbung des Mediums von
rot nach gelb erfolgt. Der Grund hierfir liegt in der Zusammensetzung des Mediums, welches den
pH-Indikator Phenol-Rot enthalt. Phenol-Rot zeigt ab einem pH-Wert von 6,4 oder darunter einen
Farbumschlag von Rot nach Gelb (Morgan et al., 2019). Dass ein zu saures Milieu zytotoxisch
fur Fibroblasten sein kann, wurde erst kirzlich beschrieben. Lang et al. testeten in ihrer Studie
den Effekt von Glasionomerzementen auf Fibroblasten. In Ubereinstimmung mit dieser Arbeit
erfolgte auch hierbei ein pH-Abfall unter 6, wodurch es zum Absterben von Zellen kam (Lang et
al., 2019). Da im ersten Teil dieser Arbeit von den getesteten Materialien lediglich EF diesem
Reaktionsmechanismus zugeordnet werden kann, ist die Vergleichbarkeit der gemessenen Pa-
rameter unter den Fullungsmaterialien schwierig. Es sollte auch noch einmal betont werden, dass
es sich hierbei um in vitro Bedingungen handelt. Gerade ein saures Milieu kann im Mund durch
die Puffersysteme im Speichel abgefedert werden. Der menschliche Speichel verfiigt tGber drei
Puffersysteme, dem Bikarbonatpuffer, dem Phosphatpuffer und dem Proteinpuffer, von denen
ersterer den Hauptanteil der Pufferfunktion ibernimmt (Lenander-Lumikari & Loimaranta, 2000).
Eine fiir den Patienten gefahrliche Zytotoxizitat in vivo ist also nicht zu erwarten.

Bei den Entziindungsindikatoren IL-6 und PGE: konnten ebenfalls abweichende Werte im Ver-
gleich zur Negativkontrolle festgestellt werden. So zeigten die Materialien CF und AB erhthte
Werte fir IL-6 und VD sowie EF niedrigere IL-6-Konzentrationen. Bei PGE:2 wiesen EF und AB
erhdhte Werte auf, wohingegen bei VD und CF reduzierte Konzentrationen im Vergleich zur C+M-
Gruppe festgestellt werden konnten. Wie bereits beschrieben enthalten die Materialien VD, AB
und CF das Methacrylat UDMA. Gingivafibroblasten gehdren zu den Zellen mit der Fahigkeit IL-6
zu synthetisieren (Bartold & Haynes, 1991). Neben den oben genannten zytotoxischen Effekten
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ist UDMA in der Lage, in Kontakt mit vitalen Zellen eine verstarkte IL-6-Ausschittung zu verursa-
chen. Neben IL-6 werden zudem weitere proinflammatorische Faktoren wie IL8, IL12 und TNF-a
verstarkt emittiert (Diomede et al., 2014). Dies konnte eine Erklarung fur die erhdhten Konzen-
trationen an IL-6 bei CF und AB sein. VD enthalt zwar auch UDMA, wies jedoch bei keinem der
beiden gemessenen Entziindungsmarkern erhéhte Werte auf. Ein Grund kénnte in der freige-
setzten Konzentration des UDMA liegen. Wie bereits besprochen existiert eine direkt proportio-
nale Korrelation zwischen Menge des UDMAs und dessen Zytotoxizitat. Eine Erklarung kénnte
also eine geringere UDMA-Freisetzung bei VD aufgrund besserer Polymerisation als bei AB und
CF sein. Dass durch eine hhere Polymerisationsrate insgesamt weniger Restmonomere freige-
setzt werden, ist in der Literatur bereits belegt (Mulla et al., 2023). Es kdnnte eine gewiinschte
geringe Loslichkeit bei AB und CF vorliegen, damit diese durch lonenfreisetzung bioaktiv wirken
konnen. Eine Verifizierungsmaoglichkeit dieses Erklarungsansatzes lage in der Konzentrationsbe-
stimmung des freigewordenen UDMAs. Interessant ware auf3erdem eine weitere Versuchs-
gruppe, in welcher CF lichthartend angewendet wird. Eine weitere Begriindung fir die geringen
Entzindungswerte bei VD kdnnte im Ursprung der freigesetzten Entzindungsfaktoren liegen. Im
vorliegenden Assay wurde stets die Gesamtkonzentration der Probe bestimmt, nicht jedoch der
Ursprung von IL-6 und PGE-z. Diese kdnnten von den verbliebenen vitalen Zellen nach Kontakt
mit den Eluaten aktiv ausgeschuttet worden sein oder ihren Ursprung in den nekrotisierten Zell-
resten der Gingivafibroblasten haben. Wie bereits erlautert wird als primare Todesursache der
Zellen bei AB und CF die Nekrose angenommen. Da bei VD ebenfalls eine signifikant geringere
Zellvitalitét, jedoch keine erhdhte Apoptoseaktivitéat stattgefunden hat, kann angenommen wer-
den, dass auch hier Zellen durch Nekrose devital wurden. Die dennoch geringeren Entziindungs-
werte bei VD im Vergleich zu AB und CF kénnten daran liegen, dass bei VD generell weniger
Zellen verloren gegangen sind und so weniger Nekrosepartikel vorlagen. Je geringer die Anzahl
der Nekrosepartikel, desto geringer ware die Ausschittung an Entziindungsmediatoren.

Im Agardiffusionsversuch zeigte sich lediglich fir das Material EF eine Wachstumshemmung auf
F. nucleatum. Ein Grund kénnte der oben beschriebene Abfall des pH-Werts in ein saures Milieu
sein, der durch EF-Eluate potenziell verursacht wird. In Versuchen konnte bereits ein optimaler
pH-Wert von 7-8 fur das Wachstum von F. nucleatum beschrieben werden (Rogers, 1998). Eine
weitere Arbeit, welche den Einfluss antimikrobieller Peptide auf das Bakterienwachstum unter-
suchte, konnte eine pH-Wert-abhangige Uberlebensrate von F. nucleatum feststellen. Diese war
bei pH 5 und 6 im Vergleich zu pH 7 bereits deutlich verringert (Laubmeier, 2022). Um dies zu
verifizieren, kann eine pH-Wert-Messung aller Eluate vor Eintauchen der Filterpapierplattchen
empfohlen werden. Ein in vivo Effekt durch den pH-Abfall auf F. nucleatum ist aufgrund der oben
genannten Speichelpuffersysteme sowie durch die Verdinnung mit diesem in Frage zu stellen.
Die in der Literatur mehrfach beschriebene hemmende Wirkung von Fluorid auf den Bakterien-
stoffwechsel konnte in diesem Versuch nicht gezeigt werden (Liao et al., 2017). Eine Hemmung
durch diesen Mechanismus hatte hier nur bei den von Herstellern propagierten fluoridfreisetzen-
den Materialien AB, CF, SO, EF und KU erwartet werden kénnen. Ein Grund hierfir kbnnte eine
zu niedrige Fluoridabgabe oder eine zu hohe Verdiinnung bei der Eluatherstellung sein. Auf-
schluss dariiber konnte eine Messung der freigesetzten lonenkonzentration in den Eluaten ge-
ben.

Der geringe Einfluss eluierter Monomere wie UDMA und Bis-GMA zeigte sich bereits in Studien
mit dem Bakterium S. sobrinus. Keine dieser organischen Substanzen hemmte oder férderte des-
sen Wachstum (Hansel et al., 1998).
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Neben den Untersuchungen zur Biokompatibilitét ist die Beurteilung der Randintegritat von direk-
ten Restaurationsmaterialien aus mehreren Griinden sinnvoll. Zum einen wird in der Literatur ein
erhohtes Aufkommen von Sekundéarkaries beschrieben (Nedeljkovic et al., 2015). Die Bakterien
penetrieren hierbei den Spalt zwischen Zahn und Fillung und kdnnen so an fiir die Zahnhygiene
unerreichbaren Stellen Demineralisationsvorgange starten. Weiterhin kann diese bakterielle Be-
siedlung zu Randverfarbungen fihren. Zum anderen ist ein dichter Restaurationsabschluss auch
wichtig, um postoperative Hypersensibilititen zu vermeiden. Die Spaltbildung zwischen Fullung
und Kavitat wird hier als haufigste Ursache fir eben solche genannt (Boruziniat et al., 2021). Eine
stabile Verbindung zur Zahnsubstanz ist Gberdies wichtig, um einen Verlust der Restauration vor-
zubeugen, da eine makroretentive Kavitatenpraparation wie bei Amalgam aufgrund ihrer Invasi-
vitat heute abzulehnen ist.

In dieser Untersuchung wurden klassische Vertreter der humanen Mundflora gewahlt. S. mutans
stellt durch seine starke Saureresistenz und verschiedenen Anhaftungsmechanismen, wie der
Einsatz von Glucosyltransferasen, den Hauptkeim bei der Kariesentstehung dar. Die weiteren
verwendeten Streptokokken S. oralis und S. sanguinis sowie A. naeslundii und L. paracasei ge-
hoéren zu den Frihbesiedlern bei der Bildung des oralen Biofilms. Nach einer Woche geht die
Anzahl der Streptokokken im Biofilm zuriick, wobei die von F. nucleatum anwachst, welcher im
Agardiffusionsversuch verwendet wurde. F. nucleatum ermoglicht anschlieRend als Briickenkeim
die Anhaftung der Spatbesiedler-Spezies (Krzy$ciak et al., 2013).

Bei der Betrachtung der Penetrationstiefen kann festgestellt werden, dass die Materialien, bei
denen eine Vorbehandlung der Zahnsubstanz mit Scotchbond Universal oder dem Cention Pri-
mer erfolgt ist, viel hufiger keine messbhare Bakterienpenetration aufweisen. In diesem Versuch
sind das die Gruppen CF, AB und VD. Der Cention Primer wird von den Herstellern als selbstét-
zend und selbsthartend angegeben. Vergleicht man die Inhaltsstoffe von diesem mit denen von
Scotchbond Universal, kénnen einige Ubereinstimmungen festgestellt werden (siehe Anhang
A.a.). In Folge kann davon ausgegangen werden, dass beide die Zahnoberflache auf ahnliche
Weise konditionieren und die Verwendung des Cention Primers der eines gangigen Universal-
adhasivs gleicht, auch wenn bei diesem auf den Schritt der Lichthartung verzichtet werden kann.
Auch der positive Effekt der selektiven Schmelzatzung bei AB und VD kann durch die vorliegende
Untersuchung bestétigt werden. Der Vorteil einer selektiven Schmelzéatzung mit Phosphorsaure
wurde in der Literatur bereits vielfach untersucht (Frankenberger et al., 2008; Szesz et al., 2016).
Keiner der Schnitte von CF und AB wies eine Spaltbildung im Bereich von > 0-300 pum auf, daftr
in den Bereichen von > 300-600 um und vereinzelt héher. Ein Grund hierfir kbnnte im Kavitaten-
design des Versuchs liegen. Die Klasse lI-Kavitaten wurden so prapariert, dass immer eine zir-
kuldare Schmelzbegrenzung erhalten blieb. Es ist in der Literatur anerkannt, dass ein adhasiver
Verbund an Schmelz leichter zu erreichen ist als an Dentin. Ein Grund hierfir liegt in den struk-
turellen Unterschieden dieser beiden Zahnbestandteile. Dentin enthélt mehr anorganische Be-
standteile wie Kollagen und ist aufgrund seines héheren Wassergehalts feuchter (Cardoso et al.,
2019). Bei Uberwindung der wertvollen Schmelz-Adhéasiv-Begrenzung kénnte eine tiefere Bakte-
rienpenetration aufgrund der geringeren Haftwerte zu Dentin mdglich gewesen sein. Dies wiirde
auch erklaren, warum bei deren Erhalt in den meisten Féllen gar keine Bakterienpenetration vor-
lag. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Ergebnisse von Meshram et al., welche in ihrer
Studie das Auftreten von Randspalten an Klasse V-Kavitaten untersuchten. In allen getesteten
Gruppen zeigte sich hier ein groReres Auftreten von Spaltbildung im Dentin im Vergleich zu den
schmelzbegrenzten Kavitaten (Meshram et al., 2019). Die Ergebnisse decken sich ebenfalls mit
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einer weiteren Studie, welche auch Activa Bioactive Restaurative mittels Farbstoffpenetrations-
tests auf Randdichtigkeit testete. Die Autoren geben hier fir AB gré3ere Mikrospalttiefen im Den-
tin als im Schmelz an (Ebaya et al., 2019).

Ein weiterer Faktor fur die marginale Integritat ist die sogenannte Polymerisationsschrumpfung.
Uber radikale Polymerisation aushartende Materialien verkleinern durch die Entstehung von Po-
lymerketten ihre atomaren Abstande, wodurch eine Volumenschrumpfung des Materials entsteht.
Die Schrumpfungstendenz des Materials erfolgt zur Mitte hin, wodurch gerade an den Restaura-
tionsrandern Stress entsteht. Entscheidenden Einfluss auf die Hohe des Schrumpfungsstresses
hat hierbei der sogenannte C-Faktor. Der C-Faktor beschreibt das Verhaltnis zwischen der ge-
bundenen und der freien Oberflache des Komposits. Ein niedriger C-Faktor ist hier giinstig (Da
Moreira Silva et al., 2007). Studien konnten den direkten Zusammenhang zwischen Polymerisa-
tionsstress und Spaltbildung nachweisen (Ferracane & Mitchem, 2003). Eine ausreichende Haf-
tung an der Zahnhartsubstanz ist also notwendig, um den auftretenden Zugkréaften entgegenzu-
wirken. Untersuchungen zeigten, dass die Konditionierung der Zahnsubstanz zu héheren Haft-
werten beitragt (Erickson et al., 2009). Die Verwendung eines Adhasivs beziehungsweise des
Cention Primers konnte fur die geringen Penetrationstiefen bei AB und CF trotz Bulk-Anwendung
eine Erklarung sein. SO hingegen wird vom Hersteller als selbstadhasives Komposithybrid be-
worben, bei welchem als tatsachlicher Amalgamersatz auf eine Vorbehandlung des Zahns und
auf inkrementelle Schichtungstechnik verzichtet werden kann. Die selbstadhasive Wirkung soll
wie bei den konventionellen Glasionomerzementen tber Polyacrylsauren erreicht werden. Da
Polyacrylsduren normalerweise nicht in ein Polymernetzwerk eingebaut werden kénnen, wurde
die sogenannte radikalisch polymerisierbare Polysdure MOPO entwickelt, sodass eine konventi-
onelle Hartung tber Polymerisation moglich sein soll (Dentsply Sirona, 0. J.). Ein Grund fur die
Spaltbildung in Uber 55 % der Falle konnte bei SO also in der Polymerisationsschrumpfung lie-
gen. Uberdies kann vermutet werden, dass die modifizierte Polysaure nicht stark genug ist, um
ausreichend lonen zu lésen, welche dann wiederum fir eine echte chemische Haftung an der
Zahnsubstanz verantwortlich sind. Aufschlussreich kdnnte hier eine Verbundfestigkeitsmessung
sein.

Im Gegensatz zu den auf Polymerisation basierenden Abbindungsmechanismen, liegt bei der
Séaure-Base-Reaktion der Glasionomerzemente keine Polymerisationsschrumpfung vor, sofern
diese nicht kunststoffmodifiziert sind. In dieser Arbeit trifft dies auf EF und KU zu. Studien haben
aulRerdem gezeigt, dass Glasionomerzemente, welche nicht kunststoffmodifiziert sind, eine ho-
here Anfalligkeit hinsichtlich ihrer L&slichkeit aufweisen (Bharali et al., 2017; Karkera et al., 2016).
Der gewiinschte Effekt der Glasionomerzemente, die Fluoridionenfreisetzung, geht mit einer ge-
wissen Freisetzung- und somit Loslichkeitsrate einher. Im Gegensatz zu AB, VD und SO wére
also hier nicht die Verbundfestigkeit zur Zahnoberflache eine potenzielle Schwachstelle, sondern
die Interaktion des Materials mit der Umgebung. Dies ware eine Erklarung, warum zwar haufige,
aber eher oberflachliche bakterielle Penetrationen gemessen werden konnten. In dieser Arbeit
wurde EF ohne das vom Hersteller mitgelieferte Coating angewendet. Aufschlussreich hinsicht-
lich der Loslichkeit wéare eine weitere Versuchsgruppe mit EF + Coating, um festzustellen, ob so
eine geringere Penetrationshaufigkeit feststellbar ware. In der menschlichen Mundhohle sind die
Restaurationen durch den Speichel standig einem feuchten Milieu ausgesetzt. Die Léslichkeit der
Materialien kann langfristig ebenso Einfluss auf die marginale Randintegritat haben. Um dies zu
verifizieren, konnte ein kinstliches Altern durch langere Aufbewahrung in Wasser vor Anfarben
vorgenommen werden. Dass dadurch negative Effekte hinsichtlich Randintegritat auftreten kon-
nen, zeigen Ebaya et. al in ihrer Studie. Hierbei konnten fur ein Material nach sechs monatiger
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Aufbewahrung in Wasser und mechanischem Belastungstest tiefere Eindringtiefen der Bakterien
nachgewiesen werden als bei den sofort gemessenen Gruppen (Ebaya et al., 2019).

Generell mussen die aufgezeigten Ergebnisse vor dem Hintergrund einer in vitro Testung be-
trachtet werden. Um die marginale Integritt auch bei Kaubelastung zu testen, kénnten die Pro-
ben nach mehreren Zyklen im Kausimulator beurteilt werden. Dass hierbei noch tiefere Penetra-
tionstiefen erwartet werden kénnten, zeigen Khvostenko et al. in ihrer Studie, welche die Ein-
dringtiefen von Bakterien bei Komposit-Restaurationen nach mechanischer Belastung und ohne
dieser verglichen. Hierbei konnten signifikant haufigere und hdhere Eindringtiefen bei den im
Kausimulator getesteten Proben festgestellt werden (Khvostenko et al., 2015). Eine Testung im
Kausimulator birgt jedoch eine erhéhte Kontaminationsgefahr mit anderen Bakterienspezies, so-
dass aufgrund dieser technischen Limitation in diesem Versuch davon abgesehen wurde.

Weiterhin muss bedacht werden, dass die Schnitte jeweils durch die Zahn- und somit Fillungs-
mitte angefertigt wurden. Bei der Aufnahme handelt es sich also nicht um eine dreidimensionale
Darstellung der Restauration. Dementsprechend kann die Eindringtiefe am Fullungsrand in ves-
tibular-oraler Richtung nicht beurteilt werden. Aufgrund der hohen Anzahl an geschnittenen Pro-
ben lasst sich dennoch eine grundlegende Bewertung der Randdichte ableiten.

Die bei der Materialentwicklung beabsichtigte bioaktive Wirkung, bei welcher die Zahnsubstanz
nicht nur passiv ersetzt werden sollte, kann in dieser Studie nicht tGber die direkte Hemmung
oraler Mikroorganismen bestatigt werden. Zudem bleibt zu priifen, ob eine bioaktive Wirkung tber
die Anregung der Zahnhartsubstanzbildung erzielt werden kann. Hierfiir sind jedoch weitere in
vitro und in vivo Studien ndtig. Ruengrungsom et al. konnten in einer Studie bereits vielverspre-
chende Ergebnisse fur Cention N erzielen. Hierbei wurde eine hohe Fluoridfreisetzung sowie eine
vorhandene lonen-Wiederaufladungskapazitat festgestellt (Ruengrungsom et al., 2020). Dies
kénnte einen langfristigen Ansatz in der Bekampfung von Sekundérkaries darstellen. Hinsichtlich
der Biokompatibilitat der bioaktiven Materialien konnten vielversprechende Ergebnisse festge-
stellt werden. Fur eine vollumféngliche Untersuchung der Biokompatibilitat wéaren zudem weitere
Studien unter anderem hinsichtlich der Mutagenitét, Genotoxizitat, sowie des Irritations- und Sen-
sibilisierungspotenzials notwendig. Die Ergebnisse zur Randintegritat zeigen fir die Materialien
CF und AB vergleichbare Werte zu den meist im klinischen Alltag eingesetzten Kompositen. Eine
Uberpriifung der Langzeiteffekte in vitro und in vivo ist jedoch auch hier fiir eine abschlieRende
Beurteilung notwendig.
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5. Fazit

Ein wichtiger Aspekt bei der Entwicklung neuer Materialien fur die direkte Fillungstherapie ist
eine mogliche Bioaktivitdt des verwendeten Restaurationsmaterials. Zudem kommen wirtschaft-
liche Gesichtspunkte zum Tragen, die einen Vergleich mit herkdbmmlichen Materialien wie Kom-
posit oder Amalgam ermdglichen. Hierbei soll die Praktikabilitéat und Langlebigkeit imitiert werden.
Gleichzeitig soll ein makrorententives Kavitatendesign vermieden werden. Eine Konditionierung
oder absolute Trockenlegung der Zahnoberflache ist bei Amalgam, im Gegensatz zu Komposit,
nicht notwendig. Uberdies wird angestrebt, die Zahnhartsubstanz nicht nur zu ersetzen, sondern
auch effektiv gegen Sekundarkaries vorzubeugen.

Die vorliegende Arbeit zeigt vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Biokompatibilitat der
getesteten Materialien. Vor dem Hintergrund der haufigen Spaltbildungen und bakterieller Besie-
delung in den Versuchsgruppen ohne vorherige Konditionierung muss die klinische Relevanz
dieses Ergebnisses in weiteren Untersuchungen geprift werden. Zudem missen die Mechanis-
men der ,Bioaktivitat* genauer untersucht und beschrieben werden.

Insgesamt bietet das Feld der bioaktiven Komposite einen interessanten Ansatz zur Entwicklung
neuer Fullwerkstoffe. Die stetige Weiterentwicklung dieser und die damit einhergehende Verbes-
serung lassen einen standardisierten klinischen Einsatz in der restaurativen Zahnheilkunde nicht
unwahrscheinlich erscheinen.
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Anhang A

a. Inhaltsstoffe der getesteten Materialien

Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber die in dieser Arbeit getesteten bioaktiven Materialien und
Vergleichsgruppen sowie deren Inhaltsstoffe.

Material

Inhaltsstoffe

Cention Forte

ACTIVA
BioACTIVE
Restorative

Surefil One

Liguid (Ivoclar Vivadent AG, 2020b)
25-50 % Urethandimethacrylat (UDMA)
10-25 % Aromatisches aliphatisches Urethandimethacrylat
10-25 % Polyethylenglycol
10-<20 % Tricyclodocandimethanoldimethacrylat
1-<2,5 % a,a-Dimethylbenzylhydroperoxid
0,25-<1 % 2-(2-Hydroxy-5-methylphenyl)-benzotriazol
0,25-<1 % 2-(2HBenzotriazol-2-yl)-p-kresol
Powder (lvoclar Vivadent AG, 2020c)
2,5-<10 % Ytterbiumtrifluorid
Primer (Ivoclar Vivadent AG, 2021)
10-25 % 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA)
10-25 % Bis-GMA
10-25 % Ethanol
10-25 % Methacrylatphosphorséureester
2,5-<10 % 1,10-Decandioldimethacrylat
2,5-<10 % Polyacrylsdure Glycidylmethacrylat
<2,5 % Campherchinon
0,1-<1 % 2-Dimethylaminoethylmethacrylat
44,6 % Diurethan, Methacrylate, modifizierter Polyacrylsaure
6,7 % Amorphe Kieselsaure
0,75 % Natriumfluorid (Pulpdent Corporation, 2015)
Silanisiertes bioaktives Glas und Kalzium * (Francois et al., 2020)
Wasser * (Francois et al., 2020)
1,4-Butandiol-Dimethacrylat * (Roussou et al., 2021)
UDMA * (Roussou et al., 2021)
Bis-GMA * (Roussou et al., 2021)
Liquid (Dentsply Sirona, 2019)
25-50 % Acrylsaure
= 20 — < 25 % modifizierte Polysaure
10-25 % Bisacrylamid 2
Campherchinon
Wasser (dem wissenschaftlichen Kompendium entnommen)
Powder (Dentsply Sirona, 2019)
22,5 —-<10 % Ytterbiumtrifluorid
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EQUIA Forte Powder (GC EUROPE N.V., 2019b)

HT Keine Angabe im Sicherheitsdatenblatt
Liquid (GC EUROPE N.V., 2019a)
Weinsaure 5 -< 10 %
Venus Dia- Ba-Al-B-F Silikat-Glas
mond

Tricyclodecan-Urethanacrylat

2 2.5-<5 % UDMA

> 1-<5 % TEGDMA

> 0,25-< 1 % 2-Hydroxy-4-methoxybenzophenon
Silizium (Kulzer GmbH, 2022)

Ketac Univer- | Liquid (3M Deutschland GmbH, 2015)

sal Aplicap

40-60 % Wasser
30-50 % Acrylsaure-Maleinsaure Copolymer
1-10 % Weinsaure
< 0,2 % Benzoesaure
Powder (3M Deutschland GmbH, 2020)
> 95 % Glas, Oxide

Die Inhaltstoffe wurden den angegebenen Sicherheitsdatenblattern der Hersteller entnommen.
Die mit einem Sternchen gekennzeichneten Inhaltsstoffe im Feld von ACTIVA Bio-ACTIVE wur-
den in den aufgefiihrten Publikationen veroffentlicht.

b.

Pow

©CoNo O

Mediumrezept fir 300 ml BHI-Medium

Abwiegen von 11,1 g Bakterienndhrmedium-Pulver (BACTO Brain Heart Infusion 500 g,
Becton, Dickinson and Company, Sparks, Maryland, USA) und Umfiillen in eine sterile
500 ml-Flasche

Abwiegen von 150 mg L-Cystein (L-Cystein, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
und Hinzufigen zum Mediumpulver

Abwiegen und Einfillen von 300 g destilliertem Wasser in die Glasflasche

Flasche mit geschlossenem Deckel schwenken, bis sich das Pulvergemisch von den
GefalRwanden lést und in Suspension Ubergeht

Erhitzen der Suspension fur 120 Sekunden in der Mikrowelle

Uberprifen, ob sich Pulverreste vollstandig aufgeldst haben

Hinzufigen von 60 pl Vitamin-K1-Stammldsung und 3 ml Hemin-Stammlésung

Durch sanftes Schwenken vermischen

Autoklavieren des Mediums im Flissigkeitenprogramm (VARIOKLAYV Dampfsterilisator,
HP Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim, Deutschland)

10. Lagerung im Kuhlschrank (7 °C)
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c. Herstellung der Eluate fir den Agardiffusionsversuch

Die Plattchenherstellung fiir den Agardiffusionsversuch erfolgte fiir die Materialien AB, CF,
EF und VD aquivalent zur Eluatherstellung fiir den zellbiologischen Versuchsteil.

Ketac Universal Aplicap

1. Kapsel aktivieren und fur 10 Sekunden ritteln
2. Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Silikonform einbringen und modellieren
3. Ausarbeitung mit feinkdrnigem Diamanten

Surefil One

1. Kapsel aktivieren und fiir 10 Sekunden ritteln (4.200-5.000 rpm)
2. Kapselinhalt mit der Applikationszange in die Silikonform einbringen und modellieren
3. Ausarbeitung mit feinkdrnigem Diamanten
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Ergebnisse des Agardiffusionstests — Fotobeispiele
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S. mutans
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Mikroskopische Aufnahmen aus dem Randdichtigkeitsversuch

Beispielaufnahmen mit fehlender bakterieller Penetration

Beispielaufnahmen mit erfolgter bakterieller Penetration
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