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Vorwort

Keramische Zahnimplantate sind eine etablierte Alternative zu
herkdmmlichen Titanimplantaten. Historisch betrachtet haben
sich die keramischen Materialien aus einem Nischendasein her-

aus entwickelt, wobei vor allem die Bruchfestigkeit durch Opti-

mierung der Materialkomposition stetig verbessert werden

. konnte. Die Motivation, alternative Materialien zu den Titanim-
Foto des Projektteams

CERANANO, BOKU Innenhof. plantaten zu entwickeln, bestand in der Notwendigkeit, ein opti-

Erste Reihe: v. li.: Ass.Prof. Dr. mgleres bzw. allergie- und entziindungsfreieres Einwachsverhal-

Seta Kipcl, Univ.Prof. Dr. Eva- A X i .
) . ten zu erreichen. Im Gegensatz zu titanbasierten Implantaten gibt
Kathrin Ehmoser, Anna Pavlicek

MSc. MSc. Hintere Reihe: v.li.: DI €S bei den keramischen Alternativen keine Literatur Uber die Aus-
Dr. Andreas Breitwieser, Marius \yirkungen von nanoskaligem Abrieb, welcher beispielsweise bei
Koppler MSc., Priv. Doz. DI Dr.
Florian Part und Ass.Prof. Mag.
Dr. Christian Zafiu (nicht auf kann.

dem Foto).

Unfdllen oder bei der Entfernung eines Implantates entstehen

Unser Projektteam bestand aus Expert:innen verschiedener Dis-
ziplinen, darunter Materialwissenschaften, Biochemie und Biophysik sowie Biologie. In die-
ser interdisziplindaren Konstellation wurden die zell- und immunbiologischen Auswirkungen
der nanoskaligen Keramikpartikel durch morphologische, zellbiologische und markerba-
sierte Studien untersucht. Zuséatzlich wurde eine SWOT-Analyse, basierend auf Umfrageda-
ten zur praktischen Anwendung, durchgefiihrt, um die Vor- und Nachteile sowie Chancen
und Risiken von Keramikimplanten naher darzustellen. Die Betrachtung potentieller Risiken
Gber den Lebenszyklus eines Keramikimplantates hinweg wurde anhand von Expositions-
wegen dargestellt. Dieser umfassende Bericht leistet einen Beitrag zur Weiterentwicklung
biokompatibler, langlebiger und sicherer Zahnimplantatmaterialien, wobei der Schwer-
punkt auf nanoskalige Spezifika gelegt wurde, die bislang nicht im Fokus der Forschung stan-

den.

Univ.Prof. Dr.rer.nat. Eva-Kathrin Ehmoser

Leiterin des Instituts fiir Synthetische Bioarchitekturen
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Zusammenfassung

In der Zahnheilkunde lasst sich in den vergangenen Jahren ein Trend zur Verwendung me-
tallfreier Zahnimplantate beobachten. Implantate aus Titan, denen lber Jahrzehnte hinweg
eine Vorreiterrolle als Zahnersatzmaterial zukam, konnen mittlerweile durch biokompatible
Keramikimplantate erganzt oder sogar ersetzt werden. Der positive dsthetische Aspekt ei-
nes solchen keramischen Zahnersatzes ist aufgrund der hellen Farbung ein weiterer Vorteil.
Zudem zeigt sich bei Patient:innen, die allergisch gegen einzelne Bestandteile der Titanim-
plantate reagieren oder Vorerkrankungen wie Diabetes aufweisen, eine bessere Gewebe-
vertraglichkeit. Keramische Zahnimplantate bestehen unter anderem aus Zirkonoxid (ZrO,),
welches sich durch eine hohe Bestandigkeit und Lebensdauer auszeichnet. Im Vergleich zu
Titanimplantaten zeigen sich zudem verbesserte Einheilungschancen in den Knochen
(Osseointegration). In der Konsequenz erdffnet dieser innovative keramische Werkstoff
neue Perspektiven und Chancen in der Zahnheilkunde. Aufgrund seiner Inertheit findet Ke-
ramik bereits seit langerer Zeit Verwendung in der Orthopéadie, beispielsweise fiir Hiftim-
plantate, und gilt somit als biokompatibler Werkstoff. Allerdings besteht die Moglichkeit,
dass beim Tragen oder Ersetzen eines Zahnimplantates entweder Nanomaterialien, die in
den Keramikkompositen eingesetzt werden, freigesetzt werden, und/oder dass nanoskali-
ger Abrieb in Form von "sekundaren" Nanopartikeln entsteht. Der Abrieb kann danach auf
unterschiedlichen Wegen in den menschlichen Kérper gelangen, beispielsweise durch Ver-
schlucken, Einatmen oder Gber Gewebeoberflaichen und BlutgefalRe. Bei der Zulassung in-
novativer Kompositwerkstoffe ist es daher unerlasslich, die moglichen Gesundheitsrisiken
zu beriicksichtigen und die spezifischen toxischen Effekte von Nanomaterialien naher zu
untersuchen. Bislang sind keine negativen Wechselwirkungen im menschlichen Kérper be-
kannt, jedoch gibt es bisher kaum Langzeitstudien zu moglichen Risiken fir Mensch und

Umwelt.

Im Projekt CERANANO wurden daher die Eigenschaften einer exemplarischen Keramiklegie-
rung (ACERDENCO G2 von MKM Engineering GmbH) in Bezug auf den nanoskaligen Abrieb
in einer Zellkultur- sowie Immunisierungsstudie untersucht. Als Vergleichsmaterial wurde
TiO, (Referenzmaterial NM-105, Joint Research Center) herangezogen. Potentielle kerami-
sche Abriebe wurden in der bildgebenden Darstellung durch hochauflésende Mikroskopien
untersucht sowie mogliche ,biochemische Konsequenzen” durch die Messung von entziin-

dungsrelevanten Parametern, den Zytokinen und Enzymen, analysiert.
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Im Rahmen des Projektes gab es keine Hinweise auf entziindungs- oder immunaktivierende
Reaktionen induziert durch Zugabe nanoskaligen Abriebes des Keramikmaterials G2, wobei
das untersuchte Keramikmaterial ein geeignetes ,Stellvertretermaterial” fiir die Mehrheit
der auf dem Markt befindlichen Keramiken darstellen sollte. Vor diesem Hintergrund mis-
sen die Ergebnisse dieses Kurzprojektes zwar als Stichprobe gesehen werden, aber in die-
sem Rahmen ergab sich ein Unbedenklichkeitshinweis flir die Verwendung keramischer Ma-
terialien in Bezug auf mogliche Abriebe im Nanobereich. Die Ergebnisse der Expert:innen-
befragung im Rahmen der durchgefihrten Onlineumfrage untermauern die Ergebnisse und
weisen darauf hin, dass Keramiken insbesondere bei Patient:innen mit chronischen Vorer-
krankungen von Zahntechnikern, Herstellern und Zahnarzten immer starker verwendet
werden, auch, weil sich das Material besser vertraglich und weniger entziindungsfordernd

verhalt als das konventionelle Titanmaterial.
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1 Einleitung — Keramische
Zahnimplantate

1.1 Hintergrund, Aufbau, Eigenschaften und Vertraglichkeit sowie
mogliche Risiken innovativer Materialien

1.1.1 Hintergrund

Die alteste nachweisbare Verwendung eines Zahnimplantats wird der Kultur der Mayas zu-
geschrieben. In einem Unterkieferknochen wurden zugeschliffene Muschelstiicke entdeckt,
welche die Funktion von drei verlorenen Zdhnen (ibernahmen. Untersuchungen des Kno-
chenwachstums um diesen Zahnersatz bewiesen, dass die Implantate zu Lebzeiten einge-
pflanzt wurden. Demgegeniber wurden menschliche Zahne oder Zédhne aus Elfenbein mit-
tels Goldfaden an vorhandenen Zdhnen befestigt, sodass keine Implantation im engeren
Sinne stattfand. Die Ara der modernen Implantologie begann jedoch erst in den 1940er Jah-
ren mit Manlio Formiggini, da die von ihm aus Edelstahl gefertigten spiralférmig aufgebau-
ten Schrauben ein Knochenwachstum um das Metall ermdglichten. [1] In dieser Phase der
sog. ,wiederherstellenden Chirurgie” konnten wesentliche Erkenntnisse zur Knochenhei-
lung gewonnen werden. Ein weiterer Meilenstein in der Entwicklung der Implantologie ist
die Entdeckung der Biokompatibilitdt von Titanoberflachen durch den schwedischen Wis-
senschaftler Branemark im Jahr 1967. Die gezeigte biologische Verschmelzung von Fremd-
korpern aus Titan mit Knochenmaterial (Osseointegration) ebnete den Weg fiir die mo-
derne Zahnimplantologie. [2] Obwohl auch eine Vielzahl anderer Materialien (Gold, Platin,
Porzellan) getestet wurden, setzte sich daraufhin Titan als Implantatmaterial durch. Dies ist
auf die hohe Biokompatibilitat, die hervorragende Stabilitdt sowie eine dhnliche Elastizitat,
wie sie auch Knochenmaterial aufweist, zurilickzufiihren. [3] Trotz der Eigenschaft von Titan
als bioinert zu gelten, kdnnen allergische Reaktionen auftreten. Dies kann durch Zusatze
oder Verunreinigungen im verwendeten Werkstoff oder durch die Bearbeitung bzw. Mani-
pulation der Titanimplantate bedingt sein, wobei wiederum Abrieb entstehen kann. Eine
weitere Modifikation der Titanimplantatoberflache durch Oxidation kann zu einer rauen
Oberflache fiihren, was die Osseointegration beglnstigt. Allerdings kann dies wiederum zu

einem Partikelabrieb und in der Folge zu allergischen Reaktionen fiihren. [4] Dieses Phédno-
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men ist auch flr andere titanbasierte Implantate im menschlichen Kérper beschrieben wor-
den. [5] In der wissenschaftlichen Literatur wird zudem Uber Entziindungen des Zahnflei-
sches um das Implantat berichtet, die durch bakterielle Biofilme bedingt sind. Um die Bio-
kompatibilitat zu erhéhen und die Einheilungsrate zu verbessern, werden daher kontinuier-
lich Optimierungen der Titanoberflache oder die Verwendung alternativer Materialien an-
gestrebt. [6][7]

In den vergangenen Jahren manifestierte sich in der Zahnheilkunde ein gesteigertes Bedrf-
nis nach asthetischen Losungen und kiirzeren Behandlungszeiten. Dies ist darauf zurlickzu-
flihren, dass Materialien wie Gold oder Titan die Zahne und ihre Umgebung oft als "dunkler"
erscheinen lassen. Die dunkle Farbe von Titanimplantaten kann durch das Zahnfleischge-
webe hindurchscheinen, was insbesondere bei Zdhnen im Frontkieferbereich unerwiinscht
ist. Die teilweise gegebene Unvertraglichkeit (0,6% weisen eine Titanallergie auf) steigerte
das Interesse an Keramik als metallfreien, alternativen Werkstoff zusatzlich. [8] Seit der
Markteinfiihrung in den 1970er Jahren hat sich die Zahl der eingesetzten Keramikimplan-
tate kontinuierlich erhéht und erreicht aktuell einen geschatzten Marktanteil von 3 -5 %.
Die erste Generation von Keramikimplantaten basierte auf Aluminiumoxid (Al,0s) und wies
eine gute Osseointegration auf. Des Weiteren wies die Substanz eine weille Farbung, eine
hohe Biovertraglichkeit sowie eine geringe Affinitat gegenliber bakteriellen Biofilmen auf.
Aufgrund der im Vergleich zu Titan minderwertigen mechanischen Eigenschaften wurden
diese Implantate jedoch in den frithen 1990er Jahren vom Markt genommen. In der Folge
wurden wesentlich stabilere bzw. hartere Zirkonoxid-Keramiken als Verbesserung einge-
setzt. Da in Toxizitatsstudien auch keine mutagene und karzinogene Effekte festgestellt
wurden, erwiesen sich diese Keramikimplantate als vielversprechende Alternative zu den
gangigen Titanimplantaten, insbesondere bei bekannten Pradispositionen wie Allergien

oder Diabetes.

1.1.2 Aufbau der Keramikimplantate

Das Setzen von Implantaten ist eine beliebte und wirksame Strategie, um fehlende oder
beschadigte Zahne zu ersetzen. Implantate bestehen aus einem Gewindestift und einer (ke-
ramischen) Krone, die nicht mit dem Kieferknochen in Kontakt steht. Der Gewindestift be-
steht klassischerweise aus Titan. Dieser Stift wird chirurgisch in den Kieferknochen einge-
dreht und dient dort als Ersatz fir eine fehlende Zahnwurzel. Dieser Stift wird nach Einhei-
lung Giber eine Anschlussgeometrie mit einer kiinstlichen, keramischen Zahnkrone verse-

hen, die den natlrlichen Zahnen dsthetisch angepasst wird.
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In der Anfangsphase der Entwicklung keramischer Zahnimplantate erfolgte die Fertigung
und Insertion einteiliger Varianten (sogenanntes Monoblock-Design). Diese einteiligen Im-
plantate umfassen einen in den Kiefer eingesetzten Bereich, der als kiinstliche Zahnwurzel
bezeichnet wird, sowie einen Abschnitt, auf dem eine prothetische Versorgung wie bei-
spielsweise eine Krone befestigt werden kann (Abbildung 1, Implantatskizze links unten).
Einige einteilige Keramikimplantate kdnnen wahrend der Einheilungsphase Stérungen auf-
weisen, insbesondere wenn sie durch die Schleimhaut (transgingival) oder durch das Zahn-
fleisch ragen. Diese Stérungen kénnen sich nachteilig auf die Osseointegration auswirken
und somit den Heilungsprozess hinauszégern. [9] In den vergangenen Jahren lasst sich je-
denfalls ein Trend zur Verwendung zweiteiliger keramischer Zahnimplantate beobachten,
die auf dem sogenannten Hybridkonzept basieren. Die Verbindung zwischen Implantat und
Zahnersatz erfolgt hierbei (iber ein sogenanntes Abutment, ein flexibel einschraubbarer,
durch das Zahnfleisch ragender Teil (Abbildung 1, Implantatskizze rechts unten). Das Abut-
ment erfillt die Funktion eines Aufbau- und Befestigungselements und dient als Stiitzpfeiler
fiir die Stabilitdt des Zahnersatzes. [10] In Abhangigkeit von der Indikation und den spezifi-
schen Anforderungen erfolgt die Anpassung des Abutments aus Keramik im Dentallabor zur
prazisen Umsetzung der individuellen Bedirfnisse der Patientinnen und Patienten. Dies lie-
fert ein optimiertes Resultat und ist insbesondere in den fiir die Asthetik relevanten Berei-
chenvon Vorteil. Als Nachteil zweiteiliger Implantate kann die Notwendigkeit einer zweiten,
wenn auch sehr kleinen Operation erachtet werden. Als weitere potenzielle Komplikationen
einer zweiteiligen Implantatversorgung kénnen eine mogliche bakterielle Besiedlung zwi-
schen Implantat und Abutment, ein Bruch oder eine Lockerung der Abutmentverschrau-
bung sowie ein hoherer Materialaufwand und damit einhergehende Kosten genannt wer-
den.

Obgleich eine bedeutende Anzahl von Fallstudien tiber einen ausgedehnten Beobachtungs-
zeitraum fir einteilige keramische Zahnimplantate mit vergleichbaren Resultaten zu Titan-
implantaten existiert, stehen Daten flr die zweiteilige Implantatversorgung noch aus. Folg-
lich kann die Deutsche Gesellschaft fir Implantologie (DGI) zum gegenwartigen Zeitpunkt
lediglich flr einteilige Keramikimplantate eine uneingeschrankte Empfehlung aussprechen
(Abbildung 1). [11]
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RICHTLINIEN DER DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR IMPLANTOLOGIE

Uneingeschrankte
Empfehlung fiir einteilige
Zirkonium Implantate.

1T ABUTMENT |

Ready to use und kénnen als
Alternative eingesetzt werden

Abbildung 1 Zusammenfassende Empfehlungen der deutschen Gesellschaft fir
Implantologie  betreffend der Verwendung von ein- und zweiteiligen
Keramikzahnimplantaten (modifiziert nach [11]). Es wird der Unterschied zwischen ein- und
zweiteiligen Keramikzahnimplantaten dargestellt. Abbildung Mitte links: Einteiliges
Implantat mit kinstlicher Zahnwurzel im Monoblock Design. Abbildung Mitte rechts:
Aufbau eines zweiteiligen Zahnimplantates. Die Krone wird Uber ein Zwischenstick (ein
sogenanntes Abutment) mit dem Zahnwurzelersatz verbunden. Zusammenfassend wird
eine uneingeschrankte Empfehlung fiir einteilige und eine eingeschrankte Empfehlung fir

zweiteilige Zirkoniumzahnimplantate erteilt.
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1.1.3 Eigenschaften und Vertraglichkeit aktuell eingesetzter keramischer
Zahnimplantate

Materialeigenschaften

Glaskeramiken, insbesondere solche, die mit Cerium und Aluminium verstarkt sind, weisen
exzellente physikalische und mechanische Eigenschaften auf. Dies ist auf eine geringe War-
meubertragung und eine hohe Korrosionsbestandigkeit zurlickzufiihren. Derzeit werden
tetragonale Zirkoniumpolykristalle, welche zusatzlich mit Yttriumoxid (Y,Os) stabilisiert
werden, am haufigsten als Keramikmaterial verwendet. Diese Implantate zeichnen sich
durch eine exzellente Festigkeit und Belastbarkeit aus, wodurch sie eine hohe Bruchsicher-
heit aufweisen. Die hohe Biegefestigkeit kann durch den Zusatz weiterer Stoffe, beispiels-

weise Aluminiumoxid (Al,O0z), modifiziert werden. [12]

Osseointegration

Die Osseointegration bezeichnet die feste Verbindung des Zahnersatzes mit dem Kieferkno-
chen, welche durch den Selbstheilungsprozess des Knochens bedingt ist. Die knochenbil-
denden Zellen (Osteoblasten) bilden eine feste Verbindung zwischen Kieferknochen und
Implantatoberflache. Die Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Osseointegration umfassen
passgenaue Implantate aus hochwertigem Material mit osteoblastenfreundlicher Oberfla-
che, eine sterile und temperaturneutrale Bohrung in den Knochen, eine ausreichende Pri-
marstabilitat sowie eine adaquate Ruhigstellung des Implantats. Eine addaquate Blutzirkula-
tion ohne Infektionen ist ebenfalls erforderlich. Unter der Voraussetzung der Erfiillung der
genannten Parameter kann eine unbelastete Einheilphase von drei bis sechs Monaten er-
reicht werden. Die Osseointegration stellt folglich den entscheidenden Faktor fiir die Ein-
heilung und damit fiir den Erfolg und die langfristige Stabilitdt des Implantats dar.
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Entziindungen

Eine mogliche Komplikation nach der Implantation ist die Periimplantitis, eine bakterielle
Infektion des Zahnfleisches und des Zahnbetts, die durch die Ansammlung von bakteriellen
Beldgen auf dem Implantat verursacht wird. Dieses Problem kann unter anderem durch eine
unzureichende Mundhygiene beglinstigt werden. Im fortgeschrittenen Stadium dieser Ent-
zindung kann es zu einem Abbau der Knochenmasse und des Zahnfleischgewebes kom-
men. In der Konsequenz kann es zu einer Lockerung und letztendlich zum Verlust des Im-
plantates kommen. Es gibt Hinweise darauf, dass Keramikimplantate weniger anfallig fir
die Anhaftung eines bakteriellen Biofilms sind als Titanimplantate. Entziindungen im Zu-
sammenhang mit Titanimplantaten scheinen haufiger zu sein. [8] Zhou et al. beschreiben
darliber hinaus eine langsame Abgabe von Titanpartikeln vom Implantat in das umliegende
Gewebe bzw. in den Knochen, was zu einer erhdhten lokalen Titankonzentration oder mit-
tels Transports Uber die Blutbahn sogar zur Anreicherung in entfernten Geweben fiihren
kann. [13] In Kombination mit der Hypoallergenitat des keramischen Werkstoffs lasst sich

also eine im Vergleich bessere Biovertraglichkeit des keramischen Zahnersatzes ableiten.

Klinische Studien

In einer Vielzahl von Studien der vergangenen Jahre wurden Erfolgsquoten von Zirkono-
xidimplantaten der neuen Generation ermittelt, die mit jenen der standardmaRig eingesetz-
ten Titanimplantate vergleichbar sind.[14] Dennoch wird auf die Notwendigkeit weiterer
Langzeitstudien hingewiesen, um mogliche noch nicht bekannte Langzeitfolgen ausschlie-
Ren zu kénnen. Obgleich Vorteile in der Osseointegration und Weichgewebeakzeptanz von
einteiligen keramischen Zahnimplantaten im Vergleich zu Titanimplantaten beschrieben
wurden [8], existieren auch kritische Stimmen, insbesondere in den USA, die trotz der er-
kannten Vorteile weiterhin die Verwendung von Titan als erste Wahl betrachten. [15] Die
guten Erfahrungen mit Titanimplantaten, die bereits seit Jahrzehnten bestehen, sind ein
wesentlicher Grund dafir. Des Weiteren werden keramische Implantate aufgrund fehlen-
der Langzeitstudien sowie der hoheren Kosten und des fehlenden Trainings bei der Implan-
tation und Versorgung des neuartigen Materials von einigen Expert:innen noch nicht als
erste Wahl betrachtet. Die kiirzlich publizierten Langzeitstudien zu einteiligen keramischen
Zahnimplantaten kdnnen die genannten Gegenargumente zunehmend entkraften. Fir die

neu auf dem Markt erhaltlichen zweiteiligen Keramikimplantate miissen entsprechende Da-
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ten jedoch noch nachgewiesen werden. Gegenwartig lassen sich anhand klinischer Kurzzeit-
studien keine Unterschiede zwischen den beiden beschriebenen keramischen Implantatde-
signs feststellen. Beide Strategien resultieren in adaquaten Resultaten.[10] Die Evaluierung
der Anwendbarkeit neuartiger Implantatmaterialien erfordert die Beriicksichtigung zusatz-
licher Schliisselparameter, darunter der gute Kontakt zwischen Knochen und Implantat so-
wie die notige Drehkraft, um ein Implantat wieder zu entfernen. In Tierversuchen konnte
zumindest bislang kein signifikanter Unterschied zwischen Keramik- und Titanimplantaten
festgestellt werden. [14] Die Deutsche Gesellschaft fir Implantologie (DGI) erachtet eintei-
lige Keramikimplantate mittlerweile als gleichwertige Alternative zu Titanimplantaten. Zu-
dem bewertet sie die standige Verbesserung der Materialien bei zweiteiligen Implantaten
als positiv. Allerdings stehen Langzeitstudien fiir zweiteilige keramische Implantate noch
aus, da diese Materialien einem fortlaufenden Entwicklungs- und Optimierungsprozess un-
terliegen. Infolgedessen erfolgt die Empfehlung keramischer Alternativen erst nach einer
umfassenden Patientenberatung, in deren Rahmen samtliche Vor- und Nachteile erortert

und abgewogen werden sollten.

1.1.4 Mogliche Risiken des Materialabriebes

Aus Studien im Tierversuch geht hervor, dass es bei Titanimplantaten zu einem Abrieb im
mikro- und nanopartikuldren Bereich kommt. Dieser Abrieb kann Entziindungsprozesse und
einen verminderten Einheilerfolg zur Folge haben. [13] Ein partikuldrer Abrieb ist auch bei
keramischen Materialien moéglich und wurde in Kausimulationsstudien entsprechend be-
schrieben. Um die abgeriebene Menge abschétzen, ihre PartikelgroRe, Form und Toxizitat
charakterisieren und somit evaluieren zu kénnen, sind jedoch noch weitere Untersuchun-
gen erforderlich. Im Rahmen der Risikobewertung innovativer Kompositmaterialien ist es
unerlasslich, die Freisetzungsmechanismen (z. B. durch Bohren, Schleifen oder Zdhneknir-
schen) sowie die potenziellen toxischen Auswirkungen der freigesetzten Mikro- und Nano-
partikel eingehender zu untersuchen. Des Weiteren wire es erforderlich, der Offentlichkeit
die Ergebnisse derartiger Studien zur Verfliigung zu stellen, um das Vertrauen in neuartige

Komposite zu fordern.

1.1.5 Fazit

Der Zahnersatz aus Titan als "Goldstandard" hat sich in der dentalen Implantologie etabliert.

Das basiert auf jahrzehntelangen Erfahrungen hinsichtlich der langen Funktionstauglichkeit
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und Vertraglichkeit des Materials. Allerdings wurde in der wissenschaftlichen Literatur im-
mer wieder iber allergische Reaktionen und Entziindungen berichtet, die das Immunsystem
nachhaltig belasten. Des Weiteren wurde das Durchschimmern des graulichen, dunklen Im-
plantatmaterials durch das Zahnfleischgewebe, insbesondere in &sthetisch relevanten
Zahnbereichen, negativ bewertet, was den Ruf nach den weilRgefarbten Implantaten aus
innovativen Keramiken lauter werden lieR. Infolge der kontinuierlichen Weiterentwicklung
keramischer Implantate erlangten Implantate auf Basis von Zirkonoxid zunehmendes Inte-
resse. Die Materialeigenschaften von Keramiken, insbesondere hinsichtlich der Bruchfestig-
keit, sind mittlerweile mit denen von Titan vergleichbar. In Bezug auf die Belastbarkeit, Sta-
bilitdit und Biegefestigkeit ist kein Unterschied zu Titanimplantaten festzustellen. Die
Osseointegration von Keramikimplantaten ist gleichwertig zu den von Titanimplantaten, zu-
dem zeigen sie eine geringere Anhaftung von Bakterienfilmen. In der Konsequenz ist die
Entziindungshaufigkeit und Plaquebildung geringer. Bislang konnten keine negativen Aus-
wirkungen von Keramikimplantaten beobachtet werden, beispielsweise Entziindungen, die
durch unbeabsichtigten Abrieb oder durch die Freisetzung von Bestandteilen der Komposi-
tmaterialien ausgelost werden kénnen. Im Gegenteil, die gute biologische Integration be-
wirkt sogar eine bessere Durchblutung des Zahnfleischgewebes. Die reinweilRe Farbe der
kiinstlichen Zahnwurzel stellt jedoch nach wie vor eines der wichtigsten Argumente fir ei-
nen keramischen Zahnersatz dar. Selbst bei einem Zuriickgehen des Zahnfleisches ist das
Implantat nicht von einem natiirlichen Zahn zu unterscheiden. Wahrend einteilige Implan-
tate aus Zirkonoxidkeramiken mittlerweile als gleichwertiger Werkstoff anerkannt sind und
als Alternative zu Titan gelten, fehlen aber noch Studien Uber zweiteilige Keramikimplan-
tate, welche fiir die Bewertung des Langzeiterfolgs erforderlich waren. Da diese reversibel
verschraubbaren Implantatsysteme den prothetischen Anwendungsbereich wesentlich er-

weitern, kann deren empfohlener Einsatz nur mehr als eine Frage der Zeit gesehen werden.

1.2 Betrachtung des status quo keramischer Zahnimplantate

Zunehmend werden Keramikimplantate mit einem Gewindestift aus Keramik als Alternative
zu herkdémmlichen Implantaten auf Titanbasis vorgeschlagen. Zu den Hauptvorteilen von
Keramikimplantaten gehoren die Verringerung der Zahl postimplantologischer, chirurgi-
scher Eingriffe aufgrund einer nicht entziindlichen Osseointegration von Keramikimplantat-
materialien. [16] Die Keramiken mit Bestandteilen aus Yttrium und Zirkonium(IV)-oxid
(Zr0;), im weiteren Zirkonoxid genannt, sind den Halbmetallen zuzuordnen und sind bereits

als stabile Alternative zu den Titanwerkstoffen etabliert. Zirkonium ist chemisch betrachtet
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durchaus eng mit Titan verwandt jedoch besitzt Zirkonium eine hohere Korrosionsbestan-
digkeit als die meisten anderen Legierungssysteme, wie in vielen experimentellen Untersu-
chungen gezeigt wurde. [17] Zirkonium weist eine hohe Biokompatibilitdt in Verbindung mit
lebendem Gewebe auf. Der Hauptvorteil von Keramikimplantaten gegeniiber Titanimplan-
taten besteht neben der dsthetischen Komponente darin, dass sie nicht iber einen (syste-
mischen) Entziindungsstoffwechsel in den Knochen einheilen. [18] Sie versprechen damit
hypoallergen zu sein, was sie zu einer guten Wahl fiir Patient:innen mit Metallallergien, Di-
abetes, aber auch grundsatzlich bei Autoimmunerkrankungen macht. Es gibt bereits Hin-
weise, dass es bei Titanimplantaten zu einem Abrieb im mikro- und nanopartikuldren Be-
reich kommt, welcher negative Effekte hervorrufen kann. [19][20] Der Vergleich mit mikro-
partikuldrem Zirkonium im Tierversuch zeigte, dass Titanpartikel inflammatorische Prozesse
hervorrufen kénnen. Was aber noch aussteht, ist eine Risikoabschatzung von keramischen
Abrieben, vor allem derer, die auf neuen Materialkombinationen basieren (z.B. neue Hoch-
leistungskeramiken als "advanced materials"). Aktuelle Literaturergebnisse beschreiben,
dass Keramikimplantate im Einwachsverhalten mit Titanimplantaten vergleichbare Eigen-
schaften haben. Im Kontext der Periimplantitis scheinen Keramiken einen leichten Vorteil
zu haben, allerdings ist das zugrundeliegende Literaturdatenmaterialien noch nicht sehr be-
lastbar. [21] Daher war es wichtig zu klaren, ob nanoskalige keramische Partikel, die wah-
rend der Implantatsetzung oder durch Abrieb/Bruch eines schon gesetzten Implantats im
Zuge der langjahrigen Verwendung entstehen kdnnten, eine immunologische Antwort her-

vorrufen.

Ein in vivo-Vergleich der Biokinetik und Biokompatibilitat von Titan- und Zirkonoxid-Mikro-
partikeln ergab eine Empfehlung fiir keramische Materialien in der Implantologie gegen-
Uber den herkdémmlichen Metalloxiden. [22][23] Olmedo et al.[22] stellten fest, dass die
Biokinetik von Titan- und Zirkonoxidmaterialien von der jeweiligen PartikelgréBe und -form
und/oder -kristallstruktur abhangt, dass jedoch bei gleichen Dosen und Zeiten nach der
Verabreichung der Titangehalt in murinen Organen durchwegs hoher war als der Zirkoni-
umgehalt. Zusatzlich war der Verbrauch an antioxidativen Enzymen in der mit Titandioxid
behandelten Gruppe hoher als in der mit Zirkonoxid behandelten Vergleichsgruppe. Aus der
Sicht der Implantologie beschreiben Henao et al. [24] in ihren Studien, dass sowohl Titan als
auch Zirkonoxid als Implantatmaterial vergleichbar geeignet sei, wahrend Degidi et al. [23]
Uber eine positivere Knochen-Gewebe-Reaktion der Zirkoniumimplantate im Vergleich zu
Titan berichten. Paparella et al. [20] fanden in Biopsien von Titanimplanattragern metalli-
sche Partikel und entziindliche Prozesse in deren Umgebung.
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In der Medizinprodukteverordnung (Medical Device Regulation (MDR)) [25], sind zwar neue
Regelungen flir Nanomaterialien genannt, diese beziehen sich aber auf die Verwendung von
Nanopartikeln durch den Hersteller, bei denen ein hohes oder mittleres Potenzial fiir in-
terne Exposition bestehen kdnnte, nicht aber auf den nanoskaligen Abrieb oder Gber lange

Zeitrdume auftretende Korrosionen von Materialien.

1.3 Knochenhomoostase

Unter Knochenhomoostase versteht man den Gleichgewichtszustand zwischen knochen-
aufbauenden und knochenaufbauenden Prozessen im gesunden Korper. In diesem dynami-
schen Regelungsprozess wird sowohl die Stabilitat des Skeletts als auch des Mineralstoffge-
halts im Blut gewahrleistet. Bei einer Reihe von Erkrankungen kommt es allerdings durch
chronische Entziindungen oder Autoimmunprozesse zu Osteopenie oder sekundarer Oste-
oporose, also zu einer Verminderung der Knochendichte. Die Pathogenese des Knochen-
masseverlustes bei entziindlichen Erkrankungen ist komplex. Einerseits missen die Effekte
von Immobilitdt, Erndhrungsdefizit, medikamentdser Therapie (z.B. Glukokortikoide, Stero-
idhormone) und Malabsorption berlicksichtigt werden, andererseits spielen auch Entziin-
dungsprozesse in der Genese systemischer Osteoporose eine entscheidende Rolle.
[26][27][28] Inflammatorische Prozesse (Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine, Ein-
wanderung von Immunzellen) kdnnen auch im Zusammenhang mit Zahnimplantaten auf-
treten und den Einheilerfolg beeinflussen. So kénnen unter anderem infolge einer Implan-
tatsetzung sterile Fremdkdrpergranulome entstehen, die einen persistierenden Knochen-
verlust und verminderte Knochenneubildung bewirken.[29] Nach heutiger Vorstellung geht
man davon aus, dass die bei einer Entziindung vermehrt gebildeten inflammatorischen Zy-
tokine (IL-1B, IL-6, TNF-a) Uiber die Zirkulation in den Knochen gelangen und dort zu einer
vermehrten Knochenresorption und gleichzeitig zu einer verminderten Knochenneubildung
fuhren. [30][31]

Flr Interleukin-6 wurde gezeigt, dass es durch Osteoblasten (knochenbildende Zellen) unter

Stimulation von Parathormon (Nebenschilddriisenhormon) gebildet wird. Die resorptive

Aktivitdt von Parathormon wird durch IL-6 vermittelt. [32] Im Gegensatz dazu hemmt Ost-
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rogen die Bildung von Interleukin-6 und fiihrt so zu einem osteoprotektiven Effekt. Der Tu-
mornekrosefaktor Alpha (TNF-a) induziert bei Osteoblasten in hoherer Konzentration eine
Apoptose (ein Effekt, der durch Vitamin D gehemmt wird). Niedrigere Konzentrationen von
TNF-a hemmen die Proliferation von osteoblastendhnlichen Zellen. Weiterhin hemmt TNF-
a die Kollagensynthese, die alkalische Phosphatase und Osteocalcinsynthese in Osteoblas-
ten. [33]

Eine vermehrte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine kann folglich die Knochenho-
moostase im Kiefer aus dem Gleichgewicht bringen und den Einheilerfolg von Zahnimplan-
taten gefahrden. Um die Wahrscheinlichkeit einer Immunaktivierung durch keramische und
titanbasierte Nanopartikel einschatzen zu kénnen, sollen im Rahmen dieses Projektes ein
fiir Implantate verwendetes Keramikmaterial und Titandioxid in einem Zellkuturmodell mit-

einander verglichen werden.

1.4 Projektziele
Ziel von CERANANO ist eine SchlieBung von Wissensliicken bei der Sicherheitsbeurteilung

von nanopartikuldren Abrieben von Zahnimplantatmaterialien aus Keramik (iber die ge-

samte Wertschopfungskette.
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Abbildung 2 Diese Abbildung zeigt die Projektziele der Arbeitspakete von dem Projekt
CERANANO Uber den Zeitraum von 12 Monaten. Analysiert wird ein moglicher, nanoskaliger
Abrieb, welcher beim Eindrehen, Entfernen, durch Unféille oder Zahnfleischerkrankungen
entstehen kann. Durch die in vitro Untersuchung des keramischen Abriebes und planarer
Oberflachen in einer Zellkultur, durch bildgebende Verfahren (Mikroskopie) und Assays die
Entzindungsmarker bestimmen koénnen, soll eine Risikoabschatzung eines moglichen
Abriebs von keramischem Material ermoglicht werden. Weiters sind Befragungen von
Expert:innen bezlglich der Verwendung von unterschiedlichen Implantatsmaterialien und

eine umfassende Literaturstudie zu diesem Thema Teil des Projektes.

In CERANANO wird das Material des Gewindestiftes untersucht (Abbildung 1). Analysiert
wird ein moglicher, nanoskaliger Abrieb, der beim Eindrehen und Tragen, aber vor allem
auch beim Entfernen (Ausfrasen), durch Unfalle oder Zahnfleischerkrankungen entstehen

kann.
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Abbildung 3 Diese schematische Abbildung zeigt den Aufbau eines Zahnimplantates mit
einem Gewindestift aus Titan (links) und einem keramischen Gewindestiftes (rechts).

Adaptiert aus https://www.zahnarzt-spilburg.de/zahnmedizin/zahnimplantate/.

Es soll eine Aussage im Bezug auf mikro- und nanoskaligen Abrieb und dessen Verhalten im
umliegenden Gewebe erhoben werden. Durch eine in vitro Analyse in einem kompakten,
experimentellen Ansatz sollen keramische Partikel des Versuchsmaterials in der mikro- und
der nanoskaligen Dimension analysiert werden, wobei die nanoskalige Dimension von Ke-

ramikabrieben bislang in der Literatur noch unbeschrieben ist.

Es werden sowohl das Mahlgut (Frasabrieb), als auch gesinterte und planare (geschliffene)
Oberflachen (Keramikplattchen) untersucht. Die Materialien der gesamten Produktions-
kette und damit die involvierten Morphologien und Oberflachen eines (werdenden) Implan-
tates sind im Fokus der Zellkultur-Experimentserien, der bildgebenden Verfahren und der
Zytokinassays. Die 'end of life' (EOL) Phase von Implantatmaterialien schliesst den Kreis der
Wertschopfung und wird vor dem Literaturhintergrund erarbeitet. Durch die langjdhrige
Kooperation mit dem Keramikhersteller MKM Engineering GmbH, der die Materialien der
Produktionskette zur Verfligung stellt, konnen ,real world“ Materialproben vom Entste-
hungsprozess an untersucht und analysiert werden. Es werden die bei dem Eindrehen in
den Kieferknochen eventuell auftretenden Materialabriebe beziehungsweise korrosionsbe-
dingte Partikelbildungen simuliert. Bei dem Versuchsmaterial ACERDENCO G2 handelt es

sich um Zirkonium (Zr) und seine Dotierung mit Yttrium (Y) und Cerium (Ce).
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Das partikuldare Material wird sowohl morphologischen Analysen als auch zellbiologischen
Analysen unterzogen. Die in vitro Experimente werden unter Standardzellkulturbedingun-
gen durchgefiihrt, die mit geeigneten, bildgebenden Verfahren begleitet werden (Lichtmik-
roskopie, Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie, Rasterelektronenmikroskopie und
Transmissionselektronenmikroskopie). Aus dem Literaturstudium werden die eingehobe-
nen und veroffentlichten Patientendaten aus klinischen Studien erfasst und zusammenfas-
send dargestellt. In Verbindung mit den experimentellen Ergebnissen kénnen somit fun-
dierte Aussagen lber den Einfluss von mikro- und nanoskaligem Abrieb auf lebende Zellen
getroffen werden. Somit leistet CERANANO einen sicherheitsrelevanten Beitrag zur zukiinf-

tigen Risikoabschatzung von keramischen Implantatmaterialien.

Zusatzlich soll eine Onlineumfrage mit Expert:innen (Zahnmediziner:innen, Herstellerbe-
trieben und anderen relevanten Stakeholdern), die sich in diesem hochdynamischen Feld
der Implantologie bewegen, durchgefiihrt werden um Meinungen und Erfahrungen aus der

Praxis einfliessen zu lassen.
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2 Methodische Herangehensweise

2.1 Literaturrecherche

Es wurde eine systematische Literatursuche durchgefiihrt um aktuelle Informationen tber
Materialeigenschaften, Aufbau, Studien und Akzeptanz von keramische Zahnimplantaten
im Vergleich zu einem Zahnersatz aus Titan zu sammeln. Besonders wichtig fiir dieses Pro-
jekt war die Suche hinsichtlich eines moglichen mikro- und nanoskaligen Abriebes von ke-
ramischen Zahnimplantaten in der Literatur. Es wurde in Datenbanken nach den wichtigs-
ten Keywords gesucht, um einen aktuellen Uberblick zu erhalten. Ausgehend von den ge-
fundenen und relevanten wissenschaftlichen Arbeiten wurde anschliefend die Suche mit
den dort angefiihrten Literaturstellen nach dem Schneeballprinzip verfeinert und qualitativ
fortgesetzt. Die erhobene Literatur wurde nach den Schlagwértern der Suche zusammen-
gefasst und kategorisiert: 1) Abrieb, 2) Assays (Entziindungen), 3) Keramische Implantate
und Immunsystem, 4) Eigenschaften keramischer Implantate, 5) Keramische Implantate vs
andere Implantate, 6) Richtlinien zur Verwendung keramischer Implantate, 6) Geschichte,
7) Reviews, 8) Klinische Studien und 9) Zulassung.

Die Literaturrecherche diente zur Erhebung des status quo und als Hintergrundrecherche
fiir das NanoTrust Dossier ,,Zahnimplantate aus Keramik®, welches in der NanoTrust-Dos-
sierreihe der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften veroffentlicht wurde.

2.2 Mikroskopie und Analytik

2.2.1 Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Im Rahmen des Projektes wurden sowohl das Mahlgut des Versuchsmaterials (ACERDENCO
G2) als auch eines representativen Nanomaterials (TiO, NM-105, JRC, Ispra Italien) mit ei-
nem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) untersucht. Mit dieser Methode wurden die
GroRenverteilungen der Partikel bestimmt. Das TEM ist ein FEI Tecnai T20 (ThermoScienti-
fic, Eindhoven, The Netherlands) und wurde bei 160 kV betrieben.
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Fiir die Probenpraparation wurden jeweils 20 ul ACERDENCO G2 und TiO, Nanopartikelsus-
pension (7 mg/mlin MilliQ-Wasser) fir 20 min auf TEM Cu-Grids (Science Services, Deutsch-
land) adsorbiert und nach dem Abziehen des iberschiissigen Probenmaterials zur Untersu-

chung herangezogen.

2.2.2 Rasterelektronenmikroskop (REM)

Das Mahlgut des Versuchsmaterials (G2), das Referenzmaterial (TiO,) sowie die bereits auf
dem ACERDENCO G2 Plattchen angewachsenen Zellen wurden mit einem Rasterelektro-
nenmikroskop (REM) untersucht (ThermoScientific Apreo VS SEM, ThermoScientific, Eind-
hoven, The Netherlands). Dazu wurden die an der Luft getrockneten Keramikplattchen mit
Zellmonoschicht auf leitfahigem doppeltem Klebeband auf Aluminiumtischchen befestigt
und mit Gold besputtert, aber auch ungesputtert untersucht. Das REM wurde bei 10,0 kV
mit einem Strahlstrom von 0,1 nA im A+B-Modus betrieben. Die Bilder wurden im Hochva-
kuum mit dem linseninternen Detektor fiir riickgestreute Elektronen (BSE) T1 und dem Se-

kundérelektronendetektor (SE) T2 aufgenommen.

2.2.3 Licht- und Fluoreszenzmikroskop

Ein Nikon Eclipse Ts2R ausgestattet mit einer Jenoptic Progres Gryphax Kamera und Soft-
ware wurde zur Licht- und Fluoreszenzmikroskopischen Beurteilung der Osteoblasten- und

Makrophagenzelllinien herangezogen.

2.2.4 Dynamische Lichtstreuung

Zur Beurteilung des hydrodymanischen Durchmessers der mikro- und nanoskaligen Partikel
wurde die Dynamische Lichtstreuung (DLS, Dynamic Light Scattering). Mittels DLS (Malvern
Panalytical Zetasizer Nano ZS) wurde die GroRenverteilung von Partikeln in den wassrigen
Medien gemessen. Hierbei streut das monochromatische Licht (A=633 nm) an den Partikeln,

die im GroRRenbereich zwischen ca. 0,6 nm und 6 um detektiert werden kdnnen.
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2.3 Antikorperstudie

Aus einer Fraktion von kleinsten Partikeln vom Hersteller MKM Engeneering, durch Zermah-
len von Keramikimplantaten in einer Kugelmuihle erzeugt, wurden nanoskalige Partikel ab-
getrennt, indem 60 mg Mahlgutpulver in 13 ml sterilem MilliQ Wasser verteilt und 30 Mi-
nuten sedimentiert wurde. GréRBere und damit schwerere Partikel bewegten sich Richtung
Boden des GefaRes, wobei in der oberen Fraktion leichtere und kleinere Partikel verblieben.
Von dieser Fraktion wurden 10 ml abgezogen und erneut fiir 30 Minuten sedimentiert. Wie-
der wurde die obere Fraktion abgezogen, in 2 ml Eppendorfer tGberfihrt und fiir 1 Minute
bei 1500 g zentrifugiert. 1.5 ml des Uberstandes wurden abgezogen und vereint. Anschlie-
Rend wurde diese Fraktion mit dem Elektronenmikroskop untersucht, um die GroRe der
Partikel bestimmen zu kénnen. Diese Nanopartikel wurden bei Thermo Fisher Scientific,
Custom Antibody Development, 3747 N. Meridian Road, Rockford, IL 61101, USA, auf eine

Antikorperantwort hin untersucht.

2.4 Experimente in der Zellkultur

Um die moglichen Auswirkungen eines implantatgenerierten Keramikabriebs auf umge-
bende Gewebe zu simulieren, wurde eine humane Osteoblasten Zelllinie (CI-huOB) und hu-
mane Makrophagen (differenziert aus der Monocytenzelllinie THP-1), mit nanoskaligem Ke-
ramikpartikeln beziehungsweise Titandioxidpartikeln (als Referenzmaterial) inkubiert. Das
Zellwachstum und die Zellviabilitdt wurde mittels geeigneter Farbungen und anschlielRen-
der Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Zur Abschatzung moglicher immunologischer Effekte
wurden zelluldre Genexpressionsmuster (IL1B, IL6, TNFA, MMP3, ALP) aus dem Zellsedi-
ment und Messungen von Entziindungsmediatoren (IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a) und Matrix-Me-
talloproteasen (MMP-1, MMP-3, MMP-13) aus dem Zellkulturiiberstand durchgefihrt.
Diese Metalloproteasen sind Enzyme, die eine wichtige Rolle im Knochenumbau, im Spezi-
ellen im Abbauprozess von Kollagen, dem Abbau der extrazelluldren Matrix und der Inter-

aktion zwischen Osteoblasten und Osteoklasten spielen.
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2.4.1 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die Quantitative Real-Time PCR (Polymerase Chain Reaction) wurde in diesem Projekt als
Methode gewdhlt, um in den inkubierten Zellen (Zelllysat) die Expression derjenigen Gene,
welche die Freisetzung von Zytokinen steuern, zu untersuchen. Diese Herangehensweise
hat den Vorteil, dass proinflammatorische Prozesse, bereits auf genetischer Ebene detek-
tiert werden kdnnen noch bevor die Zytokine im Zellkulturiberstand direkt gemessen wer-
den kdnnen. Gerade bei den Zytokinen, die auf der Proteinebene nur schwer nachzuweisen
sind, ist diese Vorgehensweise zu bevorzugen. Die Expression der Gene, welche fiir die Frei-
setzung der Entziindungsmediatoren IL-1[3, IL-6 und TNF-a beziehungsweise fiir die Matrix-
Metalloproteinase 3 (MMP-3) verantwortlich sind, wurden mit der Expression eines soge-
nannten Haushaltsgens (eng. ,house keeping gene’), hier die Succinatdehydrogenase
(SDHA) in Relation gesetzt. Ein ,house keeping’ Gen zeichnet sich dadurch aus, konstant,
also unreguliert, im Leben einer Zelle hergestellt zu werden. Dieser Vergleich mit einem
solchen Haushaltsgens ermdoglicht die relative Quantifizierung der Expressionsregulation

der zu untersuchenden Gene.

2.4.2 Zytokin Assay

Die direkte Messung der Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a) und ausgewahlter Matrix-Me-
talloproteasen (MMP-1, MMP-3, MMP-13) aus dem Zellkulturiiberstand wurde als zweite
Schiene zur Beurteilung der Effekte der Nanopartikel (Mahlgut ACERDENCO G2, TiO,) auf
die Versuchszellen gewahlt. Erhohte Werte kdnnen auf materialbedingte Enziindungspro-
zesse hindeuten. Verwendet wurde dazu das Human Luminex Discovery Assay (LXSAHM-02
2-Plex. BioTechne).

2.4.3 Zytotoxizitat Assay

Ein klassischer Resazurin/Resorufin Assay (Alamar BlueTM) wurde zur fluoreszenzmikrosko-

pischen Quantifizierung der Zellviabilitat herangezogen. AlamarBlue Reagenzien niitzen die
natirliche Reduktionskraft lebenden Zellen aus, um Resazurin in fluoreszierendes Resorufin
umzuwandeln. Die Fluoreszenzintensitdat wurde mit einer Anregungswellenldnge von 560
nm und einer Emmisionswellenlange von 595 nm in einem Plate-Reader Infinite F200
(TECAN Life Sciences Home) bestimmt.
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2.5 Stakeholdereinbindung mittels Onlineumfrage

Flr eine moglichst multiperspektivische Betrachtung wurden im Projekt verschiedene Sta-
keholder durch eine Onlineumfrage eingebunden. Die Ergebnisse trugen dazu bei, sowohl
die aus der Literatur erhobenen Daten, als auch die experimentellen Daten umfassend zu

analysieren.

Die quantitative Erhebung bot eine Mdglichkeit, die aus der Literatur gewonnen Erkennt-
nisse empirisch zu validieren. Fiir die Umfrage wurde ein Kurzfragebogen mit einer Kombi-
nation aus Single- und Multiple-Choice-Fragen, sowie offenen Fragen mithilfe des Online-
Tools Mentimeter® erstellt, welcher von Mitte November 2023 — Mitte Marz 2024 online
verfligbar war. Die automatisch erstelle Auswertung der Software Mentimeter® befindet

sich als pdf im Anhang.

Der Link zur Onlineumfrage wurde tGber E-Mail-Verteiler der Konsortiumpartner:innen ver-
sandt, mit der Bitte um Verteilung an passende Personengruppen, und offentlich auf den
Forscherprofilen auf LinkedIn veroffentlicht. Entsprechend sind die Grundgesamtheit und
ihre Zusammensetzung der Personen, die potenziell Zugriff auf die Umfrage hatten, unbe-
kannt. Allerdings bot die Umfrage den Teilnehmer:innen gleich anfangs die Moéglichkeit, sich
in Bezug auf Berufsfeld und Tatigkeit den Kategorien Zahnarzt:in, Zahntechniker:in, Herstel-
ler:in, Handler:in und Sonstige zuzuordnen. Aufgrund der Spezifitat der Fragen ist davon

auszugehen, dass nur Expert:innen teilgenommen haben.

2.6 SWOT-Analyse

Die SWOT-Analyse gilt als Methode zur systemischen Situationsanalyse. Dabei steht S fur
Strenghts (Starken), W fir Weaknesses (Schwachen), O fiir Opportunities (Chancen) und T
flr Threats (Risiken). Die SWOT-Analyse wird in einer Matrix dargestellt und soll der weite-
ren Ableitung Ubergeordneter MaBnahmenvorschlage/Empfehlungen dienen.
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2.7 Versuchsmaterial

2.7.1 ACERDENCO G2

Das Implantatmaterial ACERDENCO G2 besteht hauptsachlich aus Zirkonoxid (ZrO,). Damit
ist es geeignet, um stellvertretend fur die meisten keramischen Implantatmaterialien aus
dem Keramiksektor zu fungieren, die in mehr oder weniger schwankenden Gewichtsantei-

len aus yttriumstabilisiertem Zirkonoxid bestehen.

Zirkonoxid existiert in verschiedenen Kristallstrukturen, wobei die tetragonale Phase bei
Raumtemperatur durch Dotierung mit yttriumstabilisiertem Zirkonoxid (Y-TZP) erreicht
wird. Zirkonium an sich ist, wie auch Titan, ein Metall. Durch einen Oxidationsprozess wird
Zirkonium zu Zirkonoxid, was einen Ubergang weg von den metallischen Materialien zu den
keramischen, nicht-metallischen Werkstoffen darstellt. Um die mechanische Festigkeit zu
erhohen, wird Yttriumoxid in diesen Umwandlungsprozess beigemischt. Dieses verlangsamt
die Phasenumwandlung von der bruchsicheren tetragonalen zur monoklinen Phase des Zir-

koniums — Zirkonoxids. [34]

Keramikwerkstoffe sind momentan noch in einem standigen Optimierungsprozess, was die
Entwicklung bei den Herstellern betrifft. Der Projektpartner, MKM-Engineering GmbH, hat
uns als Ausgangsmaterialien sowohl gesintertes Material in Form von Plattchen, als auch

gemahlenes Material zur Verfligung gestellt.

Bisher wurden vom Projektpartner Charakterisierungen des Keramikmaterials nach ISO
10993-18 und ISO 10993-12 durchgefiihrt. Hierzu wurde die BMP GmbH (Aachen, Deutsch-
land) beauftragt, welche bei der ZLG (Zentralstelle der Lander fiir Gesundheitsschutz bei
Arzneimitteln und Medizinprodukten, Bonn, Deutschland) akkreditiert ist. Die Materialpro-
ben wurden auf das Vorhandensein semi-volatiler organischer Komponenten mittels GC-
MS getestet, wobei keine erhohten Werte gemessen wurden. Eine ICP-OES Messung auf
anorganische lonen ergab leicht erhdhte, aber unbedenkliche Werte nahe der Nachweis-

grenze.
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2.7.2 Nanotitandioxid

Um potentielle proinflammatorische Effekte des ACERDENCO G2 Keramikmaterials mit den
Effekten eines titanbasierten Materials vergleichen zu kénnen, wurde auf das Nanomaterial
,NM-105“ vom Joint Research Center (JRC, Ispra Italien) zurlickgegriffen. Ein Vergleich mit
nanoskaligem, metallischen Titanpulver konnte im Rahmen dieses Projektes leider aufgrund

mangelnder Verfligbarkeit nicht durchgefihrt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Materialuntersuchung der Hochleistungskeramik (ACERDENCO
G2)

Das Versuchsmaterial ACERDENCO G2 der Firma MKM Engineering GmbH (Mannheim,
Deutschland) bestand zum GroRteil (92 %) aus Zirkonoxid und Hafniumoxid und zu kleine-
ren Anteilen aus Yttriumoxid (5 %), Aluminiumoxid und Ceroxid. Im Rahmen dieser Unter-
suchung wurden einerseits sterilisierte ACERDENCO G2 Plattchen als Wachstumsunterlage
fiir Osteoblasten und andererseits gemahlenes Material zur Inkubation von Osteoblasten
und Makrophagen verwendet. Das vom Hersteller zur Verfligung gestellte Keramikpulver
wurde mittels mehrerer Zentrifugationsschritte in unterschiedliche GréRBenfraktionen auf-
getrennt. Fir die Zellkulturexperimente wurden die mikro- bzw. nanoskaligen Fraktionen
verwendet. Untersuchungen des hydrodynamischen Durchmessers (DLS) ergaben einen Z-
Average von 96 nm und Peaks bei 379 nm (Distribution by number, siehe Abbildung 4),
1306 nm (Distribution by intensity) und 333 nm bzw. 1450 nm (Distribution by volume).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen (TEM) der gleichen Fraktion zeigten kleinere Aggre-
gate mit einzelnen Partikeln in der GréBenordnung von 50 bis 500 nm. Diese Keramikparti-
kel erschienen in hoher VergrofRerung gerundet, ohne besonders scharfkantige oder nadel-
formige Strukturen (Abbildung 6 links).
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Size Distribution by Number
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Abbildung 4 GrofRenverteilung (hydrodynamischer Durchmesser, Distribution by number)
der ACERDENCO G2 Fraktion, welche nachfolgend in den Antikorper- und
Zellkulturexperimenten verwendet wurde. Die Analysen zeigen einen Peak von 379nm bei

einem Polydispersity Index von 0,242 auf.

3.2 Nanotitandioxid

Um potenzielle proinflammatorische Effekte des ACERDENCO G2 Keramikmaterials mit den
Effekten eines titanbasierten Materials vergleichen zu kénnen, wurde auf ein referenziertes
Nanomaterial zurilickgegriffen. Versuche an Osteoblasten und Makrophagen wurden in der
Folge mit beiden dieser Partikel durchgefiihrt. Die Messung des hydrodynamischen Durch-
messers des Titandioxids (Abbildung 5) ergab einen Z-Average von 167 nm und Peaks bei
40 nm (Verteilung nach Partikelanzahl), 279nm (Verteilung nach Intensitat) und 58 nm bzw.
476 nm (Verteilung nach Volumen). Elektronenmikroskopische Aufnahmen (TEM) der
Probe zeigten Aggregate in der GrofRenordnung von 40 bis 400nm. Im Vergleich zu dem
keramischen Nanomaterial wiesen die Titandioxidaggregate eine etwas weniger massive,

ansatzweise flockige Struktur auf (Abbildung 6 rechts).

30von 76 CERANANO



Size Distribution by Number
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Abbildung 5 GroRenverteilung (hydrodynamischer Durchmesser, Distribution by number)
des Referenzmaterials Nanotitandioxid NM-105, welches nachfolgend in den
Zellkulturexperimenten verwendet wurde. Die Analysen zeigen einen Peak von 40nm bei
einem Polydispersity Index von 0,388 auf.
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Abbildung 6 Elektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen vom Versuchsmaterial
ACERDENCO G2 (links) beziehungsweise Titandioxid Referenzmaterial NM-105 (rechts).
Beide TEM-Aufnahmen zeigen Aggregate, die sich auch aus Nanopartikeln in der GroRe

zwischen 10 und 100 nm zusammensetzen.

3.3 Zelllinien Cl-huOB

Im Rahmen des CERANANO-Projektes wurde mit der menschlichen Osteoblastenzelllinie CI-
huOB (INSCREENeX GmbH, Braunschweig, Deutschland) gearbeitet. Diese Zelllinie wurde
(aus Zeit- und Kostengriinden) als Ersatz zu den bisher verwendeten humanen Osteoblas-
tenprimarzellen (HOBc, PromoCell C-1272) Zellen gewahlt. Die Forschung am Institut fir
Synthetische Bioarchitekturen (BOKU University) im Bereich der Keramikimplantate wurde
in der Vergangenheit (Projekt ZIM (Zentrales Innovationsprogramm Mittelstand)-Hybrid-
Dentalimplantate) hauptsachlich mit HOBc Zellen durchgefiihrt. Die zuvor gewonnenen Er-
gebnisse bildeten die wissenschaftlichen bzw. zellkulturtechnischen Grundlagen des
CERANANO Projektes.
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Zum Standardnachweis einer osteoblastaren Differenzierung (in vitro, aus humanen mesen-
chymalen Stammzellen), gehort einerseits der Kalziumnachweis in der extrazellularen Mat-
rix (ECM) und andererseits der Nachweis der Alkalischen Phosphatase (ALP)Enzymaktivitat,

die als osteogener Differenzierungsmarker dient.

Vor Beginn des CERANANO Projekts war in einem Schliisselversuch geklart worden, ob Cl-
huOB Zellen (ebenso wie HOBc Zellen) auf ACERDENCO G2 Keramik Plattchen kultiviert wer-
den konnen und ob Differenzierungsmarker nachgewiesen werden kdnnen. Die Untersu-
chungen bestatigten, dass die CI-huOB Zellen auf der Wachstumsunterlage ein typisches
Zellmonolayer bilden (Abbildung 7 a,b). Die typischen osteoblastdren Differenzierungs-
merkmale, wie Kalziumeinlagerungen in der ECM (Abbildung 7 c,d,f) und ALP-Aktivitat (Ab-
bildung 7 e) konnten nachgewiesen werden. Im Laufe des Projektes CERANANO wurde da-

her ausschlieRlich diese Zelllinie verwendet.

L https://promocell.com/at_de/osteoblast-differentiation-and-mineralization.html
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Abbildung 7 Rastermikroskopische Aufnahmen von humanen Osteoblastenzellen (Cl-
huOB). Aufnahmen a) und b) zeigen auf ACERDENCO G2 Keramikpldttchen als Monoschicht
und konfluent gewachsene Zellen. Bilder c) und d) stellen die Zellen, die fir 21 Tage in
Mineralisierungsmedium kultiviert wurden, dar (Kalzium Ablagerung in der ECM). Die
Aktivitat von Alkalischer Phosphatase (ALP) in den Zellen wurde durch Verwendung
BCIP/NBT als Substrat detektiert (Bild e). ALP-positive Zellen zeigen eine schwarze Farbung.
Im Bild f) wird die Alizarin Red S Farbung (im Bild dunkelgrau) als Nachweis von
Kalziumablagerung in den Zellen dargestellt. Zusammenfassend ist die erfolgreiche

Differenzierung der humanen Osteoblastenzellen zu sehen.
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3.4 Zellkultur

3.4.1 Zellkultur von Makrophagen in Anwesenheit keramischer Materialien

3.4.1.1 Differenzierung zwischen Monozyten und Makrophagen

Die THP-1 Zelllinie (Cytion, CLS-3000356, DE) ist eine menschliche monozytare Leukdamie-
zelllinie. Diese Zellen sind in der Lage, sich in makrophagenadhnlichen Zellen zu differenzie-
ren. Diese differenzierten THP-1 Makrophagen behalten unter anderem die Funktion der
Zytokinproduktion bei. Differenzierung von THP-1 Monozyten in Makrophagen erfolgt in
Gegenwart von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA).

Die THP-1 Zellen wurden in RPMI 1640 Basis Medium (Cytion, Produktnummer: 820700a)
erganzt mit 10 % FBS (A5256801, Gibco, Thermo Fisher Scientific, US) und 1 % Penicillin-
Streptomycin Antibiotika, als Suspensionskultur gehalten. Kultivierung erfolgte in einem In-
kubator mit einem 5 %igen CO»-Gehalt bei 37°C.

Eine dichte THP-1 Monozytenzellsuspension (6,5x1075/ml) in 15 ml Medium (T-75 Kultur-
flasche) wurde mit 120 nmol PMA in DMSO (P2585, Sigma- Aldrich, Merck US) angesetzt,
um die Differenzierung zu Makrophagen einzuleiten (Abbildung 8a). Der Fortschritt der Zell-
differenzierung konnte im Lichtmikroskop beobachtet werden, da eine morphologische
Veranderung und eine Adhdsion am Boden der Kulturflasche beobachtet wurde (Abbildung
8b). Weiters wurde die Entstehung einer Makrophagenpopulation mit dem FACS (flu-
orescence-activated cell sorting) nach der Markierung der Zellen mit einem anti CD14 Anti-
korper detektiert (Abbildung 8c).
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Abbildung 8 Lichtmikroskopische Aufnahmen von THP-1 Zellen in Zellkultur. a)
Suspensionszellen THP-1 Monozyten. b) Anfang der langsamen Adharenz (mit Pfeil
hervorgehoben) der Monozyten in Gegenwart von PMA, Differenzierung der Makrophagen
aus Monozyten. c) Die im Lichtmikroskop visualisierte Zellkultur wurde mit

Fluoreszenzmarker APC konjugiert und mit anti CD14 markiert und im FACS detektiert.
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Sowohl THP-1 Monocyten als auch Makrophagen exprimieren das CD14
Oberflachenprotein.

3.4.1.2 Lichtmikroskopische Untersuchung der Viabilitdit der Makrophagen in
Gegenwart von Nanopartikeln

In diesem Kapitel wurde die Lebensfahigkeit (Viabilitat) von Makrophagenzellen in Anwe-
senheit von keramischen, sowie alternativen Nanopartikeln untersucht. Die Anwesenheit
beider Materialien (ACERDENCO G2, JRC TiO, NM-105) in nanoskaliger Form hatte keine
morphologische Verdanderung dieser immunrelevanten Zellspezies bewirkt, wie in den
exemplarisch dargestellten, lichtmikroskopischen Bildern zu sehen ist (Abbildungen 9, 10
und 11). Da die Makrophagen in Kultur grundsatzlich eine Verringerung der Zellzahl Gber
die Zeit aufwiesen, wurde als das entscheidende Kriterium einer Auswertung nicht die ab-
solute Zellzahl, sondern vielmehr die Morphologie der Zellen und die grundsatzliche Viabi-
litat gewahlt.

Abbildung 9 Lichtmikroskopische Aufnahme von THP-1 Makrophagen nach 48 Stunden
ohne Zugabe von Nanopartikeln. Man erkennt die fiir Makrophagen typische Morphologie,
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die sich durch flach am Substrat anhaftende, teils mit Fortsatzen (Pseudopodien) ausgestat-

tete, vesikelreiche Zellen auszeichnet.

Abbildung 10 Lichtmikroskopische Aufnahmen einer Zeitreihe (6, 12, 24 und 48 Stunden)
von THP-1 Makrophagen in Gegenwart von 10 ug ACERDENCO G2 Keramikpulver.
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Abbildung 11 Lichtmikroskopische Aufnahmen einer Zeitreihe (6, 12, 24 und 48 Stunden)

von THP-1 Makrophagen in Gegenwart von 10 pug nanoskaligem TiO, Pulver.

Zusammenfassend lasst sich an dieser Stelle festhalten, dass in der morphologischen Ana-
lyse keine Hinweise auf einen negativen Einfluss des keramischen Nanopulvers auf die Via-
bilitat der Zellen zu erkennen war. Auch das TiO, Pulver ergab keinen nennenswerten Ein-
fluss auf Zellzahl, bzw. Morphologie, der sich von der Referenzmessung wesentlich unter-
schieden hatte (Referenz: Zellen ohne nanoskalige Materialien unter identischen Zellkultur-
bedingungen).

Da nun die Morphologie der Zellen alleine kein ausreichendes Evaluationskriterium bot,
wurden zusatzlich Entziindungsmarker, sowohl auf genetischer als auch auf Proteinebene,

gemessen.

3.4.1.3 Genexpression der Makrophagen

Zur Beurteilung moglicher immunologischer Effekte in Makrophagen wurden zelluldre Ge-
nexpressionsmuster (IL1B, TNFA) mittels quantitativer Real-Time PCR bestimmt. Die Expres-
sion der Interleukin-13 steuernden Gene stieg sowohl in den mit ACERDENCO G2 als auch
in den mit TiO, inkubierten Zellen an. Hierbei konnte der starkste Anstieg in den mit 10 ug
(pro 200 pul Zellkulturmedium im Probenbehaltnis) TiO, behandelten Zellen nach 24 Stunden
Inkubationsdauer gemessen werden. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, verfiinf-
fachte sich die IL1B Expression in der ACERDENCO G2-Gruppe, wahrend sie sich in der TiO,-
Gruppe verachtfachte (jeweils 10 pg, 24 Stunden). Bezogen auf die TNFA Expression konnte
eine dosisabhangige Steigerung beobachtet werden, die in der TiO,-Gruppe deutlich (18-
fach; 100 pg, 6 Stunden) und in der ACERDENCO-Gruppe im Vergleich moderat (3-fach;
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100 pg, 6 Stunden) ausfiel (Abbildung 12). Die in der Abbildung 12 gezeigten lichtmikrosko-
pischen Aufnahmen zeigen eine Verminderung der THP-1 Makrophagen-Zelldichte Uber
den 24-stiindigen Beobachtungszeitraum.
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Abbildung 12 Genexpressionen von IL1B und TNFA in THP-1 Makrophagen.
Konzentrationsabhangige Steigerung der Genexpression nach Zugabe von ACERDENCO G2
(A: IL1B, C: TNFA) bzw. nach Titandioxid (B: IL1B, D: TNFA) Uber 6 und 24 Stunden.
Titandioxidpartikel bewirkten bei fast allen Partikelkonzentrationen eine hdhere
Genxpression als die Anwesenheit der ACERDENCO G2-Partikel. Der starkste Anstieg (18-

pg Nanopartikel/well

fach bezogen auf die unbehandelte Kontrolle) wurde in der TNFA -Expression (100 pg TiO,,
6 Stunden Inkubationszeit) beobachtet. In den lichtmikroskopischen Aufnahmen wird die
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Verdanderung der Zellmorphologie und -dichte fir die mit ACERDENCO G2 (G2 6h, G2 24h)
und mit Titandioxid (TiO; 6h, TiO, 24h) behandelten Makrophagen demonstriert.

3.4.1.4 Zytokinausschiittung der Makrophagen

Um die Genexpressionsanderungen nach Nanopartikelzugabe mit moglichen Veranderun-
gen auf Proteinebene zu vergleichen, wurden die Uberstinde der mit ACERDENCO G2 und
TiO, Nanopartikeln inkubierten Zellen abgezogen und mit einem Zytokin Assay ausgewer-
tet. Wie in Abbildung 13 ersichtlich, konnte der konzentrationsabhdngige Anstieg von den
in den Zellkulturiiberstand abgegebenen Zytokinen IL-1B und TNF-a mit dhnlichen, aller-
dings deutlicheren Verlaufsmustern wie in der mRNA-Expression bestatigt werden. Im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrollgruppe stieg die IL-1B Freisetzung in mit TiO, behandelten
Zellen am starksten an und war um ein Vielfaches hoéher als in den mit ACERDENCO G2 in-
kubierten Zellen (Abbildung 13 A). Die TNF-a Freisetzung war in den titandioxidbehandelten
Zellen ebenso hoher als in den mit keramischen Nanopartikeln behandelten (Abbildung
13 B). Die Titandioxidpartikel bewirkten in diesem THP-1-Modell eine deutlich gesteigerte
Zytokinfreisetzung. Diese Aktivierung im Zellkulturmodell kdnnte ein Signal einer moglichen
titanbasierten Immunaktivierung in vivo darstellen, misste aber in weiteren Untersuchun-
gen abgeklart werden. Im Gegensatz dazu war die durch ACERDENCO G2 Partikel mediierte
IL-1B8 und TNF-a Freisetzung deutlich geringer. Ausdriicklich moéchten wir aber an dieser
Stelle festhalten, dass die Versuche nicht statistisch valide in Zahl und Setting durchgefihrt

werden konnten, da die zeitlichen und budgetidren Ressourcen limitiert waren. Insofern
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sind die Ergebnisse lediglich als Hinweise auf einen Unterschied der inflammatorischen Wir-

kungen zwischen Titandioxidpartikeln, bzw. keramischen Partikeln zu interpretieren.
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Abbildung 13 Ausschittung der Zytokine IL-1B (A) und TNF-a (B) bei THP-1 Makrophagen.
Die graphische Darstellung zeigt die Zytokinausschittung nach 24 Stunden in Abhangigkeit
der Partikelkonzentration von ACERDENCO G2 und TiO; (jeweils 0, 10, 50, 100 pug pro 200

ul Zellkulturvolumen).

3.4.2 Zellkultur von humanen Osteoblasten in Anwesenheit keramischer
Materialien

Neben den Studien an humanen Makrophagen als immunrelevantem Zellmodell, wurden
auch humane Osteoblasten (ClI-huOB) in der Zellkultur herangezogen, um eine Aussage liber
einen potentiellen Einfluss nanoskaliger Keramikstaube zu machen. Dabei wurde wieder so-
wohl die Lebensfahigkeit (Viabilitat), als auch der mogliche Anstieg von ausgewahlten Ent-
ziindungsmarkern auf genetischer, wie auch auf Proteinebene untersucht. Die Ergebnisse

werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.

3.4.2.1 Viabilitat der CI-huOB Zellen

Immortalisierte menschliche Osteoblasten Cl-huOB Zellen (INS-CL-1005, Inscreenex, DE)
wurden in Wachstumsmedium (INS-ME-1006, Inscreenex, DE) mit 6 % Supplement und 1 %
Penicilin-Streptomycin Antibiotika (P4333, Sigma-Aldrich, USA) im Inkubator bei 37°C und
einer 5 %igen CO2 Atmosphare kultiviert. Flr die Zytotoxizitatsexperimente wurden 200 pl
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Cl-huOB Zellsuspension mit einer Aussaatdichte von 0.4 x1075 in 96 Well Platten (Greiner,
CELLSTAR) ausgesat. Nach drei Tagen erreichten die Zellen eine Konfluenz von 80 %. Kon-
fluenz ist der Fachbegriff fiir die Dichte an Zellen auf einer Oberflache. Die adharent wach-
senden Cl-huOB Zellen wurden daraufhin mit 5, 10 und 20 ug ACERDENCO G2 bzw. TiO;
Nanopartikel in jeweils 200 pl Kulturmedium fiir 6, 12, 24 und 48 Stunden bei 37°C inkubiert.
Am Ende der Einwirkzeit wurden 20 pL AlamarBlue Reagent pro 200ul Zellkulturvolumen
zugegeben und die Inkubation flir zwei Stunden weitergefiihrt. Die Fluoreszentintensitat
wurde im Plate-Reader gemessen. Sowohl die mit ACERDENCO G2 als auch die mit Titandi-
oxid behandelten Zellen wiesen eine gute Viabilitat tber die gesamte Versuchsdauer auf
(Abbildung 14).

Cl-huOB Zellviabilitat in Gegenwart von ACERDENCO G2 Nanopartikeln Cl-huOB Zellviabilitédt in Gegenwart von JRC TiO, Nanopartikeln
250 - 250
® 6h ® 6h
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Abbildung 14 Vergleich der Viabilitdat der Osteoblastenzelllinie CI-huOB unter verschiedenen
Konzentrationen von ACERDENCO G2 (links) und TiO, Nanopartikeln (rechts) liber eine

Expositionsdauer von 48 Stunden.

Die Viabilitat der Cl-huOB Zellen wurde zusétzlich im Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse
Ts2R; Filtersatz: GFP F36-525 und TRITC C-FL-C) untersucht. Dafiir wurden die Zellen nach
der Inkubation mit ACERDENCO G2 und JRC TiO, Nanopartikeln (bei gleicher Partikelmenge
und Inkubationszeit) mit einem Live/Dead Cell Imaging Kit, (Invitrogen, Thermo Fisher Sci-
entific, US) untersucht. Lebensfihige Zellen fluoreszieren griin, die rote Fluoreszenz weist
auf tote Zellen hin (Abbildung 15 und 16).

Die Viabilitat der Cl-huOB Zellen in Gegenwart von ACERDENCO G2 konnte mit nahezu 100

% (ersichtlich an der starken griinen Fluoreszenz) beschrieben werden. Die liber 6-, 12-, 24-

und 48-Stunden Inkubationszeit untersuchten Osteoblasten weisen in keiner der verwen-
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deten Partikelkonzentrationen (5, 10 und 20 pg) eine nennenswerte Anzahl an abgestorbe-
nen Zellen (ersichtlich an der roten Fluoreszenz) auf. Eine zytotoxische Wirkung der Kera-
mikpartikeln auf Cl-huOB Zellen war also nicht zu beobachten (Abbildung 15).

12h 24h 48h

Abbildung 15 Viabilitdat von CI-huOB Zellen nach der Inkubation mit ACERDENCO G2

Nanopartikeln. Einfluss der Nanopartikelkonzentration und Einwirkungszeit (6, 12, 24 und

48 Stunden) wurde im Fluoreszenzmikroskop nach der Farbung der Zellen durch
Verwendung des LIVE/DEAD Markierungs Kits dargestellt. Grine Fluoreszenz stellt
lebendige und rote Fluoreszenz tote Zellen dar (Filtersatz; GFP F36-525 und TRITC C-FL-C).

Die Viabilitat der mit Titandioxidpartikeln behandelter Zellen erschien im Vergleich mit der
Anwesenheit keramischen Materials unverandert gegeniber der Kontrolle. In der mikro-
skopischen Analyse war die Anzahl an toten Zellen (rote Fluoreszenz, Abbildung 16; 48 Stun-
den) leicht erhoht im Vergleich mit der mit ACERDENCO behandelten Vergleichsgruppe (Ab-
bildung 15). Der Grolteil des TiO, behandelten Zellmonolayers wies eine griine Fluoreszenz
auf und ist daher als lebendig und stoffwechselaktiv zu bezeichnen, da nur lebende Zellen

den zugegebenen Farbstoff in die griin fluoreszierende Form umwandeln kdnnen.
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Abbildung 16 Viabilitst von Cl-huOB Zellen nach der Inkubation mit

Nanotitandioxidpartiklen Der Einfluss der Nanopartikelkonzentration und Einwirkungszeit

wurde im Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Zell-Viabilitdt wurde durch
Verwendung einer LIVE/DEAD Markierung dargestellt. Griine Fluoreszenz trat bei lebenden,
rote Fluoreszenz bei toten Zellen auf (Filtersatz; GFP F36-525 und TRITC C-FL-C).

In den durchgefihrten Viabilitatsstudien lield sich zusammenfassend feststellen, dass so-
wohl der Alamar Blue Assay als auch der Live/Dead Cell Imaging Kit eine positive Vertrag-
lichkeit sowohl von Nanotitandioxid (JRC) als auch von ACERDENCO G2 aufwiesen. Lediglich
durch Zugabe vergleichsweiser hoher Mengen an nanoskaliger Keramik bzw. titanhaltigen
Materials konnte eine moderate, zytotoxische Wirkung beobachtet wurde. Hierbei schien
die Anwesenheit keramischen Materials im Vergleich zu titanhaltigem Material fiir den un-
tersuchten Zelltyp geringfligig vertraglicher zu sein. Fiir eine verldBliche Aussage brduchte

es jedoch ein deutlich groReres Spektrum an Experimenten.

CERANANO 45von 76



3.4.2.2 Genexpression der CI-huOB Zellen

Zur Beurteilung der moglichen Aktivierung proinflammatorischer Prozesse in Osteoblasten
wurden die Genexpressionsmuster fur IL6, ALP und MMP3 mittels quantitativer Real-Time
PCR ermittelt. Hierflir wurden die Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen (0, 5, 10 und
20 pg / 200ul) der keramischen und titanbasierten Testpartikel fir 6 und 24 Stunden inku-
biert. Bezogen auf das proinflammatorische Zytokin Interleukin-6 zeigte sich nach 24 Stun-
den Einwirkzeit eine moderate Erhohung (2- bis 3-fach) unter ACERDENCO G2 Stimulation
und eine marginale Erhéhung unter Titandioxidstimulation. Die Expression der ALP-steu-
ernden Gene verhielt sich unauffallig, da sich die gemessenen Werte innerhalb der Schwan-
kungsbreite der unbehandelten Kontrolle bewegten. Fiir die Matrix-Metalloprotease 3 stie-
gen die gemessenen Werte nach 24-stiindiger Inkubation unter ACERDENCO G2 auf das 4-
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bis 6-fache bzw. auf das 3- bis 4-fache unter den Einfluss der Titandioxidpartikel (Abbildung
17).
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Abbildung 17 Die Genexpression von IL6, ALP und MMP3 in CI-huOB Zellen wurde nach der
gPCR-Methode ermittelt. A) Nach 24-stindiger Inkubation mit ACERDENCO G2
Nanopartikeln war die Genexpression von IL6 etwa um das 2- bis 3-fache und fiir MMP3 um
das 4- bis 6-fache erh6ht. B) Nach 24-stiindiger Inkubation mit TiO,-Nanopartikeln war die
IL6-Expression nur geringfligig erhoht und die MMP3- Expression um das 3- bis 4-fache. Die

Expression der Alkalischen Phosphatase war in beiden Experimenten unverandert.

3.4.2.3 Zytokinausschiittung der CI-huOB Zellen

Um eine mogliche Aktivierung des Immunsystems auf Keramikpartikel bzw. Titandioxidpar-

tikel beurteilen zu kénnen, wurden CI-huOB Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen (O,
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5, 10, 20 pg / 200 pl Zellkulturmedium) der Nanopartikel fir 24 Stunden inkubiert. Danach
wurden die Freisetzung der Enziindungsmediatoren IL-6 und IL-8 bzw der Matrix-Me-
talloproteasen MMP1, MMP-3 und MMP-13 gemessen. Hierbei wurden nur leicht erhéhte
Zytokinwerte festgestellt, die kein deutliches proinflammatorisches Signal darstellen (Ab-
bildung 18 D, E). In Bezug auf die Metalloproteasen zeigten sich leicht bis moderat erhdhte
Werte von MMP-1 und MMP-3 in den mit Titandioxid behandelten Zellen (Abbildung 18 A,
B). Im Vergleich zu nichtbehandelten Zellen stieg die Konzentration von MMP-1 unter 20
ug / 200 ul TiO, um das rund 1,6-fache.
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Abbildung 18 Matrix-Metalloproteasen- und Zytokinausschittung der mit aufsteigenden
Konzentrationen von ACERDENCO G2 und TiO, Nanopartikeln behandelter CI-huOB Zellen.
Die Osteoblasten wurden fiir 24 Stunden exponiert und die Zelliiberstande im Anschluss auf
MMP-1 (A), MMP-3 (B), MMP-13 (C), IL-6 (D) und IL-8 (E) Freisetzung analysiert. Im Vergleich
der beiden Substanzklassen sieht man kaum erhohte Freisetzung der Zytokine bzw. der
Metalloproteasen. Nur die mit Titandioxid behandelte Probe zeigt im Vergleich zu der mit
ACERDENCO G2 behandelten leicht erhohte MMP-1 und MMP-3 Werte.
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3.4.3 Fazit der Zellkulturexperimente

In Bezug auf die Experimente an den THP-1 Makrophagen wurde festgestellt, dass diese
Immunzellen sehr schnell auf externe Stimuli reagierten und nicht lange in Kultur Gberleb-
ten. Letzteres wurde ersichtlich in der Ausdiinnung der Zellen tiber die Kultur- und Partikel-
expositionsdauer. Bereits nach 6 Stunden Inkubationszeit der Nanopartikel stieg die Expres-
sion der Gene, die fur IL-1B und TNF-a kodieren, deutlich an (Abbildung 12). Auch die di-
rekte Messung der Entziindungsmediatoren aus dem Zellkulturiberstand ergab eine ver-
starkte Freisetzung von Interleukin 1-beta und dem Tumornekrosefaktor-alpha. Titandi-
oxidzugabe bewirkte hierbei eine deutlich starkere Freisetzung als die Behandlung mit ACE-
RDENCO G2-Partikeln. Ob diese gesteigerte Freisetzung in vitro auch ein Indiz fir eine Im-
munaktivierung in vivo sein kdnnte, muisste in weiteren Untersuchungen geklart werden.
Die durch ACERDENCO G2 Partikel mediierte IL-1f und TNF-a Freisetzung war jedenfalls
deutlich geringer (Abbildung 13).

Im Kontext der humanen Osteoblastenzelllinie liel’ sich festhalten, dass es keinen wesentli-
chen Unterschied durch die Anwesenheit nanoskaliger Keramik, bzw. titanhaltiger Staube
gab, da die Zellen weder morphologisch noch auf Gen- bzw. Proteinexpressionsebene auf
die Anwesenheit sonderlich reagierten. Einzig eine leicht bis moderat erhdhte Expression
der IL-6 bzw. MMP-3 steuernden Gene unter Einfluss von Keramikpartikeln (Abbildung 17)
konnte beobachtet werden. Die direkte Messung von IL-6 und MMP-3 aus dem Zellkultu-
riberstand zeigten hingegen keine bis nur minimal erhéhte Werte (Abbildung 18). Ein klares
proinflammatorisches Signal konnte aus dieser Experimentalreihe also nicht abgeleitet wer-

den.

Generell ist es so, dass Zellkulturmodelle im Vergleich zur in vivo Situation grundsatzlich nur
eingeschrankte Aussagen zulassen. Etwaige Wiederholungen der durchgefiihrten Experi-
mente unter gleichen bzw. moderat verdanderten Rahmenbedingungen (langere Inkubati-
onszeiten und Messreihen, zusatzliche Metabolite, Kokultur mit primaren humanen Osteo-
blasten etc.) kdnnten angedacht werden, um die Aussaggekraftigkeit der Ergebnisse zu er-
hohen. Unter Beriicksichtigung der Limitationen dieser Zellkulturstudie, konnten keine Sig-
nale beobachtet werden, die auf eine zytotoxische Eigenschaft der eingesetzten Nanoma-

terialien auf Osteoblasten hindeuten.
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3.5 Antikorperstudie

Eine wichtige Frage galt der immunologischen Wirkung nanoskalige Partikel, die wir in Ko-
operation mit einem auf Antikorperproduktion spezialisierten Partner (Thermo Fisher Sci-
entific, Custom Antibody Development, 3747 N. Meridian Road, Rockford, IL 61101, USA)
beantworten konnten. Thermo Fisher hat mit einer G2 Partikelfraktion in einem parallelen
Projekt zu CERANANO eine Immunisierung im Tiermodell Kaninchen durchgefiihrt. Im Rah-
men dieses Projektes konnten wir damit eine Antwort auf die Frage geben, ob keramische
Nanopartikel, die durch Abrieb oder beim Einsetzen bzw. Entfernen des Implantates ent-
stehen kdnnten, eine Immunantwort bewirken und in weiterer Folge Entziindungen oder

Allergien induzieren kénnten.

Ausgangsmaterial fiir die Immunisierung war Mahlgut aus keramischen Implantatmateria-
lien (Bereitgestellt von MKM Engineering GmbH) welches mittels Kugelmiihle vom Herstel-
ler zerkleinert wurde. Um die grofReren Partikel vom nanoskaligen Mahlgut zu trennen,
wurde nach Sedimentationsschritten der Uberstand abgezogen und durch weitere Sedi-
mentations- und Zentrifugations-Schritte schlussendlich Fraktionen gewonnen, in denen
hauptsachlich keramische Partikel im Nanometerbereich vorlagen. Die ersten Kontrollen er-
folgten mittels Lichtmikroskop (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Lichtmikroskopische Untersuchungen nach dem ersten Sedimentationsschritt

zeigen noch eine grolRe GrofRenverteilung des keramischen Mahlgutes.

(]
[ i.é

Abbildung 20 Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten Partikel mit einem
Durchmesser in der GroBenordnung von d = 200 nm. Fraktion des keramischen Mahlguts,

welches zur Antikorpergewinnung Gbermittelt wurde.
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Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen (TEM) konnte gezeigt werden, dass
es moglich war, mit der Methode Nanopartikel mit einem Durchmesser von 200 nm anzu-
reichern. (Abbildung 20; Protokoll zur Abtrennung nanoskaliger Partikel des Mahlguts im
Methodenteil).

Es konnten von uns keine Antikorpermolekiile gegen Keramikpartikel aus dem von Thermo
Fisher bereitgestellten Serum an keramische Plattchen in entsprechenden Assays nachge-

wiesen werden.

Somit ist auch nicht davon auszugehen, dass keramische Partikel im Menschen eine Immun-

antwort hervorrufen, die in der Folge zu Entziindungen oder Allergien fiihren kénnen.

3.6 Lebenszyklusbetrachtung und potenzielle Emissionen

Die durchgefiihrte Literaturrecherche hat gezeigt, dass derzeit noch wenig zur Freisetzung
und zum Verbleib von nanoskaligem Abrieb entlang des gesamten Lebenszyklus von Kera-
mikimplanten bekannt ist. Entlang des Lebenszyklus eines Zahnimplantates kénnen Emissi-
onen jedoch nicht ausgeschlossen werden. Potenzielle Emissions- und Expositionspfade, die
im Rahmen des Projekts identifiziert wurden, sind in Abbildung 21 dargestellt. Bereits wah-
rend der Produktion des Rohmaterials, der Transport- und Lieferkette, der Produktherstel-
lung sowie der finalen Zahnimplantatherstellung kann es zu einer Freisetzung in die Umwelt
kommen. Hier kann davon ausgegangen werden, dass bis zu diesem Schritt die Arbeitsab-
laufe in geschlossenen Systemen stattfinden und die Exposition am Arbeitsplatz eine mini-
male ist. Des Weiteren kann auch im Handel und Vertrieb und wahrend der Handhabung in
einer Zahnklinik bzw. Ordination eine Exposition von unbeabsichtigt freigesetzten nanoska-
ligen Emissionen stattfinden. In diesem Fall sind bereits mehrere Arbeitspldtze sowie die
Patient:innen selber potentiell exponiert. Auch wahrend der Nutzungsphase sind die Pati-
ent:innen potentiell einem dauernden keramischen Abrieb ausgesetzt. Im Falle einer Repa-
ratur oder eines Ersatzes ist die Exposition allerdings am grofSten, sowohl fir Zahnarzt:innen
und Patient:innen als auch fir alle anderen Personen welche involviert sein kdnnten (Assis-
tente:innen, Reinigungskrafte, etc.). Die Abbildung 21 zeigt auch mogliche Entsorgungs-
wege fur Keramikimplante auf, die gegebenfalls entfernt werden und somit sachgerecht

entsorgt werden miussen.
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Abbildung 21 Schematischer Ablauf der Expositionsszenarien keramischer Zahnimplantate

entlang des Lebenszyklus von der Herstellung bis hin zur finalen Entsorgung.

Die Entsorgung von betrieblichen Abfdllen in Arztpraxen, zu denen auch Zahnarztpraxen
zdhlen, werden gewohnlich in 1) Abfélle, die weder innerhalb noch aulRerhalb des medizini-
schen Bereiches eine Gefahr darstellen, und 2) Abfille, die nur innerhalb des medizinischen
Bereiches eine Infektions- oder Verletzungsgefahr darstellen kénnen, jedoch nicht wie ge-
fahrliche Abfélle entsorgt werden muissen, aufgeteilt. Die Abfallschlisselnummern (jede Ab-
fallkategorie erfordert entsprechende Sammelbehélter) geben in weiterer Folge die Entsor-

gungs- bzw. Behandlungsweise ("Behandlungspflicht") vor.

Zu 1) gehoren Restmiill (SN91101), welcher einer Entsorgung liber die Restmiilltonne zuge-
flihrt wird.

Zu 2) gehoren Abfélle ohne Verletzungsgefahr (SN 97104) z.B. Wundverbande oder Einmal-

artikel (z.B. Tupfer, Handschuhe, Einmalspritzen ohne Kanile). Sie werden als ,haus-
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miulldhnlicher Restmiill“, wenn in flissigkeitsdichten, undurchsichtigen, verschlossenen Sa-
cken verpackt, (iber die Restmiilltonne entsorgt. Dazu zahlen auch Titan- oder Drahtabfalle
von Zahnspangen oder dhnlichem, da die Mengen verhaltnismaRig klein sind. Nur die Amal-
gamfillungen und Spritzen kommen in einen gelben Spezialbehalter fiir geféhrliche Abfille,
da diese zu Abfallen mit Verletzungsgefahr (SN 97105) zdhlen. Diese werden innerhalb der
Ordination in ausreichend stich- und bruchfesten, flissigkeitsdichten, festverschlieBbaren
und undurchsichtigen Behaltern gesammelt. Bei gefahrlichen bzw. infektiosen Abfallen sind
auch gesonderte Aufzeichnungen Uber die Entsorgung zu fiihren. Die Verordnung zum
Schutz der Arbeitnehmer:innen vor Verletzungen durch scharfe oder spitze medizinische
Instrumente (Nadelstichverordnung-NastV), BGBI. Il Nr. 16/2013, ist zu beachten. Nassab-
falle (SN 97104), wie z.B. nicht restentleerte mit Absaugsekreten gefiillte Einwegsysteme,
bei denen zu befiirchten ist, dass durch den Transport die Moéglichkeit des Fliissigkeitsaus-
tritts gegeben ist, mlssen in ausreichend dichten Gebinden gesammelt und transportiert
werden. Die Gebinde sind Uber einen konzessionierten Abfallentsorger einer thermischen
Behandlung zuzufiihren. Plasma, Infusionslésungen, Blut und Urin sind unter Beriicksichti-

gung der wasserrechtlichen Bestimmungen wie Abwasser zu behandeln.

In einem personlichen Gesprach mit einem Zahnarzt wurde dem Projektteam mitgeteilt,
dass Implantathersteller in der Regel ihre Produkte auch selbst zuriicknehmen (z.B. bei feh-
lendem Einheilen oder versehentlicher Kontamination). Implantate von Fremdherstellern,

werden zumeist Uber den Restmiill entsorgt.

3.7 Ergebnisse aus der Stakeholdereinbindung

3.7.1 Teilnehmer:innen der Onlineumfrage

Insgesamt wurde die Umfrage von 59 Teilnehmer:innen abgeschlossen, wobei einzelne Fra-
gen von manchen Personen (ibersprungen (nicht beantwortet) wurden. 83 % alle Teilneh-
mer:innen ordneten sich dem Berufsfeld der Zahnéarzte:innen zu (49 Personen), 2 % den
Zahntechniker:innen (1 Person), 3 % den Hersteller:innen (2 Personen), niemand zu Hand-
ler:innen und 12 % zu Sonstige zu (7 Personen). Dies zeigt einen eindeutigen Tatigkeits-
schwerpunkt der Teilnehmer:innen im Bereich der praktischen Anwendung bzw. Umset-

zung von keramischen Implantatsystemen am Patienten.
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3.7.2 Anzahl der Implantate pro Jahr

Die erste inhaltliche Frage nach der Anzahl der verwendeten Implantate pro Jahr beantwor-
ten die Mehrheit mit >100 Stiick, wobei nur ein Viertel der Teilnehmer auch >100 Implan-
tate aus Keramik pro Jahr verwenden. Diese Diskrepanz konnte sich daraus ergeben, dass
Titanimplantate immer noch als ,Goldstandard” gesehen werden, schon viel ldnger in der
Anwendung sind und viel mehr Erfahrung in der praktischen Umsetzung vorhanden ist und
diese daher nach wie vor bevorzugt werden. Keramische Werkstoffe erfordern ebenfalls
spezielle Werkzeuge und Geratschaften wie wahrscheinlich auch Fortbildungen und Schu-
lungen zur praktischen Umsetzung (z.B. Operationstechniken). Ebenfalls sind Keramikimp-
lantate teurer als Titanimplantate und werden auch nicht durch Krankenkassenleistungen

abgedeckt.

3.7.3 Verwendungszeitraum

Bei der Frage nach dem Zeitrahmen in welchem keramische Implantate verwendet werden,
gaben die meisten Teilnehmer:innen (16) einen Zeitraum von 1-5 Jahre an, von 14 Teilneh-
mer:innen wurde ein Zeitraum von 5-10 Jahre genannt. 8 Teilnehmer:innen gaben an kera-
mische Implantate erst seit kurzem (< 1 Jahr) zu verwenden und 9 Teilnehmer:innen gaben
an schon seit Uber 10 Jahren mit keramischen Implantaten zu arbeiten. (siehe Abbildung
22). Daraus wird ersichtlich, dass keramische Implantatsysteme seit den letzten 10 Jahren

vermehrt eingesetzt werden.
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Zahnimplantate aus Keramik her?

16

0-1 Jahr 1-5 Jahre 5-10 Uber10
Jahre Jahre

[ T¥ =]

Abbildung 22 Grafische Darstellung der im Text beschriebenen Zeitraume in welchen von
den Teilnehmer:innen der Onlineumfrage keramische Zahnimplantate gesetzt bzw.

hergestellt werden.

Im Gegensatz dazu gab die Mehrheit der Teilnehmer:innen (16) an, schon tber 20 Jahre mit
Implatatsystemen aus Titan zu arbeiten, welche nach wie vor aus vielen Griinden bevorzugt
werden und als ,Gold-Standard” gelten. 12 Teilnehmer:innen gaben an erst seit kurzem (<
1 Jahr) mit Titanimplantaten zu arbeiten, 3 gaben einen Zeitraum von 1-5 Jahren, 5 einen

Zeitraum von 5-10 Jahren und 10 einen Zeitraum von 10-20 Jahren an. (Abbildung 23)
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o Mentimeter

Wielange arbeiten Sie mit Implantaten

aus Titan?

3
0-1Jahr 1-5 5-10 10-20 tber 20
Jahre Jahre Jahre Jahre

[TY 2]

Abbildung 23 Grafische Darstellung der im Text beschriebenen Zeitraume in welchen die

Teilnehmer:innen der Onlineumfrage bereits mit Titanimplantaten arbeiten.

3.7.4 Vorteile und Chancen von Implantaten aus Titan

Diese Frage war als offene Frage gestellt und alle angefiihrten Punkte sind im Anhang zu
finden.

Es wurde ersichtlich, dass Implantate aus Titan als vollstandig entwickelte Technologie an-
gesehen werden. Sie gelten als derzeitiger ,Standard” und es gibt langjahrige Erfahrung und
wissenschaftliche Dokumentationen aus vielen Jahrzehnten rund um das Thema Titanim-
plantate. Momentan gibt es daher eine gréRere Vielfalt beim Implantatdesign bzw. Kombi-
nationsmoglichkeiten bei Hybridprothetik (Vorteile bei Zahnersatz mit Locatoren, Stegkon-

struktionen, verschraubte Briicken mit 4-6 Implantaten).

3.7.5 Nachteile und Risiken bei Implantaten aus Titan

Diese Frage war als offene Frage gestellt und alle angefiihrten Punkte sind im Anhang zu

finden.
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Bezugnehmend auf den oberen Absatz, kann aber festgestellt werden, dass es eine abneh-
mende Patient:innenakzeptanz aufgrund von asthetischen Aspekten gibt, da das Titanim-
plantat einen graulichen Schimmer des umliegenden Gewebes verursachen kann und heut-
zutage die Asthetik immer wichtiger wird. Ebenfalls ist mittlerweile wissenschaftlich bewie-
sen, dass Titan mit Restlegierungsbestandteilen wie z.B. Chrom oder Nickel versehen sein
kann, was bei sensiblen Patienten allergische Reaktionen bis zum Implantatverlust hervor-
rufen kann. Ebenfalls kann es auch zu anderen immunologischen Reaktionen auf Titanpar-
tikel kommen, z.B. (permanente) Periimplantitis oder schlechte Osseointegration. Metall
kann auch als Resonanzkoérper fir Strahlung dienen und muss z.B. im Falle einer Krebsthe-
rapie mit Bestrahlung entfernt werden, was eine erhdhte psychische Belastung so wie Ein-

schrankung im Alltag der Patient:innen bedeutet.

3.7.6 Vorteile und Chancen von Implantaten aus Keramik

Diese Frage war als offene Frage gestellt und alle angefiihrten Punkte sind im Anhang zu

finden.

Aufgrund der besseren Biokompatibilitat (bioinert, metallfrei) von Implantaten aus Keramik
werden diese vorallem zur Versorgung der keramikaffinen Patient:innengruppen, die Vor-
behalte gegen Titan haben, verwendet. Es ist ein optimaler Farbabgleich moglich und die
bestmogliche Asthetik gewihrleistet, weshalb die Akzeptanz zunimmt. Aber auch eine ge-
ringe Gefahr von allergischen Reaktionen, ein besseres Einheilverhalten, weniger Periim-
plantitis, eine hervorragende Gingivakompatibilitdt und bessere Vertraglichkeit auch fir be-
sondere Patient:innengruppen, wie Allergiker oder Personen mit Vorerkrankungen, werden

als klare Vorteile der Keramikimplantate gesehen.

3.7.7 Nachteile und Risiken bei Implantaten aus Keramik

Diese Frage war als offene Frage gestellt und alle angefiihrten Punkte sind im Anhang der

Umfrage zu finden.

Trotz der vielfaltigen Vorteile der Keramikimplantate bestehen nach wie vor Nachteile bzw.
Forschungsbedarf, z.B. im Bezug auf die Materialkombination. Keramische Materialien ha-
ben ein erhohtes Frakturrisiko, wobei bei einer spateren Demontage Schwierigkeiten bei

der Unterscheidung von Implantat und Suprakonstruktion auftreten kénnen, wobei zur den
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Karmiken die Datenlage derzeit noch gering ist. Ebenfalls kann eine falsche Handhabung
beim Einsetzen (Uberhitzung beim Eindrehen) oder eine Fehlbelastung beim Einheilen zu
einem erschwerten Einheilen fiihren und somit die Langlebigkeit beeinflussen. Beim Einset-
zen ist daher einem strikten Protokoll zu folgen, da spatere Korrekturen nur erschwert mog-
lich sind. Derzeit ist ein groRer Nachteil, dass Keramik sich nicht flir herausnehmbaren Zahn-
ersatz und Hybridprothetik eignet, generell eine ldngere Einheilzeit angegeben wird und

naturlich der Kostenaufwand fir die Patient:innen ein hoherer ist.

Die Vorteile und Chancen, sowie Nachteile und Risiken der Implantatmaterialien (Titan, Ke-
ramik) im Vergleich, ergdnzen sich in der Umfrage groRteils und die wichtigsten Punkte sind
daher in einer SWOT-Matrix zusammengefasst (Abbildung 24). Zu den klaren Starken der
keramischen Implantate zdhlen die Asthetik, die geringe Gefahr immunologischer Reaktio-
nen, das bessere Einheilverhalten aufgrund der Biokompatibilitdt (metallfrei) und einer ge-
ringeren Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer Periimplantitis. Bis dato sind Keramik-
implantate kein ,,Goldstandard”, wobei dies von vielen als Schwache identifiert wird. Eben-
falls sind ein hoherer Kostenaufwand und eine eventuell kiirzere Lebensdauer anzumerken,
wobei dazu Langzeitstudien noch fehlen. Eine haufig genannte Schwache ist jedoch, dass
sie nicht mit herausnehmbarem Zahnersatz wie z.B. Briicken kombiniert werden kénnen.
Klare Chancen haben die keramischen Implantate jedenfalls, da die Nachfrage steigt, die
Studienlage sich verbessert und auch die Materialforschung in rasantem Tempo weitergeht.
Abgesehen davon ist es immernoch das Material der Wabhl fiir Patient:innen mit Vorerkran-

kungen.
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STARKEN

Asthetik

geringe Gefahr
allergischer oder
immunologischer
Reaktionen

besseres Einheilverhalten
biokompatibel — metallfrei
weniger Periimplantitis

CHANCEN

steigende Nachfrage
Studienlage verbessert
sich

Materialforschung

auch fiir Patient:innen mit
Vorerkrankungen geeignet

SCHWACHEN

kein ,, Goldstandard™
héherer Kostenaufwand
inkompatibel mit Briicken
und herausnehmbarem
Zahnersatz

Lebensdauer eventuell
kiirzer (Langzeitstudien
fehlen!)

RISIKEN

Aufwendigere
Handhabung - héherer
chirurgischer Anspruch
Frakturrisiko und deren
Management
Uberhitzung beim
Eindrehen

Hdhere Patienten
Compliance

Abbildung 24 SWOT-Matrix zur UberblicksmaRigen Darstellung der Starken, Schwaéchen,

Chancen und Risiken von Keramikimplantanten.

Im Bezug auf die Handhabung der unterschiedlichen Implantatmaterialien wurden schon in
der SWOT-Analyse einige Punkte angesprochen. Obwohl neuartige Keramiken als vielver-
sprechend angesehen werden, wurde die komplizierte Handhabung mehrfach hervorgeho-
ben. Im Gegensatz zu Titan hat Keramik unterschiedliche mechanische Eigenschaften. Das
Setzen erfordert die Vorgehensweise nach Knochenaufbereitungsprotokoll und Bohrproto-
koll und muss vom Behandler erlernt und beherrscht werden, um einen langfristigen Erfolg
zu gewahrleisten, z.B. ist die Tiefe der Implantation von groRer Relevanz. Implantate aus
Titan sind starker vorhersagbar, da die Datenlage und Erfahrung mit dem Material héher
sind.
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Zur Lebensdauer der unterschiedlichen Implantatmaterialien muss man sagen, dass es nur
far Titanimplantate Langzeitdaten gibt, die eine Lebensdauer von ca. 25 Jahren angeben.
Diese Daten fehlen bislang flir Keramik, da dieses Material noch nicht so lange im Einsatz
ist. Dennoch sind die Angaben der Teilnehmer:innen ambivalent, denn obwohl Langzeitda-
ten zu Keramik fehlen, sehen viele klare Vorteile aufgrund besserer Osseointegration, we-
niger Periimplantitis und weniger immunologischer Reaktionen. Titan wird nach wie vor als
klarer ,Goldstandard“ angefiihrt. Durch die bessere Asthetik von Keramikimplantaten wird
jedoch eine, ldngere” Haltbarkeit auch anhand einer besseren Toleranz durch die Patienten
definiert, wobei ersichtlich wird, dass auch die psychische Akzeptanz eine Rolle spielen
kann. Aufgrund der verbesserten Asthetik wird Keramik daher bevorzugt im Frontzahnbe-
reich des Oberkiefers eingesetzt. Fiir die Seiten- und Backenzahnregionen wird Titan bevor-
zugt, wobei laut Teilnehmer:innen nichts dagegenspricht, beim selben Patienten sowohl
Keramik als auch Titanimplantate, je nach Region und Knochenbeschaffenheit, einzusetzen.
Jedoch wird bei Patient:innengruppen mit chronischen Vorerkrankungen zu Keramik ten-
diert, da die Biovertraglichkeit besser ist und weniger entziindliche Reaktionen auftreten,

was besser fiir die Patient:innengesundheit bzw. das Immunsystem ist.

3.7.8 Einschatzung von Kriterien bei der weiteren Entwicklung von
Keramikimplantaten

Keramische Werkstoffe im Dentalbereich sind sehr vielversprechend, es gibt jedoch sowohl
Forschungs- als auch Entwicklungsbedarf. Dieser wird vorallem im Oberflachendesign bzw.
der Oberflachenfunktionalisierung, sowie in der Erhéhung des Frakturwiderstandes gese-
hen. Auch das Handling und die Vielseitigkeit der verfligbaren Teile sollte verbessert wer-

den. Vorallem wird hier die Erweiterung des prothetischen Spektrums genannt.

3.7.9 Fazit

Die Ergebnisse dieser explorativen Onlineumfrage konnte Biases beinhalten, da wahr-
scheinlich ein liberwiegender Anteil der Teilnehmer:innen Keramikmaterialien positiv ge-
genuberstehen. Dennoch konnten die Ergebnisse der literaturbasierten Analyse bestatigt

werden bzw. einige zusatzliche Inputs in den offenen Fragen erlangt werden.

Die Ergebnisse der Umfrage zeigen, dass Keramikimplantate sowohl hinsichtlich moglicher
negativerimmunologischer Reaktionen (Allergien, Entziindungen) als auch hinsichtlich ihrer
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Asthetik, den Titanimplantaten, zumindest im Frontzahnbereich, vorzuziehen sind. Das Zu-
kunftspotential der Keramikimplantate wird als sehr hoch eingeschatzt, auch wenn noch
Bedarf in der Forschung beziglich der Verbesserung der Materialeigenschaften gesehen
wird. Die Anwendungsfelder der Keramikimplantate sind momentan noch eingeschrankt.
So lassen keramische Materialien z.B. weniger komplexe prothetische Versorgung groRerer
Abschnitte zu. Nachdem die Materialentwicklung derzeit rasant voranschreitet, sind zu-

kiinftig erweiterte Anwendungsfelder und verbesserte Eigenschaften zu erwarten.

Herausforderungen bestehen noch hinsichtlich der Langlebigkeit und Stabilitdt von Kera-
mikimplantaten. Da Langzeitstudien momentan noch nicht zur Verfligung stehen, kénnen
bezlglich der Bestandigkeit noch keine definitiven Aussagen getroffen werden. Wahrend in
Bezug auf die Vertraglichkeit v.a. das geringe Potential immunologischer Reaktionen her-
vorgehoben wurde, wurde die Patient:innenakzeptanz als sehr positiver Aspekt einer kie-

ferchirurgischen Versorgung mit keramischen Implantaten angefiihrt.
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4 Schlussfolgerungen

Die Untersuchungsergebnisse der Studien an unterschiedlichen Implantatmaterialien aus
Keramik und Titan haben gezeigt, dass Keramiken durchaus mit den Vorteilen der Titanma-
terialien in Bezug auf mechanische Parameter vergleichbar sind. Keramiken stellen auch
eine Therapiealternative dar, wenn es um die Entzlindugsparameter beim Einwachsverhal-
ten geht. Titanimplantate gelten aufgrund ihrer langjéhrigen Verwendung und umfangrei-
chen Datenbasis als der , Goldstandard” in der Implantologie. Sie bieten langanhaltende
Stabilitat und sind daher gut fur den Einsatz in Bereichen mit hoher Belastung, wie den Sei-
ten- und Backenzdhnen, geeignet. Die Uber Jahrzehnte gesammelten Langzeitdaten be-
scheinigen Titanimplantaten eine Lebensdauer von etwa 25 Jahren. Diese Vorteile wurden

auch in den Umfrageergebnissen und der aktuellen Literatur bestatigt.

Keramikimplantate bieten hingegen Vorteile hinsichtlich Asthetik und geringer Allergenitit.
Aufgrund ihrer entziindungsarmen Osseointegration und damit einer geringeren Gefahr
von Periimplantitis und allergischen Reaktionen, werden sie im Speziellen bei diabetischen
Patient:innen verwendet. Keramikimplantate werden aufgrund ihrer weissen Farbung im-
mer haufiger bei der implantologischen Versorgung im Frontzahnbereich herangezogen, wo
das asthetische Erscheinungsbild von hoher Bedeutung ist. Die Ergebnisse der Onlineum-
frage in dieser Studie unterstreichen diese Praferenzen und weisen darauf hin, dass Kera-
miken insbesondere bei Patient:innen mit chronischen Vorerkrankungen vorzuziehen sind,

da das Material besser vertraglich und weniger entziindungsfordernd ist.

Die Untersuchung hat jedoch auch Schwachstellen und Entwicklungsbedarf bei Keramikim-
plantaten aufgezeigt: Aktuell fehlen noch Langzeitstudien, die eine definitive Aussage tber
die Lebensdauer und Stabilitdt von Keramikimplantaten ermdoglichen, aber auch nanosko-
pische Betrachtungen fehlen, wie sie bereits bei den Titanimplantaten durchgefiihrt wur-

den.

Zusammenfassend lieR sich feststellen, dass Keramikimplantate ein grolRes Zukunftspoten-
tial besitzen. Trotz der noch bestehenden Herausforderungen beziiglich Langlebigkeit und
Stabilitat wird erwartet, dass die rasante Materialentwicklung zu erweiterten Anwendungs-
feldern und verbesserten Eigenschaften fiihren wird.
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Die Umfrageergebnisse deuteten darauf hin, dass fir eine fundierte Entscheidung zwischen
Keramik und Titan eine individuelle Abwagung der spezifischen Bediirfnisse und gesund-

heitlichen Voraussetzungen der Patient:innen erforderlich ist.

Im Rahmen des Projektes CERANANO wurde exemplarisch eine Hochleistungskeramik un-
tersucht, die als gesinterte Oberflachen, aber auch als Rohmaterial bzw. kiinstlich herge-
stelltem Abrieb zur Verfligung standen. Zahlreiche Versuchsreihen wurden durchgefiihrt,
die sowohl die Wirkung auf lebende Zellen im in vitro Versuch, aber auch die immunogene
Wirkung im Tiermodell untersucht haben. Bei den Zellkulturstudien wurden mehrere kriti-
sche Entziindungsmarker auf Gen- und Proteinebene untersucht. In keinem Experiment ha-
ben sich Hinweise auf negative Einflisse in der Zellkultur ergeben, die durch die Anwesen-
heit der keramischen Partikel ausgelost wurden. Zum Vergleich mit herkdmmlichen Zahn-
implantaten aus Titan wurden Nanotitandioxidpartikel verwendet, wobei auch hier keine
wesentliche ,Aktivierung’ der Entziindungsmarker im in vitro Modell festgestellt werden
konnte. Mit den durchgefiihrten Versuchen konnten existierende Studien zu Titanimplan-
taten sowie im Vergleich mit dem keramischen Material die Unbedenklichkeit beider Ma-
terialklassen bestdtigen werden.

In diesem Projekt wurde eine ausgewahlte Gruppe an Entziindungsmarkern sowohl auf Pro-
tein- als auch Genebene untersucht. In zukiinftigen Risikobewertungen bzw. Zulassungsver-
fahren sollte dieses Spektrum ausgeweitet werden. Des Weiteren sollten Langzeitstudien
von bereits in Verwendung befindlicher Keramiken bericksichtigt werden. Es ware auch
eine Risikobeurteilung auf Basis eines 3D-Gewebemodells hinsichtlich Biovertraglichkeit
hilfreich. Ein solches Gewebemodell wiirde es ermoglichen, den Einfluss von Nanopartikeln
auf Vaskulationsprozesse naher zu untersuchen. Damit kénnte beispielsweise auch unter-
sucht werden, ob und in welcher GroRe die gebildeten Aggregate BlutgefaRRe passieren. Po-
sitiv betrachtet gibt es im Rahmen dieser duchgefiihrten Studie keinen Hinweis auf eine
Aggregation nanoskaliger Keramikpartikel zu mikroskaligen, gefaRverschliessenden Gebil-
den, noch Hinweise auf eine starke immunaktivierende Wirkung, die zu einem deutlichen
Anstieg von gewahlten Entziindungsparametern im verwendeten in vitro Modell gefihrt
hatten.

Zukunftige Forschungen und Langzeitstudien werden entscheidend sein, um eine datenba-

sierte Grundlage fir die Wahl eines der beiden Materialien festzustellen und die Einsatz-

moglichkeiten weiter auszudehnen.
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Abbildung 6 Elektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen vom Versuchsmaterial
ACERDENCO G2 (links) beziehungsweise Titandioxid Referenzmaterial NM-105 (rechts).
Beide TEM-Aufnahmen zeigen Aggregate, die sich auch aus Nanopartikeln in der GréRe
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Titandioxidpartikel bewirkten bei fast allen Partikelkonzentrationen eine hdhere
Genxpression als die Anwesenheit der ACERDENCO G2-Partikel. Der starkste Anstieg (18-
fach bezogen auf die unbehandelte Kontrolle) wurde in der TNFA -Expression (100 ug TiO,,
6 Stunden Inkubationszeit) beobachtet. In den lichtmikroskopischen Aufnahmen wird die
Veranderung der Zellmorphologie und -dichte fir die mit ACERDENCO G2 (G2 6h, G2 24h)
und mit Titandioxid (TiO, 6h, TiO;, 24h) behandelten Makrophagen demonstriert............ 40
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Verwendung des LIVE/DEAD Markierungs Kits dargestellt. Grine Fluoreszenz stellt
lebendige und rote Fluoreszenz tote Zellen dar (Filtersatz; GFP F36-525 und TRITC C-FL-C).
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Abkiirzungen

Ab Antikorper (Antibody)

ACERDENCO G2 Keramikmaterial (Implantatmaterial)

Al203 Aluminiumoxid

ALP Alkalische Phosphatase

APC Allophycocyanin

BCIP NBT 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat Nitroblautetrazoliumchlorid
BGBI Bundesgesetzblatt

BSA Bovines Serumalbumin

BSE Backscattered Electrons

CD14 Cluster of Differentiation 14 (Glycoprotein 14)

Ce Cerium

Cl-huOB Immortalisierte humane Osteoblasten Zelllinie

Cco2 Kohlendioxid

Cu Kupfer

DLS Dynamic Light Scattering (Dynamische Lichtstreuung)

DMSO Dimethylsulfoxid

ECM Extrazellulare Matrix

EOL End Of Life

Fab Antigenbindendes Fragment eines Antikorpers

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

Fc Fragment eines Antikorpers (crystallisable fragment) mit Effektorfunktion
FBS Fetal Bovine Serum (Fotales Kalberserum)

g Fallbeschleunigung

GC-MS Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie

GFP F36-525 Green Fluorescent Protein Fiter (525nm)

ICP-OES Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
IL-1R Interleukin 1beta Zytokin

IL1B Interleukin 1B-Gen
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IL-6
IL6

IL-8
IL8

IgG
ISO
JRC

kv

MDR
MMP-1
MMP1
MMP-3
MMP3
MMP-13
MMP13
mg

[
MilliQ-Wasser
MKM

ml

ul

pum

nA

nm
NM-105
pg

pH

%

PMA
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Interleukin 6 Zytokin
Interleukin 6 Gen
Interleukin 8 Zytokin
Interleukin 8 Gen

Immunoglobulin G

Internationale Organisation fir Normung

Joint Research Center, Ispra, Italien

Kilovolt

Lambda (Formelzeichen fir die Wellenldnge)

Medical Device Regulation, Medizinprodukteverordnung

Matrix-Metalloprotease 1
Matrix-Metallprotease 1 Gen
Matrix-Metalloprotease 3
Matrix-Metalloprotease 3 Gen
Matrix-Metalloprotease 13
Matrix-Metalloprotease 13 Gen
Milligramm

Mikrogramm

Hochreines Wasser

MKM Engineering GmbH
Milliliter

Mikroliter

Mikrometer

Nanoampere

Nanometer

Nanomaterial-105

Pikogramm

pondus hydrogenii

Prozent

Phorbol-12-myristat-13-acetat
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Protein G
gPCR

REM (SEM)
SDHA

SE

SN
SWOT-Analyse
TiO,

TEM

THP-1
TNF-a

TNFA

TRITC C-FL-C
Y

Y,03

Y-TZP

Zr

ZFOZ
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Bakterienzellwandprotein

Quantitative Polymerase Chain Reaction

Rasterelektronenmikroskop (Scanning Electron Microscope)

Succinate Dehydrogenase Complex A Gene (ein Haushaltsgen der Atmungskette)

Sekundarelektronendetektor

Schlisselnummer fur Abfallart

Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats -Analyse

Titandioxid, Titan(IV)-oxid
Transmissionselektronenmikroskop
Monocytenzelllinie
Tumornekrosefaktor alpha Zytokin
Tumornekrosefaktor A Gen
Tetramethylrhodamin Filtersatz
Yttrium

Yttriumoxid

Yttriumstabilisiertes Zirkonium
Zirkonium

Zirkonoxid, Zirkonium(IV)-oxid, Zirkoniumdioxid

Zoll (Léngenmal)
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