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1. lhr Beitrag zu den Veroffentlichungen

1.1 Beitrag zu Paper |

Die Synthese der experimentellen Materialien sowie die
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) Analyse der verwendeten experimentellen
Werkstoffe oblag den Koautoren Frau Professor Dr. Moldovan und Frau Dr. Sarosi. Die
Administration des Projekts, das Entwerfen des Forschungskonzeptes und die Vorgabe der
verwendeten Methodik sowie Bereitstellung der verwendeten Ressourcen wurde durch Frau
Professor Dr. llie gewahrleistet. Der Promovierende Franz-Josef Schréter arbeitete sich sowohl
theoretisch, durch eine entsprechende Literaturrecherche, als auch praktisch, durch
Ubungsdurchlaufe im mechanischen und biologischen Labor, in die Thematik ein, um
anschlieBend die komplette Durchfiihrung der mechanischen und biologischen Versuche
bewerkstelligen zu kdnnen. Nach vollstandiger Erhebung der notwendigen Messwerte oblag ihm
die Auswertung, Analyse und Darstellung der Forschungsergebnisse in Form eines
Manuskriptes, welches nach enger Absprache mit der Betreuungskommissionsvorsitzenden zur
Publikation eingereicht wurde. Im Rahmen des Publikationsprozesses adressierte der
Promovierende die Anmerkungen der Reviewer und fiihrte erneut in enger Absprache mit Frau
Professor Dr. llie Anpassungen entsprechend den Vorschlagen der Reviewer durch, was letzten
Endes in der Publikation der Forschungsarbeit resultierte.

1.2 Beitrag zu Paper i

Erneut oblag die Betreuung des Projektes inklusive der Administration, Konzeptualisierung und
Bereitstellung der notwendigen Ressourcen der Betreuerin Frau Professor Dr. llie. Nach
ausgiebiger Literaturrecherche erfolgte in enger Absprache beider Autoren der Entwurf der
Methodik. Die Durchfiihrung der Experimente, Erhebung der Datensatze, Analyse und
Darstellung in Form und Schrift geschah erneut durch Herrn Franz-Josef Schroter. Nach Entwurf
des initialen Manuskriptes durch den Promovierenden, wurde die Forschungsarbeit in
Ricksprache beider Autoren durch Korrekturen zur Publikationsreife gebracht und eingereicht.
Die Adressierung der Reviews erfolgte wieder durch Herrn Schréter, der nach Riicksprache mit
Frau Professor Dr. llie die notwendigen Anpassungen des Manuskriptes vornahm, was letztlich
in der Publikation der Forschungsdaten endete.
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2. Einleitung

2.1 Hintergrundinformationen

Der Verhinderung und Therapie karitser Lasionen kommt bis heute eine grolRe Bedeutung im
klinischen Alltag eines jeden Zahnmediziners zu. Diese Tatigkeit reicht von der Prophylaxe im
Rahmen einer regelmafigen Kontrolluntersuchung mit einhergehender Zahnreinigung, Uber die
Therapie initial karidser Lasionen bis hin zum Ersatz teilweise erheblicher Schmelz- und Dentin-
Defekte mittels Fullungstherapie oder prothetischer Uberkronung. Dabei steht die Befestigung
eben genannter Fillungen im Zentrum vieler Forschungsarbeiten, die sich mit der
Effizienzsteigerung als auch der Verbesserung des Uberlebens solcher Fiillungen beschaftigen.

Erste Versuche der Haftvermittlung zwischen Fillungsmaterial und Zahnhartsubstanz wurden
bereits 1955 vollzogen, als ein separater Atz-Schritt die Haftung zum Zahnschmelz verbessern
konnte, wofiir damals noch eine chemische Oberflaichenveranderung verantwortlich gemacht
wurde [1]. Ein Jahrzehnt spater wurde daraufhin elektronenmikroskopisch visualisiert, dass das
flissige Monomer in die geatzte Schmelzoberflache penetriert, darin polymerisiert und demnach
mehr einen mechanischen, statt eines chemischen, Verbundes schafft [2]. Auf Grundlage dieser
Forschung wurden beginnend mit der Glycerol-Phosphat-Dimethacrylat enthaltenden ersten
Generation bis heute insgesamt acht Generationen von Adhasivsystemen entwickelt, die sich in
ihrer Herangehensweise bezliglich der Haftvermittlung zur Zahnhartsubstanz unterscheiden [3].

Grob unterschieden werden sogenannte Etch-and-Rinse- (E&R) und Self-Etch-Systeme (SE).
Die E&R-Systeme basieren hierbei auf den Schritten der separaten Saureatzung, dem Auftragen
eines Primers und abschlieRend eines Adhasivs. Eine Phosphorsaure mit einer Konzentration
von 35-37% dient hierbei der vollstandigen Entfernung der Schmierschicht, welche wahrend der
Bearbeitung der Zahnhartsubstanz mit rotierenden Instrumenten entsteht, Demineralisation der
Zahnoberflache und Freilegung von Kollagenfibrillen [4]. Zusatzlich werden hierbei Bakterien
innerhalb des caries-affected Dentins abgetttet [5]. Das Auftragen eines hydrophilen Primers
dient der Infiltration der durch die Sdureatzung entstandenen demineralisierten, aber weiterhin
hydrophilen Oberflache und weiter das Bilden einer Briicke zwischen hydrophiler
Zahnhartsubstanz und hydrophoben Schmelz-Dentin-Adhéasiv. Dieses wiederum bindet am
Fillungskomposit [4]. Obwohl eine Kombination von Primer und Adhasiv zu einem Wirkstoff, also
eine Reduktion des 3-schrittigen (4. Generation) zu einem 2-schrittigen (5. Generation) Systems,
mit einer geringeren Bestandigkeit des Verbunds einherging [6], zeigte sich dennoch ein klarer
Trend hin zu einer Reduktion der notwendigen Schritte zur Etablierung eines verlasslichen
Verbunds zwischen Zahn und Komposit, was in die Entstehung der SE-Systeme miindete.

In Anlehnung an die E&R-Systeme bendtigen SE-Systeme keine separate Saureatzung, sind
Anwender-freundlicher, was reduzierte Anwendungsdauer durch weniger Schritte der Nutzung
beinhaltet, sind weniger techniksensibel, also leichter zu handhaben, und zeigen eine geringere
Inzidenz von postoperativen Hypersensibilitaten. Grundlegender Unterschied der SE-Systeme zu
den E&R-Systemen besteht darin, dass sie keinen separaten Atzschritt bendtigen, um die
Dentinoberflache zu demineralisieren, da sie bereits im Vornherein saure Monomere beinhalten.
Ublicherweise kommen hierbei 2-schrittige (7. Generation) oder 1-schrittige (8. Generation)
Adhasive zum Einsatz [3, 7]. Dabei demineralisieren und infiltrieren die Monomere die
Zahnhartsubstanz gleichzeitig, wenn auch nicht immer zu identischem Ausmafe [8]. Weiter
unterschieden wird zwischen ultra-milden (pH > 2,5), milden (pH ~ 2), mittelstarken (pH 1-2) und
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starken (pH < 1) SE-Adhasiven, die abhangig von der Starke ihrer Saure unterschiedlich tief mit
der Zahnhartsubstanz interagieren und dabei nur die starken Sauren in der Lage sind, typische
Harzauslaufer, sogenannte resin-tags, zu bilden [7]. Neben der dadurch verursachten
mikromechanischen Verankerung am Zahn, ist eine zusatzliche chemische Bindung zum Zahn,
wie sie bspw. durch 10-Methacryloyloxydecyl-Dihydrogen-Phosphat (10-MDP) entsteht, in der
Lage die Verbundfestigkeit zusatzlich zu starken [9]. Hierbei wird Calcium aus dem Hydroxylapatit
des Zahns gel6st, welches mit dem Phosphat des 10-MDP‘s (und anderen Phosphat
enthaltenden Monomeren) ein stabiles Salz bildet, das in der Folge die haufig dokumentierte
verbesserte Verbundfestigkeit verursacht. Hierbei zeigt sich 10-MDP als der daflr potenteste
Wirkstoff [10]. Jedoch handelt es sich bei 10-MDP auch nicht um ein Wundermittel, da auch
dieses anfallig fir Hydrolyse-bedingte Veranderung des Verbunds zum Zahn ist [11].

Trotz der eben beschriebenen, kontinuierlichen Weiterentwicklung dentaler Adhasivtechnik
bleiben die Herausforderungen und Probleme, die ein zufriedenstellender Verbund zur
Zahnhartsubstanz mit sich bringt, weiter Gegenstand der Forschung. Neben der
unterschiedlichen Zusammensetzung von Zahnschmelz, der zu 93-98 gew.-% aus
anorganischen Verbindungen, wie ortsabhangig bspw. Hydroxylapatit, fluoridiertes
Hydroxylapatit oder Fluorapatit, zu 1,5-4 gew.-% aus Wasser und dem Rest aus organischen
Material, wie Proteinen oder Lipiden, besteht, und Zahnbein (Dentin), welches demgegeniiber zu
70 gew.-% aus anorganischem (groéf3tenteils Calcium und Phosphat), 20 gew.-% aus
organischem Material — vorwiegend Kollagen Typ 1 [12] — und zu den restlichen 10% aus Wasser
besteht [4] sowie dem Umgang mit der Schmierschicht, welche durch rotierende Abtragung von
Zahnhartsubstanz entsteht [13], spielen die Hydro- sowie Kollagenolyse innerhalb der
Hybridschicht, einer Interdiffusionszone zwischen organischer Dentinmatrix und infiltrierendem
Adhasiv-Monomer [14], eine groe Rolle fir die Stabilitdt des Verbundes zwischen
Fillungswerkstoff und Zahnhartsubstanz Giber die Lebensdauer einer Fillung hinweg [15, 16].

Ebendiese Kollagenolyse des Dentins innerhalb der Verbundzone, der eben beschriebenen
Hybridschicht, wird maRgeblich durch endogene Proteinasen gesteuert [17]. Hierbei handelt es
sich um insgesamt 23 bekannte, endogene Matrix-Metalloproteinasen (MMP), welche in der Lage
sind Kollagen, Proteoglykane und andere Proteine der Extrazellularmatrix zu verstoffwechseln
[18] und sich zum Teil innerhalb der Extrazellularmatrix des Zahnbeins befinden [19, 20]. Dabei
handelt es sich im Wesentlichen um die im Dentin aktiven Typen MMP-2, -3, -8, -9 und -20 [19-
22], neben denen sich auch Cystein-Cathepsine (CC) finden lassen, die in der Aktivierung der
MMP eine Rolle spielen [23]. Diese Proteasen liegen als inaktive Proenzyme vor, bei denen das
in der Prodomane befindliche Cystein eine Briicke zum katalytischen Zink-lon bildet und dadurch
die Aktivitat des Enzyms verhindert; auch bekannt als der Cysteine-Switch [24]. Wird diese
Prodomane abgespalten, sei es proteolytisch oder chemisch, werden die MMP aktiviert [18] und
das Kollagen verstoffwechselt. Dies geschieht durch Hydrolyse der Peptidbindungen des
Kollagens, wofiir die Kollagenhelix zunachst entwunden werden muss und dafir zwei mogliche,
zugrundeliegende Mechanismen diskutiert werden: bestimmte MMP, die sog. Kollagenasen, wie
bspw. MMP-1, sind in der Lage die Kollagenhelix selbst zu entwinden [25], oder das C-terminale
Telopeptid muss zunachst proteolytisch abgespalten werden, um den MMP das Entwinden
Uberhaupt erst zu ermdglichen [26], was alles im Endeffekt in der Degradation der Hybridschicht
mundet.

In der jingsten Entwicklung dentaler Adhasive sind diese MMP zentraler Gegenstand der
Forschung, genauer gesagt die Blockade oder Inhibition ebendieser, um den Abbau des
Kollagens und der damit einhergehenden Verschlechterung des Verbunds zwischen Dentin und
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Fillungswerkstoff, zu verlangsamen oder gar zu stoppen [27]. Hierbei haben sich verschiedene
Herangehensweisen als nitzlich erwiesen: das Auftragen bioaktiver Molekiile, wie Chlorhexidin
(CHX) [28], Glutaraldehyd [29], Proanthocyanidin [30] und anderer Polyphenole [31], das
Inkorporieren der MMP-Inhibitoren in die nachfolgend abgespllte Saure [32], den Primer [33]
oder das Adhasiv [34] oder aber auch dem water-wet-bonding und ethanol-wet-bonding [35].
Wahrend CHX als der meist erforschteste MMP-Inhibitor gilt [36] und Glutaraldehyd zytotoxische
Auswirkungen zeigte [37], hat die Erforschung von Catechinen, wie zum Beispiel
Epigallocatechin-3-Gallat (EGCG), Epicatechin-3-Gallat (ECG), Gallocatechin (GC) oder
Epicatechin (EC), zunehmende Aufmerksamkeit gewonnen, da sie zum Einen das Potential der
MMP-Inhibition zeigen [38] und aufgrund ihres nattrlichen Ursprungs aus Camellia sinensis eine
herausragende Biokompatibilitdt aufzuweisen scheinen [39]. Dariber hinaus ist insbesondere
EGCG Teil moderner Krebsforschung [40], da dem natirlichen Polyphenol eine
antiinflammatorische [41], antioxidative [42] und pro-apoptotische [43] und damit in Summe
antikanzerogene Wirkung nachgesagt wird [40]. Im Zentrum der Anwendung solcher Collagen-
Crosslinker und MMP-Inhibitoren steht die Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften
des Dentins [44], die Verbesserung und der Erhalt der Verbundfestigkeit [45], die Starkung der
Widerstandsfahigkeit gegeniiber proteolytischem Zerfall [46] bei durchgehend geringer Toxizitat
[47]. Ein naturliches Doping des Fullungsverbundes — ohne Nebenwirkungen.

Angesprochene Verbundfestigkeiten werden im Rahmen der Forschung dentaler Adhésive
hauptsachlich durch zwei verschiedene Testmethoden ermittelt: dem Scher-Test und dem
Zugversuch. Weiter unterschieden werden diese abhangig von der Verbundoberflache in Makro
(> 3 mm?) und Mikro (< 3 mm?), wobei sich der Mikro-Zugversuch und der Makro-Scher-Test als
die am haufigsten angewandten Testmethoden etabliert haben [48]. Ersterer, en Detail
beschrieben durch die Academy of Dental Materials [49], macht sich der Vorteile einer effektiven
Nutzung der begrenzt zur Verfligung stehenden Zahnhartsubstanz zunutze und zeigt ein
Uberwiegend adhasives Bruchmuster, ist jedoch aufgrund der durch die geringe PriifkérpergréRe
schnell stattfindenden Dehydratation fehleranfallig und auRerdem technisch anspruchsvoll [50],
was sich in der Haufigkeit der pra-Testfehler, abhéngig von der gebundenen Zahnhartsubstanz
(Schmelz bis zu 35,4%, Dentin bis zu 18,2%), widerspiegelt [51]. Hierbei flhren bereits kleinste
Unregelmafigkeiten zu pra-Testfehlern, iber welche zu haufig nicht berichtet wird [52]. Daneben
steht der Makro-Scher-Test, standardisiert durch die ISO Norm 29022, bei dem auf eine flach
geschliffene Oberflache ein Komposit-Aufbau in orthogonaler Ausrichtung befestigt wird [53]. Im
Vergleich zum Mikro-Zugversuch ist hierbei die Klebeflache gréRer, der fertige Verbund bedarf
keiner weiteren Manipulation durch Sagen in Sticks oder sanduhrférmiges Trimmen ebendieser
und die Versuchsdurchfiihrung ist weiterhin einfach und schnell durchfiihrbar [48]. Jedoch ist
dieser nur bedingt auf die klinische Realitat Ubertragbar, da eine komplett plane Flache unter
klinischen Bedingungen unrealistisch erscheint. Demzufolge ist der sogenannte configuration-
factor (c-Faktor), ein klinisches Maf} fiir das Verhaltnis von gebundener zu ungebundener
Oberflache einer Fullung, der mit verantwortlich fiir die Entstehung von Stress wahrend der
Schrumpfung durch die Lichtpolymerisation von Fillungskompositen ist [54], nur bedingt auf die
in-vitro Situation anwendbar. AuRerdem, der Konfiguration des Scher-Tests geschuldet,
konzentriert sich eine unverhaltnismafig groRe Kraft im Bereich der Zugzone, welche unmittelbar
dem Bereich der applizierten Scherkraft durch die Guillotine angrenzt [55, 56], was zu einer
Haufung von Briichen auRerhalb der Adhasivschicht fiihrt, die eine exakte Kalkulation der
Verbundfestigkeit nicht gestatten [57] und damit eigentlich nicht beriicksichtigt werden durften
[58].
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2.1.1 Griintee-Extrakt

Allgemeinhin bekannt als ein gern getrunkenes Heillgetrank, hat die Pflanze Camellia Sinensis
neben ihrem Wohlgenuss auch eine tatsachliche Wirkung. Das Extrakt der Pflanze, im Folgenden
als Gruntee-Extrakt (GTE) bezeichnet, zeigt in der medizinischen Forschung angewandt unter
anderem antiinflammatorische, antikanzerogene, pro-apoptotische und antioxidative Funktionen
sowohl in-vitro als auch in-vivo [59-61]. Da es sich hierbei um einen nattrlich vorkommenden
Inhaltsstoff handelt, weist dieser zudem eine gute Biokompatibilitat auf [39]. Aulerdem wurde in
diesem Rahmen herausgefunden, dass Bestandteile des Griintees ebenfalls MMP inhibitorische
Wirkungen haben [38], woraufhin es in die Erforschung dentaler, bioaktiver Substanzen
implementiert wurde [31]. Der griine Teil der Pflanze Camellia Sinensis enthalt einen beachtlichen
Anteil an Catechinen, wie EGCG, ECG, GC und EC, welche zu den pflanzlichen Polyphenolen,
genauer gesagt den Flavan-3-olen aus der Gruppe der Flavonoide zahlen [62]. Im Rahmen der
Forschung zur Kollagenolyse und Kariesprogression wurde eine hohe Aktivitat der Subtypen
MMP-2, -8 und -9 gefunden [63, 64]. Infolgedessen steht unter anderem EGCG im Fokus, da es
sowohl die Genexpression der Gelatinasen MMP-2 und -9 dosisabhéngig inhibiert [65, 66] und
damit auch ihre Aktivitat deutlich reduziert [38, 67-69], was die zeitlich bedingte Degradation des
Verbunds abschwacht, die Verbundfestigkeit dadurch aufrechterhalt und sogar das Potential
bietet, die Zytotoxizitat eines dentalen Adhasivs zu reduzieren [70]. Nebenbei sei zudem erwahnt,
dass man der Kombination mehrerer Catechine, wie bspw. in einem vollkommenen GTE, eine
kumulative Wirkung in der Krebspravention nachsagt [71], was die Vermutung nahe legt, dass
dies womaoglich auch fiir dentale Adhasive von Nutzen sein kénnte.

2.1.2 Tricalciumphosphat und Chitosan

Tricalciumphosphat (TCP) ist Teil der im dentalen Feld angewandten Biomaterialien und findet
aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zur chemischen Zusammensetzung des Hydroxylapatits
Anwendung in der Forschung der restaurativen Zahnheilkunde [72]. Nachdem einige
anorganische Fillstoffe vielversprechende Verbesserungen dentaler Adhasive gezeigt haben
[73], wird TCP gerne zur Verbesserung der Verbundfestigkeit und Remineralisation der
Zahnhartsubstanz angewandt [74-76]. Die Haftvermittlung stellt im Grunde genommen einen
Austausch anorganischer Substanz gegen synthetisches Harz des aufgetragenen Adhasivs dar.
Dabei werden Calciumphosphate aus der Zahnhartsubstanz herausgeldst, was Poren hinterlasst,
in die im Anschluss das Adhasiv infiltriert [77]. Wahrend ein Vorteil von SE-Adhasiven eigentlich
darin liegt, dass sie simultan demineralisieren und infiltrieren, sodass das demineralisierte Dentin
in der Theorie vollstandig penetriert wird [7], gibt es Hinweise darauf, dass dies nicht immer der
Fall ist [8], sodass TCP also an genau diesem Punkt ansetzen und als ein potenzielles
Calciumphosphat-Depot dienen kénnte, um die Achillesferse des Verbunds durch oben
angesprochene Remineralisation zu bedecken. Darliber hinaus erweist sich TCP auch noch als
sehr biokompatibel [78], was dem Biokompatibilitadtsanspruch der hier vorliegenden Arbeit weiter
zutraglich ist.

Chitosan auf der anderen Seite ist ein natirliches Biopolymer, welches durch Deacetylierung von
Chitin entsteht und streng genommen ein Polyaminosaccharid ist [79]. In der modernen
Zahnheilkunde gerne angewandt, fungiert es unter anderem als antimikrobieller Wirkstoff, als
Wirkstofftransporter, unterstitzend in der restaurativen Zahnheilkunde zur Verbesserung der
Haftkraft von Glasionomerzementen oder zur Remineralisation von Zahnschmelz [80]. Eine
plausible Erklarung fiir die antimikrobielle Wirkung [81] ist die elektrostatische Wechselwirkung
der Aminogruppen des Chitosans mit negativ geladenen Bestandteilen der bakteriellen Zellwand
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[82, 83]. Karies entsteht aus einem Zusammenspiel von Demineralisation der Zahnhartsubstanz
und oralem Biofilm, der unter anderem das Bakterium Streptococcus mutans enthalt [84].
Streptococcus mutans ist darlber hinaus auch maRgeblich an der Entstehung von
Sekundarkaries, i.e. Karies am Fiullungsrand, beteiligt [85], dessen Aktivitat durch das
Vorhandensein von Chitosan maf3geblich eingeschrankt wird [86]. Des Weiteren ist Chitosan in
der Lage, vergleichbar mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA), die durch Beschleifen der
Dentinoberflache entstandene Schmierschicht durch Chelation effektiv zu entfernen [87, 88].
Dariiber hinaus wird auch Chitosan als natirliches Biopolymer fiir seine exzellente
Biokompatibilitat gelobt [80, 89, 90].

Letztlich lag die Idee der Integration beider Wirkstoffe in das experimentelle Adhasiv darin, die
durch TCP modgliche Remineralisation der Zahnhartsubstanz und die antimikrobiellen sowie
Schmierschicht-entfernenden Eigenschaften des Chitosans zu nutzen, um den Verbund des
Adhasivs und damit der Fullung zur Zahnhartsubstanz nachhaltig zu starken und mdgliche
Méangel des Verbunds zu beseitigen.

2.1.3 Experimentelle Adhasive

Zum Testen der Einflisse auf Verbundfestigkeit und Zytotoxizitdt o.a. Inhaltsstoffe wurden
insgesamt vier experimentelle Adhasive entwickelt, deren Zusammensetzung in Tabelle 1 naher
dargestellt ist.

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung der verwendeten experimentellen Adhasive
entsprechend den Herstellerangaben. Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an [91].

Name GTE TCP + Chitosan Sonstiges

Exp. 1.1 9,38 gew.-% - Bis-GMA, TEGDMA, HEMA,
Polyacrylsaure, Initiatoren

Exp. 1.2 - - Bis-GMA, TEGDMA, HEMA,
Polyacrylsaure, Initiatoren

Exp. 2.1 9,38 gew.-% 4,7 gew.-% Bis-GMA, TEGDMA, HEMA,
Polyacrylsaure, Initiatoren

Exp. 2.2 - 4,7 gew.-% Bis-GMA, TEGDMA, HEMA,
Polyacrylsaure, Initiatoren

Abkirzungen: GTE = Griintee-Extrakt, TCP = Tricalciumphosphat, bis-GMA = bisphenol-A-
Diglycidylmethacrylat, ¥ TEGDMA =  Triethylenglycoldimethacrylat, HEMA = 2-
Hydroxyethyldimethacrylat

2.1.4 Pushout-Test

Die Urspriinge des Pushout-Tests liegen im Jahre 1970, erstmalig als Extrusionstest bezeichnet,
als Stempel verschiedener Durchmesser verwendet wurden, um — in Analogie zum
mastikatorischen Zyklus — zylinderférmige Aufbauten aus einer Scheibe zu pressen [92]. Seither
weiterentwickelt, wird seine Anwendung zur Messung der Retention zwischen Glasfaserstiften
und Wurzeldentin empfohlen [93]. Dabei sieht der Ablauf des Tests folgendermalfien aus: der
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Wurzelkanal meist einwurzeliger Zahne wird analog zur endodontologischen
Wurzelkanalbehandlung mit Feilen verschiedener Taper aufbereitet. Entscheidend fiir die
Konfiguration der Kavitatenwand ist hierbei neben der Feilendicke auch die Beschaffenheit des
Wourzelkanals, was Form und Kriimmung des Kanals miteinschlie3t. Nach Aufbereitung folgt die
Flllung des Wurzelkanals mit Guttapercha und nachfolgend die Versorgung durch bspw. einen
Glasfaserstift. Ist der Wurzelkanal gefiillt, wird dieser entsprechend seiner Langsachse horizontal
dazu gesagt, um Scheiben einer vorab definierten Dicke zu erhalten, die im Optimalfall zentral
mit Wurzelfilimaterial gefillt sind. Diese Scheibe wird auf der Testvorrichtung fixiert und
entsprechend der Zylinderform zur Seite des breiteren Durchmessers hin extrudiert. Der Punkt
der maximalen Kraft, gemessen unmittelbar vor Bruch des Priifkérpers, reprasentiert die
notwendige Kraft, um den Verbund zu I6sen. Die gemessene Kraft Fuax [N] wird durch die
Verbundflache (Mantelflache parallelwandiger Zylinder A = 2 x n x r x h) geteilt, was in der
Verbundfestigkeit [MPa] resultiert [94].

Kritik erntet der Test aufgrund seiner nicht standardisierten Konfiguration, da Parameter, wie etwa
der Stempeldurchmesser oder die Prifkorperdicke, nicht einheitlich vorgegeben sind, die
Ergebnisse jedoch mafigeblich beeinflussen [95]. Es existiert eine groRRe Variation in den Test-
Konfigurationen des Pushout-Tests, sodass der Ruf nach einem standardisierten Testverfahren,
wie es fur den Mikro-Zugversuch [49] oder Scher-Test [53] bereits existiert, grof} ist. Des Weiteren
ist es aufgrund der individuellen Wurzelkanalmorphologie unmdglich, einheitliche Prifkérper
herzustellen und damit gleichbleibende Testbedingungen zu schaffen [96], weshalb sich das
Testverfahren bisher nicht als universelle Testmethode etabliert hat [48].

Jedoch ist der Test in puncto c-Faktor durchaus naher an der klinischen Realitat als der etablierte
Scher-Test. Wie bereits erwahnt, beschreibt der c-Faktor das Verhaltnis von gebundener zu
ungebundener Flache einer Zahnfiillung und ist ein Maf} fir die Spannung, die durch die
Schrumpfung wahrend der Polymerisation eines Fillungskomposits entsteht [54]. Bei der
Polymerisation, bspw. induziert durch eine Hochleistungspolymerisationslampe, zerfallen die im
Komposit enthaltenen Initiatoren in energiereiche Molekule, die mit den Doppelbindungen der
funktionellen Monomere (wie z.B. bis-GMA, TEGDMA, HEMA et cetera) reagieren und diese zu
Polymerketten verknipfen. Abhangig von der Kettenlange der unpolymerisierten Monomere
findet durch die dreidimensionale Orientierung zu Polymeren eine Verdichtung des Werkstoffs
statt, was im Endeffekt in einer Volumenschrumpfung resultiert. Diese sogenannte
Polymerisationsschrumpfung liegt bei modernen Materialien zwischen 1-3 Vol.-%. Die durch die
Schrumpfung entstehende Spannung an der Verbundfliche kann zu Rissen an der
Kompositoberflache oder Randspaltbildung an der Restaurationsgrenze filhren [4]. Dabei
entwickelt sich der angesprochene Schrumpfungsstress sowohl langsamer, als auch in der
Summe geringer, je kleiner der c-Faktor einer solchen Restauration ist [54]. Wie bereits in
anderen Arbeiten, welche naher auf das Thema c-Faktor eingehen, beschrieben, erreicht dieser
bspw. einen Wert von circa 1,7 im Pushout-Test und von etwa 0,2 im Scher-Test [97]. Da ein
solches Verhaltnis der Oberflachen, wie es im Scher-Test der Fall ist, klinisch unmdglich zu
erreichen ist, liegt der c-Faktor des Pushout-Tests deutlich ndher an der klinischen Praxis, was
ihn in der Theorie dazu qualifiziert, eine hohere Vorhersagekraft der realistischen Leistung
dentaler Adhasive zu haben, als der Scher-Test.
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2.2 Fragestellungen

Besonderheit der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung von insgesamt vier experimentellen
Adhasiven im hauseigenen Labor, inklusive aller ihrer Bestandteile. Des Weiteren wurden GTE,
TCP und Chitosan vorab, d.h. wahrend der Herstellung, in das Adhasiv integriert, was ein
vorheriges Auftragen auf die Zahnoberfliche oder das Vermischen mit vorbestehenden
Adhasivsystemen, wie es haufig in der Literatur beschrieben ist, Uberflissig macht.

Zentrale Fragestellungen der ersten Publikation waren der Einfluss von GTE allein und in
Kombination mit TCP und Chitosan auf die im Scher-Test gemessene Verbundfestigkeit nach 24
h sowie nach einer artifiziellen Alterung von sechs Monaten in klnstlichem Speichel und bei
Korpertemperatur. AulRerdem wurde geprift, ob die vorliegenden experimentellen Werkstoffe
einen toxischen Effekt auf humane Gingiva-Fibroblasten (HGF) zeigen, was mithilfe einer
farboptischen Messung ermittelt wurde.

Ziel der zweiten Verodffentlichung war die Entwicklung eines standardisierten sowie
reproduzierbaren Pushout-Testprotokolls, um zum einen eine gleichbleibende Prifkérper- bzw.
Kavitdten-Geometrie zu schaffen und zum anderen einen moglicherweise ebenfalls geeigneten
Test zur Messung der Verbundfestigkeit dentaler Adhasive zu finden, der in seiner Konfiguration
theoretisch naher an der klinischen Realitat ist, als seine etablierte Konkurrenz in Scher-Test und
Mikro-Zugversuch.

2.3 Methodik

Zur Prufkérperherstellung im Rahmen beider Studien wurden extrahierte, intakte, kariesfreie,
humane dritte Molaren, ergo Weisheitszdhne, verwendet, welche a priori in einer 0,2%
Natriumazid-Losung bei Raumtemperatur nicht langer als drei Monate gelagert wurden. Zur
Teilung der Zahne wurde eine diamantierte Sage (IsoMet, Buehler, Lake Bluff, IL, USA)
verwendet. Das Bonding Prozedere folgte einem strikten Protokoll: Nach Trockenlegung der
Zahnoberflaiche wurde der kommerzielle, selbstatzende Primer des verwendeten Goldstandard
Adhésivs CSE (Clearfil SE Bond; Kuraray Noritake Dental Inc., Kurashiki, Japan) mithilfe einer
Microbrush fir 20 s unter langsamen Einreibebewegung auf dem exponierten Dentin appliziert
und anschliefend durch sanften Luftdruck gleichmafig verblasen, bis keine Bewegung der
Flussigkeit mehr sichtbar war. Es erfolgte analog die Applikation der Bonding-Flussigkeit der
jeweiligen Adhasive (CSE, Exp. 1.1 - 2.2) fir 20 s, das Verblasen und die abschlielende
Lichthartung fir 10 s mit einer Hochleistungspolymerisationslampe (Bluephase® Style, Ivoclar
Vivadent, Schaan, Liechtenstein) mit einer Intensitat von 1544 + 207 mW/cm? und einem
Lichtaustrittsfenster von 10 mm Durchmesser. Bei dem im Bulk-Fill Verfahren angewandten
Flllungskomposit handelte es sich um eine organisch modifizierte Keramik (Ormocer) mit gering-
schrumpfenden Eigenschaften und einer notwendigen Belichtungszeit von 20 s namens Admira
Fusion x-tra (AF; VOCO GmbH, Cuxhaven, Deutschland), welcher entsprechend den
Herstellerangaben verwendet wurde. Nach Herstellung der Prifkdrper wurden diese in
kiinstlichem Speichel mit einem pH-Wert von 6,9 und einer Zusammensetzung aus 1,2 g
Kaliumchlorid, 0,84 g Natriumchlorid, 0,26 g di-Kaliumhydrogenphosphat und 0,14 g
Calciumchlorid-Dihydrat auf 1.000,0 g Wasser bei 37°C in einem Thermalofen entsprechend dem
Alterungszeitraum gelagert.
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2.3.1 Scher-Test

Insgesamt wurden 39 Weisheitszdhne benétigt, um summa summarum 200 Scher-Test
Prifkorper — aufgeteilt in insgesamt zehn Gruppen - herzustellen. Um eine ebene
Dentinoberflache zu erhalten wurden die Zahne zunachst horizontal oberhalb des Pulpenkavums
geteilt. Je nach Zahngrofie wurden daraufhin beide Teile in jeweils bis zu vier Stiicke gesagt, was
maximal acht Fragmente pro Zahn ergab. Diese wurden anschlieBend mit nach oben
exponiertem Dentin in einem Methacrylat-Harz (Technovit 4004, Kulzer, Hanau, Deutschland;
Pulver LOT K010164; Flussigkeit LOT K010108) eingebettet und weiter mit einer Kérnung von
P1200 geschliffen, um eine artifizielle Schmierschicht am exponierten Dentin zu generieren.
Daraufhin folgte die Applikation der dentalen Adhasive entsprechend dem oben beschriebenen
Protokoll. Der in beiden Publikationen verwendete Versuchsaufbau orientiert sich an der ISO-
Norm 29022 [53]. Diese gibt die zur Prifkorperherstellung notwendige Klemmvorrichtung
(Bonding Clamp, ISO 29022, Ultradent Products, South Jordan, UT, USA) und Matrize (Bonding
Mold Insert, ISO 29022, Ultradent Products, South Jordan, UT, USA) vor. Weiterhin wurde die
Matrize durch einen Schnitt zweigeteilt, um ein nach der Prifkorperherstellung erfolgendes
Entfernen der Matrize mdéglichst ohne Irritation des Verbunds zu gewahrleisten. Im Anschluss an
die Herstellung wurden die Prifkérper unmittelbar entsprechend den obigen Angaben gelagert
und nach Ablauf der Alterung in horizontaler Ausrichtung in einer universellen Prifmaschine
(Z22.5, Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) montiert. Die Modifikation der 1ISO-Norm lag in der
Verwendung der Guillotine, wo statt der durch die ISO-Norm vorgegebenen zentral eingekerbten
Guillotine (Notched-Edge Shear-Blade, ISO 29022, Ultradent Products, South Jordan, UT, USA)
eine mit geradliniger Kante verwendet wurde. Die Vorschubgeschwindigkeit betrug 0,5 mm/min
und erfolgte bis zum Bruch des Prifkorpers. Die maximale Kraft Fuax [N] bei Bruch des
Prifkorpers wurde gemessen und durch die individuelle Bondingflache eines jeden Prifkorpers
geteilt, um die Verbundfestigkeit [MPa] zu erhalten [91].

2.3.2 Pushout-Test

Zum Finden einer reproduzierbaren Herstellungsmethode wurden Zahne in vertikaler Richtung in
1 + 0,1 mm dicke Scheiben geschnitten. Um eine Austrocknung der grazilen Zahnscheiben
weitestgehend zu verhindern, wurden diese durchgehend in destilliertem Wasser gelagert und
lediglich zur Bearbeitung und Konditionierung entnommen. Um die Kavitat zu schaffen, wurden
die Zahnscheiben in einer vertikalen Bohrmaschine (Degussa Dental GmbH, Hanau,
Deutschland) fixiet und orthogonal zur Dentinoberfliche unter sanftem Druck und
durchgehender Wasserkihlung gebohrt. Hierbei wurde sichergestellt, dass sich die Bohrung
innerhalb des Dentins mit einem Abstand von > 1 mm zu den Randern des Pulpenkavums und
der Schmelz-Dentin-Grenze befindet. Zur Bohrung wurde ein parallelwandiger, diamantierter
Torpedo (Komet Dental, Lemgo, Deutschland) mit einem Durchmesser von 1,4 mm und einer
durchschnittlichen KorngroRe von 107 pum verwendet, wodurch gleichzeitig die notwendige
Schmierschicht entstanden ist. Die Kavitdtenoberflache wurde entsprechend der Formel fir
Mantelflachen parallelwandiger Zylinder (A = 2 x n x r x h) berechnet, wobei A fir die
Mantelflache, r fir den Radius der Bohrung und h fir die Dicke der Zahnscheibe stand. Die
Dimensionen von Zahnscheibendicke und Bohrungsradius wurden entsprechend der
Verbundoberflachen der Scher-Test-Priitkdrper gewahlt, um einen mdglichst detailgetreuen
Vergleich zu ermoglichen. Im Anschluss an die Bohrung wurden die Prifkdrper entsprechend
dem o.a. Protokoll konditioniert, mittels Bulk-Fill-Verfahren gefiillt, polymerisiert und fiir 24 h wie
beschrieben gelagert. Die Testung der Priifkdrper fand ebenfalls in der universellen Priifmaschine
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mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 0,5 mm/min statt. Hierfir wurde ein stdhlerner Stempel
mit einem Durchmesser von 1,2 mm (optisch kontrolliert mit 2,4-facher VergréRerung) zentral auf
der mit Komposit geflillten Kavitat positioniert und der Priifkdrper bis zum Bruch belastet. Die
maximal gemessene Kraft Fuax [N] wurde durch die individuelle Verbundoberflache A geteilt, um
die Verbundfestigkeit [MPa] zu errechnen [98].

2.3.3 Fraktographische Analyse

Die fraktographische Analyse beschreibt die lichtmikroskopische Beurteilung der Bruchmuster
eines nach Belastung frakturierten Prifkorpers. Dabei wurden die Bruchrander mit einem
Lichtmikroskop (Stemi 508, Carl Zeiss Mikroskopie GmbH, Goéttingen, Deutschland) vergroRert,
mittels Kameraaufsatz (Axiocam color 305, Carl Zeiss Mikroskopie GmbH, Gottingen,
Deutschland) fotografiert und anhand der Computersoftware (AxioVision 4.8.2) analysiert. Im
Scher-Test wurden hierbei die Bruchmuster a) adhéasiv, b) gemischt und c) kohasiv
unterschieden. Ein adhasiver Bruch lag vor, wenn sich die Bruchlinie ausschlieRlich innerhalb der
Adhasivschicht befand; ein gemischter Bruch, wenn die Bruchlinie durch alle drei Substrate
(Komposit, Adhasiv, Zahnbein) prolongierte und zuletzt ein kohasiver Bruch, wenn sich die
Bruchlinie im Adhasiv und einer der beiden anderen Substrate, Komposit oder Zahnbein, befand.
Des Weiteren wurde der sogenannte modified adhesive remnant index (mARI) zurate gezogen.
Hierbei wird mittels Lichtmikroskopie untersucht, an welchem Substrat (Zahnbein oder Komposit)
der Verbleib von Adhasivresten nach Bruch lberwiegt. Verblieben > 50% an einer der beiden
Substrate, wurde der mARI entsprechend als Komposit oder Dentin klassifiziert [91].

Im Rahmen des Pushout-Tests wurde die Lichtmikroskopie fiir zweierlei Zwecke angewandt.
Einerseits wurde hiermit die Position des Stahlstempels a posteriori beurteilt, wobei die Position
des Stempels anhand der Impression innerhalb des Komposits erkennbar war. Waren die Rander
des Stempels > 50 um vom Kavitatenrand entfernt, wurde die Position als zentral eingestuft, bei
einem Abstand < 50 um als marginal und sobald diese sich um > 50 um Uberschnitten als
Uberlappend. Zudem wurde beurteilt, ob eine Bruchlinie auBerhalb der Grenzflache zwischen
Dentin und Komposit ins Dentin prolongierte. War eine solche Bruchlinie auf der Ober- und
Unterseite des Prifkorpers sichtbar, so wurde dieser mitsamt Messung als invalide klassifiziert
und damit von den Messwerten ausgeschlossen [98].

2.3.4 Raster-Elektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung diente dem Zwecke der Beurteilung der
Morphologie des Verbundes zwischen Adhasiv und Dentin. Hierzu wurden Prifkorper
entsprechend einer Sandwich-Technik produziert, wobei die Zahnkrone mittels horizontalem
Schnitt oberhalb des Pulpenkavums getrennt wurde. Die beiden exponierten Dentinflachen
wurden entsprechend dem o.a. Procedere konditioniert und der Flillungskomposit mittels sanften
Druck zwischen beiden Zahnteilen gleichmaRig verteilt. Die Lichtpolymerisation geschah von den
funf Seiten: mesial, distal, vestibular, oral und okklusal fir jeweils 40 s. Abbildung 1 zeigt
beispielhaft einen dieser in Sandwich-Technik hergestellten Prifkorper.
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Abbildung 1: Beispiel eines in Sandwich-Technik hergestellten Priifkérpers zur
elektronenmikroskopischen Analyse der Verbundmorphologie, hier in 11-facher Vergré3erung.

Nach Ablauf der dem Scher-Test entsprechenden Alterungszeitrdume wurden die Priifkérper
mittels vertikalen Schnitts gesagt, um die Grenzflachen des Verbunds zu exponieren. Die Politur
der Oberflache erfolgte schrittweise in einer automatischen Poliermaschine (EXAKT Advance
Technologie GmbH, Norderstedt, Deutschland) beginnend mit einer Kérnung von P1200 fir 1
min gefolgt von P2400 fir 2 min, P4000 fiir 4 min und abschlieRend mit Politurspray einer
Korngréfle von 1 um fir 4 min. Nach erfolgter Politur wurden die Prifkérper zunachst im
Ultraschallbad fiir 5 min gereinigt, dann fir 30 s in 6 mol/l konzentrierter Salzsaure demineralisiert
und einer 10-minltigen Deprotonierung in einer 12% Natriumhydroxid-Lésung unterzogen. Nach
Sauberung in destilliertem Wasser folgte die schrittweise Dehydrierung der Proben nach dem
folgenden Protokoll: 20 min in 25% alc., 20 min in 50% alc., 30 min in 75% alc., 30 min in 95%
alc. und 60 min in >99,8% alc.. Die Proben wurden anschlieBend staubgeschiitzt gelagert und
unmittelbar vor Messung mit einer 25 nm dicken Goldschicht gesputtert. Das
Elektronenmikroskop (Zeiss Supra 55 V P, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) operierte
bei einer Spannung von 10 kV und die Darstellung der Verbundmorphologie erfolgte in 1.000-
facher Vergrofkerung [91].

2.3.5 Zellkultur und Zellviabilitat

Um den Einfluss der experimentellen Werkstoffe auf die Zellviabilitdit zu messen und damit
Rickschlisse auf die Zytotoxizitdt ziehen zu koénnen, wurden die Kronen humaner
Weisheitszahne horizontal in 2 mm dicke Scheiben gesagt, diese sterilisiert, unter sterilen
Bedingungen optisch vermessen und mittels o.a. Protokoll konditioniert. Dabei wurde
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entsprechend der ISO-Norm 10993-12 [99] eine Bonding-Oberflache von 117,8 mm? pro Milliliter
des Zellkulturmediums (Dulbecco’s modified eagle medium, Gibco, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland) verwendet. Die fertig konditionierten Zahnscheiben wurden in der
entsprechend der Bonding-Oberflache errechneten Menge an Zellkulturmedium, inklusive einer
Beimengung von 10% fétalem Kalberserum (FBS) und 1% Penicillin/Streptomycin-Losung,
getrankt und bei 37°C flr bis zu sechs Monate gelagert. Die Eluate wurden taglich wahrend der
ersten zehn Tage sowie nach einem, drei und sechs Monaten entnommen. Nach einem, drei und
sechs Monaten wurde jeweils die Elution binnen 24 h gemessen, nicht die akkumulierte Elution
Uber diese Zeitraume hinweg. Das gesamte Vorgehen wurde doppelt durchgefiihrt, um die
Validitat der Messwerte zu erhéhen.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland) inkl. 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin-L6sung wurde zur Kultivierung von
HGF verwendet. Die Zellkulturen wurden in T75 Zellkulturflaschen (CELLSTAR®, Greiner Bio-
One GmbH, Kremsmiister, Osterreich) angesetzt und in einem Ofen (HERACELL 150i, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) bei feuchter Luft (37°C, 5% CO3) bebriitet. Zellen wurden bei einer
Dichte von 5.000 Zellen pro Quadratzentimeter ausgesat und das Zellkulturmedium regelmaRig
in Abstdnden von circa 48 h gewechselt. Das Splitten geschah nach Waschen der Zellen mit
Dulbecco’s phosphatgepufferter Kochsalzlésung (DPBS; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
mittels Trypsin/EDTA-LSsung (0,25% Trypsin, 0,53% mM EDTA), welche durch DMEM Zugabe
im Verhaltnis 1:2 neutralisiert wurde. Zahlung fand in einer Neubauer improved Zahlkammer
(Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland) in einer 1:1 Mischung aus
Trypanblau und zellhaltigem Kulturmedium statt. Alle innerhalb der Studie verwendeten Zellen
entstammten einer Linie und wurden in Passage neun verwendet.

Zur Beurteilung der Zellviabilitat, bzw. der Zytotoxizitdt der Eluate, wurde das WST-1 Assay
herangezogen. Hierbei wird das Tetrazolium-Salz enthaltende WST-1 Zellproliferationsreagenz
zur Zelllésung hinzugegeben, was die mitochondrialen Dehydrogenasen der HGF zu Formazan
umsetzen und damit einen Farbumschlag verursachen. Die Intensitat des Farbumschlags lasst
Ruckschlisse auf die Aktivitat lebendiger Zellen zu und ist farboptisch messbar [100]. Hierfiir
wurden Zellen in 96-Well-Mikroplatten (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) in
einer Dichte von 5.000 Zellen pro Well ausgesat und fiir 24 h weiter bebritet. Nach Ablauf der 24
h wurde das Medium mit 100 pl der Eluate, 100 pl Negativkontrolle (Kulturmedium) oder 100 pl
Positivkontrolle (Kulturmedium mit 20% Alkoholanteil) getauscht und flir weitere 24 h bebritet.
Wells ohne Zellen dienten der blanko Kontrolle. Test- und Negativkontrollgruppen wurden jeweils
in Triplikaten mit je finf Messungen getestet, Positiv- sowie Blankokontrollgruppen in Singles mit
je drei Messungen. Nach Ablauf der 24 h wurden 10 ul WST-1 Zellproliferationsreagenz
hinzugegeben, die optische Dichte nach zwei Stunden bei einer Wellenldnge von 450 nm und
630 nm in einem Multimodus-Mikrotiterplatten-Lesegerat (Varioskan LUX, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) gemessen und mittels Skanlt Software (Version 2.2, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) aufgezeichnet. Nach Hintergrund- und Blanko-Korrektur wurden die
Viabilitatswerte berechnet, indem der Durchschnittswert der Negativkontroligruppen als 100%
Viabilitatsreferenz herangezogen wurde [91].

2.4 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS (IBM SPSS Statistics, Version 28,
International Business Machines Cooperation, NY, USA) verwendet. Im Rahmen der ersten
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Studie wurden alle Daten innerhalb eines Alterungszeitraums im Scher-Test zunachst auf
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk's Test geprift und anschlieRend dem Levene’s Test auf
Varianzgleichheit unterzogen. Im Falle einer Inhomogenitat der Varianzen wurde im Rahmen der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) zur weiteren Differenzierung der Unterschiede innerhalb
einzelner Gruppen einer Alterung der Games-Howell post-hoc Test angewandt, im umgekehrten
Fall Tukey’s post-hoc Test bei Vorliegen einer Varianzhomogenitat. Der Einfluss der artifiziellen
Alterung im kinstlichen Speichel wurde mithilfe des t-Tests flir unabhangige Variablen ausfindig
gemacht. Des Weiteren wurde eine multivariate Varianzanalyse (MANOVA) angewandt, um die
EffektgroRe der Faktoren GTE, TCP + Chitosan und Alterung abzuschatzen, was durch das
partielle Eta-Quadrat (np?) objektiviert wird [91].

Im Rahmen der zweiten Studie wurden die Messwerte analog der ersten Studie zunachst auf
Normalverteilung und Homogenitat der Varianzen geprift. Zur weiteren Differenzierung der
Unterschiede einzelner Gruppen innerhalb eines Tests wurde im Rahmen der ANOVA hier
Dunnett’'s post-hoc Test angewandt. Die jeweilig korrespondierenden Gruppen beider Tests
wurden mittels t-Tests fir unabhangige Variablen miteinander verglichen. Ebenso wurde eine
MANOVA innerhalb der Pushout-Testgruppen angewandt, um mithilfe des n,? die EffektgroRen
der Faktoren Adhasiv, Stempelposition und Dentinbruch (invalide Messung) zu schatzen [98].

AuRerdem wurde in beiden Studien die Weibull Analyse angewandt, um die Zuverlassigkeit der
Adhésive zu bewerten. Diese basiert auf der Weibull Verteilung, welche unter Beriicksichtigung
der hohen Streuung der Bruchfestigkeiten sproder Materialien — bedingt durch bspw.
Inhomogenitéaten im Material, wie eingeschlossenen Blasen — das Ziehen von Ruickschlissen auf
die Versagenswahrscheinlichkeit entsprechender Materialien zuldsst. Ausschlaggebend dabei ist
auch die GroRe der verwendeten Prifkorper, da von einer ungleichen Verteilung angesprochener
Inhomogenitdten innerhalb eines Materials ausgegangen wird und demnach die
Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins eines gro3en Fehlers innerhalb des Priifkdrpers umso
hoher ist, je grofRer dieser ist. Das doppelte Logarithmieren der Weibull Gleichung, welche der
Berechnung der Versagenswahrscheinlichkeit, bei der ein Bruch vom gré3ten Fehler innerhalb
des Werkstoffs ausgeht, dient, erlaubt die graphische Darstellung der Daten, bei der die Steigung
der Ausgleichsgeraden der Messwerte durch das Weibull Modul m widergespiegelt wird. Je héher
m, desto schmaler die Verteilung der Bruchfestigkeiten und demnach, desto hoher die
Zuverlassigkeit des Werkstoffs. Zur Ermittlung wird eine Mindestpriifkdrperanzahl von n > 10
empfohlen, wobei n > 30 nur noch wenig zur besseren Vorhersagewahrscheinlichkeit eines
Bruches beitragt. Ein in der Literatur tbliches Mal} zur Ermittlung des Weibull Moduls ist n = 20,
was auch in den hier vorliegenden Publikationen angewandt wurde [101].
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3. Zusammenfassung

In Summe beinhaltet die vorliegende Dissertationsschrift zwei wissenschaftliche Publikationen,
deren Ergebnisse aus Forschungsarbeit im mechanischen sowie biologischen Labor stammen.
Grundlage der Forschung war die Entwicklung von vier experimentellen, zahnarztlichen SE
Adhésiven und die Untersuchung der Parameter Verbundfestigkeit im Scher- und Pushout-Test,
Frakturmuster, Verbundmorphologie und Zytotoxizitat ebendieser Werkstoffe im Vergleich zu
einem etablierten Goldstandard in CSE.

Bestandteil der ersten Publikation mit dem Titel ,Enhancing dentin bonding through new
adhesives formulations with natural polyphenols, tricalcium phosphate and chitosan war die
konkrete Synthese der vier experimentellen Materialien inklusive Prifung der erfolgreichen
Integration der natirlichen Polyphenole mittels HPLC-Analyse sowie die Beleuchtung von
Verbundfestigkeit mittels Scher-Test nach 24 h und sechs Monaten Alterung (n = 20; >, = 200),
fraktographische Analyse mittels Lichtmikroskopie, Beurteilung der Verbundmorphologie mittels
Elektronenmikroskopie und Testung der Zytotoxizitéat der Adhasive mithilfe des WST-1 Assays
nach 24 h, 48 h, 72 h, einem, drei und sechs Monaten. Fur enthaltene Tabellen, sieche Anhang A.
Die Arbeit dient dem Zweck der Herstellung eines zahnarztlichen SE Adhasivs, welches
natlrliche Zusatze wie GTE (inkl. EGCG, ECG et cetera), TCP und Chitosan bereits im
Vornherein beinhaltet, um zusatzliche Schritte des Auftragens oder Anmischens der
Komponenten wahrend des Bonding-Protokolls zu vermeiden und gleichzeitig damit die Dauer
und Anzahl der Schritte zur Anwendung ebendieser zu reduzieren. Gleichzeitig sind natirliche
Zusatze, wie eben EGCG, Bestandteil aktueller Forschung, da gezeigt wurde, dass diese das
Potential besitzen die Verbundfestigkeit zahnarztlicher Adhasive nachhaltig zu verbessern [45].

Inhalt der zweiten Publikation mit dem Titel ,Pushout Bond Strength in Coronal Dentin: A
Standardization Approach in Comparison to Shear Bond Strength® war der Methodenvergleich
zwischen einem der allgemeinhin verbreiteten Standardtests zur Beurteilung der
Verbundfestigkeit dentaler Adhasive, i.e. dem Scher-Test, und dem sogenannten Pushout-Test,
welcher bisher nicht als universelle Testmethode im Bereich der Forschung dentaler
Adhasivtechnik etabliert ist [48]. Besonderheit hierbei war, dass aufgrund mangelnder
Anwendung des Pushout-Tests in der Adhasivtechnik keine standardisierte Norm (wie etwa ISO
29022 des Scher-Tests) existierte und in diesem Rahmen ein standardisiertes Protokoll zur
Prifkorperherstellung entworfen wurde. Zum Vergleich der Tests wurden die Verbundfestigkeiten
nach 24 h Alterung besagter experimenteller Adhasive sowie CSE aus dem Scher-Test mit den
Werten des Pushout-Tests verglichen (n = 20; > = 200). Die gebrochenen Priifkdrper wurden
ebenfalls lichtmikroskopisch untersucht, um deren Frakturverhalten genauer evaluieren zu
kénnen. Fir enthaltene Tabellen und Abbildungen, siehe Anhang B.

Die Ergebnisse beider Studien werden im Anschluss zusammenfassend dargestellt und die
darauf basierenden Schlussfolgerungen gezogen.

3.1 Paperl

3.1.1 Ergebnisse

Nach Synthese der vier experimentellen Adhasive wurde zunachst mittels HPLC-Analyse der
Nachweis der erfolgreichen Integration der Catechine in die hergestellten Materialien Exp. 1.1
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(15,1 £ 0,2 pg/g) und Exp. 2.1 (15,5 + 0,2 pg/g) geliefert (Tabelle 2). Nach 24-stiindiger Alterung
in artifiziellem Speichel und bei 37°C zeigten beide GTE-enthaltenden Adhasive eine signifikant
hoéhere Verbundfestigkeit im Vergleich zu ihrer ungefiiliten Referenz (p < 0,05). Gleichzeitig war
kein Unterschied zum Goldstandard nachweisbar (Exp. 1.1: p = 0,507; Exp. 2.1: p = 0,270).
Wahrend sich das Vorhandensein von TCP und Chitosan nicht signifikant auf die
Verbundfestigkeit auswirkte (Exp. 1.1|Exp. 2.1: p = 0,999; Exp. 1.2|Exp. 2.2: p = 0,237), zeigte
es eine Veranderung des Weibull Moduls: hierbei lagen die Werte von Exp. 2.1 (m = 4,0) und
Exp. 2.2 (m = 4,3) deutlich tber den Ubrigen Werten von CSE (m = 2,9), Exp. 1.1 (m = 2,1) und
Exp. 1.2 (m = 1,9). Der Parameter Alterung hatte lediglich bei Exp. 2.1 einen signifikanten Einfluss
auf die Verbundfestigkeit hin zu niedrigeren Haftwerten (p < 0,05), wahrend alle anderen Gruppen
davon unbeeinflusst blieben. Vergleicht man die gealterten Gruppen, so hat die Integration von
GTE in die TCP und Chitosan enthaltenden Gruppen keine Auswirkung auf die Verbundfestigkeit
(p = 0,816), wahrend es ohne TCP und Chitosan eine signifikante Steigerung der Haftwerte (p <
0,05) zur Folge hat. Der Vergleich zwischen den gealterten Gruppen zeigte erneut, dass die
Integration von TCP und Chitosan allein keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die
gemessenen Haftwerte hat (Exp. 1.1|Exp. 2.1: p = 0,280; Exp. 1.2|Exp. 2.2: p = 0,844). Zur
Ubersicht der ermittelten Werte, siehe Tabelle 3. Interessanterweise fiihrte die Alterung beim
Goldstandard CSE zu einer — wenn auch nicht statistisch signifikanten — Steigerung der
Verbundfestigkeiten, sodass sich CSE in dieser Hinsicht von den experimentellen Gruppen
unterschied. Jedoch lieR sich das durch die Frakturmuster von CSE erklaren, da dieser Werkstoff
nach sechs Monaten Alterung zu 85% in Teilen auRerhalb der Adhasivschicht brach und eine
konkrete Ermittlung der Haftwerte damit eigentlich nicht moglich war (vgl. Tabelle 5).
Berlcksichtigt man hierbei alle Messungen, die ausschlieBlich innerhalb der Adhasivschicht
gebrochen sind (n = 3), so flihrt dies zu einer Rickverschiebung hin zu statistisch gleichen Werten
zwischen CSE und Exp. 1.1 (p = 0,857), Exp. 2.1 (p = 0,279) sowie Exp. 2.2 (p = 0,088) (siehe
Tabelle 4). Was die Weibull Moduli nach Alterung anbelangt, so lassen sich zwei groliere
Unterschiede zur Ausgangssituation erkennen: zum einen zeigten lediglich CSE (m = 3,3) und
Exp. 1.1 (m = 3,1) héhere Werte im Vergleich zu ihrer Messung nach 24 h (CSE: m = 2,9; Exp.
1.1: m = 2,1) und zweitens fiihrte die Alterung zu einer deutlichen Verringerung der Weibull Moduli
in den einst gut performenden Gruppen Exp. 2.1 (m = 4,0 — 2,7) und Exp. 2.2 (m = 4,3 — 1,5)
(siehe Tabelle 3). Der im Rahmen der MANOVA ermittelte Einfluss der EffekigroRen zeigte mit
np? = 0,189 fur GTE (p < 0,05) und np? = 0,037 fiir die Kombination aus GTE, TCP und Chitosan
(p < 0,05) einen signifikanten Einfluss, nicht aber fiir die Alterung (p = 0,7139).

Betrachtet man die Bruchflachen der Priitkdrper, so fallen zwei Punkte deutlich ins Auge. Erstens,
obwohl ein Bruch innerhalb der Adhasivschicht mit einer Haufigkeit von insgesamt 81,5% Uber
beide Alterungszeitraume der haufigste Bruchmodus war, brachen bei CSE nach 24 h lediglich
50% und nach sechs Monaten sogar nur 15% adhasiv. Exkludiert man die ,fehlerhaften®
Bruchmuster (kohasiv und gemischt) von der statistischen Auswertung, filhrt dies zu einer
Reduktion der gemessenen Haftwerte (24 h: 15,9 — 11,7; 6 m: 19,4 — 15,0 MPa) von CSE.
Zweitens, wahrend die Adhasivreste nach 24 h zu 55% Uberwiegend am Dentin adharierten, sank
diese Zahl nach der 6-monatigen Alterung auf lediglich 19%, wobei davon 15/19 Messungen auf
das Konto von CSE gehen (vgl. Tabelle 6). Im Rahmen der elektronenmikroskopischen
Darstellung der Verbundmorphologie wurde offensichtlich, dass die Ausbildung sogenannter
.Resin-Tags" deutlicher beim kommerziellen Goldstandard, als bei den experimentellen Gruppen
von Statten ging.
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Zu guter Letzt wurde die Zytotoxizitdt der einzelnen Adhasive geprift, um deren toxisches
Potential auf HGF zu quantifizieren. Hierbei wurde darauf geachtet, dasselbe Bonding-Protokoll
wie bei der klinischen Anwendung der jeweiligen Adhasive einzuhalten, um ein mdglichst
detailgetreues Bild Uber das toxische Potential der Adhasive zu erhalten. Wahrend die
experimentellen Gruppen bei der ersten Eluatentnahme nach 24 h einen toxischen Effekt auf die
HGF zeigten (Viabilitat < 50%), war dies fur CSE nicht der Fall (Viabilitat 81%). Danach sanken
die Viabilitatswerte aller Gruppen kein einziges Mal mehr unter 100%, was zeigte, dass selbst
nach sechs Monaten Alterung keinerlei Bestandteile aus den Werkstoffen eluieren, die einen
toxischen Effekt auf die verwendeten Zellen haben kdnnten (siehe Tabelle 7) [91].

3.1.2 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Publikation bestétigen, dass eine Verbesserung der
Verbundfestigkeit mittels GTE erreichbar ist. Die Besonderheit liegt darin, dass dies auch erreicht
wird, wenn das GTE bereits wahrend der Herstellung des Adhasivs darin integriert wird, was
einen zusatzlichen Schritt des Auftragens in wassriger Lésung oder Vermischen mit bestehenden
Systemen (berflissig macht. Wahrend kleinere Anpassungen der vorliegenden Materialien
notwendig sind, beflirwortet diese Studie die kiinftige Integration von natirlichen Polyphenolen in
moderne Adhasivsysteme bereits bei der Herstellung, um die Verbundfestigkeit von Adhasiven
zu erhdéhen und damit die Frequenz des Flllungswechsels am Patienten potenziell zu verringern
[91].

3.2 Paperll

3.2.1 Ergebnisse

Um einen moglichst detailgetreuen Vergleich zwischen beiden Tests anzustellen, galt es die
Unterschiede zwischen beiden Tests so gering wie mdglich zu halten. Daher wurde bei dem
Entwurf der Prifkérpermorphologie des Pushout-Tests darauf geachtet, die Oberflache des
Haftverbundes in ihrer Ausdehnung moglichst exakt an die Morphologie der Scher-Test
Prifkorper anzupassen. Dies erforderte eine Dicke der vertikal geschnittenen Zahnscheiben von
im Durchschnitt 1,03 (£ 0,05) mm sowie einen Durchmesser der Kavitdtenbohrung von 1,42 (+
0,03) mm im Mittel. Das Resultat war eine Verbundoberflache von 4,63 (+ 0,26) mm? flr die
Prifkorper des Pushout-Tests, wahrend die Verbundoberflache der Scher-Test Prifkorper,
bedingt durch die ISO-Norm 29022 [53], bei 4,57 (+ 0,13) mm? im Mittel lag. Die zur Berechnung
des c-Faktors notwendige ungebundene Oberflache der Kompositaufbauten lag bei den
Prufkérpern des Pushout-Tests bei 3,18 (+ 0,14) mm? und bei denen des Scher-Tests bei 23,51
(+ 1,55) mm?, was in einem durchschnittlichen c-Faktor der Restaurationen von 1,5 (+ 0,08;
Pushout) und 0,20 (+ 0,01; Scher) resultierte.

Wahrend der Scher-Test in der Lage war signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen im Dunnett’'s post-hoc Test zu verdeutlichen (p < 0,05), gelang dies im Pushout-Test
nicht (p = 0,367). Dort unterschieden sich die Verbundfestigkeiten der einzelnen Gruppen nicht.
Im Vergleich beider Tests mittels Student's t-Test waren signifikante Unterschiede der
Verbundfestigkeiten zwischen den experimentellen Adhéasiven deutlich (p < 0,05), jedoch nicht
beim kommerziellen Goldstandard (p = 0,724) (vgl. Tabelle 8 und Abbildung 2). Was das Weibull
Modul anbelangt, war ein genereller Trend hin zu héheren Werten im Pushout-Test feststellbar,
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lediglich Exp. 2.2 erzielte im Scher-Test hohere Werte (vgl. Tabelle 8 und Abbildung 3).
Hinsichtlich der mangelnden Differenzierung der einzelnen Gruppen im Pushout-Test, wurde eine
Uberpriifung des Tests mittels fehlerhafter Bonding Applikation angeschlossen. Dies diente dem
Zweck herauszufinden, ob ein fehlerhaftes Auftragen des Adhasivs zu einem Verlust der Haftkraft
fuhrt, um daraus wiederum Ruickschlusse ziehen zu kénnen, ob der Pushout-Test tatsachlich die
Haftkraft des Adhasivs misst, oder lediglich Friktion durch Verkanten des spréden Materials beim
Herauspressen des Fiullungswerkstoffes. Hierfir wurde das experimentelle Adhasiv Exp. 1.2
herangezogen, welches ohne das vorherige Auftragen des Primers verwendet wurde. Dies fihrte
im Scher-Test zu einem Einbrechen der Haftkraft von 7,0 (+ 4,1) MPa hin zu 2,1 (£ 1,2) MPa, die
gemessene Kraft im Pushout-Test blieb mit 14,9 (+ 2,3) MPa (anstelle von 14,2 + 4,3 MPa) davon
nahezu unbeeinflusst (vgl. Tabelle 9). Dies legte die Vermutung nahe, dass hierbei nicht die
Verbundfestigkeit der Adhasive gemessen wurde, sondern es sich bei dem gemessenen Wert
eher um Friktion zwischen Kavitatenwand und Fullungswerkstoff handelte, was einen Kritikpunkt
an diesem Versuchsaufbau darstellt [48].

Ein weiteres Problem, was sich wahrend der Messungen herauskristallisierte war das zahlreiche
Vorkommen von Frakturen der Prifkorper. Dabei handelte es sich nicht um die gewollte Fraktur
an der Grenzfliche zwischen Zahnbein und Fillungswerkstoff, bzw. innerhalb der
Adhasivschicht, sondern mehr um eine vollkommene Fraktur des Priifkérpers aulerhalb dieser
Schichten. Hierbei kam es nicht selten vor, dass ein Prifkorper in drei oder mehr Teile
zersprungen ist. Brach ein Priifkérper auBerhalb der Grenzflachen, so wurde die Messung als
invalide klassifiziert und der Priifkérper damit von der statistischen Auswertung ausgeschlossen.
Um dennoch die fir die Weibull Analyse notwendigen 20 Messungen pro Werkstoff
bewerkstelligen zu kénnen, wurden insgesamt 142 Prifkdrper produziert (siehe Tabelle 10).
Unter Berlcksichtigung aller 142 Messungen, ergab die MANOVA lediglich fiir die EffektgroRe
Stempelposition (p < 0,05) mit np? = 0,057 einen signifikanten Einfluss, nicht aber fir die
EffektgroRen Adhasiv (p = 0,263) und invalide Messung (p = 0,655).

Abschlief3end wurde noch die Position des Stempels lichtmikroskopisch beurteilt. Dabei zeigten
sich 76% der validen Messungen (n = 100) mit einer zentralen Position des Stempels, wahrend
die verbleibenden 24% der Messungen eine marginale, i.e. < 50 um Abstand zum Kavitatenrand,
aufwiesen (siehe Abbildung 4 und 5). Eine durchgefiihrte ANOVA, welche nur die optimal zentral
positionierten Stempel bericksichtigte, zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Adhasiven (p = 0,399) [98].

3.2.2 Schlussfolgerungen

Wahrend die verwendeten Werkstoffe mit Ausnahme von Exp. 2.2 ein durchwegs hoheres
Weibull Modul im Pushout-Test aufwiesen, kann geschlussfolgert werden, dass die Messungen
dieses Tests weniger anfallig fur Einflisse bedingt durch Fehler innerhalb des Materials, wie etwa
Poren oder Luftblasen, sind. Dennoch ist der Pushout-Test in dieser Konfiguration nicht geeignet,
um zwischen verschiedenen Werkstoffen zu differenzieren, wie es der Scher-Test in der Lage ist.
Demnach sind weitere Anpassungen notwendig, wie bspw. das Praparieren konischer
Kavitatenwande oder Einbetten fertiger Prifkérper, um den Pushout-Test als geeignete
Alternative zum Scher-Test zu etablieren [98].
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4. Abstract

41 Paperl

As natural polyphenols, such as EGCG, have been shown to work as MMP-inhibitors with the
potential to reduce and maybe even prevent enzymatic degradation over time leading to a longer
lifetime of dental fillings, literature focused on incorporating such agents within dentin bonding
[45]. Though, current literature lacks work on dental adhesives that contain such agents from
scratch. The focus lays on applying MMP-inhibitors or collagen crosslinkers via aqueous solutions
prior to dentin bonding or mixing them into existing systems. The objective of this study therefore
lays on inventing novel experimental adhesives, that contain such natural derived agents from
scratch, in order to shine light on the question of whether or not they keep their function even
when incorporated in uncured resin-based adhesives while keeping acceptable cytotoxicity. In
this case, four novel experimental adhesives have been formulated under laboratory conditions,
that contain either green tea extract, tricalcium phosphate and chitosan or a combination of both
or none. Presence of natural polyphenols was controlled with means of high-performance liquid
chromatography. Bond strength of each group (n = 20) has been evaluated after 24 h and six
months, while comparison was drawn to a gold standard reference adhesive resulting in a total
specimen count of 200. Tested specimens underwent fractographic analysis via light microscopy
and the morphology of the bond was visualized by scanning electron microscopy. Furthermore,
WST-1 assay was used to determine cytotoxicity on human gingival fibroblasts of eluates
extracted up to six months after bonding. Statistical differences between groups were identified
by one- and three-way analysis of variances with Games-Howell’'s and Tukey’s post-hoc tests as
well as student’s t-test at a confidence level of o = 0.05. Furthermore, a Weibull analysis was
conducted to test the materials reliability.

The addition of green tea extract showed immediate (p < 0.05) and long-term (p < 0.05)
improvements of bond strength, while performing equal to the gold standard reference when
compared after 24 h (Exp. 1.1: p = 0.501; Exp. 2.1: p = 0.270). Aging has no effect on bond
strength (p = 0.983) when solely incorporating green tea extract; in combination with tricalcium
phosphate and chitosan, bond strength indeed is affected by aging (p < 0.05). Also, adhesive’s
reliability displayed in the Weibull modulus is improved by the addition of tricalcium phosphate
and chitosan when measured immediately (Exp. 2.1: m = 4.0; Exp. 2.2: m = 4.3), but not after
aging (Exp. 2.1: m = 2.7; Exp. 2.2: m = 1.5). Furthermore, no long-term effects on cytotoxicity
were found, though an effect after 24 h of aging was visible.

In conclusion, the incorporation from scratch of natural polyphenols in uncured resin-based
adhesives is possible and useful to improve and retain bond strength. When introduced into
clinical practice, the incorporation of natural derived agents into the adhesive bond could prolong
the lifetime of dental fillings hereafter [91].

4.2 Paperli

While the shear-test has established as one of the go-to methods to test bond strength values
under laboratory conditions, its use for predicting clinical adhesion values is questionable, since
the configuration-factor seems to differ largely from in-vivo dental fillings [97]. The pushout-test,
a method currently applied within endodontological research to evaluate retention of fiber posts
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to root canal dentin [48], is closer to clinical reality in terms of cavity configuration and therefore
c-factor [97], but has not caught traction in adhesive dentistry, possibly due to the lack of a
standardized manufacturing protocol for test specimens. Since specimens are usually produced
by cutting the roots into discs, a consistent cavity shape throughout multiple specimens is hardly
feasible [96]. Thus, the objective of this study was to develop a standardized production protocol
of pushout-test specimens that assembles consistent cavities in order to enable a better
comparison between specimens. Also, to see whether the pushout-test might function as an
alternative to the above criticized shear-test, bond strength values of both test setups were
compared with one another, and the slice thickness (1.03 = 0.05 mm) and cavity diameter (1.42
+ 0.03 mm) of pushout specimens were adjusted to match the bonding area of the shear-test
(4.57 + 0.13 mm?) specimens as close as possible (4.63 + 0.26 mm?). This resulted in a mean c-
factor of 1.5 + 0.08 for the pushout- and 0.20 + 0.01 for the shear-specimens. Four experimental
adhesives and one reference gold standard were used to produce a total of 100 specimens (n =
20) for each test setup. After assessing bond strength values, the pushout-test failed to
discriminate between groups (p = 0.367), while the shear-test precisely did (p < 0.05), evaluated
by Dunnett’'s post-hoc test. The lack of discrimination between groups within the pushout test
might be due to the occurrence of friction between cavity walls and composite buildups, explained
by the results of additional tests with the intended erroneous application of bonding agents on
cavity walls. Furthermore, concomitant dentin fracture during testing pushout bond strength
caused a high number of invalid measurements (30%), disqualifying these measurements from
statistical evaluation. Though, the used materials mainly showed a higher reliability of measured
values, displayed by higher Weibull moduli.

Even though the pushout-test is showing an upside in terms of cavity configuration unlike the
shear-test, this specific and standardized production protocol fails to differ between groups and
cannot be applied in bond strength testing, thereafter [98].
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5. Paperl
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Abstract: To find an alternative that is closer to clinical reality in terms of cavity geometry and
configuration factor, this study investigated the pushout test on in vitro adhesive testing to coronal
dentin when compared to the established shear test, both in a standardized approach. For a feasible
comparison between both tests, the pushout specimen was adjusted in thickness (1.03 £ 0.05 mm)
and cavity diameter (1.42 £ 0.03 mm) to receive a bonding area (4.63 & 0.26 mm?) that matches that
of the shear test (4.57 & 0.13 mm?). Though, the configuration factor between both tests differs largely
(pushout 1.5 + 0.08; shear bond 0.20 £ 0.01). The bond strength of five different adhesives (n = 20)
was investigated for both tests. The pushout test registered a high number of invalid measurements
(30%) due to concomitant dentin fracture during testing. In contrast to the shear test, the pushout
test failed to discriminate between different adhesives (p = 0.367). Both tests differed largely from
each other when comparing adhesive groups. When solely looking at the valid specimens, Weibull
modulus reached higher values in the pushout approach. Conclusively, the pushout test in this
specific setup does not distinguish as precisely as the shear bond test between different adhesives
and needs adaption to be routinely applied in adhesive dentistry.

Keywords: bond strength; shear test; pushout test; Weibull; dental adhesives; c-factor

1. Introduction

The factors influencing in vitro bond strength results of dental adhesives involve
the used substrate (bovine or human; dentin or enamel), storage condition, specimen’s
geometry, film thickness as well as loading condition and modulus of elasticity [1,2]. Since
sound human teeth are rarely extracted, in vitro testing focuses on the usage of third molars.
They are among the only teeth that are extracted in advance of eruption due to prophylactic
reasons. Even though unerupted teeth appear moister when compared to erupted teeth [1],
they are at least neither carious nor filled. While morphological changes with increasing
tooth age do take place [3], bond strength performance appears to be unaffected by these
changes [4].

Aside from the influence of the used substrate, the testing methods vary in the given
results. Throughout the development of in vitro bond strength testing on tooth structure,
two test methods have been established as the main setups for bond strength testing of
dental adhesives, representing 83% of the reported studies in the given review: the micro-
tensile and macro-shear test [5]. Depending on the bonding area, a distinction can be made
between micro (<3 mm?) and macro (>3 mm?) tests [6].

Both of those two established methods come with advantages and disadvantages.
Among the advantages of the micro-tensile test is obtaining numerous specimens out of one
tooth, since sticks usually have a bonding area of 1 mm?, instead of the >3 mm? required for
macro-shear testing. Further, more adhesive failures are supposed to occur when compared
to the shear test, where cohesive failures represent a mentionable problem [1].

On the other hand, fabrication of specimens for micro-tensile bond strength testing
is labor intensive and technically demanding, because challenging factors in handling,
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such as quick dehydration of specimens, further come into place [1]. Cutting the sticks
induces stress at the bonding interface, which leads to pre-testing failures during sample
preparation, as indicated by the 35.4% pre-testing failures reported when bonding to
enamel and 18.2% when bonding to dentin during preparation with a diamond saw [7].
Large criticism arises, as the reporting of pre-testing failures often is sparse [8], with only
30% of papers overall even mentioning pre-testing failures [2]. Further, it is important
to accurately report and discern between pre-testing failures and manipulation errors, as
pre-testing failures contain failures that occur before tensile testing that are not attributed
to human handling, and manipulation errors occur during testing that are attributed to
human manipulation [9].

When looking at the shear test, its widespread use can be explained by the plain test
protocol, simple specimen preparation and efficient use of substrate, as up to eight speci-
mens can be received out of one tooth. In comparison to the preparation of micro-tensile
specimens, tooth cutting takes place prior to adhesive bonding, lowering the irritation of
the bonding interface. Also, tooth pieces can be embedded in methacrylate resin in order to
improve handling, while micro-tensile sticks remain free of a surrounding substance [10,11].
Meanwhile, both—shear and micro-tensile test—are criticized for the occurrence of co-
hesive failures, which do not allow exact calculation of bond strength values [12] and
are recommended to be excluded from statistical analysis [2]. Amongst others, cohesive
failures lead to the scattering of test results, which complicates the comparison between
studies [13]. This scattering can be associated with alignment errors [14] and microcracks
during cutting [7] in the case of the micro-tensile test, and stress concentration near the
loading site due to test configuration and specimen geometry in the case of the shear
test [15].

Since these two tests both have varying setups, a detailed description of the used
approach or the reference to the applied ISO (International Organization for Standard-
ization) standard needs to be provided in order to establish one generally accepted and
conducted testing method for adhesive bond strength testing [2,6,8]. As an alternative
testing method, an extrusion (pushout) test for dental purposes was first described in
1970, where a cylinder was pushed out of a disk of dental material in varying plunger
diameters to simulate the masticatory cycle, reflecting qualities of clinical relevance [16].
An important factor of clinical relevance in such tests is represented by the configuration
factor (c-factor) that describes the ratio of bonded to unbonded surface, as an approximate
c-factor of 1.7 represented by the pushout approach is closer to the clinical situation than
the 0.2 simulated in shear and tensile tests [17,18]. As polymerization shrinkage stress
increases simultaneously with c-factor [17], a pushout approach compared to shear or
tensile tests might be better suited for clinical prediction, as in vitro specimens should be
subjected to polymerization shrinkage stress prior to bond strength testing [19].

Nowadays, the pushout test is not employed as a universal bond strength test and
is commonly used to measure retention of fiber posts to root canal dentin [6]. In the few
studies in which the test was not only used to determine the bond strength to human
root dentin, it displays significantly higher bond strength values in crown dentin when
compared to root dentin [20,21]. Endodontically treated roots are cut into slices of up to
2 mm thickness, exposing a small portion of filled root canal in a slightly conical form [22].
A crucial step is the central positioning of the steel plunger on the filling [23], which is used
to push out the tested substrate. Critique on the pushout test arises, because of the great
variability of the test setup. Variables like plunger size, testing speed, slice thickness and
preparation method in terms of borehole size and taper influence results. Further, when
testing root canal fillings, the calculation of the true diameter is hardly feasible as root
canals are not perfectly round in shape [24]. First attempts to standardize the pushout test
as a method to test adhesion to coronal dentin have been made to bovine teeth [25], yet
remain to be established. On a positive note, and in contrast to the micro-tensile test, almost
no stress at the bonding interface takes place during specimen production, as slices are
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cut in advance of dentin bonding. Also, there is no need to demount them in any specific
matrices’ holder, as in shear tests.

Thus, the present work investigated the applicability of a standardized pushout test
setup for adhesive dentistry in comparison to the macro-shear test and shines light on
the question of whether the pushout test is equally suited to attain reliable bond strength
values of dental adhesives to coronal dentin. The null hypothesis was therefore that with
similar bonding surface areas, bonding procedure and test conditions, the outcome of both
tests is similar.

2. Materials and Methods

Four experimental and one gold-standard self-etch adhesives (Table 1) are used to
compare bond strength results of the pushout and shear test. The synthesis and exact
compositions of the four experimental adhesives, namely Exp. 1.1-2.2, are addressed
elsewhere (submitted paper), as this paper focuses on the comparison of both tests, rather
than the influence of the adhesives’ components.

Table 1. Chemical composition of used materials as provided by the manufacturer.

Name Composition LOT
Exp. 1.1 bis-GMA, TEGDMA, HEMA, polyacrylic acid, initiators, green
p- & tea-extract
Exp. 1.2 bis-GMA, TEGDMA, HEMA, polyacrylic acid, initiators -
Exp. 2.1 bis-GMA, TEGDMA, HEMA, polyacrylic acid, initiators, }
p- = tricalcium-phosphate, chitosan, green tea-extract
bis-GMA, TEGDMA, HEMA, polyacrylic acid, initiators,
Exp. 2.2 o1 . -
tricalcium-phosphate, chitosan
CSE Primer: 10-MDP, HEMA, DM, initiators 2P0372
Bond: 10-MDP, bis-GMA, HEMA, DM, initiators 420696
AF ormocer, 84 wt.% Ba-Al-Si-glass 2111693

Abbreviations: Exp. = experimental adhesive; CSE = Clearfil SE Bond; AF = Admira Fusion x-tra; bis-
GMA = bisphenol-A-diglycidyl-methacrylate; TEGDMA = triethylene-glycol-dimethacrylate; HEMA = 2-
hydroxyethyldimethylacrylate; 10-MDP = 10-methacryloyloxydecyl-dihydrogenphosphate; DM = dimethylacry-
late; ormocer = organically modified ceramic; Ba-Al-Si-glass = barium-aluminum-silicate-glass.

Clearfil SE Bond (CSE; Kuraray Noritake Dental Inc., Kurashiki, Japan) worked as the
gold-standard reference and its primer was used for all groups. Primer and adhesive were
applied with a microbrush for 20 s each, followed by gentle air drying. Any excess bonding
agent was removed with a disposable paper fabric. Light curing was performed for 10 s
with a light-curing unit (Bluephase®Style, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) with
a light-emitting window of 10 mm diameter and an irradiance of 1544 + 207 mW/ cm?.
A low shrinkage resin-based composite (RBC; Admira Fusion x-tra, AF, VOCO GmbH,
Cuxhaven, Germany; LOT 2111693) was applied with gentle pressure through a ball-end
plunger to ensure good alignment to dentin. Any excess material was removed, followed
by light curing for 20 s.

2.1. Pushout Test Specimen Preparation

In total, 47 sound human third molars, stored in 0.2% sodium azide solution at room
temperature for no more than three months, were used to produce five groups (n = 20)
of test specimens. Teeth were cut with a low-speed diamond saw (IsoMet, Buehler, Lake
Bluff, IL, USA) in a vertical direction to produce 1 (£0.1) mm thick slices. Slices were
measured with a digital caliper. Tooth slices were continuously stored in distilled water to
prevent dehydration of exposed dentin. Specimens were then mounted in a vertical drilling
machine (Degussa Dental GmbH, Hanau, Germany) to ensure consistent, perpendicular
drilling in the dentin surface. The borehole was positioned in coronal dentin, above the
pulp chamber to cut dentinal tubules crosswise and with >1 mm distance to pulp chamber
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and enamel. The holes were drilled with a parallel chamfer dental diamond burr (Komet
Dental, Lemgo, Germany) with a diameter of 1.4 mm and a medium grain size of 107 pm
under constant water cooling. Calculation of the bonding area followed the formula for
lateral surfaces of cylinders: A =2 x 7 x r X h, where A is the lateral area, r the radius
and h the height of the cavity. The dimensions were chosen to match the bonding area of
the shear test setup. After drilling, specimens underwent bonding procedure and cavity
filling. In addition to the regular specimens, seven test specimens of the adhesive Exp. 1.2
without the use of primer were produced. Specimens were then stored in artificial saliva in
a thermal oven at 37 °C for 24 h.

2.2. Shear Test Specimen Preparation

A total of 20 sound human third molars were used to equally produce five groups
(n = 20) of test specimens for the shear test setup. Teeth were cut horizontally to expose
coronal dentin, followed by size-dependent sectioning which resulted in a maximum
specimen count of eight per tooth. Pieces were embedded in methacrylate resin (Technovit
4004, Kulzer, Hanau, Germany; Powder LOT K010164; Liquid LOT K010108) in a stainless-
steel cylinder of 16 mm in diameter. Specimens were randomly allocated to each group;
a standardized smear layer was produced with P1200 silicon carbide paper, and they
were bonded within 24 h after cutting. Following bonding procedure, specimens were
mounted in a matrix holder (Ultradent Products, South Jordan, UT, USA) with a cylindrical
split mold (Ultradent Products, South Jordan, UT, USA) for RBC buildups of 2.5 mm in
height and 2.4 mm in diameter of the same restorative material following ISO 29022 [26].
Calculation of the bonding area took place by measuring the buildups’ diameters twice
followed by calculation of a mean radius r for each specimen. Bonding area calculation
then followed the formula of circle areas: A = 7t x r?. Also, seven specimens using adhesive
Exp. 1.2 were produced without the usage of primer. Storing condition was equal to the
pushout specimens.

2.3. Mechanical Testing Methods

The universal testing machine (Z2.5, Zwick/Roell, Ulm, Germany) operated at a
crosshead speed of 0.5 mm/min until failure and was used for both test setups.

The pushout test was carried out with a round metal plunger (1.2 mm diameter) on a
stainless-steel ring to enable free dislodgement of the filling. The plunger was positioned
centrally on the filling and placement was controlled by 2.4 x magnifying glasses. The
specimen was loaded until failure, i.e., dislodgement of the filling or disruption of the
specimen, and the pushout force at failure was measured. Because the test setup resulted
in a frequent fracture of tooth slices as it will be shown later, additional specimens were
manufactured in order to receive n = 20 specimens eligible for statistical evaluation, which
resulted in a total of 142 pushout test specimens.

Shear bond strength testing followed an adaption of ISO 29022 [26] from a notched-
edge to a straight-edge chisel. The maximum load at fracture was measured.

Bond strength (BS) was calculated by dividing the maximum load at failure through
the individual bonding area of each specimen with the following formula:

BS=F/A

where BS represents the calculated bond strength, F the maximum load at failure and A the
individual bonding area.

2.4. Microscopic Analysis

Microscopic analysis was performed with a light microscope (Stemi 508, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Goéttingen, Germany), photographed with a camera extension (Ax-
iocam color 305, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen, Germany) and pictured with
AxioVision 4.8.2 computer software. The plunger position was assessed based on the
margins of the plunger indentation within the restorative material. Whenever plunger
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margins were entirely in the restorative material and more than 50 um distant from dentin,
they were classified as central (Figure 1A); when margins were <50 pm away, they were
classified as margin (Figure 1B) and lastly, whenever margins intersected dentin for >50 pm
(Figure 1C), they were classified as overlapping. Further, light microscopy was used to
determine whether a fracture within dentin was visible. If a fracture line was visible in

dentin (Figure 1C) on top and on bottom of the specimen, it was classified as invalid and
therefore excluded from statistical analysis.

Figure 1. Showcase pictures of the plunger positions central (A), margin (B) and overlapping (C).
Cavity circumference is marked by the large, dotted circle, plunger indentation by the smaller, dotted
circle. Arrows indicate the visible fracture line within dentin.

2.5. Statistical Analysis

SPSS (IBM SPSS Statistics, Version 28, International Business Machines Cooperation,
NY, USA) was used to analyze data. The Shapiro-Wilk test was used to check for normal
distribution, and Levene’s test to assess equality of variances. One-way analysis of variances
(ANOVA) with Dunnett’s post hoc test compared groups within one test setup. Students
t-test for independent variables compared each group with its corresponding group of the
other test setup as well as both tests without the use of the adhesives’ primer. A three-way
ANOVA was used to evaluate the influence of the parameters” adhesive, plunger position
and dentin fracture causing invalid measurement. Results were considered significant for
p <0.05.

Lastly, the reliability of all groups was assessed by Weibull analysis. The model
describes the probability of failure for brittle materials at uniform stress with the following
formula:

Pf=1— exp(—(—)™)
0p

where o is the measured bond strength, o( the characteristic strength at probability of
failure P¢(0p) = 0.63 and m the Weibull modulus. The doubled logarithm of this expression
ln[ln(l%Pf)] = min(o) — miIn(op) results in a straight line. The upward gradient of that line
represents m. R? expresses the fit of variances of the observed data towards the projected
ideal linear function.

2.6. Ethical Approval

No consultation obligation by the institutional ethics committee is needed for this
research project. The study was approved under the project number KB 20/032.

3. Results

A total of 42 specimens were excluded from the pushout test due to observed dentin
fracture after measurement. The number of valid measurements has been upgraded to
100. The mean slice thickness was 1.03 (+0.05) mm, and the mean cavity diameter 1.42
(0.03) mm. The mean bonding area of the 100 valid specimens was 4.63 (0.26) mm?,
while the unbonded area was 3.18 (+£0.14) mm?. Meanwhile, the mean bonding area of



6 Paper Il

34

Materials 2023, 16, 5667

60f12

the shear test specimens was 4.57 (£0.13) mm? and 23.51 (+1.55) mm? for the unbonded
surface, respectively. Division of the bonded by the unbonded area resulted in a c-factor of
1.5 (£0.08) for the pushout and 0.20 (£0.01) for the shear test specimens. Table 2 displays
the mean bond strength, Weibull modulus and R? values for both test setups.

Table 2. Bond strength values in MPa and Weibull modulus with 95% confidence interval in brackets,
and R? values for both test setups. Superscript letters indicate significant difference within the
test setup itself. Asterisk (*) indicates significant differences between the corresponding groups of

each test.
Pushout Shear

BS m R? BS m R?
16.5 5.9 12.6 21

Exp. 1.1 (15.0;181)* (461,725 082 ©95,156)% (192,225 O
14.2 338 7.0 19

Exp. 1.2 (122,162)*  (3.14;445 088 (5.1;8.9)° 80,201 %%
16.3 5.0 12,5 40

Exp. 2.1 (144;181)* (426,579 01 (11.0;141)2  (3.48;448) O
16.5 35 9.3 43

Exp. 2.2 (14.1;184)*  (329;378) OB 81,1050 (381,479 O
16.5 41 15.9 29

CSE (143;187)  (3.62;449 0% (128;189)2 (244,332 91

Abbreviations: BS = bond strength; m = Weibull modulus; R? = fit of variances to the projected ideal linear
function within Weibull statistics; Exp. = experimental adhesive; CSE = Clearfil SE Bond.

The Shapiro-Wilk test confirmed normal distribution for all groups except for Exp. 1.1
(p = 0.033) within the pushout test. Data were therefore considered normally distributed.
Levene’s test approved equality of variances for the pushout test (p = 0.386), but not for
the shear test (p < 0.001). Thus, ANOVA with Dunnett’s post hoc test was used to check
for significant differences within each test setup. While no differences were found in the
pushout test (n = 100; p = 0.367), differences in the shear test were found (p < 0.001). When
comparing the two test setups, students t-test showed significant differences between the
groups Exp. 1.1 (p = 0.02), Exp. 1.2 (p < 0.001), Exp. 2.1 (p = 0.002) and Exp. 2.2 (p < 0.001),
but not for CSE (p = 0.724). To visualize the differences in bond strength, the boxplot of
both tests is provided (Figure 2).

test
30 . [IShear test
[JPushout test
E‘ 20
4]
10
0

Exp. 1.1 Exp. 1.2 Exp. 2.1 Exp. 2.2 CSE
group

Figure 2. Boxplot for the pushout test and the shear test of the bond strengths (BS) of each group.
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The valid measurements (n = 100) were neither influenced by adhesive group (p = 0.858)
nor plunger position (p = 0.339). Regarding the Weibull modulus, a general trend to higher
values was observed in the pushout test. While Exp. 2.2 was inferior to the shear test values,
all other groups surpassed the shear test values with CSE, Exp. 1.1 and Exp. 1.2 differing
significantly. For the Weibull distribution, see Figure 3.

2 group group
@Exp. 1.1 @Exp. 1.1
1 OExp. 1.2 OExp. 1.2
AExp. 2.1 AExp. 21
~ 0 AExp. 2.2 o AExp. 2.2
g [CJcse g [Jcse
s -1 s
c 5
_=l c
- _2 -
-3
-4
0 1 4

‘ A Lot B

Figure 3. Weibull distribution for the pushout test (A) and the shear test (B) strength data.

The results of the Exp. 1.2 specimens without the primer are shown in Table 3.
One of the seven pushout specimens was invalid during evaluation, which led to its
exclusion. T-test for independent variables showed a significant difference between both
tests (p < 0.001).

Table 3. Comparison of bond strength (BS) values (MPa = standard deviation) of Exp. 1.2 without
primer. Asterisk (*) indicates significant differences between both test setups.

n BS
Pushout test 6 149 (2.3) *
Shear test 7 2.1(1.2)

In total, 42 of 142 specimens were declared invalid due to dentin fracture during
evaluation. Table 4 shows the error frequency for each group. Of all measurements
(n = 142), the used adhesive (p = 0.263) and the occurrence of dentin fractures and therefore
invalid declaration (p = 0.655) had no influence on bond strength, while the plunger position
influenced bond strength slightly (1,2 = 0.057) but significantly (p = 0.03).

Table 4. Produced specimens in total and count of errors for each test group.

Total Invalid
Exp. 1.1 26 6
Exp. 1.2 28 8
Exp. 2.1 33 13
Exp. 2.2 33 13
CSE 22 2
total 142 42

The plunger position of the valid specimens (n = 100) is displayed in Figure 4A. An
ANOVA with only the centered plungers also showed no significant differences within
the pushout test (p = 0.399). In comparison, Figure 4B shows the plunger position for the
42 invalid specimens, where an overlap was found in 6 cases, marginal position 17 and
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central position 19 times. The plunger position had no influence on bond strength values
of invalid specimens (n = 42; p = 0.088).

plung plunger
- position position
. 4 16
Exp. 1.1 — ‘ [lcentral [central
Cmargin [Cmargin
Exp. 1.2| B | [17] ‘ Eoverlapping
g
2 Exp 2.1’ [4] | 16] ‘ ‘
&
EXp. 2.2‘ 6] l [14 ‘ ‘
CSE’ 13 ‘

10

Figure 4. Plunger positions of the valid (A) and invalid specimens (B).

4. Discussion

The aim to draw a scientifically correct comparison between a shear bond and a
pushout test needed multiple requirements: Firstly, all specimens were manufactured
with equal materials, inside the same laboratory and by the same operator. This renders a
comparison between the two tests possible, as a comparison between different laboratories
was shown to be difficult [27], since even small differences in local geometry of adhesive
interface influence the bond strength results significantly [28]. Secondly, a standardized,
reproducible specimen production as stipulated by the literature was conducted [2,6,8]
and compared to the already standardized and recognized ISO 29022 method of the shear
bond test while ultimately, similar bonded surface areas for both tests were manufactured
in order to adequately compare bond strength values as well as their reliability. This
resulted in cutting the teeth in vertical slices with a mean thickness of 1.03 (+0.05) mm
and by drilling with a chamfer of 1.4 mm diameter in a mean cavity of 1.42 (+0.03) mm
diameter, leading to a mean dentin bonding area of 4.63 (+0.26) mm?, comparable to the
4.57 (£0.13) mm? area of the shear test.

As polymerization shrinkage of RBCs takes place during light curing, resulting in
shrinkage stress [29], specimens for both test methods were produced using the same
restorative material and curing conditions. While the used RBC was chosen, because of
the low 1.24% polymerization shrinkage [30], shrinkage stress further correlates with the
c-factor. The lower the c-factor, the smaller the shrinkage stress. Calculation of the c-factor
resulted in a 7.5 times higher value in the pushout test setup compared to the shear test
setup, which is in accordance with the results found in other studies [17]. Conclusively,
one would assume that shrinkage stresses are higher in the pushout test specimen, which
results in imperfect alignment of RBC to the cavity walls ultimately causing quicker failure
and thus inferior bond strength values. Though, this can be rejected with the present
results as it might be explained by the perfectly parallel cavity walls causing friction during
dislodgement that were high enough to overshadow the disadvantages of the higher
c-factor.

When addressing bonding areas, Weibull statistics cannot be overlooked, as it is used
to determine the reliability of brittle materials by assigning the likelihood of failure to a
numeric value, namely the Weibull modulus m. For larger areas, the probability for a
critical flaw, such as pores, inclusions or microcracks, to be on the bonding interface is
much higher than for smaller areas, resulting in higher bond strengths for smaller areas [31].
In order to minimize the influence of area, bonding areas of both tests closely matched
each other. Though, the pushout test found mostly higher m values when compared to
the shear test (Table 2), represented by the steeper upward gradient in Figure 3. Four out
of five groups exceeded the shear tests’ values, which means that the pushout setting is



6 Paper Il

37

Materials 2023, 16, 5667

9o0f12

less susceptible to critical flaws, such as cracks and pores, than the shear test. As non-
uniform stress distribution leads to quicker failures of test specimens [2], because the crack
propagates from a critical flaw on the bonding interface [31], the higher m in the pushout
test might be associated with a more evenly distributed stress, as it was already shown that
a homogenous stress distribution when testing glass fiber posts is attainable, revealed by
finite element analysis [32]. This leads to a higher m and consequently a higher reliability of
measured values in the pushout test, which might be attributed to a less technique-sensitive
test protocol compared to the shear test.

As the bonding area was predetermined by the shear bond strength standard ISO
29022, geometry of the pushout test specimen was adapted in slice thickness and cavity
diameter. The 1 mm dentin slice thickness was chosen for more than just the reason of
matching areas: when comparing literature, slices of usually 1-2 mm thickness are used [24]
and 1 mm thickness further allows for a uniform stress distribution [33]. Though, it might be
too thin to withstand dentin fracture outside the bonding interface (Figure 1C), which was
considered as invalid. Whilst not being considered a pre-testing failure, it can be classified
as a manipulation error and is therefore excluded from statistical analysis analogous to
the ADM guidelines for micro-tensile testing [9]. As 42 specimens were invalid (30%), an
improvement of this test setup’s reliability might be achieved by embedding the specimens
in methacrylate resin, as in the shear test, to increase specimen stability. Also, conducting
the test under water might help by hindering dehydration of test specimens. Still, testing
of aged specimens is challenging, when an identical specimen count per group is desired
in order to adequately compare results. As it is criticized in the literature that the reporting
of pre-testing failures in micro-tensile testing is often missing [8], this also applies to the
pushout test, as fractures outside the adhesive interface as found in the present study
(Table 4) are not addressed in any reviews on the study design of pushout tests [24,34,35].

In addition to the thickness of the dentin slices, which determines the height of the
cavity, the diameter of the borehole was adjusted to 1.4 mm. This led to an adjustment of the
plunger diameter to 1.2 mm for two reasons: when comparing our study design with other
protocols, a plunger that is 0.2 mm smaller than the diameter of posts can be used [36] and
it furthermore represents 85% of the boreholes’ mean diameter, which in turn should not
affect bond strength values [37]. Though, as a plunger size of 70-90% of the canal diameter
does not affect bond strength values and smaller strengths are found when the diameter
is below 55% [37], the plunger diameter of a smaller size should be chosen to ensure
perfect positioning and prevent manipulation errors, while still keeping a standardized
diameter, as varying diameters can additionally alter bond strength values [38]. Regarding
manipulation errors, the plunger was ideally placed centrally on the filling in order to
support uniform stress distribution, which was controlled with magnifying glasses prior to
testing. Afterwards, the positioning was controlled microscopically, showing that 136 of
the 142 tested specimens had either a central or margin position, while a poor (overlapping)
position accounted for only 4% of all measurements. Each one of them resulted in an invalid
measurement due to dentin fracture (Figure 4B). Therefore, even though the applied plunger
diameter is in the proper range given by the literature [37], a slightly smaller plunger might
ease the positioning. The importance of good plunger alignment is also displayed in the
small (n,% = 0.057), though significant, influence on bond strength values, when considering
all measurements, but is usually not addressed in the literature, retrospectively [22,35].

Apart from specimen geometries, another similarity between the two tests was the
orientation of the dentinal tubules. Dentinal tubules run radially from the pulp chamber
to the dentin surface [39]. During shear test specimen preparation, the horizontal cut
above the pulp chamber intersects the tubules nearly perpendicular to their course, which
results in the crosswise bonding of tubules. By cutting the tooth vertically and drilling a
perpendicular hole in the slice for the pushout test, the dentinal tubules are intersected in the
same manner as in the shear test. Although shear bond strength seems to be independent of
dentin tubule orientation [40], equal penetration of the tubules during bonding procedure
allows for a better comparison of both test methods.
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Since the five adhesives did not differ from each other within the pushout setup, a
difference when compared to the shear test results seems obvious. All pushout groups
but CSE had significantly higher bond strength values than their corresponding shear test
groups (Table 2, Figure 2), which leads to the rejection of the null hypothesis. The fact that
the differences seen in the shear test do not appear in the pushout test suggests that the
adhesive agent is not the decisive factor for bond strength or fracture resistance in this
specific setup. Therefore, a few specimens without priming were produced to investigate
the influence of flawed application of the adhesive system on bond strength (Table 3).
The difference is strikingly obvious, which supports the theory of the measured values’
independency from the adhesives’ performance. Reasonable explanations could be that—as
mentioned above—the parallel cavity wall configuration causes friction between RBC and
dentin. Usually, the pushout test finds application in endodontological, laboratory trials to
test the adhesion of root canal fillings and fiber posts to tooth substrate [34]. Due to the root
canal treatment, the canal diameter goes from large to small, resulting in a conical shape of
the cavity. Even the conical shape yields friction [37], parallel walls presumably even more.
But an exact standard as to which taper needs to be applied has not yet been established, as
taper varies largely due to the root canal treatment method, including a taper of 0% [24].
Furthermore, the softer gutta-percha shows lower bond strength (5.86 & 1.22 MPa) when
compared to epoxy resin cones (17.23 £ 4.53 MPa; 16.16 & 4.73 MPa) and deforms due
to compressive stress. Contrarily, stiffer core materials are more resistant to deformation
and allow a more linear load profile until dislodgement, resulting in higher bond strength
values for stiffer materials that lay in the same range of the bond strengths we found
for our materials (Table 2) [37]. This linear load profile might also result in a higher
susceptibility to friction, explained by the similar results of all evaluated groups throughout
the pushout test.

Summarized, even though the pushout test is closer to reality in terms of c-factor and
cavity configuration, it is inferior to the shear test in discerning bond strengths of different
adhesives in this specific, standardized setup in vitro. Aside from the perfectly parallel
cavity walls, the predetermined bonding area by the shear test as well as the high occurrence
of invalid measurements and the slightly too large plunger can be considered as limitations
within this study and might influence results, when being changed. Thus, conical cavity
walls, alteration in specimen geometry (e.g., thickness, drilling diameter), embedding of
specimens in methacrylate resin and testing under water might change the pushout test’s
outcome. Also, the testing of aged specimens might be helpful to its long-term applicability.
Though, materials are not as susceptible to inherent flaws as in the shear test, shown by
the mainly higher Weibull modulus, leading to a higher reliability of measured values
in this setup. While more conical cavity walls might help with the problem of friction,
the question remains whether it could be better to discern between adhesive groups than
the established methods. Lastly, as demanded for the micro-tensile test, pre-testing and
manipulation errors within the pushout test must also be accurately reported.

5. Conclusions

Within the limitations of the present study, it suggests that the standardized pushout
test in this specific setup is inferior to the shear test in measuring adhesives’ bond strength
values but is less prone to inherent flaws explained by higher Weibull moduli. Further
adjustments are necessary in order to routinely apply the pushout test to adhesive dentistry,
including the need to accurately report pre-testing failures and manipulation errors.
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Tabelle 2: Polyphenol-Gehalt des Griintee Extrakts (GTE) und der experimentellen Adhasive Exp.
1.1, Exp. 2.1 und Exp. 1.2 (Durchschnitt + Standardabweichung).

Polyphenole GTE Exp. 1.1 Exp. 2.1 Exp. 1.2
[mglg] [nglg] [nglg] [nglg]
Catechine 4,59 £ 0,21 15,13+ 0,16 15,51+ 0,18 0
Kaffeeséure 36,67 + 0,31 3,79+0,23 3,81+0,22 0
p-Cumarséure 8,44 + 0,23 1,98 £ 0,12 2,15+ 0,17 0
Rutin 1,14 £ 0,13 2,55+0,17 2,85+0,18 0
Gallusséure 1,41+0,14 0,63+0,10 0,77 £0,14 0
Vanillinséure 0,04 £ 0,16 0 0 0
Ferulaséure 0,28 + 0,10 0 0 0

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an: [91]

Tabelle 3: Scher-Verbundfestigkeit (SBS) in MPa (Durchschnitt + Standardabweichung), Weibull
Modul (m) mit 95% Konfidenzintervall in Klammern sowie R2?Werte der beiden
Alterungszeitrdume. Die hochgestellten Buchstaben beschreiben signifikante Unterschiede
innerhalb eines Alterungszeitraums, der Stern (*) bezeichnet Unterschiede zwischen den

Alterungszeitraumen.

Gruppe Alterung SBS m R?

Exp. 1.1 24 h 126+6,62° 2,1(1,9; 2,3) 0,97
6m 125+45° 3,1(2,7;3,4) 0,95

Exp. 1.2 24 h 70£4,1° 1,9 (1,8; 2,0) 0,99
6m 6,9+4,1° 1,5 (1,4, 1,7) 0,96

Exp. 2.1 24 h 12,5+3,32 4,0 (3,5;4,5) 0,93
6m 9,8+4,1b¢" 2,7 (2,3; 3,0) 0,92

Exp. 2.2 24 h 9,3+260¢ 4,3 (3,8;4,8) 0,94
6m 83+35° 1,5(1,2;1,8) 0,83

CSE 24 h 159+6,52 2,9 (2,4; 3,3) 0,91
6m 19,4+54°2 3,3 (2,8; 3,9) 0,90

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an: [91]
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Tabelle 4: Scher-Verbundfestigkeiten (SBS) in MPa (Durchschnitt + Standardabweichung) und
Stiickzahl pro Gruppe (n) der ausschlieBlich adhasiv gebrochenen Prifkdrper. Hochgestellte
Buchstaben signalisieren signifikante Unterschiede innerhalb eines Alterungszeitraums.

Gruppe Alterung n SBS

Exp. 1.1 24 h 17 11,9+6,9°2
6m 19 124+46°

Exp. 1.2 24 h 18 6,3+34°
6m 20 6,9+4,1°

Exp. 2.1 24 h 16 11,8+34°2
6m 20 9,8+4,12P

Exp. 2.2 24 h 20 93+26°
6m 20 83+35P°

CSE 24 h 10 11,7+3,6°
6m 3 15,0+8,82°

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an: [91]

Tabelle 5: Frakturmodi der getesteten Priifkorper nach 24 h und 6 Monaten Alterung bei n = 20.

Gruppe Alterung Frakturmodus
Adhasiv Gemischt Kohasiv Kohasiv
Dentin Komposit

Exp. 1.1 24 h 17 0 3 0

6 m 19 0 1 0
Exp. 1.2 24 h 18 1 1 0

6 m 20 0 0 0
Exp. 2.1 24 h 16 0 4 0

6 m 20 0 0 0
Exp. 2.2 24 h 20 0 0 0

6 m 20 0 0 0
CSE 24 h 10 5 4 1

6m 3 14 3 0

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an: [91]
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Tabelle 6: Modified adhesive remnant index (mARI) der getesteten Prifkérper nach 24 h und 6
Monaten Alterung bei n = 20.

Gruppe Alterung Verbleib der Adhéasivschicht
Dentin Komposit
Exp. 1.1 24 h 11 9
6m 1 19
Exp. 1.2 24 h 2 18
6m 1 19
Exp. 2.1 24 h 14 6
6m 0 20
Exp. 2.2 24 h 15 5
6m 2 18
CSE 24 h 13
6m 15

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an: [91]

Tabelle 7: Zell Viabilitdt aller Adhasive in % von der Negativkontrolle (NK; Durchschnitt +
Standardabweichung), sortiert nach Zeitpunkt der Eluatentnahme (h = Stunden, d = Tage, m =

Monate).
Gruppe  Alterung
24 h 48 h 72 h 10d 30d 3m 6m
Exp. 1.1 47,9 103,5 124,9 116,9 110,4 110,7 119,5
15,3 +16,1 17,5 12,0 +12,6 15,0 +10,7
Exp. 1.2 50,0 108,9 118,7 105,7 101,7 105,1 102,8
19,0 17,7 +16,6 +10,5 18,9 17,8 18,3
Exp. 2.1 39,9 105,9 122,5 108,3 106,9 104,8 111,9
17,2 19,7 +13,6 18,1 19,7 17,2 11,2
Exp. 2.2 404 103,9 113,8 104,5 108,7 107,6 110,3
+19,6 12,0 11,5 19,4 +10,6 12,0 19,4
CSE 81,4 99,3 110,9 122,6 109,2 114,2 123,0
24,0 12,3 +11,6 +16,3 +11,0 12,5 15,4
NK 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
11,9 +10,3 19,6 16,5 16,7 16,9 16,9

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an: [91]
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Tabelle 8: Verbundfestigkeiten (BS) in MPa (Durchschnitt + Standardabweichung), Weibull
Module (m) mit 95% Konfidenzintervallen in Klammern sowie R? Werte beider Testmethoden.
Hochgestellte Buchstaben beschreiben signifikante Unterschiede innerhalb eines Tests, Sterne
(*) beschreiben signifikante Unterschiede zwischen den Tests der jeweiligen Gruppen.

Pushout-Test Scher-Test

Gruppe BS m R? BS m R?

Exp. 1.1 16,5 5,9 0,82 12,6 2,1 0,97
(3,3) " (4,61; 7,25) (6,6)>° (1,92; 2,25)

Exp. 1.2 14,2 3,8 0,88 7,0 1,9 0,99
(43)" (3,14; 4,45) (4,1)° (1,80; 2,01)

Exp.2.1 16,3 5,0 0,91 12,5 4,0 0,93
(4,0) * (4,26; 5,79) (3,3)° (3,48; 4,48)

Exp.2.2 16,5 3,5 0,98 9,3 43 0,94
(5,1)* (3,29; 3,78) (2,6)>¢ (3,81;4,79)

CSE 16,5 4,1 0,95 15,9 2,9 0,91
4,7) (3,62; 4,49) (6,5)° (2,44; 3,32)

Quelle: Schroter FJ, llie N. Materials 2023, 16(16), 5667. doi: 10.3390/ma16165667. Lizenz: CC
BY 4.0.

Tabelle 9: Vergleich der Verbundfestigkeit (BS) in MPa (Durchschnitt + Standardabweichung) des
experimentellen Adhésivs Exp. 1.2 ohne Verwendung des Primers. Der Stern (*) symbolisiert
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Testmethoden.

Testmethode n BS
Pushout-Test 6 14,9 (2,3) *
Scher-Test 7 2,1(1,2)

Quelle: Schroter FJ, llie N. Materials 2023, 16(16), 5667. doi: 10.3390/ma16165667. Lizenz: CC
BY 4.0.
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Tabelle 10: In Summe hergestellte Prifkérper und Anzahl invalider Messungen aufgrund Fraktur
aufderhalb der Grenzschicht pro Gruppe.

Gruppe Summe Invalide Messungen
Exp. 1.1 26 6

Exp. 1.2 28 8

Exp. 2.1 33 13

Exp. 2.2 33 13

CSE 22 2

Summe 142 42

Quelle: Schroter FJ, llie N. Materials 2023, 16(16), 5667. doi: 10.3390/ma16165667. Lizenz: CC
BY 4.0.
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Abbildung 2: Boxplots der Verbundfestigkeiten (BS) des Pushout- und Scher-Tests der Adhasive
Exp. 1.1, Exp. 1.2, Exp. 2.1, Exp. 2.2 und CSE.

Quelle: Schroter FJ, llie N. Materials 2023, 16(16), 5667. doi: 10.3390/ma16165667. Lizenz: CC
BY 4.0.
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Abbildung 3: Weibull-Verteilung des Pushout- (A) und Scher-Tests (B) der Adhasive Exp. 1.1,

Exp. 1.2, Exp. 2.1, Exp. 2.2 und CSE.

Quelle: Schroter FJ, llie N. Materials 2023, 16(16), 5667. doi: 10.3390/ma16165667. Lizenz: CC

BY 4.0.



Anhang B: Paper I 52

Bosidon

Exp. 1.1| 4 16 [lcentral
— CImargin
Exp. 1.2| [3] 17
e ==
3 Exp.2.1| 4 16
)
Exp.2.2| |6 14
csel [ 13
: : g A
pl
sitl
Exp. l.lu M |0 Dczlral
== CImargin
e [
E Exp. 2.1 E] f]
o
Exp. 2.2 5] 7

CSE @
0 5 10 15 B

Abbildung 4: Stempelpositionen der validen (A) und invaliden (B) Prifkorper der Adhasive Exp.
1.1, Exp. 1.2, Exp. 2.1, Exp. 2.2 und CSE.

Quelle: Schroter FJ, llie N. Materials 2023, 16(16), 5667. doi: 10.3390/ma16165667. Lizenz: CC
BY 4.0.
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Abbildung 5: Beispielbilder der Stempelpositionen zentral (A), marginal (B) und Gberlappend (C).
Kavitatenrander sind durch den groRen Kreis markiert, Stempelimpressionen durch den kleinen
Kreis. Die Pfeile markieren sichtbare Frakturlinien innerhalb des Dentins.

Quelle: Schroter FJ, llie N. Materials 2023, 16(16), 5667. doi: 10.3390/ma16165667. Lizenz: CC
BY 4.0.
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