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1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Seit der Einfilhrung von Calciumhydroxid in die Zahnheilkunde 1930 durch Hermann
[1], gelten Calciumhydroxidzemente und —pasten als die am weitesten verbreiteten
Therapeutika fur die medikamentése Wurzelkanaleinlage in der Endodontie [2, 3]
sowie als Mittel der Wahl bei der direkten oder indirekten Uberkappung der Pulpa.
AuBerdem findet es, vor allem im skandinavischen Raum, Verwendung bei der
Vitalamputation im Milchgebiss [4, 5]. Der hohe antimikrobielle Effekt des
Calciumhydroxids ist primar zuriickzufihren auf den hohen pH-Wert von etwa 12,5
im Kontakt mit dem Kérperelektrolyten. Ein pH-Wert >9,5 in der Umgebung wird von
den meisten Bakterienstammen nicht toleriet und fihrt zur Schadigung der
Zellmembran, zur Denaturierung von Proteinen und zum Absterben der
Mikroorganismen. Zuséatzlich wirken die meisten Calciumhydroxidpraparate
antientziindlich, dies zeigt eine deutliche Reduzierung der periapikalen
Entziindungsparameter nach Applikation von Calciumhydroxid-Werkstoffen [4]. Die
Pufferkapazitit gegenlber s&urehaltigen Zementen, wie zum Beispiel
Zinkoxidphosphatzemente, die oft zum Zementieren von Kronen- und
Brickenrekonstruktionen verwendet werden, sowie die geringe thermische
Leitfahigkeit, sind weitere positive Eigenschaften von Calciumhydroxid. Im Bereich
der Zahnerhaltungskunde hat sich gezeigt, dass Calciumhydroxid sich nicht
nachteilig auf den Polymerisationsgrad der verwendeten Komposite bzw.
Kompomere ausgewirkt hat, wie dies fir Zemente auf Eugenolbasis bekannt ist [6].

Calciumhydroxid zeigt nicht nur Vorteile, wenn es um die biologische Vertraglichkeit
geht, ein wesentlicher Nachteil ist die induzierte Pulpanekrose mit gleichzeitiger
Entziindung in den ersten Tagen nach der Applikation [7], hiernach bildet sich an der
betroffenen Stelle der Pulpa atubulires Tertidrdentin. Die Bildung dieser
Tertirdentinbriicke geht einher mit einem Volumenverlust bezuglich der
Pulpakammer, welcher langfristige biologische Auswirkungen auf das Pulpensystem
hat [8]. Aufgrund der geringen Endhérte, der nachgewiesenen Schrumpfung wahrend
der Aushértephase und des hohen Léslichkeitsverhaltens ist Calciumhydroxid nur als
temporare Versorgung, besonders in der Endodontie, anzusehen. Ein sicherer und
dichter Verschluss des Wurzelkanalsystems, wie er in der Endodontie gefordert wird,
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um eine Reinfektion des periapikalen Parodonts oder des Wurzelkanalsystems zu

verhindern, kann mit Calciumhydroxid nicht gewahrleistet werden.

Die geringe mechanische Stabilitdt und die vergleichsweise hohe Lé&slichkeit von
Calciumhydroxid sind Ansatzpunkte fur die Entwicklung alternativer Werkstoffe,
beispielsweise auf Basis von Hydroxylapatit-bildenden Calciumphosphat-Zementen
(CPC). Erste, abbindefahige Calciumphosphatzemente wurden in den frihen 80er
Jahren durch Chow und Brown [9] und LeGeros et al. [10] beschrieben. Sie zeigten,
dass die Kombination verschiedener Calciumorthophosphate nach dem Anmischen
mit Wasser bzw. mit wassrigen Elektrolytlosungen zu Hydroxylapatit geringer
Kristallinitét fuhrt. Eine dreidimensionale Verfilzung der Calciumorthophosphate
resultiert in einer Aushartung der Paste. Aufgrund dieser Eigenschaft wurden CPC
schon frith als potentielles Knochenersatzmaterial erkannt. Im Vergleich zu anderen
klinisch in Einsatz befindlichen Knochenersatzwerkstoffen, beispielsweise
Polymethylmethacrylate oder autogenen sowie allogenen Transplantaten, zeigten
Calciumphosphate die geringsten Nachteile bezuglich der hohen biologischen
Anforderungen, die an diesen Werkstoff gestellt werden. Von besonderem Interesse
sind hierbei die Korrosions- und chemische Stabilit4t [11] des Werkstoffes, ohne dass
dieser eine lokal zelluldre Reaktion mit der Ausbildung von Gewebsnekrosen [12]
hervorruft bzw. eine kanzerogene Wirkung hat. Das Material solite keine Antigenitat
zeigen [13] oder eine entziindliche Reaktion ausldésen, und zudem iiber eine
Bioaktivitat [14] und ausreichende mechanische Stabilitit in Hinblick auf das
Implantationsgebiet [15] verfiigen. Calciumphosphat-Zemente zeichnen sich durch
hervorragende Biokompatibilitat und freie Formbarkeit aus [10]. Am Implantationsort
lieB sich ein Ersatz von Calciumphosphat-Zementen durch einsprossenden Knochen
beobachten. Im Gegensatz zu anderen Knochenersatzmaterialien findet somit weder
eine Resorption ohne Knochenersatz, noch ein Verbleib von Calciumphosphat-
Zementen als langzeitig inerte Implantate im Anwendungsgebiet statt [16].
Hinsichtlich der mechanischen Eigenschaften weisen die auf Calciumphosphat
basierenden  Knochenersatzmaterialien ein dem menschlichen Knochen
vergleichbares Verhalten bezuglich ihrer Druckfestigkeit auf, sind jedoch in der
Biege- und Zugfestigkeit diesem unterlegen. Der Abbindemechanismus von
Calciumphosphatzementen folgt jeweils einem Lésungs-/Prazipitationsmechanismus
vergleichbar mit auf Calciumsulfat basierenden Werkstoffen. Die Reaktivitat von CaP
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in Zementen ist hierbei stark abhdngig von der Lésungsrate der Werkstoffe, die durch
Einstellung definierter PartikelgroRen durch Mahlung beeinflusst wird. Daneben hat
der Mahlvorgang Auswirkungen auf die Kristallinitat der Verbindungen. Der Prozess
der mechanischen Aktivierung von  Calciumphosphat-Zementen  durch
hochenergetisches Mahlen in einer Kugelmihle zeigt, dass neben der Partikel- auch
die KristallitgroRe des Werkstoffes verringert wird [17, 18] und dies in einer héheren
Léslichkeit dieser partiell amorphisierten Calciumphosphate resultiert. Die
Geschwindigkeit der Abbindereaktion konnte durch die mechanische Aktivierung
gesteigert werden, zusétzlich wurde das Léslichkeitsverhalten der Zemente ebenfalls

durch das Mahlen verbessert.

In verschiedenen Arbeiten der letzten Jahre finden sich Anséatze zur Modifikation von
Calciumphosphatzementen. Zielstellungen waren etwa eine Steigerung der
mechanischen Eigenschaften durch Verringerung der Porositit [19] oder
Faserverstérkung [20], die Entwicklung injizierbarer Zemente [21-24] oder die
Verwendung von Calciumphosphat-Zementen zur kontrollierten Freisetzung von
Wirkstoffen, wie Wachstumsfaktoren [25, 26] oder Antibiotika [27-30]. Die Zugabe
von Antibiotika fiihrte zu antimikrobiell wirksamen Werkstoffen, allerdings ist dies mit
der Gefahr einer Resistenzbildung bei Freisetzung zu geringer Dosen verbunden.
Alternativ erfolgte die Entwicklung bakterizider CPC durch Einstellungen eines stark
basischen pH-Werts der Zementpaste nach Zusatz von Calciumhydroxid zum
Zementpulver [30). Die Wirksamkeit der Modifikationen erreichte maximal die eines
reinen Calciumhydroxids.

Ziel dieser Arbeit war es, antimikrobielle hochwirksame CPC durch Einsatz stark
alkalischer ~ Reaktanden darzustellen. Als  Ausgangswerkstoffe  dienten
Tetracalciumphosphat sowie alkalidotierte CaP, wie Calciumnatriumphosphat (CSP,
CaNaPOq,), Calciumkaliumphosphat (CPP, CaKPO,) oder Calciumkalium-
natriumphosphat (CPSP, CazK,Na(PO,),). Die Verbindungen wurden in einem ersten
Schritt  mechanisch  durch  Kugelmahlung  aktiviert, um abbindefahige
Einkomponenten-Zemente zu erhalten. AnschlieBend wurden die antimikrobiellen
Eigenschaften tiber einen Zeitraum von zehn Tagen gegeniiber drei verschiedenen
Bakterienkulturen und einem Pilzstamm getestet. Hierzu wurde der antimikrobielle
Effekt unter Angabe der relativen HemmhofgroBe im Agar-Diffusionstest bestimmt
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und mit ortsabhéngigen Anderungen des pH-Werts der Agarnahrbéden in Korrelation
gebracht. Als Referenzprobe diente bei allen Versuchsdurchlaufen ein
handelsiiblicher und im klinischen Einsatz befindlicher Calciumhydroxidzement. Als
Anwendungsgebiete der neu entwickelten Werkstoffe wére ein Einsatz in der
Endodontie als medikamentése Wurzelkanaleinlage oder bei der direkten oder
indirekten Uberkappung der Pulpa denkbar.
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2. KENNTNISSTAND

2.1 Antiinfektiva

Die ersten in der Literatur genannten antimikrobiellen Substanzen waren die Rinde
der Chinchona (Chinarinde, ,,Chinin“), die um 1600 vom Augustinerménch Antonio de
la Calancha als Mittel zur Fieberbekampfung bei Malaria [31] eingesetzt wurde, und
die Wurzel des Halbstrauches Uragoga Ipeca-duanha, die 1698 von Christoph F.
Kneussel als Therapeutikum gegen die Amoébenruhr [31] beschrieben wurde. Zu
Beginn des 20. Jahrhunderts wurde von Paul Ehrlich der Begriff ,Chemotherapie®
eingefiihrt [32], hierunter wird die selektive Abtétung von Keimen ohne Schadigung
des Organismus verstanden. Der oft verwendete Terminus der Antibiotika
(griechisch: anti: gegen; biotikos: zum Leben gehorig), der sich aus ihrer Entstehung
in unterschiedlichen Mikroorganismen, wie Bakterien, Pilze, Flechten und Algen,
ableitet, wird gegenwartig unter dem Oberbegriff Chemotherapeutikum gefiihrt, unter
dem auch synthetische Verbindungen eingeordnet werden [33].

Von groBer Bedeutung fur die weitere Entwicklung der Antiinfektiva war die
Entdeckung der antibakteriellen Aktivitit des aus dem Penicillium notatum
gewonnenen Naturstoffes Penicillin durch Alexander Fleming 1929 [32-34]. Von H.W.
Florey und E. Chain entwickelte Methoden zur Gewinnung gréBerer Penicillinmengen
aus den Flemingschen Penicilliumkulturen erméglichten ab 1940 einen breiteren
Einsatz des Antibiotikums. Weitere wichtige Daten in der Entwicklung der
Antiinfektiva war die Entdeckung der Sulfonamide 1935 durch Gerhard Domagk [35]
und des Streptomycins, das 1944 als erstes Aminoglycosid aus den Kulturfiltraten
von Streptomyces griseus von S.A. Waksman isoliert wurde [33]. Seit 1948 wurden,
basierend auf den Forschungsarbeiten von G. Brotzu, die Cephalosporine entwickelt
und ab dem Ende der 50er Jahre fanden in der Veterindrmedizin die ersten Makrolid-
Antibiotika ihre Anwendung [36].

Die Entdeckung des Penicillins durch Fleming war der Beginn einer systematischen
Suche nach weiteren Antibiotika, die heutzutage als weitgehend abgeschlossen gilt.
Die Bestrebungen heutiger Forschungen beziehen sich auf chemische
Modifikationen der natiirlichen Antibiotika und deren Optimierung fir therapeutische
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Zwecke [35]. Eine Ubersicht Giber die in der Medizin am haufigsten eingesetzten

Antiinfektiva [37] geben Tabelle 1 und 2 wieder.

Tabelle 1: Auflistung der wichtigsten B-Lactam-Antibiotika

Gruppe Untergruppe Wichtige Verbindungen
Penicilline Benzylpenicillin Penicillin G
Benzathin-Penicillin
Phenoxymethylpenicilline Penicillin V
Aminopenicilline Amoxicillin
Ampicillin
Azidocillin
Penicilline und B-Lactamase- Amoxicillin/Clavulanséure
Hemmer Ampicillin/Sulbactam
Isooxazolylpenicilline Dicloxacillin
Oxacillin
Flucloxacillin
Ureidopenicilline Piperacillin
Mezlocillin
Cephalosporine 1. Generation Cefazolin
2. Generation Cefotiam
Cefuroxim
3. Generation Cefmenoxim
Cefotaxim
4. Generation Cefepim
Cefpirom
Cephamycine Cefotetan
Cefoxitin
Orale Cephalosporine Cefaclor
Cefalexin
Cefuroxim/-axetil
Monobactame Aztreonam
B-Lactamase-Hemmer Sulbactam
Carbapeneme Metropenem
Ertapenem

Tabelle 2.2: Auflistung der wichtigsten Chemotherapeutika

Gruppe Untergruppe Wichtige Substanzen
MLS - Gruppe Makrolide Erythromycin
Clarithromycin
Roxithromycin
Lincosamide Clindamycin
Streptogramine Dalfopristin
Aminoglycoside Altere Aminoglycoside Streptomycin
Neomycin
Neuere Aminoglycoside Amikacin
Gentamicin
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Gruppe Untergruppe Wichtige Substanzen

Tobramycin
Tetracyclin-Gruppe Tetracycline, Glycylcycline | Doxycyclin
Minocyclin
Tetracyclin
Gyrasehemmer (Chinolone) Gyrasehemmer Gruppe 1 Norfloxacin
Pefloxacin
Gyrasehemmer Gruppe 2 Ofloxacin
Ciprofloxacin
Gyrasehemmer Gruppe 3 Levofloxacin
Gyrasehemmer Gruppe 4 Moxifloxacin
Chloramphenicol Chloramphenicol
Nitroimidazole Metronidazol
Omidazol
Antibiotika Polymyxine Colistin
Sulfonamide Cotrimoxazol
Sulfamethoxazol
Epoxyd-Antibiotika Fosmomycin
Rifamycine Rifampicin
Trimetoprim Trimethoprim
Glycopeptid-Antibiotika Teicoplanin
Vancomycin
Tuberkulostatika Ethambutol
Isoniazid
Rifabutin

Da heutzutage viele Antibiotika bereits synthetisch oder semisynthetisch hergestelit
werden kdénnen und generell keine grundlegenden Unterschiede zwischen Antibiotika
und Chemotherapeutika bestehen, werden beide Begriffe synonym verwendet. Eine
Abgrenzung, wie sie frilher verwendet wurde, existiert heute nicht mehr.

2.1.1 Wirkungsmechanismen und Spektren einzelner Antibiotika

Bakterien werden gewéhnlich durch eine Farbreaktion, die Gram-Farbung, in zwei
Gruppen unterteilt, die so genannten grampositiven und die gramnegativen
Bakterien. Diese Reaktion beruht auf dem unterschiedlichen Aufbau der bakteriellen
Zellwande. Grampositive Bakterien besitzen eine dicke Peptidoglycanschicht, die mit
Hilfe der in der Gramfarbung verwendeten Farbstoffe angefarbt werden kann.
Gramnegative Bakterien besitzen nur eine diinne Peptidoglycanschicht, verfiigen
aber zusétzlich tiber eine AuRenmembran und sind aufgrund dieser Beschaffenheit
nur gering bis nicht anfarbbar. Diese Farbeeigenschaften lassen sich auch zur
Einteilung der unterschiedlichen Antibiotika heranziehen, viele dieser Substanzen
wirken entweder nur gegen grampositive oder gramnegative Bakterien [37].
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2.1.2 B-Lactamantibiotika

Die beiden wichtigen Hauptgruppen sind die Penicilline und Cephalosporine. Neuere
Gruppen sind die Peneme und Monobactame, sowie die Betalactamase-Blocker [38,
39].

Penicilline

Das Grundgerust aller Peniciline ist die 6-Aminopenicillansaure, die aus zwei
kondensierten Ringsystemen, einem p-Lactamring und einem Thiazolidinring,
besteht. Die heute gebrauchlichsten Penicilline unterscheiden sich durch eine Reihe
unterschiedlicher Substituenten an der 6-Aminogruppe. Zumeist werden hier
aromatische organische Sauren tber eine Saureamidbindung substituiert.

R =
R
O
\\( H H Penicillin G: </_\>_C'<2
NH_ : : S CH,
CHQ"
/
7 CHj Penicillin V: / \—0
O ',’/ =
M “cooH
/
Ampicillin. ¢/ N1
= \NHZ

Abb. 1: Strukturformeln einzelner Penicilline

Die Penicilline greifen in die Zellwandsynthese der Bakterien ein. In der
Zytoplasmamembran der Bakterien befinden sich unterschiedliche penicillinbindende
Proteine, an die sich die einzelnen Penicilline anheften. Dieser Mechanismus fiihrt
zur Inaktivierung der Proteine und hat eine letale Schadigung der Bakterien zur
Folge. Die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten der einzelnen Penicilline erklaren,
warum sie sich in ihren antibakteriellen Eigenschaften und Wirkspektren
unterscheiden. Der bakterizide Wirkmechanismus liegt jedoch allen Penicillinen
zugrunde.
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Cephalosporine
Die Cephalosporine sind halbsynthetische Derivate der 7-Aminocephalosporanséure,
die groRBe strukturelle Ahnlichkeit (B-Lactamring mit einem sechsgliedrigen

Dihydrothiazinring) mit den Penicillinen aufweist [38, 39].

Abb. 2: Strukturformel des Cefotaxims als Beispiel fur die Cephalosporine

Der Wirkmechanismus ist mit dem der Penicilline vergleichbar. Uber die Bindung an
die penicillinbindenden Proteine beeinflussen die Cephalosporine Reaktionen in der
Zellwandsynthese der Bakterien. Aufgrund der Hemmung der Transpeptidase, einem
fur den Zelwandaufbau der Bakterien essentiellen Vorgang, zeigt sich eine
bakterizide Wirkung. Das Wirkspektrum umfasst gramnegative Bazillen und
grampositive Kokken.

2.1.3 Makrolide

Die Struktur der Makrolide zeigt einen 14-16-gliedrigen makrozyklischen Lactonring
mit glykosidisch gebundenen Aminodesoxy- und neutralen Desoxyzuckern. Der
bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das Erythromycin [38, 39].
Makrolidantibiotika sind Hemmstoffe der Proteinbiosynthese. Uber die Bindung an
die groBe Ribosomenuntereinheit (50 S) und der damit verbundenen Hemmung der
Kettenelongation (Translokation) resultiert ein bakteriostatischer Effekt. Das
Wirkspektrum der Makrolide umfasst grampositive und gramnegative Kokken sowie
grampositive Stabchenbakterien.
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Abb. 3: Strukturformel des Erythromycins als Beispiel fur die Makrolide

2.1.4 Lincosamide

In dieser Gruppe werden die beiden Acylaminopyranoside Lincomycin und dessen
halbsynthetisches Derivat Clindamycin zusammengefasst. Beide Substanzen
hemmen die Proteinbiosynthese durch Bindung an die 50 S-Ribosomenuntereinheit.
Dort beeinflussen sie die Peptidyltransferase und verhindern so das Wachstum der
Peptidkette, die Kettenelongation wird auf diese Weise inhibiert [38, 39]. Daraus
ergibt sich ein bakteriostatischer Wirkungstyp, mit nur in hohen Konzentrationen bei
empfindlichen Bakterien bakterizider Wirkung. Das Wirkspektrum umfasst im

Wesentlichen grampositive Erreger unter dem Einschluss von Anaerobiern.

Abb. 4: Strukturformel des Lincomycins

2.1.5 Aminoglycoside

Alle Aminoglycoside zeigen dieselbe chemische Struktur, es sind Aminocyclitole, die
a-glycosidisch mit zwei oder drei Zuckern oder Aminozuckern verknipft sind. Die
Aminoglycoside sind Hemmstoffe der Proteinbiosynthese. Uber die Bindung an der
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kleinen 30 S-Ribosomenuntereinheit beeinflussen sie sowohl die Initiation als auch
die Kettenelongation. Zusatzlich kann es tiber Effekte an der Bakterienmembran zu
Permeabilitatsstorungen an dieser mit dem Verlust von essentiellen Metaboliten
kommen. Weiter kénnen sie zu Fehlablesungen der mRNA fihren, welche die
Synthese falsch zusammengesetzter Proteine zur Folge haben. lhnen unterliegt
daher ein bakterizider Wirkungstyp, das Wirkspektrum umfasst die meisten

gramnegativen Erreger [38, 39].

Abb. 5: Strukturformel des Gentamicins, einem Amino-
glycosid der neuen Generation

2.1.6 Tetracycline

Das gemeinsame Grundgerust aller Tetracycline bildet das polycylische Naphtacen.
Die Tetracycline sind Hemmstoffe der Proteinbiosynthese. Durch die Bindung an die
kleine 30 S- Ribosomenuntereinheit verhindern sie, dass sich der Aminoacyl-tRNA-
Komplex an die ribosomale Akzeptorstelle anlagert. Dies fuhrt zur Hemmung der
Elongation wachsender Polypeptidketten. Dieser Mechanismus unterliegt dem
bakteriostatischen =~ Wirkungstyp. Das Wirkspektrum beinhaltet zahlreiche
grampositive und gramnegative Kokken sowie Mycoplasmen, Chlamydien,
Treponemen und Actinomyceten [38, 39]. Eine mégliche, stérende Nebenwirkung der
Tetracycline aus zahnmedizinischer Sicht ist die Einlagerung in Knochen und Zshne,
vor allem in der Wachstumsperiode bei Kindern und Jugendlichen, was zu
bleibenden Schadden an den Zahnen wie Schmelzhypoplasie, erhohte
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Kariesanfélligkeit und einer Verfarbung der Zahne fithren kann [40]. Der Grund

hierfur ist die Eigenschaft der Tetracycline, mit Ca?* Chelatkomplexe zu bilden.

OH O OH o

Abb. 6: Strukturformel des Tetracyclins

2.2 Antimikrobielle Dentalzemente

2.2.1 Calciumhydroxid

Calciumhydroxid findet in der Zahnheilkunde vielfach Verwendung, etwa als Einlage
bei der medikamentésen Wurzelbehandlung oder bei der direkten oder indirekten
Uberkappung der Pulpa. Calciumhydroxid wird in  unterschiedlichen
Applikationsformen eingesetzt. Wassrige Lésungen (Hypocal®, Calxyl®) werden aus
Calciumhydroxid-Pulver und Wasser bzw. Kochsalzlésung hergestellt. Teilweise wird
das Pulver zusatzlich mit Calcium-, Kalium- oder Natriumchlorid versetzt und fiir eine
bessere Applikation ein Verdickungsmittel beigefiigt. Unter Linern (Tubulitec®)
versteht man Kavitatenlacke, die mit Calciumhydroxid versetzt sind. Bei den Kitten
sind olhaltige Substanzen mit Calciumhydroxid verbunden, durch Verseifung
entstehen bei der Reaktion Glyzerin und schwerlésliche Calciumsalze der
Fettsauren.

Bei Zementen (Dycal®, Kerr-Life®) werden Sauren mit Calciumhydroxid vermischt.
Die Produkte Dycal® und Kerr-Life® bestehen aus einem Salicylatester, welcher mit
Calciumhydroxid eine Chelatbindung eingeht, das Endprodukt ist ein
Calciumsalicylatzement. Den Produkten kénnen zusétzlich plastifizierende
Substanzen, Fullstoffe oder Farbpigmente beigefiigt sein. Bei diesen Zementen
handelt es sich meist um Paste-/Paste-Systeme, die nach dem Vermischen
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ausharten. Daneben gibt es Kunststoffpraparate, denen Calciumhydroxid zugesetzt
wird. Allen Praparaten gemeinsam ist ein antimikrobieller Effekt, der auf dem hohen
pH-Wert beruht und dier Fahigkeit Hydroxylionen abzugeben [41]. Zahlreiche
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Hydroxylionenabgabe bei den
verschiedenen Praparaten unterschiedlich hoch ist [42]. Bei weich bleibenden Pasten
ist sie am gr6Rten [43], bei Zementen schon deutlich geringer und bei Linern, Kitten
und Kunststoffpraparaten ist eine Hydroxylionenabgabe kaum noch feststellbar [40].
In einer Studie von Morrier et al. hat sich gezeigt, dass reines Calciumhydroxid in
Kombination mit Glyzerin ein wesentlich héheres antimikrobielles Potential vorweist
als alle herkdmmlichen Praparate [44].

2.2.2 Zinkoxidphosphatzemente

Zinkoxidphosphatzemente werden meist zum Zementieren von Kronen- und
Briickenrestaurationen verwendet. Das Pulver besteht zu 80-90 Gewichtsprozent aus
Zinkoxid, durch Zusatze wie Magnesiumoxid, Siliziumoxid und Calciumfluorid werden
die Festigkeit und Mundbestandigkeit des Zementes optimiert. Die Flissigkeit ist eine
wassrige Lésung von Orthophosphorsaure (HsPO,) und Zuséatzen von Aluminium
und Zink zur Pufferung. Durch diese Zusatze wird die Reaktionsgeschwindigkeit
herabgesetzt. Aufgrund des Zinkoxids ist ein geringes antimikrobielles Potential
erkennbar. In einer Studie von Vokus et al. zeigte Zinkoxidphosphatzement die
grote antibakterielle Wirkung verschiedener getesteter Dentalzemente in Bezug auf
Streptococcus mutans [45). Dieser Effekt beruht auf der bakteriostatischen Wirkung
des Zinkoxids [46].

Abgewandelt von den Zinkoxidphosphatzementen sind die Zinkoxid-Eugenol-
Zemente, hier ist die Saure durch die Fliissigkeit Eugenol ersetzt, die mit Zinkoxid ein
Chelat bildet. Diese Verbindung besitzt einen bakteriziden Effekt, wird aber aufgrund
der geringeren Druckfestigkeit gegeniiber Zinkoxidphosphatzementen und einer
nachgewiesenen Inhibition bei der Polymerisation von Kompositmaterialien nur noch
selten angewandt.

2.2.3 Carboxylatzemente
Der Anwendungsbereich der Carboxylatzemente entspricht im Wesentlichen dem der
Zinkoxidphosphatzemente, dies betrifft auch die Pulverzusammensetzung. Die
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Flussigkeit besteht zu 40-50 Gewichtsprozent aus Polyacrylsdure. Die
Carboxylatzemente harten unter Kettenbildung aus, dabei entsteht ein
Metallionenkomplex mit Zink. Die Polyacrylsdure kann jedoch auch an das Kalzium
der Zahnhartsubstanz binden und chemisch haften. In Bezug auf Phosphatzemente
sind Carboxylatzemente diesen in den mechanischen Eigenschaften unterlegen und
zeichnen sich lediglich durch eine bessere Pulpenvertraglichkeit aus. Antibakterielle
Fahigkeiten lassen sich nur begrenzt oder gar nicht feststellen [47].

2.2.4 Glasionomerzemente

Der Haupteinsatzbereich von Glasionomerzementen liegt bei Fillungen der
Kavitdtenklasse V, so genannte Zahnhalsfiillungen, bei nicht kaubelasteten
Fullungen (z. B. Unterfillungen) und in der Kinderzahnheilkunde als Amalgamersatz.
AuBerdem finden GIZ Verwendung beim Zementieren von Kronen- und
Briickenrestaurationen. Glasionomerzemente bestehen aus aluminiumreichem
Silikatglas als Pulver und aus bis zu 50% wassrigen Lésungen von Polysduren
(Acryl-, Methacryl-, Iltacon- oder Maleinsduren) als flissige Komponente. Die
Abbindereaktion beruht auf einem lonenaustausch der freigesetzten Al**-, Ca*- oder
Na*-lonen aus den Glaspartikeln gegen Hs0* aus den entsprechenden Polysauren
[48]. Diese Reaktion fuhrt zur Bildung einer vernetzten Matrix aufgrund der
mehrwertigen Metallionen. Das im Reaktionsgemisch vorhandene Wasser wird iiber
den chemischen Prozess der Hydratation gebunden.

Durch einen lonenaustausch mit der Zahnhartsubstanz entsteht eine chemische
Verbindung mit dieser, welche eine gute Haftung des Materials mit der Zahnsubstanz
bewirkt. Diese ist der Haftung von adhasiven Kompositsystemen dennoch
unterlegen. Studien haben gezeigt, dass der antimikrobielle Effekt von
Glasionomerzementen auf der kontinuierlichen Freisetzung von Fluoridionen beruht.

Perez et al. wiesen diesen Effekt nach, indem sie herkémmliche
Glasionomerzementproben auf den Bakterienstamm Streptococcus mutans testeten
[48]. Molgatini et al. zeigten vergleichbare Ergebnisse einer antibakteriellen Wirkung
an verschiedenen Actinomyces-Stammen [49]. Die Abgabe der Fluoridionen konnte
auch nach langeren Inkubationszeiten noch nachgewiesen werden.
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Aufgrund nur schwacher mechanischer Eigenschaften und begrenzter Haltbarkeit
von nur zwei bis vier Jahren ist die Verwendung von Glasionomerzementen auf die
oben genannten Einsatzbereiche beschrankt. Eine Weiterentwicklung der
Glasionomerzemente sind die metallverstarkten oder kunststoffmodifizierten GIZ, die
hohere Festigkeitswerte aufweisen, jedoch weniger Fluoridionen freisetzen als die

herkémmlichen GIZ.

2.3 Calciumphosphatzemente

Calciumphosphatzemente bestehen aus mehrkomponentigen  Mischungen
verschiedener  Calciumorthophosphate wie  Calcium-bis-dihydrogenphosphat
(MCPA), Calciumhydrogenphosphat Dihydrat (DCPD, Bruschit), Calcium-
hydrogenphosphat (DCPA, Monetit) oder Tetracalciumphosphat (TTCP). Weitere
Formulierungen auf der Basis von a- und B-Tricalciumphosphat sind literaturbekannt
[50]. Calciumphosphate sind chemische Verbindungen aus den Elementen Calcium,
Phosphor, Sauerstoff und Wasserstoff. Es lassen sich zahlreiche chemisch
verschiedene Calciumphosphate mit unterschiedlichen molaren Ca/P-Verhiltnissen
voneinander unterscheiden.

Tab. 2.3: Loslichkeitsprodukte (LP) verschiedener Calciumphosphate [Log (LP) bei 37°C)

Verbindung Summenformel Ca/P- Loslichkeitsprodukt
Verhéltnis

Calcium-bis-dihydrogenphosphat Ca(H,POy), 0.5 l6slich

(MCPA)

Calciumhydrogenphosphat Dihydrat |CaHPO, + 2:H,0 [1.0 LP :-6,63 [51]

(DCPD, Bruschit)

Calciumhydrogenphosphat CaHPO, 1.0 LP:-7,04 [51]

(DCPA, Monetit)

a-TCP Caz(POy)2 1.6 LP : -25,5 [52]

B-TCP Cas(POy), 1.5 LP:-29,5[52]

Tetracalciumphosphat (TTCP) Cay(PO,),0 2.0 LP : -37,4 [53]

Hydroxylapatit (OHAp) Cas(PO,4);0H 1.67 LP : -58,6 [54]

Die thermodynamische Loslichkeit der Verbindungen variiert in Abhangigkeit
verschiedener Parameter, beispielsweise dem pH-Wert der Lésung, um mehrere
GroBenordnungen. Die Léslichkeit und Stabilitat der Verbindungen bestimmt das
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Verhalten der Verbindungen in wéssrigen Elektrolyten in Bezug auf Auflésung,
Prazipitation und Phasenumwandlung. Der Antrieb der Abbindereaktion von
Calciumphosphat-Zementen beruht auf der unterschiedlichen Léslichkeit der
Zementedukte und des Reaktionsproduktes. Nach der Zugabe der wéssrigen
Zementphase gehen die Edukte solange in Losung bis der durch das
Léslichkeitsprodukt ~ beschriebene, thermodynamische Gleichgewichtszustand
erreicht ist. Aufgrund der zu diesem Zeitpunkt starken Ubersattigung des
Reaktionsproduktes gegeniiber der Reaktionsphase kommt es zur Ausfallung des
Produktes, welches zur Aushartung des Zementes fiihrt.

Der pH-Wert der Zementpasten beeinflusst maRgeblich die Art des
Reaktionsproduktes. Hydroxylapatit ist das am wenigsten lésliche Calciumphosphat
bis zu einem pH-Wert von 4,2. Neutrale oder basische Zemente binden deshalb
unter diesen Bedingungen zu Hydroxylapatit geringer Kristallinitit ab. Unterhalb
dieses Wertes stellt Calciumhydrogenphosphat (DCPA) das am geringsten Idsliche
Calciumphosphat dar. In sauren Zementen wird aufgrund der geringen
Kristallbildungsrate des DCPA als Produkt jedoch das Dihydrat DCPD gebildet. Eine
Ubersicht uber die verschiedenen CPC-Verbindungen findet sich in der Literatur [55-
57].

Die Reaktivitit der einzelnen Calciumphosphate wird bestimmt von der
thermodynamischen Loslichkeit (Loslichkeitsprodukt) der Reaktanden. Die
Ubersattigung der wassrigen Reaktionsphase muss ein Mehrfaches des
Léslichkeitsproduktes des Reaktionsproduktes betragen. Dies erklart das
unterschiedliche Verhalten der beiden Tricalciumphosphate in wassrigen
Elektrolyten. Wahrend das B-TCP unreaktiv bleibt, reagiert das a-TCP zum
calciumarmen Hydroxylapatit.

Die Losungsrate und Kristallwachstumsrate der Zementedukte bestimmen die
Reaktionsgeschwindigkeit von Calciumphosphaten. Dabei ist die Lésungsrate
abhéngig von der Oberflachenstruktur der Zementpartikel, welche uber die Mahlung
in fester oder flussiger Phase gezielt beeinflusst werden kann [58]. Bei
mehrkomponentigen Mischungen verschiedener Calciumorthophosphate ist es
notwendig, definierte Lésungsraten der Einzelkomponenten vorzugeben, um so eine



2. Kenntnisstand 17

gleichartige Léslichkeit zu erreichen. Die Kristallbildungsrate der Reaktionsprodukte
ist ebenfalls bestimmend fir die Geschwindigkeit der Reaktion. So zeigt sich fiir
Hydroxylapatit nur eine geringe Bildungsrate in wassrigen Lésungen (2.7 x 107 mol
Cas(PO4);0H min™ m? [59], welches den Einsatz von Alkaliphosphaten und
Phosphorsédure als Abbindebeschleuniger impliziert, um fir die Klinik akzeptable
Abbindezeiten zu erhalten [60, 61].

Zementformulierungen

Bei den Zementformulierungen lassen sich Hydroxylapatit und Bruschit bildende
Zementsysteme unterscheiden. Apatit wird bei pH-Werten > 42 in den
Zementpasten gebildet. Als Edukte dienen dabei vorwiegend basische
Calciumphosphate wie Tetracalciumphosphat (TTCP) oder Calciumoxid in
Kombination mit leicht sauren Verbindungen wie Calciumhydrogenphosphat (DCPA)
oder Calciumhydrogenphosphat Dihydrat (DCPD) [62, 63]. Die Abbindereaktion
erfolgt Gber einen Losungs-/Prazipitationsmechanismus nach Zusatz der wassrigen
Phase. In einer ein- bzw. mehrstufigen Reaktion bei Raumtemperatur kommt es
dabei unter Phasenumwandlung zum Abbinden des Zementes [64]

Cay(POy), + CaHPO,4 + [H0] — Cas(PO4)20H + [H,0] 1)
TTCP DCPA ' HA
3CaHPO, + 2Ca0 — Cas(PO4),0H + H,O )
DCPA Calciumoxid HA

In der Literatur finden sich diverse Studien beziglich des Zementsystems nach
Gleichung (1) und (2), und verbunden damit Ansitze zur Optimierung dieses
Systems [62, 65-67]. So lassen sich abbindefihige Zemente mit den héchsten
mechanischen Festigkeiten bei dquimolaren Mischungen der Edukte und einem
PartikelgroRen Aspektverhiltnis TTCP : DCPA von etwa 10 : 1 produzieren. Ein
einkomponentiges Zementsystem zeigt die Hydrolyse von a-Tricalciumphospat (a-
TCP) zu einem calciumarmen Hydroxylapatit (Gleichung (3)).

3Cay(POs); +  H,0 —  Cag(PO4)s(HPO,)OH 3)
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Als weiteren Abbindemechanismus lasst sich die Kristallisation amorpher
Calciumphosphate anfiihren. Zum einen kann dies Uber die Ausfallung aus
gesattigten Losungen unter gleichzeitiger Zugabe von Magnesiumionen zur
Stabilisierung und abschlieBender Gefriertrocknung erfolgen oder tuber den Vorgang
der mechanischen Aktivierung durch hochenergetisches Mahlen, wie in dieser Arbeit

unter Kapitel 3.1 beschrieben.

Zementsysteme, die zu Hydroxylapatit abbinden, sind aufgrund ihrer Apatitstruktur
sehr gut kompatibel mit Hart- und Weichgeweben [68]. Diese Kombination aus
Biokompatibilitit und dem Abbindeverhalten erméglicht den Einsatz in
unterschiedlichen  biomedizinischen = Bereichen wie beispielsweise als
Implantatmaterial bei parodontalen Defekten [69] oder als endodontisches
Fullmaterial [70]. In der Literatur finden sich weiter Anwendungen im Bereich der
Kieferchirurgie zur Deckung von zystischen Defekten nach Zystektomie [71], zur
Rekonstruktion auf dem Gebiet der kraniofaziellen Chirurgie [71] und zur Gléttung
von Konturen zwischen Knochentransplantaten [71, 72]. In der Hals-Nasen-Ohren-
Heilkunde dienen Calciumphosphat-Zemente zur Fixation von implantierten
Horelektroden [71]. Weiter erweisen sich die Calciumphosphat-Zemente als
geeignetes Tragermaterial fur osteogene Proteinkomplexe, welche einen
beschleunigenden Effekt auf die Knochenheilung ausiiben [71].

Zum Anmischen der Zemente wird fir gewsdhnlich eine Natriumphosphatlésung
(Na;HPO,) verwendet, die eine rasche Aufldsung der Pulver gestattet [73], diese
kam auch im Zuge dieser Arbeit zum Einsatz. Weitere wassrige Losungen wie
Wasser oder Blut (intraoperativ), zeigen ebenfalls annehmbare Ergebnisse [74]. Fur
Applikationen, die eine langere Verarbeitungszeit erfordern, werden
Cellulosederivate oder Glycerin verwendet [74, 75].

Zur Bildung von Calciumhydrogenphosphat Dihydrat (Bruschit, DCPD) kommt es,
wenn durch Zusatz saurer Calciumphosphate oder Phosphorséaure der pH-Wert der
Zementpaste < 4.2 eingestellt wird [76]. Die Gleichungen (4) und (5) geben die
Abbindereaktion von Bruschit-Zementen wieder.

Ca3(PO4)2 + Ca(H2P04)2.H20 +7H,0 — 4 CaHPO4.2H,0 (4)
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Ca3(PO4)2 + H3PO4 + 6 H,O - 3 CaHPO04.2H,0 (5)

Im Gegensatz zu Zementen, die zu Hydroxylapatit abbinden, verlauft diese Reaktion
wesentlich schneller ab. Bei a-TCP lasst sich eine heftige Reaktion innerhalb weniger
Sekunden beobachten, beim etwas unreaktiveren B-TCP liuft diese in einem
Zeitraum von 30-60 Sekunden ab. Um klinisch akzeptable Abbindezeiten zu erzielen,
kénnen diesen Zementsystemen Abbindeverzogerer wie Pyrophosphat- oder
Citrationen zugesetzt werden [77]. Bruschit-bildende Zemente sind im Vergleich mit
HA-Zementen weniger belastbar, die Druckfestigkeiten bewegen sich hier in einem
Bereich von 1 bis 60 MPa. Bruschit-Zemente sind thermodynamisch unter
physiologischen Bedingungen (pH = 7,4 mit CaP-Sattigung) léslich und damit
chemisch resorbierbar. Dies unterscheidet sie von Apatit-Zementen, da die
Léslichkeit von Bruschit ein Vielfaches von HA betragt.

2.3.1 Antimikrobielle Calciumphosphate

Derzeitige Forschungen beschéaftigen sich mit dem Versuch, die antimikrobiellen
Eigenschaften der Calciumphosphatzemente zu steigern. Dies gelingt zum einen
durch den Zusatz von Antibiotika zur flissigen Phase der Zemente [78-80], oder es
wird versucht, den antimikrobiellen Effekt der Zemente durch einen bermaRigen
Zusatz von CaO zu steigern [81].

In einer Studie von Yoshiba et al. konnte gezeigt werden, dass a-TCP in Kombination
mit antibakteriellen Substanzen den gleichen Effekt bei direkter Pulpaiiberkappung
hatte wie das als Referenz verwendete Ca(OH),. Es konnten vergleichbare
antientzindliche und antibakterielle Effekte wie beim Ca(OH), erzielt werden,
lediglich die Bildung einer Tertidrdentinbriicke blieb aus [82]. Weitere Studien
zeigten, dass von Calciumphosphaten auf der Basis von Calcium-bis-
dihydrogenphosphat Monohydrat (MCPM) und Calciumoxid ebenfalls ein
antimikrobieller Effekt ausgeht [81, 83]. Mittels der Agardiffusionsmethode konnte bei
diesen Zementsystemen fir ein Ca/P-Verhéltnis = 2 in Bezug auf die verwendeten
Prufkérper eine antibakterielle Wirkung nachgewiesen werden. Diese Aussage lieR
sich fiir alle in dieser Untersuchung getesteten Bakterien- bzw. Pilzstamme treffen.
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Ein antimikrobieller Effekt konnte auch fir Zementsysteme auf der Basis von
Calciumhydrogenphosphat Dihydrat (DCPD) und Calciumoxid nachgewiesen
werden. Die Reaktionsprodukte dieser Reaktion waren eine Mischung aus HA und
CaO, nach Zusatz von Natriumphosphat als flissige Phase. Das Calcium-Phosphat-
Verhéltnis (Ca/P) der Prifkérper wurde in einem Bereich zwischen 1.67 bis 2.75
bestimmt. Auch hier zeigten alle Prifkérper mit einem Ca/P-Verhaltnis > 2 einen
antibakteriellen Effekt in Bezug auf die getesteten Mikroorganismen (L. acidophilus,
E. faecalis, S. hominis, einer Plaque-Mischflora und C. albicans). Die bakterizide
Wirkweise wurde uber die Agardiffusionsmethode bestimmt [84]. Diese Ergebnisse
implizieren einen klinischen Einsatz der Calciumphosphatzemente beispielsweise in
der Endodontie als Wurzelkanalfiillmaterial.
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3. MATERIAL UND METHODE

3.1 Zemente

Die Herstellung der Zemente erfolgte durch Sinterung von Pulvermischungen
entsprechender Stdchiometrie mit anschlieBender mechanischer Aktivierung durch
Kugelmahlung. Die Zusammensetzung der jeweiligen Pulvermischungen ist Tabelle
3.1 zu entnehmen. DCPA wurde von Mallinckrodt-Baker (Griesheim) bezogen, alle
anderen Verbindungen von Merck (Darmstadt).

Die Pulver wurden in 300 ml Isopropanol suspendiert und eine Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde abfiltriert und der Filterkuchen bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet. Die Sinterung erfolgte in Tiegeln aus Aluminiumoxid
bei 1050°C fur 24 Stunden (alkalidotierte CaP) bzw. 1500°C fir 18 Stunden
(Tetracalciumphosphat) mit anschlieBendem Abschrecken des Sinterkuchens. Nach
Abkiihlung wurde dieser mit Mérser und Pistill manuell zerkleinert und in einer
Kaffeemiihle zermahlen. Fraktionen mit einer KorngréRe kleiner als 355 ym wurden
durch Siebung abgetrennt. Die mechanische Aktivierung erfolgte in einer
Planetenkugelmiihle PM400 (Retsch, Haan) mit 500 ml Achatmahlbechnern und 10
mm-Kugeln. Hierzu wurden jeweils 75 g des CaP, 125 ml Ethanol und 200 Kugeln
pro Becher bei einer Geschwindigkeit von 250 U/min fur bis zu 24 Stunden
vermahlen. AnschlieRend wurde das Pulver tber ein Sieb von den Kugeln abgetrennt
und im Vakuum bei 60°C getrocknet [17, 18].

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Pulvermischungen zur Synthese von TTCP und alkalidotierten
CaP

Verbindung CaHPO, CaCO; Na,CO; K,CO3
Cay(PO,4).0 1.00 mol 1.00 mol - -
(TTCP) (136.05g) (100.09g)
CaNaPO, 2.00 mol - 1.00 mol -
(CSP) (272.1g) (100.09g )
CakKPO, 2.00 mol - - 1.00 mol
(CPP) (272.1g) (100.09g )
Ca,KNa(POy), 2.00 mol - 0.50 mol 0.50 mol
(CPSP) (272.1g) (50.45g ) (50.45¢g )
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Als Referenzmaterial diente der Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement Kerr Life® (Kerr,
ltalien), bestehend aus einer Base und einem Katalysator, die im Verhaltnis von 1:1

angemischt werden.

Zusammensetzung
" Kerr Life " Base — Calciumhydroxid, Zinkoxid, Diethyl-p-toluol-sulfonamid
" Kerr Life " Catalyst — Methylsalicylat, Bariumsulfat, Formaldehydharz,
Titanoxid RA 2020, Aerosil R972

Der enthaltene Hauptwirkstoff Calciumhydroxid wirkt gegen ein breites Spektrum von
gram-positiven  Keimen  bakterizid, neutralisiet Kariessauren, regt zur
Tertidgrdentinbildung an und hartet bereits erweichtes Dentin. Er wirkt alkalisch und
besitzt die Fahigkeit, durch die Dentinkanalchen hindurch zur Pulpa zu diffundieren.

Systemische Nebenwirkungen sind nicht bekannt.

3.2 Abbindeeigenschaften alkalischer Calciumphosphat-Zemente

Im Verlauf der Arbeit wurden die Eigenschaften der Calciumphosphate bezuglich der
Abbindezeit, Druckfestigkeit und Phasenzusammensetzung uberprift. Die
Pastenformung erfolgte jeweils mit einer 2.5% Na,HPO,4 Lésung.

Abbindezeit

Die Abbindezeit eines Zementes wurde uber die Penetrationsmethode nach Gilmore
[85] ermittelt. Uber die Penetration der Probenkdrper mit zwei spezifischen
Gilmorenadeln unter einer definierten Krafteinwirkung, wird die Oberflachenfestigkeit
einer hartenden Zementprobe bestimmt. Unterschieden wird die initiale Abbindezeit
(G1 Nadel: Durchmesser 2,117 mm; Gewicht 113,398 g; Zeitintervall 2 Minuten),
entsprechend der Verarbeitungsdauer des Zementes, und die finale Abbindezeit.
Diese wurde nachfolgend durch das periodische Absinken der G2 Nadel
(Durchmesser 1,106 mm; Gewicht 453,592 g; Zeitintervall 5 Minuten) gemessen.

Druckfestigkeit

Fur die Versuchsreihen wurden zur Ermittlung der Druckfestigkeiten der einzelnen
Calciumphosphatzemente zylindrische Probenkérper (12 mm Héhe und 6 mm
Durchmesser) hergestellt. Die gemahlenen Alkaliphosphate und TTCP wurden mit
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2.5% Na;HPO4-Lésung im Pulver-Fussigkeits-Verhaltnis von 2 g/ml miteinander
vermischt. Folgend wurden die Zementmixturen in Edelstahiformen zuerst einem
Druck von 9 MPa fur 5 Sekunden und danach einem Druck von 0,7 MPa fur 2
Stunden ausgesetzt. Die so erhaltenen Probenkérper wurden abschlieRend fir 22 h
in einem Wasserbad bei 37°C ausgelagert. Die Druckfestigkeit der Probenkorper
wurde in einer statischen Universalprifmaschine Zwick 1440 (Fa. Zwick, Ulm) mit
einer konstanten Vortriebskraft von 1 mm/min bis zum Bruch belastet.

Phasenzusammensetzung

Die Rontgendiffraktometrie ermdéglicht die Untersuchung von polykristallinen
Materialien durch die Beugung von Réntgenstrahlung. Die prinzipielle
Funktionsweise der Methode basiert auf der Detektion von konstruktiven
Beugungsereignissen als Funktion des Einstrahlwinkels bei entsprechender
Wellenlénge. Dies wird durch die Interaktion der Réntgenstrahlung mit dem atomaren
Aufbau der Testsubstanz erreicht, und es erméglicht qualitative wie auch quantitative
Aussagen Uber deren Phasenzusammensetzung sowie deren strukturellen und
mikrostrukturellen Eigenschaften. Im Zuge dieser Arbeit wurden die einzelnen
Calciumphosphatverbindungen und ihre Abbindeprodukte réntgendiffraktometrisch
hinsichtlich  ihrer Phasenzusammensetzung charakterisiert. Die  réntgen-
diffraktometrische Untersuchung erfolgte mit einem Diffraktometer D5005 (Fa.
Siemens, Karlsruhe) bei folgenden Parametern:

- Kathodenspannung: 40 kV

- Kathodenstrom: 50 mA

- Winkelbereich 2 Theta: 20 - 40°

- Schrittweite: 0.01°

- Messgeschwindigkeit: 0.1 sec/st

Prifkérperherstellung fiir den Agar-Diffusionstest
Zur Herstellung von Prifkérpern mit 10 mm Durchmesser und 5 mm Hohe kamen
folgende Materialien und Geréte zum Einsatz:

- Silikon [Duplicil SP, Fa. Espe, Deutschland]
- Pipette 1000 pl, Eppendorf, Hamburg
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- digitale Waage, Ablesegenauigkeit f, : 0.01 [Typ Sartorius 4, Fa. Bicerba,
Waagen und Maschinenfabrik, Wiirzburg]
- Warmebad [Fa. Hartenstein GFL, Hannover]

Um Prifkérper von definierter und reproduzierbarer GroBe zu erhalten, wurden
zuerst Formen aus Silikon (Duplicil SP, Fa. Espe, Deutschland) gegossen. Zur
Prifkérperherstellung  wurden die jeweiligen Calciumphosphate mit einer
Natriumphosphatlésung (2.5%-ig) bei einem Pulver-Flussigkeitsverhaltnis von 2:1
angemischt. Fur die 1 bzw. 4 Stunden gemahlenen TTCP Zemente lag das Pulver-
Flussigkeitsverhéltnis bei 3:1, auf 2 g Zement kamen hier 670 ul Natrium-
phosphatlésung (2.5%-ig). Angemischt wurden die Zemente auf einer Glasplatte bei
20°C (1°C) und einer Anmischzeit von 1 Minute mit einem Spatel, hiernach wurde
die pastdse Masse in die Silikonformen eingebracht. Die Probenformen der
verschiedenen Calciumphosphatzemente wurden anschlieRend in einem Wasserbad
[Fa. Hartenstein GFL, Hannover] bei 37°C und 100% Luftfeuchtigkeit fur eine Dauer
von 2 Stunden ausgelagert. Dort harteten die Prifkérper aus, um so eine
ausreichende Festigkeit fir die folgenden Experimente zu erlangen. Nach Entfernung
der Prifkorpertuberstande wurden die Prifkérper aus den Silikonformen entnommen
und fir festgelegte Zeitintervalle im Wasserbad gelagert. Neben den Reinzementen
kamen auch Mischungen aus mechanisch aktiviertem Pulver (24h Mahldauer) mit
kurzzeitig trocken gemahlenem TTCP (200 U/min, 10 min) im Verhaltnis 1:1 zum
Einsatz.

3.3 Bakterienkulturen
Fur die Testreihen wurden folgende Bakterienstamme und eine Pilzart, die alle dem
eigenen Labor entstammen, verwendet:

Streptococcus salivarius

Der Begriff Streptokokken kennzeichnet eine Gruppe grampositiver Bakterien, die zur
Familie der Kokken gehéren. Lichtmikroskopisch erscheinen die Streptokokken in
etwa rund und unbekapselt. Sie sind unbeweglich und lagern sich in Kultur zu Ketten
zusammen. Innerhalb der Bakterienwand weisen alle Streptokokken ein so
genanntes C-Polysaccharid auf, das als Antigen erkannt werden kann und eine
Klassifizierung in Subtypen erméglicht. Uber Hamolysine sind einige Streptokokken
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in der Lage, Erythrozyten auf Blutagarkulturplatten zu lysieren; auch auf dieser
Grundlage konnen sie klassifiziert werden. Auf der Fahigkeit einiger
Streptokokkenstamme in Blutagar Hamolysehofe zu bilden, beruht die einfachste
Einteilung. Dabei unterscheidet man ein unterschiedliches Hamolyse-Verhalten:

ea-Hamolyse (Vergrunung): Auf dem Blutagar sind die Kolonien von einer griinen
Zone umgeben, in der es zu einer unvollstandigen Hamolyse gekommen ist. Es
finden sich noch intakte Erythrozyten.

oB-Hamolyse: Die Kolonien sind von einem groRen, klaren bis gelblichen
Hamolysehof umgeben. In diesem Bereich sind alle Erythrozyten vollstandig
hamolysiert.

ey-Hamolyse: Es besteht keine Hamolyse.

Das fir die Testreihen verwendete Bakterium S. salivarius gehort zur Gruppe der
oralen Streptokokken und lasst sich der a- oder y- Hamolyse zuordnen. [26]

Staphylococcus epidermidis

Staphylokokken gehéren zur Familie der Micrococcaceae, die in der Gruppe der
grampositiven Kokken zusammengefasst werden. Bei den Staphylokokken handelt
es sich um kleine, kugelige bis ovale Zellen, die sich in Haufen bzw. Trauben
anordnen. Sie sind unbeweglich und bilden Katalase. Bei den Staphylokokken
unterscheidet man in koagulasepositive und koagulasenegative Stamme. Die
wichtigsten beim Menschen vorkommenden Vertreter sind S. aureus, S. epidermidis
und S. saprophyticus.

Das fur die Testreihen verwendete Bakterium lasst sich den koagulasenegativen
Staphylokokken (KNS) zuordnen und gehért zur Normalflora von Haut und
Schleimhéuten. KNS sind klassische Opportunisten, die nur bei entsprechender
Disposition Krankheiten verursachen [26].

Plaque-Mundhé6hlen-Mix

Der Plaque-Mundhéhlen-Mix wurde einem Patienten aus der Poliklinik fir
Parodontologie der Klinik fir Zahn-, Mund- und Kieferkrankheiten in Wirzburg
entnommen. Die klassische Plaque eines Patienten mit durchschnittlichem
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Kariesrisiko und fehlender erblicher Disposition fiir parodontologische Erkrankungen

setzt sich aus folgenden Mikroorganismen (Tabelle 3.2) zusammen.

Tabelle 3.2: Kiassifikation der wichtigsten in der menschlichen Plaque vorkommenden
Mikroorganismen [™]

Grampositiv (+) Gramnegativ (-)

fakultativ anaerob anaerob fakultativ anaerob | anaerob

Streptokokkus Peptostreptokokkus | Neisseria Veillonella Kokken
e S. mutans o P. micros

e S. sanguis

e S. salivarius

o S. milleri
Actinomyces Actinomyces Actinobacillus Porphyromonas | Stabchen
® A. viscosus o A israeli e A. comitans o P. gingivales
Lactobacillus Eubacterium Haemophilus Bacteroides

oB. forsythus
Corynebacterium Eikenella

Prevotella
o P. intermedia

Fusobacterium
e F. nucleatum

Diese genannten Bakterien bilden zusammen mit Speiseresten die Plaque, welche
per Definition ein weicher, strukturierter, zaher bakterieller Zahnbelag ist, der mit dem
Wasserspray nicht zu entfernen ist. Diese ist Ausloser fur unterschiedliche
Parodontalerkrankungen und die Zahnkaries [40].

Candida albicans

Bei Candida albicans handelt es sich um einen Sprosspilz der Gattung Candida.
Mindestens 90% der humanen Candida-Infektionen werden durch die C. albicans
hervorgerufen. Bei Gramfarbung erscheint C. albicans als grampositive, kapsellose
Hefe von ovaler bis rundlicher Form mit einem Durchmesser von 5 pm. C. albicans
ist fakultativ pathogen fur den Menschen, sie kommt als Kommensale auf der
Schleimhaut von Menschen vor, erst bei herabgesetzter Resistenz oder gestorter
zellularer Immunitat kommt es zu Infektionen. Zur Differenzierung von anderen Hefen
werden morphologische und biochemische Merkmale herangezogen.
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Die wichtigsten Vertreter der Gattung der Candida [26]:
- C. albicans
- C. parapsilosis
- C. tropicalis
- C. cruzei

3.3.1 Nahrmedienherstellung

Fur die Versuchsreihen wurden die Bakterienkulturen jeweils 24 Stunden vor
Beimpfung der Agarkulturplatten, in dem ihnen entsprechenden Nahrmedium
inokuliert, um so eine ausreichende Menge fur die Experimente zu erhalten.
Aufgrund des exponentiellen Wachstums (Abbildung 3.1) der Bakterienkulturen in der
Né&hrlésung, wurden diese vor jeder beginnenden Testreihe neu inokuliert. Um groRe
Schwankungen beziiglich der Konzentration an Bakterien in dem Nahrmedium zu
verhindern, wurde die Inokulationszeit von 24 Stunden exakt eingehalten.

A
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Abb. 3.1: Normale Wachstumskurve einer Bakterienkultur; A = Lagphase, B =
Beschleunigungsphase, C = exponentielle Phase, D = Verzégerungsphase, E = stationare Phase, F =

Absterbephase, [26]

Folgende Substanzen wurden fir die Herstellung der einzelnen Nahrmedien benutzt.

Thioglykolat — Medium (S. salivarius)
- Fluid Thioglycollate Medium USP/EP [Fa. Becton and Dickinson, USA]

Bei der Herstellung wurden 11,8 g der Grundsubstanz mit 400 ml destilliertem
Wasser in einer Laborflasche 500 ml vermischt. Diese Mischung wurde dann fiir 2
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Stunden auf einem Magnetriithrer [Rh basic 2 IKAMAG, Fa. IKA®, Deutschland] bei
60°C weiter durchgemischt. AbschlieBend wurde das Thioglycolat — Medium bei
134°C autoklaviert. Gelagert wurde das Medium bei Raumtemperatur.

LB — Medium (S. epidermidis / Plaque-Mundhéhlen-Mix)

- Trypton/Pepton Difco™ [Fa. Necton and Dickinson, USA]
- NaCl [Fa. Merck KGaA, Darmstadt]

- Hefeextrakt [Fa. AppliChem, Darmstadt]

Fur 400 ml LB — Medium wurden 2 g Hefeextrakt, 4 g Trypton/Pepton und 2 g NaCl
mit 400 ml destilliertem Wasser gemischt, danach wurde das LB — Medium bei 134°C
autoklaviert. Gelagert wurde das Medium im Kuhlraum bei einer Temperatur von
4°C.

YPD - Medium (C. albicans)

- Pepton/Trypton Difco™ [Fa. Becton and Dickinson, USA]

- Hefeextrakt [Fa. AppliChem, Darmstadt]

- Glucoselésung (20%) — 20 g Glucosemonohydrat auf 100 ml destilliertes Wasser

Fur die Herstellung von 1000 ml YPD - Medium wurden 20 g Pepton/Trypton, 10 g
Hefeextrakt und 900 ml destilliertes Wasser in einer 1000 ml Laborflasche vermischt.
Danach wurden 100 mi Glucoselésung (20%-ig) beigefiigt und alles abschlieRend bei
134°C autoklaviert. Gelagert wurde das Medium bei 4°C im Kithlraum.

Der Vorgang des Autoklavierens wurde genutzt, um méglichst keimfreie Nahrmedien
zu erhalten.

3.3.2 Agarkulturplatten

Agar ist per Definition ein Polysaccharidkomplex, der aus Agarophyten extrahiert
wird. Er besteht aus Agarose, einem Polysaccharid aus D-3,6-Anhydrogalaktose und
L-Galaktose, und dem sulfatiertem Agaropektin. Agar ist durchsichtig, geruchs- und
geschmacksneutral. In heiBem Wasser 15st sich Agar und quillt in kaltem Wasser,
eine 1%-ige Losung bildet ein steifes Gel. Fur die Versuchsreihen wurden drei
unterschiedliche Agarkulturplatten verwendet, da jede Bakterienkultur den fiir sie am
besten geeigneten Nahrboden zum Wachstum benétigt.
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Blutagarkulturplatten

Trypticase™ Soy Agar Il with 5% Sheep Blood [Fa. Becton and Dickinson, USA]
wurde verwendet fur die Streptococcus salivanius-Kultur und den Plaque-
Mundhéhlen-Mix. Bei beiden handelt es sich um hamolysefahige Kokken.

LB - Agar/ YPD — Agar
Die beiden folgenden Agarkulturplatten wurden im Labor selbsttitig gegossen. Dabei
wurden zuerst die Grundsubstanzen fiir die beiden Agarkulturen zusammen mit der

entsprechenden Menge an destilliertem Wasser vermischt.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung fur den LB - und YPD - Agar

LB-Agar (400 ml) YPD-Agar (1000 ml)
Pepton/Trypton 49 209
Hefeextrakt 2g 1049
Agar, granuliert 6g 15g
Glucoseltsung (20%) - 100 ml
NaCl 2g -
Destilliertes Wasser 400 ml 900 ml

Die Zusammensetzung des LB — Agars und des YPD -Agars entspricht der der
gleichnamigen Medien, bis auf die Zugabe von granuliertem Agar, Produkt Difco™
Agar granulated [Fa. Becton and Dickinson, USA]. Nach Vermischen der
angegebenen Bestandteile wurden beide Agarkulturlésungen im Autoklaven bei
134°C autoklaviert, um so die Keimfreiheit zu erreichen. Im Anschluss an diesen
Vorgang kiihiten die Agarkulturlésungen leicht aus und wurden dann unter einer
sterilen Werkbank in sterile Petrischalen (100 mm im Durchmesser) umverteilt. Auf
jede einzelne Schale kamen 20 ml der Agarlésungen. Danach mussten die
Agarkulturplatten fir 12 Stunden aushérten. Nach der Aushartephase wurden die
Agarplatten im Kuhlraum bei 4°C gelagert. Die LB - Agarplatten wurden zum
Wachstum fiir die Staphylokokkus epidermidis-Kultur und die YPD — Agarplatten fur
die Candida albicans-Kultur verwendet.
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3.4 Versuchsdurchfiihrung

3.4.1 Bestimmung der HemmhofgroRe

Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurden die jeweiligen Bakterienkulturen mit ihren
entsprechenden Nahrmedien inokuliert. Dazu wurden jeweils 2 ml der Nahrlésungen
mit 10 pl der entsprechenden Bakterienkultur versetzt. Dieser Arbeitsschritt fand
aufgrund der geforderten Keimfreiheit unter einer sterilen Werkbank statt. Als
Hilfsmittel dienten zwei Eppendorf — Pipetten [Eppendorf, Hamburg], vier
Reagenzglaser fir die angesetzten Kulturen und ein Vortex — Gerat [Genie 2, Fa.
Roth GmbH, Karlsruhe] zum Durchmischen der vorher pipettierten Lésungen.

Tabelle 3.4: Bakterienkulturen mit ihren entsprechenden Medien und Agarkulturplatten

Medium Agartrager
S. salivarius Thioglycolate TSB - Blutagar
S. epidermidis LB LB
C. albicans YPD YPD
Plaque - Mix LB TSB - Blutagar

Die Inokulationszeit fur die Bakterienkulturen betrug 24 Stunden in einem Riittler bei
37°C. Am Folgetag wurden die Agarkulturplatten mit den Baterienkulturen beimpft,
welche vorher noch in einem Verhltnis von 1:4 (S. salivarius, S. epidermidis und der
Plaque-Mix) bzw. 1:8 (C. albicans) mit den Nahrmedien verdiinnt wurden, um so ein
zu schnelles Wachstum auf den Agartragern zu verhindern. Als Hilfsmittel fir die
Beimpfung der Agartrager dienten pl - Pipetten [Eppendorf, Hamburg], eine College-
Pinzette [Fa. Kern, Warzburg] und autoklavierbare Kunststoffkiigelchen, mit einem
Durchmesser von 5 mm. Aus Grinden der Keimfreiheit fand dieser Arbeitsschritt
unter der sterilen Werkbank statt. Es wurden 50 pl der verdiinnten Bakterienkulturen
in die dazugehodrigen Agartrager pipettiert, und zusétzlich wurden 8-10 sterile
Kunststoffkiigelchen dazugegeben. Nach Verschiuss der Agarschalen konnten die
jeweiligen verdiinnten Bakterienlésungen mit Hilfe der Kunststoffkiigelchen durch
vorsichtiges Schwenken der Schalen, gleichmaRig auf den Agarkulturplatten verteilt
werden. Danach wurden die Kunststoffkiigelchen in ein steriles Becherglas
zuriickgegeben. AbschlieBend wurden dann die einzelnen Zementproben mit einer
sterilen Pinzette in die Mitte der Agarplatten gesetzt. Die beimpften Agarkulturen
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wurden in einem geschlossenen Warmeschrank bei einer Temperatur von 37°C

gelagert.

Abb. 3. 2: Versuchsanordnung bei S. salivarius (links) und S. epidermidis (rechts) mit CakPQ, —
Zementprufkdrper einen Tag nach Beimpfung der Agarkulturplatten

Getestet wurde die Wachstumsbeeinflussung der einzelnen Calciumphosphat-
Zemente auf S. salivarius, S. epidermidis, C. albicans (klinische Isolate) und dem
polymikrobiellen Plague-Mundhéhlen-Mix (Isolat aus der menschlichen dentalen
Plaque). Die Hemmhofe wurden nach 1, 2, 3, 6, 7 und 10 Tagen gemessen, um so
mégliche Variationen der HemmhofgréRe tber einen langeren Zeitraum verfolgen zu
kénnen. In jeder Versuchsreihe wurden funf Prifkérper der einzelnen
Calciumphosphat-Zemente und des Calciumhydroxidzementes, welcher als
Referenzprobe benutzt wurde, auf die vier unterschiedlichen Bakterienkulturen
getestet. Aufgrund diverser Faktoren, wie der pH-Wert des Agars, das Agarvolumen
in den Petrischalen, Bakterienkulturkonzentrationen, etc., welche Auswirkungen
haben konnten auf das Bakterienwachstum oder auch auf den Hemmeffekt der
einzelnen Zemente, wurde jede Testreihe in der gleichen Anordnung wiederholt.

Fur die Bestimmung der Hemmhofgréssen wurden die folgenden Calciumphosphat-
Zemente bzw. Calciumhydroxidzement getestet:

- "Kerr Life" Calciumhydroxidzement [Fa. Kerr Dentistry, USA] als Referenzzement

- TTCP, Ca(KNaPOs);, CaKPO, und CaNaPO, jeweils 24 Stunden in Ethanol
gemahlen.
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- TTCP, Ca(KNaPOQg);, CaKPO, und CaNaPO, jeweils 24 Stunden in Ethanol
gemahlen, vermischt mit TTCP 10 min trocken bei 200 U/min gemahlen. Gemischt
wurde im Verhaltnis 1:1 fur 20 s in einer Kaffeemuhle.

- TTCP, bei 250 U/min, jeweils fur 1 Stunde, 4 Stunden und 24 Stunden in Ethanol

nass gemahlen

3.4.2 pH-Wert-Messungen am Prufkérper und im Agar

Die pH-Wert Bestimmung der Prifkérper erfolgte mit Hilfe einer Universal —
Indikatorlésung [Fa. Merck KGaA, Darmstadt]. Diese war in zwei Ausfilhrungen
vorhanden, zum einen fir den Indikationsbereich von pH 4-10 und zum anderen fiir
den Bereich von pH 9-13. Die Versuchsanordnung ist vergleichbar mit der vorher
beschriebenen HemmbhofgréBenbestimmung. Am 1, 2, 3, 6, 7 und 10 Tag, nach
Beimpfen der Agarplatten wurde der pH-Wert durch Betropfen der jeweiligen
Prafkérper mit der Universal — Indikatorlésung, bestimmt. Dies erfolgte anhand der
vorliegenden pH — Farbtafeln, die der Indikatorlésung beilagen. Vergleichend zu den
Prufkdrpern auf den Bakterienkulturen, wurde eine Referenzprobe ohne Kulturen
erstellt, um mogliche Auswirkungen der Bakterienstamme bzw. des Pilzes auf den
pH-Wert der Prifkérper zu kontrollieren.

Die Bestimmung der pH-Werte im Agar erfolgte ohne Beimpfung der Agarplatten mit
Bakterien- bzw. Pilzkulturen. Die Herstellung der Agarplatten erfolgte nach der oben
beschriebenen Methode. Als Hilfsmittel fiir die Bestimmung der pH-Werte im Agar
diente eine Mini-pH-Elektrode mit einem Durchmesser an der Spitze von 660 pm,
Modell ZBE ECAL [Fa. World Precision Instruments (WP!), Berlin). Diese wurde mit
Hilfe eines Verbindungsstiickes (Level Shifting Device) [Fa. World Precision
Instruments (WPI), Berlin] an ein pH-Meter angeschlossen. Die Zementproben
wurden vor dem Versuchsbeginn fir 24 Stunden in einem Warmebad [Fa.
Hartenstein GFL, Hannover] ausgelagert. Nach Eichen der Elektrode in einer sterilen
Kochsalzlésung wurde diese in definierten Absténden zum Priifkérper in den Agar
eingebracht. In Schritten von 1 mm, mit dem Priifkérper als Ausgangspunkt, wurde
der pH-Wert bestimmt. Die Werte konnten tber das angeschlossene pH-Meter
abgelesen werden. Gemessen wurde {iber einen Zeitraum von 24 Stunden, an den
unterschiedlichen Agarbéden (Trypticase™ Soy Agar, LB — Agar, YPD-Agar). Von
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den einzelnen Messwerten wurden jeweils die Mittelwerte gebildet und die
Standardabweichung berechnet.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Abbindeeigenschaften alkalischer Calciumphosphate

Abbindezeit

Die Abbindezeiten der einzelnen Calciumphosphat-Zemente variieren im Bereich
zwischen 5 bis 15 Minuten. Griunde fur die differierenden Abbindezeiten sind
beispielsweise  unterschiedliche  Pulver-/Flissigkeitsverhaltnisse, die  zur
Pastenformung nétig waren oder Anderungen der chemischen Zusammensetzung
der Werkstoffe durch unterschiedlich lange mechanische Aktivierung. Hervorzuheben
ist, dass nur bei den mechanisch aktivierten Calciumphosphaten eine
Abbindereaktion stattgefunden hat, die Rohmaterialien zeigten in Verbindung mit
Wasser oder NaHPO.-Lésung nur ein geringes Abbindeverhalten und keine
nennenswerte Verfestigung der Zementpaste. Durch den Zusatz verschiedener
flissiger Phasen lassen sich die Abbindezeiten beeinflussen, die NaHPO4-Lésung
zeigt klinisch akzeptable Abbindezeiten von 5-6 Minuten (Tabelle 4.1).

Tab. 4.1: Abbindezeiten der Calciumphosphatzemente

. Pulver-/Flussigkeits- Abbindezeit PartikelgroRe D50 [um]
Calciumphosphat-Zemente .
verhéltnis [g/ml] [min]
CaKPO, 20 6 2,45
CaNaPO, 2.0 5 2,72
Cay(K, Na)(POg), 2.0 5 0,80

Druckfestigkeit

Die Druckfestigkeit der Zementmatrices sind in Tabelle 4.2 wiedergegeben und
bewegten sich im Bereich von ca. 5-10 MPa fur die einkomponentigen Zemente.
Hohere Festigkeiten bis ca. 26 MPa wurden fiir Mischungen aus TTCP, 10 min
trocken gemahlen, und Ca;KNaPO,, 24 Stunden nass gemahlen, erhalten. Die
Druckfestigkeiten der einkomponentigen TTCP-Zemente variiert je nach Mahldauer
in einem Bereich zwischen 5.6 und 10.0 MPa [86]. Hierbei nimmt die Druckfestigkeit
der Zemente mit Verlangerung der Mahldauer signifikant (p < 0.001) zu. Die Porositit
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der

TTCP-Zemente

nimmt

aufgrund

Flussigkeitsverhaltnisses stetig zu (Tabelle 4.3).

eines

veranderten

Pulver-

und

Tab. 4.2: Druckfestigkeiten und Pulver-/Flussigkeitsverhaltnisse der Calciumphosphatverbindungen

Verbindung Pulver-/ F'"sg?;ﬁits"e’ha""is Druckfestigkeit [MPa]
TTCP 24h nass gemahlen 2.0 9.76 +/- 1.55
CaKPO,4 24h nass gemahlen 20 4.82 +/-1.33
CaNaPO, 24h nass gemahlen 2.0 7.49 +/-1.28
Ca,KNaPOQ, 24h nass gemahlen 2.0 10.58 +/- 1.55
TLCE o o gt
ConNaPO, 24h nass gemation 33 23.41+1-201
CokNGPO, 24 nass gemahien 33 25.88 +1-1.81

Tab. 4.3: Abbindezeiten, Druckfestigkeiten und relative Porositét fiirr nanokristalline TTCP-Zemente

in Abhéngigkeit von der Mahldauer der einzelnen Zemente

Mahidauer [h] P/L-Verhaltnis Abbinfiezeit Druckfestigkeit Relative
[g/ml] [min] [MPa] Porositat [%]
0 25 - 15 -

1 267 56+26 39 40+1.0

2 2.50 72+16 48 38+0.2

4 2.35 7.5+1.0 55 40+0.5

8 222 85+19 67 40+0.9

12 2.10 10.3+1.4 73 42+0.9

24 2.00 10.0+21 88 45+0.2

Réntgendiffraktometrie

Typische Rontgendiffraktogramme ausgeharteter Zemente aus den alkalidotierten

Calciumphosphaten sind in Abbildung 4.1 wiedergegeben. Die Calciumphosphate

zeigen das typische Beugungsmuster einer Apatitstruktur, vergleichbar mit der von

Hydroxylapatit, mit Beugungsreflexen bei 20 = 25.9° (0 0 2) und zwischen 31.0 —
34.0°[(3-2 1), (2-12), (300), (20 2)]. Weiter lieR sich feststellen, dass nur geringe
Mengen der Ausgangsstoffe ohne Reaktion verblieben.
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Abb. 4.1: Rontgendiffraktogramme von mechanisch aktivierten Zementen aus Calcium-Alkali-
Phosphaten nach 24h Abbindezeit mit 2.5%-iger NaPO,-Lésung bei 37°C.

4.2. Bestimmung der HemmhofgroBen

Die Vermessung der Hemmhéfe wurde mittels eines handelstblichen Lineals [Fa.
Herlitz, Deutschland, Messgenauigkeit: 0,5 mm] durchgefiihrt. Definiert wird der
Hemmbhof Gber die Abmessung vom Priifkérperrand bis zum duRersten erkennbaren
Rand des Hemmhofes.

Abb. 4.2: Bestimmung der HemmhofgréRe anhand von S. epidermidis und
CaKPO4-Zement
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Der erste Ergebnisteil umfasst die Messungen der Hemmhofradien bei den 24
Stunden lang in Ethanol gemahlenen Alkaliphosphaten (Ca(KNaPO,),, CaKPO, und
CaNaPO,), und Tetracalciumphosphat (TTCP, 24 Stunden in Ethanol gemahlen)
sowie dem Calciumhydroxid-Praparat als Referenz. Das Calciumhydroxid wirkt
aufgrund seiner hohen basischen Aktivitat auf die meisten grampositiven Keime
bakterizid. Uber ein zehntigiges Intervall wurde der antibakterielle Effekt der
Calciumphoshate auf die Kulturen von S. saliverius, S. epidermidis, C. albicans und
der Plaque-Mischflora getestet. Beurteilt wurden die GroRBen der Hemmhéfe sowie
die Konstanz des antibaktericllen Effektes. Die in den folgenden Diagrammen
angegebenen Messwerte beziehen sich auf die berechneten Mittelwerte und

Standardabweichungen der gemessenen Absolutwerte.

» Kerr life B
BTTCP

0O Ca(KNaPO4)2
@ CaKPO4

O CaNaPO4

HemmbhofgréRe in mm

Zeitin Tagen d

Abb. 4.3: HemmhofgréRen im Agardiffusionstest verschiedener alkalidotierter CaP-Zemente und
mechanisch aktivierten Tetracalciumphosphats im Vergleich zu Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement fiir
S. salivarius im Verlauf von 10 Tagen

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die mechanisch aktivierten Calciumphosphat-
Zemente reaktiver gegenuber den Bakterienkulturen von S. salivarius, S. epidermidis
und der Plaque-Mischflora verhalten als das Calciumhydroxid-/Salcylat-Préparat
"Kerr Life". Unter den Calciumphosphatzementen wiesen die mit den Alkaliionen
(Na%, K*) substituierten Calciumphosphate eine héhere Reaktivitat gegeniiber den
Bakterienkulturen auf als das mechanisch aktivierte Tetracalciumphosphat.
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Abb. 4.4: HemmhofgroRen im Agardiffusionstest verschiedener alkalidotierter CaP-Zemente und
mechanisch aktivierten Tetracalciumphosphats im Vergleich zu Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement fur
S. epidermidis im Verlauf von 10 Tagen
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Abb. 4.5; HemmbhofgréRen im Agardiffusionstest verscrﬁliedener' alkalidotierter CaP-Zemente und
mechanisch aktivierten Tetracalciumphosphats im Vergleich zu Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement fur
C. albicans im Verlauf von 10 Tagen
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Abb. 4.6: HemmhofgroRen im Agardiffusionstest verschiedener alkalidotierter CaP-Zemente und
mechanisch aktivierten Tetracalciumphosphats im Vergleich zu Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement fur
den Plaque-Mundhoéhlen-Mix im Verlauf von 10 Tagen

Der CaKPOs-Zement zeigte von allen getesteten Zementen die gréRten Hemmhéfe,
und wirkte somit bakterizider als die anderen Zemente. Bei der Hefe C. albicans lie
sich fur den Tetracalciumphosphatzement die geringste Hemmhofausdehnung
beobachten, hier zeigte der Calciumhydroxidzement einen gréReren antibakteriellen
Effekt. Als besonders wirkungsvolle Antimykotika gegeniiber C.albicans stellten sich
die alkalidotierten Calciumphospatzemente CaKPQO,, Ca(KNAPQ,), und CaNaPO,
dar. Insgesamt lieR sich aber beobachten, dass die Hemmhéfe bei der inokulierten
C. albicans im Vergleich zu den Bakterienkulturen einen geringeren Radius
aufwiesen. Dieses korreliert nicht mit dem Sachverhalt, dass die C. albicans-Kultur
vor dem Beimpfen der Agarplatten noch mit dem YPD-N&hrmedium im Verhéltnis 1:8
verdunnt wurde, die Bakterienstamme von S. salivarius, S. epidermidis und der
Plaque-Mischflora mit ihren entsprechenden Medien aber nur im Verhaltnis von 1:4
verdiinnt wurden. Eine Erklarung fur diese Feststellung ist zum einen die mégliche
hohere Resistenz der Pilz-Kultur in Bezug auf die getesteten Calciumhydroxid- bzw.
Calciumphosphatzemente oder auch ein schnelleres Wachstum. Im Verlauf dieser
Versuchsreihe wurde auch die Stabilitit der Hemmhofradien der Zemente bei den

einzelnen Mikroorganismen kritisch beurteilt.
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Abb. 4.7: Stabilitat der HemmbhofgréRen bei S. epidermidis im Verlauf von 10 Tagen, mit A=
Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement, B= TTCP, C= Ca(KNaPOQ,),, D= CaK PO, und E= CaNaPQ,; B-E
wurden 24h mechanisch durch Mahlung in Ethanol aktiviert
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Abb. 4.8: Stabilitst der HemmhofgroRen bei S. salvarius im Verlauf von 10 Tagen, mit A=
Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement, B= TTCP, C= Ca(KNaPO,),, D= CaK PO, und E= CaNaPO,; B-E
wurden 24h mechanisch durch Mahlung in Ethanol aktiviert

Eine generelle Aussage fir alle getesteten Zemente lieB sich nicht treffen, die
Stabilitit der GroBe des Hemmhofes differierte bei den unterschiedlichen
Bakterienspezies und dem Fungus. Beim S. salivarius zeigten zwei der
Calciumphosphat-Zemente (CaKPO,, TTCP) und der Calciumhydroxidzement einen
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stetigen Riickgang im Ausmall der Hemmhofe, das Ca(KNaPQ,), verzeichnete erst
einen geringen Anstieg, fiel dann aber unter den Ausgangswert zuriick. Als
Ausnahme erwies sich CaNaPO,, dieses zeigte liber die Dauer von zehn Tagen
konstante HemmhofgroRen. Diese Konstanz konnte bei S. epidermidis fur fast alle
getesteten Zemente beobachtet werden, tiber den Zeitraum von zehn Tagen lieR
sich nur bei CaNaPO, ein geringer Riickgang beziiglich der GréRe des Hemmbhofes
erkennen. In Verbindung mit C. albicans zeigen die mit Kalium und Natrium
versetzten Calciumphosphatzemente eine relative Konstanz bzw. nur einen
minimalen Rickgang des Hemmhofes, wobei mechanisch aktiviertes
Tetracalciumphosphat und der Calciumhydroxidzement eine kontinuierliche
Abnahme beziiglich der GroRe des Hemmhofes vorweisen.
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Abb. 4.9: Stabilitat der Hemmhofgréssen bei C. albicans im Verlauf von 10 Tagen, mit A=
Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement, B= TTCP, C= Ca(KNaPOy,),, D= CaK PO, und E= CaNaPO,; B-E
wurden 24h mechanisch durch Mahlung in Ethanol aktiviert.

Bei der Plaque-Mischflora lieR sich sowohl fir den Calciumhydroxidzement, als auch
fur die Calciumphosphatzemente eine Verringerung der GroRe der Hemmhofe
beobachten, aufféllig dabei war, dass CaKPO, und Ca(KNaPO,), zunachst einen
geringen Anstieg bis zum dritten Tag verzeichneten, im weiteren Verlauf aber wieder
abnahmen und unter ihre Ausgangswerte fielen.
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Abb. 4.10: Stabilitat der Hemmhofgréssen bei der Plaque-Mischfiora im Verlauf von 10 Tagen, mit A=
Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement, B= TTCP, C= Ca(KNaPOQ,),, D= CaK PO, und E= CaNaPO,; B-E
wurden 24h mechanisch durch Mahlung in Ethanol aktiviert.

Eine Begrindung fir dieses unterschiedliche Verhalten kénnte in der
Wachstumskurve der Bakterien- bzw. Pilzkulturen (vgl. Abbildung 3.1) liegen, oder
aber in der abfallenden pH-Kapazitit der Calciumhydroxid- bzw. Calciumphophat-
Zemente.

4.2.1 Zusatz von gemahlenem TTCP

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die 24 Stunden mechanisch aktivierten
Calciumphosphate (TTCP, CSP, CPP und CPSP) im Verhaltnis von 1:1 mit kurz
gemahlenem TTCP (10 min Mahldauer) versetzt. Ziel war eine Steigerung der
mechanischen Festigkeit durch eine geringere Porositat der Zementmatrix, wie sie in
Kap. 4.1 nachgewiesen werden konnte. Die HemmhofgréBen dieser Zemente im
Agardiffusionstest gegeniiber den getesteten Kulturen von S. salivarius, S.
epidermidis, C. albicans und dem Plaque-Mundhéhlen-Mix sind in den Abbildungen
4.11-4.14 wiedergegeben.
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Abb. 4.11: Verteilung der Hemmhofe im Agardiffusionstest uber einen Zeitraum von 10 Tagen von
Zementmischungen aus TTCP (10 min gemahlen) mit A = TTCP (24h gemahlen), B = Ca(KNaPO,),
(24h gemahlen), C = CaKPO, (24h gemahlen) und D = CaNaPO, (24h gemahlen) gegeniiber S.
salivarius.
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Abb. 4.12: Verteilung der Hemmhofe im Agardiffusionstest tber einen Zeitraum von 10 Tagen von
Zementmischungen aus TTCP (10 min gemahlen) mit A = TTCP (24h gemahlen), B = Ca(KNaPO,),
(24h gemahlen), C = CaKPO, (24h gemahlen) und D = CaNaPO, (24h gemahlen) gegentber S.
epidermidis.
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Abb. 4.13: Verteilung der Hemmhofe im Agardiffusionstest tiber einen Zeitraum von 10 Tagen von
Zementmischungen aus TTCP (10 min gemahlen) mit A = TTCP (24h gemahlen), B = Ca(KNaPO,),
(24h gemahlen), C=CaKPO, (24h gemahlen) und D= CaNaPO, (24h gemahlen) gegeniiber C.
albicans.
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Abb. 4.14: Verteilung der Hemmhofe im Agardiffusionstest tber einen Zeitraum von 10 Tagen von
Zementmischungen aus TTCP (10 min gemahlen) mit A = TTCP (24h gemahlen), B = Ca(KNaPO,),
(24h gemahlen), C = CaKPO, (24h gemahlen) und D = CaNaPO, (24h gemahlen) gegeniber der
Plaque-Mischflora.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich durch den Zusatz von gemahlenem
Tetracalciumphosphat der antimikrobielle Effekt der einzelnen
Calciumorthophosphate in Bezug auf die Bakterienspezies S. salivarius, S.
epidermidis und der Plaque-Mischflora verstérkt hat. Bei der Kombination der beiden
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Tetracalciumphosphate stellte sich kein vergroBernder Effekt ein, im Vergleich zu

den Reinzementen zeigte sich kein Unterschied.

Bei der Pilzkultur C. albicans stellte sich generell kein verstarkter Hemmeffekt ein, ein
Vergleich mit den Reinzementen zeigte hier nur minimale Unterschiede in der
Hemmhofausdehnung. Der Ca(KNaPO,),-Zement weist bei S. salivarius eine
durchschnittliche Zunahme von 3 mm in der Gr6Be des Hemmhofes auf, bei S.
epidermidis betragt diese 4 mm und bei der Plaque-Mischflora 2.5 mm. Der
CaNaPO4-Zement verhalt sich beziiglich der entsprechenden Bakterienkulturen wie
Ca(KNaPO,),. Beim CaKPO4-Zement, der in den Versuchsreihen zuvor die grofiten
Hemmbhéfe aufwies, fiel die Steigerung nach der Zugabe von TTCP deutlich geringer
aus. In Verbindung mit S. salivarius vergroBerte sich der Hemmhof durchschnittlich
um 1.5 mm, bei S. epidermidis um 1 mm. Einzig bei der Plaque-Mischflora zeigte er
vergleichbare Ergebnisse zu den anderen Calciumphosphaten mit einer Steigerung
von 2.5 mm. Die Kombination von TTCP mit den Alkaliphosphaten zeigt somit einen

gréReren antimikrobiellen Effekt im Vergleich zu den Reinzementen.

4.2.2 Variation der Mahldauer bei TTCP
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Abb. 4.15: Ausdehnung der Hemmhafe im Agardiffusionstest bei S. salivarius in Abhangigkeit von der
Mahldauer von mechanisch aktiviertem Tetracalciumphosphat.

In dieser Versuchsreihe wurden die Auswirkungen unterschiedlicher mechanischer
Aktivierung durch Variation in der Mahldauer beim Tetracalciumphosphat auf die
antimikrobiellen Eigenschaften getestet. Das Tetracalciumphosphat wurde hierzu bei
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250 U/min, jeweils fur 1 Stunde, 4 Stunden und 24 Stunden, nass in Ethanol

gemahlen.

6 1
£ 5
£
c 4- —
s —o—TTCP 1h
g3 —a—TTCP 4h
E ) TTCP 24h
z

1

0 . . . . : ,

1 2 3 6 7 10
Zeitin Tagen d

Abb. 4.16: Ausdehnung der Hemmhofe im Agardiffusionstest bei S. epidermidis in Abhangigkeit von
der Mahldauer von mechanisch aktiviertem Tetracalciumphosphat.
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Abb. 4.18: Ausdehnung der Hemmhofe im Agardiffusionstest bei C. albicans in Abhangigkeit von der
Mahldauer von mechanisch aktiviertem Tetracalciumphosphat.
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Abb. 4.19: Ausdehnung der Hemmhofe im Agardiffusionstest bei der Plaque-Mischflora in
Abhéngigkeit von der Mahldauer von mechanisch aktiviertem Tetracalciumphosphat.

Die Testreihen beziglich der unterschiedlich lang gemahlenen Tetracalcium-
phosphatzemente (mechanische Aktivierung) zeigten nicht die erwarteten
Ergebnisse. Anzunehmen war eine Steigerung der biologischen Aktivitat, also eine
Steigerung des Hemmverhaltens auf die Bakterien- bzw. Pilzkulturen mit
zunehmender Mahldauer. Es zeigten sich jedoch relativ ausgeglichene
HemmhofgréRen der unterschiedlich lang gemahlenen Tetracalciumphosphate.

4.3 pH-Werte der Priifkorper und im Agar

Die Ergebnisse zeigen fur die alkalischen Calciumphosphatzemente (CaKPO,,
Caz(K, Na) (PO4)2 und CaNaPO,) wesentlich héhere pH-Werte am Prifkérper als
das Tetracalciumphosphat oder das herkémmliche Calciumhydroxid-Praparat (Kerr
Life). Die pH-Werte am Priifkérper wurden mit Hilfe einer Universal — Indikatorlésung
[Fa. Merck KGaA, Darmstadt] bestimmt. Diese war in zwei Ausfilhrungen vorhanden,
zum einen fiir den Indikationsbereich pH 4-10 und zum anderen firr den Bereich pH
9-13. Bei den Versuchsreihen der pH-Wert-Bestimmung am Priifkérper erfolgte eine
Beimpfung der Agartrager mit den unter Kapitel 3.3 genannten Mikroorganismen. Bei
der pH-Wert-Bestimmung im Agarmedium blieb eine Beimpfung der Agarplatten aus.
Die in der Tendenz héheren pH-Werte bei den Calciumphosphaten zeigte sich bei
allen getesteten Bakterien- und Pilzkulturen.
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Abb. 4.20: pH-Wert-Verlaufskurve am Prifkérper im Agardiffusionstest bei S. salivarius tber einen
Zeitraum von 10 Tagen. Der pH-Wert wurde bestimmt mit einer Universal-Indikatorlésung [Fa. Merck

KGaA, Darmstadt].
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Abp. 4.21: pH-Wert-Verlaufskurve am Prufkérper im Agardiffusionstest bei S. epidermidis tiber einen
Zeitraum von 10 Tagen. Der pH-Wert wurde bestimmt mit einer Universal-Indikatorlésung [Fa. Merck

KGaA, Darmstadt].
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Abb. 4.22: pH-Wert-Verlaufskurve am Prufkérper im Agardiffusionstest bei C. albicans tber einen
Zeitraum von 10 Tagen. Der pH-Wert wurde bestimmt mit einer Universal-Indikatorlésung [Fa. Merck
KGaA, Darmstadt].
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Abb. 4.23: pH-Wert-Verlaufskurve am Priifkérper im Agardiffusionstest bei der Plaque-Mischflora tiber
einen Zeitraum von 10 Tagen. Der pH-Wert wurde bestimmt mit einer Universal-Indikatorlésung [Fa.
Merck KGaA, Darmstadt].

Die héchsten pH-Werte am Priifkérper zeigte der CaKPO,-Zement mit pH 9,3 bis 9,8,
die beiden anderen Alkaliphosphate variierten im Bereich zwischen 9,0 und 9,5. Uber
den Versuchszeitraum von zehn Tagen zeigten die genannten alkalischen
Calciumphosphate auch einen relativ konstanten pH-Verlauf. Diese Ergebnisse
beruhen wahrscheinlich auf der Tatsache, dass die getesteten Alkaliphosphate ein
hoheres alkalisches Potential aufweisen und eher in der der Lage sind lonen
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abzugeben als das Calciumhydroxid. Letzteres weist nur ein geringes
Loslichkeitsprodukt (LP = 8.9 x 10" mol*/®) auf, wodurch nur geringe Mengen an

Hydroxylionen abgegeben werden kénnen, die durch den Agar abgepuffert werden.

Die pH-Wert-Messungen im Agarmedium zeigen ahnliche Ergebnisse wie am
Prufkérper selbst. Auch hier lassen sich mit pH 10,7 die héchsten Werte fur CaKPO,
messen. Die beiden anderen Alkaliphosphate Cay(K,Na)(PO,). und CaNaPO, mit
Werten zwischen pH 10,5 und 9,7 zeigen ebenfalls hohe Ausgangswerte, erreichen
aber nicht den von CaKPO,. Die geringsten Werte wurden fur Ca(OH),-/Salicylat-
Zement gemessen, der durchschnittliche Wert liegt hier bei pH 8,0. Dieses lasst sich
ebenfalls auf das geringere Léslichkeitsprodukt und die damit verbundene geringe
Féhigkeit lonen abzugeben zuriickfihren. Allen Calciumphosphaten gemeinsam war
die stetige Abnahme des pH-Wertes im Verlauf des zehntagigen Messintervalls.
Neben den aligemeinen pH-Wert-Messungen im Agarmedium wurde auch die
Abhéngigkeit des pH-Wertes in Bezug auf die Entfernung zum Priifkérper bestimmt
(Abbildung 4.24).

Die Kurven der einzelnen Alkaliphosphate und des Calciumhydroxids (Ca(OH)y)
verdeutlichen eine kontinuierliche Abnahme des pH-Wertes mit zunehmender
Distanz zum Zementpriifkrper, wobei die drei Alkaliphosphate insgesamt eine
geringere Abnahme des pH-Wertes zeigen, als Ca(OH).. Bei einer Entfernung von
20 mm zum Prifkérperrand fallt die durchschnittliche Abnahme des pH-Wertes bei
den Alkaliphosphaten deutlich geringer aus, als bei Ca(OH),. Fiir die Alkaliphosphate
variiet die  Abnahme zwischen 12 und 15 pH-Einheiten, das
Calciumhydroxidpraparat verliert fast 2 pH-Einheiten auf diese Entfernung.

Die Pufferqualitit des Agarmediums ist wahrscheinlich der Grund fiir diese
Ergebnisse. Die Bestimmung des pH-Minimums, erforderlich fiir einen Hemmeffekt
beziglich des Bakterienwachstums, bei den Alkaliphosphaten, zeigte leicht

abweichende Ergebnisse im Vergleich zu den zuvor gemachten Beobachtungen.
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Abb. 4.24: pH-Werte gemessen im Agar nach einem Tag mit einer pH-Mikroelektrode in Abhéngigkeit

von der Entfernung zum Prifkérper
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5. DISKUSSION

Calciumphosphat-Zemente befinden sich zum Ersatz verloren gegangener
Hartsubstanz im klinischen Einsatz als Knochenersatzwerkstoffe fur den nicht
funktionell kraftbelasteten Bereich. Die hierfur eingesetzten CPC binden
vorzugsweise im nahezu neutralen pH-Bereich von 8-9 Einheiten zu nanokristallinem
Hydroxylapatit ab. Gegenstand dieser Arbeit war die Entwicklung stark basischer
CPC auf Grundlage von Tetracalciumphosphat oder alkalidotierter
Calciumphosphate, um antimikrobielle Zementeigenschaften fir Anwendungen im

dentalen Bereich zu erzeugen.

In bisherigen Arbeiten wurden antimikrobielle Eigenschaften von CPC eingestellt,
indem der Zementmatrix diverse Antibiotika [78-80] oder Calciumhydroxid [81, 83,
84] beigefugt wurden. Die Zugabe von Antibiotika kann hierbei mit nachteiligen
Anderungen der mechanischen Eigenschaften und des Abbindeverhaltens der
Zemente einhergehen [87]. AuBerdem besteht das Risiko der Resistenzentwicklung
der Bakterienstimme, wenn die freigesetzten Antibiotikadosen, die tber einen
bestimmten Zeitraum von den Zementkérpern wieder abgegeben werden, zu gering
sind. Der antimikrobielle Effekt von Calciumhydroxid-haltigen Calciumphosphat-
Zementen basiert dagegen auf dem hohen Ausgangs-pH-Wert wahrend und nach
der Abbindereaktion mit der Abgabe von Hydroxylionen an das umliegende Milieu.
Die antimikrobielle Wirksamkeit der so modifizierten Calciumphosphat-Zemente ist
jedoch beschrénkt und zeigt kaum Unterschiede im Vergleich zu reinem
Calciumhydroxid.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Calciumphosphat-Zemente
mit einem hohen antimikrobiellen Potential, durch Verwendung stark alkalischer
Verbindungen wie Tetracalciumphosphat oder alkalidotierter Calciumphosphate als
Reaktanden erhalten werden kénnen. Alle Verbindungen sind zuganglich durch
Sinterung von Pulvermischungen entsprechender Stdchiometrie, liegen aber
hiernach als hochkristalline Modifikationen mit nur geringer Reaktivitat vor. Eine
Reaktivitatssteigerung war durch lénger andauernde Mahlung méglich, dieser
Vorgang der mechanischen Aktivierung fithrte analog zu anderen Verbindungen,
etwa B-Tricalciumphosphat [18, 88] oder Tetracalciumphophat [19, 89], zur Bildung



5. Diskussion 53

amorpher Doménen im Pulver mit hoher Loslichkeit und Reaktivitat [90], so dass hier

einkomponentige Zemente zuganglich sind.

Die so behandelten Pulver binden hiernach mit einem wassrigen Elektrolyten zu
nanokristallem Apatit mit einer strukturellen Verfestigung der Zementpaste ab. Nach
Driessens et al. [91] wird eine in zwei Schritten verlaufende Abbindereaktion fiir die
alkalidotierten CaPs angenommen: Im ersten Schritt bildet sich eine Alkaliionen
enthaltende Nano-Apatit-Struktur (Gleichung (1)), die fir eine schnelle Aushartung
verantwortlich ist. Im zweiten Schritt wird die Apatitstruktur in einen calciumarmen
Hydroxylapatit (Gleichung (2)) unter Freisetzung basischer Nebenprodukte,
umgewandelt.

5Caz;KNa(PO,); + 2H,0—— 2Cas KoNax(HPO4)(PO4)4(H20) + Na*+ K"+ 20H" 1)

9Cas KzNaz(HPO4)(PO4)4(H20) —_—> 5C89(P04)5(HP04)(0H) + 9(K,Na)zHPO4 +
6(K,Na)sPO, + 4H,0 (2)

Zemente aus mechanisch aktivietem TTCP binden nach Zusatz einer wassrigen
Phase zu nanokristallinem Apatit und Ca(OH), ab, letzteres weist nach fritheren
Untersuchungen einen réntgenamorphen Charakter auf [18]:

3CG4(PO4)20 + 3H20 — Ca10(PO4)5(OH)2 + an(OH)z (3)

Die Abbindezeiten der Calciumphosphate zeigen klinisch akzeptable Werte im
Bereich von 5-6 Minuten nach Zusatz einer Natriumphosphatlésung als fussige
Phase. Dies ist vergleichbar mit den Abbindezeiten von Kklinisch im Einsatz
befindlichen Calciumhydroxidpraparaten [92], die ebenfalls nur wenige Minuten zum
Abbinden bendtigen. Hervorzuheben ist, dass nur bei den mechanisch aktivierten
Calciumphosphaten eine Abbindereaktion stattgefunden hat, die Rohmaterialien
zeigten in Verbindung mit Wasser oder NaHPO,-Losung nur ein geringes
Abbindeverhalten und keine nennenswerte Verfestigung der Zementpaste. Dabei lieR
sich auch der direkte Zusammenhang von Mahldauer und Abbindezeit herausstellen
(siehe Tabelle 4.3). Beim Tetracalciumphosphat verringerten sich die Abbindezeiten
kontinuierlich mit der Steigerung des Mahlintervalls.
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Diese Tendenz lieB sich auch bei den Druckfestigkeiten nachweisen, diese konnten
durch ein verléangertes Mahlintervall gesteigert werden. Eine weitere Verbesserung
der Druckfestigkeiten der Alkaliphosphate konnte durch Zusatz von kurzzeitig
gemahlenem TTCP (10 min) erreicht werden. Dies ist auf die Einstellung einer
biomodalen PartikelgroRenverteilung durch Kombination des grobkérnigen, kurz
gemahlenen Tetracalciumphosphats (ca. 15 pm mittlere PartikelgroRe) mit den
feinkérnigen, langzeitig gemahlenen alkalidotierten Calciumphosphaten zuriickzu-
fuhren. In der bimodalen Verteilung kénnen kleinere Partikel die Liicken einer dichten
Packung groBerer Partikel fullen und zu einer wesentlich héheren Packungsdichte
gegeniber einer monomodalen Partikelverteilung fiilhren. Dies resultiert in einer
geringeren Porositat, die in der Vergangenheit als maRgeblicher Faktor fur die
mechanischen Kennwerte von Calciumphosphat-Zementen erkannt wurde [93]. Im
Vergleich zum Calciumhydroxid zeigen alle Calciumphosphate hohere
Druckfestigkeiten [94].

Die so hergestellten Zemente zeigen im Agardiffusionstest ein hohes antimikrobielles
Potential. Das Testverfahren zur Bestimmung des Hemmpotentials ist eine weit
verbreitete und in der Literatur anerkannte Methode zur Prifung der Wirkung
verschiedener Antiinfektiva oder (Bio-)materialien wie Calciumhydroxid [95, 96]
Calciumphosphat-Zemente [97], Magnesiumoxide [98] oder MgO-ZnO-Komplexe [99]
auf Bakterien- und Pilzkulturen. Die im Zuge dieser Arbeit verwendeten Bakterien-
bzw. Pilzkulturen bildeten eine Auswahl von Erregern, die besonders fiir dentale
(Streptococcus salivarius, Candida albicans, Plagque-Mix [100, 101]) und osteogene,

fremdkorperassoziierte (Staphylococcus epidermidis) Infektionen [102] verantwortlich
sind. Als Fremdkdrper sind dabei Metallplatten und Schrauben bei Osteosynthesen

zu bezeichnen.

Interessanterweise zeigte der in dieser Arbeit als Referenz verwendete
Calciumhydroxidzement nur einen geringen Hemmeffekt bezuglich des
Bakterienwachstums, obwohl er klinisch haufig erfolgreich eingesetzt wird. Dies ist
wahrscheinlich primér auf die schwache Léslichkeit von Calciumhydroxid (LP = 8.9 x
10° mol’/®) zuriickzufiihren, wodurch nur geringe Hydroxylionenkonzentrationen
freigesetzt werden, die zusétzlich durch das Agarmedium abgepuffert werden
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kénnen. Im Vergleich dazu zeigten die mit Alkaliionen substituierten
Calciumphosphate einen weitaus gréReren Hemmeffekt auf das Wachstum der
Bakterien- bzw. Pilzkulturen. Die HemmbhofgroBen fielen dabei um ein vielfaches
groRer aus als bei Ca(OH),, das Verhalten wurde sowohl fiirr einkomponentige
Zemente als auch fir Formulierungen, denen 50 Gew.% TTCP als Fuller zugesetzt
wurde, beobachtet. Die Werte fur mechanisch aktiviertes Tetracalciumphosphat
zeigten hingegen ebenfalls - wenn auch geringer ausgepragt - Zunahmen fir die
Ausdehnung der Hemmhéfe im Vergleich mit Ca(OH),.

Das hohe antimikrobielle Potential der Alkaliphosphat-Zemente lasst sich
zuriickfihren auf die stark basischen Produkte (OH,, PO,*), die wihrend des
Abbindevorgangs gebildet werden. Diese sind weitaus l6slicher als Ca(OH), und
diffundieren somit leichter in das Agarmedium. Dieses bestétigten die pH-Wert-
Messungen im Agarmedium um die Prifkérper. Das antimikrobielle Potential der
einzelnen Alkali- bzw. Calciumphosphate stellte sich in folgender Reihenfolge dar:
CaKPO, > CazK,Na(PO4), > CaNaPO, >> TTCP > Ca(OH),. Des Weiteren war
es abhéngig von der getesteten Bakterien- bzw. Pilzkultur. Dies lasst sich tber die
Fahigkeit einzelner Bakterien- und Pilzstimme erkléren, Veranderungen des pH-
Wertes in ihrer Umgebung unterschiedlich stark zu tolerieren. So sind
Bakterienformen (z. B. Enterococcus faecalis) bekannt, die selbst bei alkalischen
Bedingungen noch ein Wachstum zeigen [103].

Weiterfuhrend stellt sich die Frage nach einem Zusammenhang zwischen der
HemmhofgréRBe und den gemessenen pH-Werten im Randbereich der Hemmhofe.
Hier zeigt sich, dass das antimikrobielle Potential der einzelnen Zemente nicht auf
einen konstanten pH-Wert im Agar schliefen lasst, vielmehr differieren die Werte fiir
die unterschiedlichen Agarmedien und Zemente. Der minimale pH-Wert, der fiir
einen Hemmeffekt des Bakterienwachstums notwendig ist, war ebenfalls
zementabhangig. Beziiglich des pH-Wertes, der als Minimum fiir die Hemmung des
Bakterienwachstums benétigt wird, stellen sich die Alkaliphosphate in umgekehrter
Reihenfolge dar: CaKPO, > Ca,K,Na(PO,), > CaNaPO,. Bei den getesteten
Bakterien- bzw. Pilzkulturen zeigt das Alkaliphosphat CaNaPO, hierbei die
geringsten pH-Werte, die erforderlich sind fiirr eine Hemmung des Bakterien-
wachstums.
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Abb. 5.1: Zusammenhang zwischen der GréRe des Hemmhofes und dem minimalen pH-Wert, der fir
eine Hemmung des Bakterienwachstums erforderlich war.

Die Natriumionen enthaltenden Zemente hatten folglich einen gréReren Einfluss auf
das Wachstum der Bakterien als die mit Kalium substituierten Zemente, selbst bei
niedrigen pH-Werten. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass nicht nur der pH-Wert
alleine fur den Hemmeffekt verantwortlich ist, sondern auch die Art der Alkaliionen,
die in das Agarmedium abgegeben werden. Ausschlaggebend hierfur dirfte die
unterschiedliche GroRe der beiden Alkaliionen sein, die kleineren Natriumionen (d =
1.02 A, My = 23) kénnen im Vergleich zu Kaliumionen (d = 1.38 A, My, = 39) [104]
schneller durch das Agarmedium diffundieren, und erreichen folglich auch frither eine
ausreichende lonenkonzentrationen fir einen Hemmeffekt. Nach Vega et al. [105]
kann der Diffusionskoeffizient von lonen in Agarmedien iiber den Diffusions-
koeffizienten Do in der Lésung, den Volumenanteil ¢°, und die Porengrosse ¢ des
Agarmediums, den lonenradius r; und den Materialparametern a in folgender
Gleichung (4) ermittelt werden:

e (Gs?)

D=Doe ¥ @

Da sich in dieser Arbeit der Volumenanteil und die PorengréRe des Agargels
konstant verhalten haben, kann das Verhaltnis des Diffusionskoeffizienten von
Natrium- und Kaliumionen D“* / D** als proportional rk: / ryas angesehen werden.
Wird ein durchschnittliches Gewicht der Prifkérper von 600 mg angenommen, so
enthélt jeder einzelne Prifkérper ungefihr 3.5 mmol an Natrium- und/oder
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Kaliumionen. Eine volistandige Abgabe der gesamten lonenmenge wiirde zu einer
Konzentration von 220 mmol/l im Agarmedium (d=100mm, h=2mm) fihren, und wére
somit um ein vielfaches hoher als die normalen lonenkonzentrationen im
Korperelektrolyten, die bei 142 pmol/l fir Natriumionen und bei 5 pmol/l fir

Kaliumionen liegen.

Eine gegeniiber Ca(OH),-/Salicylat-Zement ebenfalls erh6hte antimikrobielle Potenz
zeigten die im Rahmen der Arbeit untersuchten mechanisch aktivierten
Tetracalciumphoshat-Zemente. Die Gr6Re der Hemmhafe war hier allerdings mit ca.
3 bis 5 mm geringer als fiir die alkalidotierten Werkstoffe, und wurde bereits nach
kurzer Mahidauer des Werkstoffs von 1 Stunde erreicht. Einzig gegeniiber C.
albicans wurde kein nennenswerter Hemmeffekt beobachtet. Die erhdhte
antimikrobielle Potenz von mechanisch aktiviertem TTCP gegenilber Ca(OH),-
/Salicylat-Zement tiberrascht hierbei, da die antimikrobiell wirksame Komponente ein
durch die Abbindereaktion gebildetes Ca(OH), darstellt. Ortsaufgeléste Messungen
im Agargel zeigten, dass der pH-Wert im Gel um Prifkérper aus MA TTCP mit
Wertem um 7.8 - 8.7 Einheiten deutlich hoher war als im Umfeld von Ca(OH); /
Salicylat Zement mit nur 7.0 - 8.0 Einheiten. Dieser Unterschied diirfte das
unterschiedliche Verhalten beider Zementtypen erklaren; die héheren pH-Werte im
Fall von MA TTCP sind vermutlich auf hohere Loéslichkeit des bei der
Abbindereaktion  gebildeten  Calciumhydroxyids riickfithrbar. In  friheren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um eine
réntgenamorphe Phase handelt [18], und es ist aus der Literatur bekannt, dass
amorphe Werkstoffe oftmals eine héohere Léslichkeit als ihre kristallinen
Modifikationen aufweisen, wie am Beispiel der R-Tricalciumphosphat-Modifikation
gezeigt werden konnte [17].

Die Ergebnisse hinsichtlich der mechanischen und antimikrobiellen Eigenschaften
der Alkaliphosphate implizieren einen Einsatz dieser Werkstoffe im Bereich der
Zahnerhaltung, fir die direkte oder indirekte Uberkappung der Pulpa, als
Unterfullungsmaterial oder als medikamentése Wurzelkanaleinlage. Im Vergleich
zum klinisch erprobten Calciumhydroxid zeigten alle Calciumphosphate bessere
antimikrobielle und mechanische Eigenschaften, welche den Einsatz rechtfertigen

wirden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Im Mittelpunkt der Arbeit stand die Untersuchung der materialwissenschaftlichen und
antimikrobiellen Eigenschaften mechanisch aktivierter Calciumphosphatzemente aus
Tetracalciumphosphat und alkalidotierten Calciumphosphaten. Hierzu wurden iiber
einen Zeitraum von 10 Tagen der Einfluss der Zemente auf das Wachstum von
Bakterienkulturen von S. salivarius, S. epidermidis und einer Plaque-Mischflora sowie
des Sprosspilzes C. albicans im Agardiffusionstest geprift. Als Messparameter
dienten die GroRe der Hemmhoéfe, pH-Wert-Verschiebungen am Priifkérper und im
Agarmedium und die Zusammensetzung der Calcium- bzw. Alkaliphosphate. Als
Referenzprobe wurde ein handelsiblicher und im klinischen Einsatz befindlicher
Calciumhydroxid-/Salicylat-Zement  eingesetzt. Uber das Verfahren der
mechanischen Aktivierung konnte ein definiertes Abbindeverhalten, der einzelnen
Calciumphosphatzemente eingestellt werden. So zeigten die Ausgangsstoffe in
Verbindung mit der Natriumphosphatlésung (Na;HPO,) nur eine unzureichende
Abbindereaktion, wahrend nach langzeitiger Mahlung abbindefahige Zementpasten
erhalten wurden. In der rontgendiffraktometrischen Analyse lieR sich nach
Aushértung bei allen Alkaliphosphaten die typische Apatitstruktur von Hydroxylapatits
nachweisen. Im weiteren Verlauf der Arbeit zeigte sich das hohe antimikrobielle
Potential der Alkaliphosphate im Vergleich zu herkémmlichen
Calciumhydroxidprodukten. Dieser Effekt beruht auf der Freisetzung tertiarer
Alkaliphosphate die als Abbindeprodukt entstehen. Das bessere Loslichkeits-
verhalten der tertiaren Phosphate im Vergleich zu den schwerer Iéslichen
Hydroxylionen des Calciumhydroxids, verstirkt die antimikrobiellen Eigenschaften
der Alkaliphosphate, und fithrt folglich auch zu einem héheren alkalischen Potential
dieser Stoffe. Ebenso zeigten Zemente aus mechanisch aktiviertem
Tetracalciumphosphat eine verbesserte antimikrobielle Wirksamkeit, offenbar durch
die Bildung einer leichter loslichen, amorphen Ca(OH), Phase wahrend der
Abbindereaktion begriindet. Aufgrund der Ergebnisse zeigte sich, dass sich die
Werkstoffe fiir einen Einsatz im Bereich der Zahnerhaltung, fur die direkte oder
indirekte Uberkappung der Pulpa, als Unterfullungsmaterial oder als medikamentose
Wurzelkanaleinlage, eignen. Ziel weiterer Arbeiten misste der Nachweis der
biologischen Vertraglichkeit der Alkaliphosphate gegeniiber eukaryontischen Zellen
sein, um einen spateren klinischen Einsatz zu erméglichen.
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