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1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Von Geburt an wird die Mundho6hle von Bakterien besiedelt, mit Durchbruch der
Zahne bieten sich mit diesen und dem Zahnsulkus neue Flachen zur
Anlagerung. Der menschliche Kdrper besitzt gegen bakterielle Infektionen in der
Mundhdhle eigene Abwehrsysteme, wie Speichel, Sulkusfluid und die
Epithelbarriere der Schleimhaute. Darlber hinaus konnen Zahnpflege und
Erndhrung des Menschen Einfluss auf die Zahngesundheit nehmen. Dennoch
kann es zur Infektion der Zahnhartsubstanz mit Karieserregern sowie zum

Knochenabbau durch Parodontitiserreger kommen.*

Auch auf einer kurz zuvor gereinigten Zahnoberflache bildet sich innerhalb von
kirzester Zeit wieder der initiale orale Biofilm, die so genannte Pellikel, aus,
welcher fir den Zahn einerseits eine protektive, andererseits eine
pathophysiologische Wirkung aufweist. Dieser Biofilm ist Grundlage fur die
bakterielle Besiedlung von exponierten Oberflachen.? Nach heutiger Auffas-
sung handelt es sich bei der Karies um eine Infektionskrankheit. An der
Schmelzoberflaiche des Zahnes sind primar  saureproduzierende
Mikroorganismen, vor allem Streptococcus mutans fur die initiale Karieslasion
verantwortlich. Niedermolekulare Kohlenhydrate aus der Nahrung werden zu
Lactat verstoffwechselt, wodurch es zu einem Abfall des pH-Wertes an der
Zahnoberflache kommt. Hieraus resultiert eine Demineralisation des
Schmelzes, die anhélt, solange Sauren produziert werden. Durch Kalzium und
Phosphat kdnnen an der Oberflache wieder neue Kristalle gebildet werden, die
eine pseudointakte Schicht erzeugen. Der kritische pH-Wert fir den
Zahnschmelz liegt bei 5,2 - 5,7, fur Dentin bei 6,2 - 6,7. Nachdem die Lasion die
Schmelz-Dentin-Grenze erreicht hat, unterscheidet man die Zone der

Demineralisation, der Penetration und der Nekrose.>*

Studien zeigen heute einen deutlichen Rickgang des Kariesbefalls in den
hochindustrialisierten Landern, was beispielsweise durch die vierte Deutsche
Mundgesundheitsstudie (DMS 1V) dargestellt wurde.® Dies ist insbesondere
zurickzufiuhren auf bessere Prophylaxemallnahmen im Kindes- und

Jugendalter. Hier sind vor allem die verbesserte Mundhygiene einschlief3lich
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hauslicher Fluoridanwendung, sowie Gruppenprophylaxe und Fissuren-
versiegelungen mit Kompositen zu erwdhnen.® Auch durch Trinkwasser-
fluoridierung, wie beispielsweise in Australien oder den USA konnte ein
Kariesrickgang erreicht werden. In Landern wie Deutschland oder auch der
Schweiz gibt es keine Fluoridierung des Trinkwassers, weil beflirchtet wurde,
dass eine Uberversorgung stattfinden kénne, da bereits das Speisesalz Fluorid

enthalt.’

Trotz dieser Mallnahmen stellt sowohl die Karies als auch die so genannte
Sekundéarkaries weiterhin ein Problem dar. Die Sekundarkaries, die auch als
,Randspaltkaries“ bezeichnet wird, tritt an den Randern von Zahnflllungen,
Inlays oder Kronen auf. Die Bakterien der Mundhéhle kénnen hier Gber den
Randspalt zwischen Zahnhartsubstanz und Restauration eindringen. Bakterien,
die bei der Praparation der Zahnhartsubstanz am Boden der Kavitat und somit
unterhalb der Restauration oder Fullung verblieben sind, konnen ebenfalls zu
Karies in Form eines so genannten Kariesrezidivs fuihren. Dieses gleicht in
seiner Atiologie weitgehend der primaren Karies, ist aber schwieriger zu
diagnostizieren.®? Um nach der Entfernung von kariéser Zahnhartsubstanz die
entstandene Kavitat zu fullen, werden unter anderem Komposite und Amalgam
benutzt. Amalgamfillungen, die gegenwartig Bestandteil der Leistungen der
gesetzlichen Krankenkassen als Fullungswerkstoff im Seitenzahngebiet sind,
werden von einigen Patienten abgelehnt. Dies geschient zum einen aus
asthetischen Grinden, zum anderen aus Angst vor eventuellen Allergien oder

Unvertraglichkeiten.*®

Bereits seit 1945 wurden Polymethylmethacrylate in der Zahnmedizin als
Fullungswerkstoffe anstelle von Silikatzementen eingesetzt. Im Jahre 1962
gelang es Bowen, das erste klinisch brauchbare Komposit herzustellen.** Unter
Kompositen versteht man in der konservierenden Zahnheilkunde zahnfarbene
und plastische Fullungsmaterialien, die in die Kavitat eingebracht werden.
Ebenso gehdrt zu den Ublichen Anwendungsgebieten die Herstellung von Inlays
aus Komposit im direkten oder indirekten Verfahren, wobei hier in die Fillung
dem Inlay aufgrund substanzschonender Praparation und geringerer Kosten

vorzuziehen ist.*?> Komposite setzten sich nach und nach gegeniiber anderen
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Materialien durch. Als Vorteile zeigten sich die geringere Léslichkeit, bessere
Farbstabilitat, leichtere Handhabbarkeit und gute Polierbarkeit. Zu den
Nachteilen zéhlen die hohe Polymerisationsschrumpfung, die starke Abrasion

und der groRe Ausdehnungskoeffizient.*?

Ein Komposit besteht grundsétzlich aus einer organischen und einer
anorganischen Komponente, die durch eine weitere Komponente verbunden
werden. Hierzu bendtigt man bifunktionelle Silane, die sich chemisch mit dem
Fuller verbinden und Uber den hydrophoben Molekilteil in die Polymermatrix
eingebunden werden. Die organische Komponente oder Matrix wiederum
besteht aus Dimethacrylat-Monomeren, wie Bis-GMA (Bisphenyl-A-Glycidyl-
Dimethacrylat), Co-Monomeren, wie dem Verdunnungsmittel TEGDMA
(Triethylenglycol-dimethacrylat) und verschiedenen Additiva, wie zum Beispiel
Initiatoren, Inhibitoren und Photostabilisatoren. Eine typische
Zusammensetzung besteht aus 75 Masse-% Bis-GMA und 25 Masse-%
TEGDMA.* Die anorganische Komponente bildet den Fiillstoff des Komposits,
nach der auch die bekannteste Klassifikation erfolgt: Makrofillerkomposite,
homogene oder inhomogene Mikrofullerkomposite und Hybridkomposite.
Konventionelle Komposite enthalten Makrofiller in einem GréRenbereich
zwischen 1 und 100 pm aus Quarz, Glas oder Keramik. Sie gelten als nicht
polierbar, da es zum Herausbrechen der Fullkérper aus der Matrix und einer
Aufrauung einer zuvor polierten Oberflaiche kommt wund somit zur
Plagueanlagerung fuhren kann. Modernere Komposite hingegen enthalten
Mikrofuller mit einer Grof3e unter 1 um aus feinstteiligen SiO,-Partikeln, um die
Abrasionsfestigkeit Zu steigern. Inhomogene Mikrofillerkomposite
unterscheiden sich von den homogenen dadurch, dass ihnen splitterfémige,
beziehungsweise kugelférmige Vorpolymerisate oder Fillkérperagglomerate
zugesetzt sind, um einen akzeptablen Fullergehalt zu erhalten.
Hybridkomposite wurden entwickelt, um die guten mechanischen Eigenschaften
der Makrofullerkomposite mit den guten Abrasionseigenschaften der
Mikrofullerkomposite zu kombinieren. Von Feinstpartikelhybridkompositen
spricht man, wenn die Makrofuller einen Durchmesser von unter 1,5 um haben.

Weiterhin kommen Fullkérper im Nanometerbereich bei den sogenannten
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Nanofiillerkompositen zum Einsatz.'® Komposite werden uber die so genannte
Saureatztechnik in die Kavitat eingebracht. Im Allgemeinen wird fur die
Schmelzkonditionierung 30 - 40%ige Orthophosphorsaure (H3PO,4) verwendet,
die Uber einen Zeitraum von 30 - 60 Sekunden einwirkt. Danach muss der
angeatzte Schmelz mit Wasser entfernt und die Kavitat getrocknet werden. Nun
muss der konditionierte Schmelz mit dem Komposit verbunden werden, was
Uber unterschiedliche Haftvermittler-Systeme, wie beispielsweise mittels Primer
(hydrophiles Monomer) und Bonding (niedrigviskdses Komposit) erfolgen kann.
Diese kénnen in die so genannten ,Tags“ der Zahnhartsubstanz eindringen und
sorgen durch die Sauerstoffinhibition an der Oberflache fur die chemische
Verbindung mit dem Fullungskunststoff. Die Aushéartung kann entweder
chemisch oder Uber Lichthartung erfolgen. Es wird hier schichtweise
vorgegangen, um die Polymerisationsschrumpfung zumindest teilweise zu
kompensieren. Diese liegt bei modernen Kompositen zwischen 1,7 und 6 Vol.%
und bedingt Spannungen im Material und Randspaltbildungen.’® Ziele der
Weiterentwicklung von  Kompositen sind  verbesserte  mechanische
Eigenschaften, reduzierte Polymerisationsschrumpfung und Umsatzraten,
geringere Wasseraufnahme und Loslichkeit. Auch wird nach weiteren
Méglichkeiten der antimikrobiellen Wirkungen gesucht.*

Bei der Entwicklung eines antimikrobiell wirksamen dentalen Werkstoffes
wurden bislang drei Wege beschritten. Die Wirkung kann mittels eines léslichen
Bestandteils, wie beispielsweise Fluorid erfolgen, der wieder freigesetzt wird.*’
Eine andere Methode zielt darauf ab, einen antibakteriell wirksamen Bestandteil
in den Werkstoff zu integrieren. Hier wiederum gibt es die Mdglichkeit, dies tUber
die organische Komponente, wie beispielsweise MDPB (Methacrylyloxydodecyl-
pyridinbromid), oder den Fullkdrper, wie beispielsweise an SiO, gebundene
Silberionen, zu erreichen.’®%2° Als dritte Moglichkeit wird eine Veranderung
der Oberflachenbeschaffenheit von Fullungswerkstoffen gesehen, die so

modifiziert wird, dass eine Bakterienadhasion erschwert wird.??
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Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, ein antimikrobiell wirksames
Komposit herzustellen, indem Caliciumalkaliphosphate als Fullstoffe in die
organische Matrix eingebracht wurde. Es wurden mechanisch aktiviertes
Calciumnatriumphosphat (CaNaPQO,), Calciumkaliumphosphat (CaKPO,) und
Calciumkaliumnatriumphosphat (Ca;KNa(PO,),) als Fullstoffe verwendet, bei
denen in einer mineralischen Zementmatrix zuvor bereits antimikrobielle
Eigenschaften aufgrund der stark alkalisch verlaufenden Abbindereaktion
nachgewiesen werden konnten.?? Als organische Matrices wurden in
Vorversuchen zunachst radikalisch zu Polymethylmethacrylat (PMMA)
polymerisierendes Methylmethacrylat (MMA) verwendet, wahrend in
weiterfihrenden Versuchsreihen lichthartende Komposite aus Bis-GMA und
TEGDMA eingesetzt wurden. Die neu entwickelten Werkstoffe wurden im
Anschluf3 auf die antimikrobiellen Eigenschaften und ihre Eignung als dentales
Komposit geprift. Zur Testung der antibakteriellen Eigenschaften wurden die
Prufkorper mit Bakterien beimpft. Die Auswahl der untersuchten Keime erfolgte
zunéachst breitgefachert, da der Werkstoff prinzipiell auf seine antibakteriellen
Eigenschaften, nicht nur auf den Bereich der Zahnerhaltung beschrankt,
getestet werden sollte. Die Prufkorper wurden mit Klebsiella pneumoniae,
Staphyloccoccus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptoccous salivarius,
Streptococcus mutans und einem Plaguemix, der exemplarisch am Patienten
entnommen wurde, getestet und die antimikrobielle Wirksamkeit durch den in

vorangegangenen Studien %

etablierten WST-1 Test quantifiziert. Weitere
Untersuchungen sollten andere Eigenschaften des neu entwickelten
Werkstoffes aufzeigen: pH-Wert im umgebenden Milieu, Konversionsrate,
Biegefestigkeit, Rontgenopazitat sowie De- und Remineralisationsfahigkeit im

Kontakt mit physiologischen Modellelektrolyten.
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2. KENNTNISSTAND

2.1 Bakterien in der Mundhohle

Die Mundhoéhle ist mit mindestens 6 Millionen Bakterien und Uber 700
Bakterienarten besiedelt.”* In folgender Tabelle sind die wichtigsten
Krankheitsbilder der Mundhodhle und die indirekt oder direkt beteiligten

Bakterienstamme dargestellt (Tabelle 1).%>%

Auch auf einer zuvor gereinigten Zahnoberflache bildet sich in kurzer Zeit
wieder die so genannte Pellikel aus, welche fir den Zahn einerseits eine
schitzende, andererseits eine schadigende Wirkung aufweist. Sie gilt als
Grundlage far bakterielle Besiedlung von Zahnoberflachen.?’
Die Pellikel bildet sich in der ersten Phase, die nur wenige Sekunden dauert,
durch die spontane Adsorption von Speichelproteinen aus. Dies wird darauf
zurlckgefuhrt, dass an der Schmelzoberflache positiv geladene Calciumionen
befinden, zu denen die sogenannte Vorlauferproteine Statherin, Histatin und die
prolinreichen Proteine aus dem Speichel eine hohe Affinitat aufweisen und sich
anhaften. Es resultiert ein lonenaustausch dieser Proteine mit den
Phosphationen des Schmelzes und es kommt zur Bildung von Calciumbricken
zu den Proteinen. Es werden auch Muzine, Amylase, Cystatine, Lysozym,
Carboanhydrasen, Lactoferrin und bakterielle Glycosyltransferasen in die
Pellikel aufgenommen.??® Neben der ionischen Bindung zu Ca?' spielen
weiterhin hydrophobe Wechselwirkungen und Van- der- Waals-Kréafte bei der
Anhaftung eine Rolle.?® Nach der ersten Phase der Pellikelbildung folgt die
langer andauernde Phase der kontinuierlichen Adsorption von Biomolekulen.
Proteine und Mikroorganismen konkurrieren hierbei um die Oberflache. In
dieser Phase fehlen extrazellulare Matrix und dreidimensionale Strukturierung.
Pionierkeime lagern sich unspezifisch und reversibel an die Zahnoberflache an,
an der Pellikel hingegen entstehen spezifische, irreversible Bindungen, die tGber
die Fimbrien einiger Bakterien zustande kommen. Bei fortschreitender Reifung
zur Plaque entsteht extrazellulare Matrix, die als typische Eigenschaften eines

bakteriellen Biofilms anzusehen ist.2*°
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Ubersicht tiber orale Krankheitsbilder und indirekt oder direkt beteiligte Bakterienstamme

Krankheitsbild

Beteiligte Bakterienstdmme

Karies

Streptococcus mutans, Lactobacillus spp,
Actinomyces viscosus

Parodontale Erkrankungen,
Chronische Gingivitis

Streptococcus sanguis, Streptococcus milleri,
Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii,
Prevotella intermedia, Capnocytophaga spp,
Fusobacterium nucleatum, Veillonella spp

Chronische Parodontitis

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Selenomonas spp, Capnocytophaga spp, Spirochaetes

Aggressive Parodontitis

Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Capnocytophaga spp, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia

Nekrotisierende, ulzeriernede Gingivitis

Fusobacterium nucleatum, Treponema spp

Dentoalveolare Infektionen, Abszesse

Prevotella spp, Porphyromonas gingivalis
Fusobacterium nucleatum,, Streptococcus milleri

Angina ludovici (Mundbodenphlegmone)

Porphyromonas spp, Prevotella spp,
Fusobacterium spp, Streptococcus spp

Parodontaler Abszess

Porphyromonas spp, Prevotella spp,
Fusobacterium spp, Streptococcus spp,
Capnocytophaga spp, Actinomyces spp

Osteomyelitis

Tannerella spp, Porphyromonas spp,
Prevotella spp, Enterobacteria

Actinomykosis

Actinomyces israelii, Actinomyces bovis,
Actinomyces naeslundii,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Speicheldriseninfektionen, Parotisabszess

Alpha haemolytic streptococci, Staphylococcus aureus

Tabelle 1 Ubersicht tiber die typischen oralen Krankheitsbilder und die daran

beteiligten Bakterienstamme

25,26

Fur die antimikrobiellen Tests dieser experimentellen Arbeit wurden, wie bereits

erwahnt, verschiedenste Bakterienarten verwendet, die nicht alle im Bereich der

Zahnheilkunde von grof3er Bedeutung sind. Grund hierfir war, dass die
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antimikrobielle Wirksamkeit der Calciumalkaliphosphate, die bereits in
Versuchen mit Calciumalkaliphosphatzementen bestatigt wurde,?* in polymeren
Biomaterialien zuerst generell getestet werden sollte. Verwendet wurden
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus salivarius und Streptococcus mutans. Zusétzlich wurde ein
Plaguemix verwendet, der einer vom Patienten entnommenen Probe

entstammt, und dessen genaue Zusammensetzung nicht bekannt ist.

Die Bakterienart Klebsiella pneumoniae verursacht beispielsweise Infektionen
der Atemwege oder Harnwege. Durch Bildung einer [3-Lactamase konnen sie
Resistenzen gegen einige Antibiotika, wie zum Beispiel Carbapenemene,
entwickeln.®* Staphylococcus aureus gehért zu den wichtigsten Erregern
nosokomialer Infektionen und kann beispielsweise Infektionen der Haut und
Schleimhaute, wie Abszesse (siehe auch Tabelle 1) oder eine bakterielle
Endokarditis bedingen. Auch hier haben sich Resistenzen gegen 3-Lactam- und
andere Antibiotika gebildet.** Die Bezeichnung MRSA bedeutet Methicillin-
resistenter Staphylococcus aureus oder auch multi-resistenter Staphylococcus
aureus. Staphylococcus epidermidis besiedelt Haut und Schleimhaute, kann zu
Infektionen an Kathetern oder Endoprothesen fihren und besitzt ebenfalls
Antibiotikaresistenzen.*®*  Sowohl  Streptococcus salivarius als  auch
Streptococcus mutans sind in der Mundhgdhle vorzufinden und gehdren zu den
kariogenen Bakterien (siehe auch Tabelle 1), wobei man Streptococcus mutans

als hauptsachlichen Karieserreger einstuft.*

2.2 Antimikrobiell wirksame Substanzen in der Zahnheilkunde

Unter einer antimikrobiellen Substanz versteht man im Allgemeinen einen Stoff,
der die Vermehrungsfahigkeit oder Infektiositat von Mikroorganismen reduziert,
sie abtbtet oder inaktiviert. Im Bereich der Medizin und der Zahnheilkunde
werden vielfach antimikrobielle Werkstoffe genutzt, um Infektionen zu
vermeiden. Im Rahmen dieser Arbeit soll jedoch nicht detailliert auf diesen
Themenbereich eingegangen werden, sondern nur gangige Werkstoffe im

Bereich der Zahnheilkunde dargestellt werden. Antimikrobiell wirksame
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Substanzen kommen hier zum Beispiel in Medikamenten zum Einsatz:
Antibiotika richten sich dabei gegen Bakterien, Antimykotika gegen Pilze und
Hefen und Antiparasitika gegen Parasiten. Daneben zahlen auch Substanzen
als antimikrobiell, die nicht der direkten Therapie dienen, sondern auch alle

Desinfektionsmittel, die zusatzlich auch Viren inaktivieren kénnen.3*

Relativ  héufig werden in Zahnheilkunde Antibiotika eingesetzt.
Antibiotikagruppen  werden  nach  Wirkungsweisen und  Angriffsort
unterschieden. Sie wirken auf folgende Arten: bakteriostatisch (Hemmung des
Wachstums und der Vermehrung des Bakteriums), bakterizid (Abtdtung des
Bakteriums) oder bakteriolytisch (Zellwandauflosung des Bakteriums).
Weiterhin unterscheidet sich ihr Wirkungsspektrum, so sind einige Antibiotika
sowohl gegen grampositive als auch gramnegative Bakterien gleichsam
wirksam, andere wiederum nur spezifisch. Zu den Problemen der
Antibiotikatherapie gehort unter anderem die Resistenz einiger Bakterien.
Darunter versteht man eine erworbene Widerstandsfahigkeit gegen ein
Antibiotikum. Besteht eine Resistenz, fuhrt die Antibiotikatherapie bei der
Behandlung nicht  mehr  zum Bakterienabsterben ~ oder  einer
Wachstumshemmung.®> Im Rahmen dieser Arbeit soll eine Tabelle der
Ubersicht ber die Antibiotika und ihre Wirksamkeit gegen verschiedene

Bakterienstamme dienen (Tabelle 2).

Im Bereich der Parodontologie gehdren Antibiotika zusammen mit der sub- und
supragingivalen Zahnreinigung zur Therapie einer aggressiven Parodontitis
oder einer schwere chronische Parodontitis.***” Typische Bakterienstamme, die
hieran beteiligt sind, sind Tabelle 1 zu entnehmen. Die alleinige Therapie durch
Antibiotika ist nur eingeschrankt wirksam, da sie die Biofilmstruktur an den
Zahnoberflachen nur schwer durchdringen kénnen.® Die Auswahl des
geeigneten Antibiotikums sollte durch eine mikrobiologische Analyse der
subgingivalen Plaque ermittelt werden.*® Der sogenannte van Winkelhoff-
Cocktail, der die Antibiotika Metronidazol und Amoxicillin enthalt, wird bereits

seit 1989 zur Therapie verwendet.*
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Haufiger kommen Antibiotika allerdings im Bereich der Chirurgie zum Einsatz.
Die Therapie von dentogenen, pyogenen Infektionen, zu denen die apikale
Parodontitis, Perikoronitis, der dentogene Abszess und die posttraumatische
Infektion gehdren, erfolgt chirurgisch, kann aber gegebenenfalls durch
Antibiotikatherapie unterstutzt werden, wenn die Gefahr der Reinfektion oder
des Ubergreifens auf benachbarte Strukturen besteht.*>  Auch werden einem
Patienten mit bestehendem Endokarditisrisiko vor einem chirurgischen Eingriff

zur Prophylaxe einer Bakteriamie Penicillin oder Licosamide verabreicht.*?

Angriffsorte Wirkung Beispiele
Aminoglycoside Proteinsynthese gramnegativ, bakterizid Streptomycin
Cephalosporine Zellwandsynthese | breites Spektrum, Cefotaxim
(b-Lactam) bakterizid
Glykopeptide Zellwand grampositiv, bakterizid Vancomycin
Gyrasehemmer DNA-Gyrase grampositiv, bakterizid Rifampicin
Licosamide Proteinsynthese grampositiv, Clindamycin
bakteriostatisch
Makrolide (Polyketid) | Proteinsynthese grampositiv, Erythromycin
bakteriostatisch
Penicilline (b-Lactam) | Zellwandsynthese | grampositiv, bakterizid Amoxicillin
Polymyxine Zellmembran Bakteriostatisch Colistin
(Polypeptid)
Sulfonamide Folsauresynthese | breites Spektrum, Cotrimoxazol
bakterizid/bakteriostatisch
Tetracycline Proteinsynthese breites Spektrum, Doxycyclin
(Polyketid) bakteriostatisch

Tabelle 2 Ubersicht Uiber die Antibiotika, ihre Angriffsorte, Wirkung und Beispiele a3

Neben diesen praktischen Anwendungsgebieten, gibt es auch Forschungen,

deren Ansatz beispielsweise eine antibiotische Beschichtung von

Knochenersatzmaterialien und Implantaten vorsieht. Diese antibakteriellen
Beschichtungen sollen sowohl als Schutz gegen bakteriellen Befall als auch der
Einleitung einer lokalen Antibiotikatherapie dienen.** Weiterhin belegen friihere

Studien, dass die Entwicklung eines Antibiotikums gegen die Karies
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verursachenden Bakterien aufgrund der fehlenden Zugénglichkeit zum Biofilm
und der karibsen Zahnhartsubstanz keinen Erfolg zeigte.”> In neueren
Forschungsansatzen wurde ein Antibiotikum entwickelt, das Uber einen
Mechanismus, der als STAMP (specifically targeted antimicrobial peptides)
bezeichnet wird, in den Biofilm eindringen und selektiv Streptococcus mutans-
Bakterien abtdten kann.** Eine weitere Veréffentlichung bestatigt die
Wirksamkeit in einer Mundspillésung in vivo. Weitere klinische Studien, die die

Anwendbarkeit dieser Methode zeigen kénnten, sollen folgen.*’

In der Vergangenheit wurde zudem Forschungen im Bereich der Impfung gegen
Streptococcus mutans und somit gegen den wahrscheinlichen Haupterreger der
Karies, der meist von Eltern auf ihre Kindern tbertragen wird, unternommen.
Erfolge der Impftherapie gegen Karies wurden in Tierversuchen sowohl bei der
aktiven als auch bei der passiven Immunisierung durch die Injektion von
Streptococcus mutans-Bakterienzellen erzielt. Probleme ergaben sich allerdings
bei der Ubertragung auf den menschlichen Kérper. Es traten Kreuzreaktionen
auf, die als Folge der Bildung von Serumantikérpern gegen das
Herzmuskelgewebe nach intramuskuléarer Injektion von Streptococcus mutans-

Bakterienzellen eintraten.*®4°

Liegt bereits eine Karies an der Zahnhartsubstanz vor, muss diese exkaviert
werden und eine Fullung der entstandenen Kavitat erfolgen. Hier wird bereits
beim Legen darauf geachtet, die Bakterienzahl so gering wie mdglich zu halten,
bestenfalls erfolgt die Behandlung unter Kofferdam.®*® Zur Reduktion der
Bakterien nach Kariesexkavation tragt die Kavitatenreinigung bei,
beispielsweise durch Chlorhexidinglukonat (CHX 0,2%). Im Rahmen einer
Wourzelkanalbehandlung, bei der das Pulpagewebe eines Zahnes nicht mehr zu
erhalten ist, kommen zahlreiche antimikrobiell wirksame Substanzen zum
Einsatz. Eine Aufbereitung der Kanale erfolgt mittels Instrumenten und
Spulungen, um sowohl Dentinspdne zu entfernen als auch zur Desinfektion
sowie Entfernung des Smear Layers. Spullésungen kodnnen beispielsweise
Chlorhexidinglukonat (CHX), Natriumhypochlorid (NaOCl) oder
Wasserstoffperoxid (H,O;) sein. Zu den medikamenttsen Einlagen zwischen

den einzelnen Sitzungen einer Wurzelkanalbehandlung sind Ledermix (Cortison
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und Antibiotikum) oder Ca(OH), zu z&hlen.®* Auch Ultraschallaktivierung oder
Laserstrahlen sollen zur Bakterienreduktion im Wurzelkanal beitragen.>?

2.3 Etablierte antimikrobiell wirksame Fullungsmaterialien

Besonders Glasionomerzemente erfillen sowohl die Anforderungen an einen
antimikrobiellen Schutz vor Kariesbakterien als auch an die Biokompatibilitat.
Das Pulver weist 80-90 Masseprozent an Glaspartikeln aus einem
Calciumaluminatglas auf, dem weitere Zusatze beigemengt werden. Die
flissige Phase wiederum besteht grof3tenteils aus Polyacrylsaure. Sie erweisen
sich auch nach dem Aushéarten als dauerhaft wirksam. Die Wirkung beruht auf
der Freisetzung von Fluoriden (siehe 2.4). Problematisch sind allerdings
Werkstoffeigenschaften bei Kaubelastung sowie Verarbeitungsprobleme.
Deshalb wird versucht, Komposite oder Haftvermittler herzustellen, die

ebenfalls antimikrobielle Eigenschaften aufweisen.>***

Zinkoxidphosphat-Zemente finden meist Anwendung beim Zementieren von
Kronen- und Brickenversorgungen oder als Unterflllungszement. Das
Zementpulver besteht zu 80-90 Gewichtsprozent aus Zinkoxid und Zusétzen
wie Magnesiumoxid, Siliziumoxid und Calciumfluorid. Zum Anmischen des
Zements  bendtigt man  weiterhin  eine  wassrige LOsung von
Orthophosphorséaure. Durch weitere Zusatze von Aluminium und Zink wird die
Reaktionsgeschwindigkeit herabgesetzt. Die antimikrobielle Wirkung ist auf das
Zinkoxid zurtickzufihren. Eine Studie zeigte, dass Zinkoxidphosphatzement die
grof3te antibakterielle Wirkung von verschiedenen getesteten Dentalzementen

in Bezug auf Streptococcus mutans aufwies.>>°

Zinkoxid-Eugenol ist etabliert als Bestandteil einiger zahnarztlicher Werkstoffe
wie Zementen oder provisorischen Fillungsmaterialien. Die antibakterielle

Wirkung lasst allerdings nach einigen Tagen wieder nach.>"*®

Calciumhydroxid (Ca(OH),) findet im zahnmedizinischen Bereich haufig
Anwendung, um eine Alkalisierung des praparierten Dentins zu erreichen. Es
dissoziiert in geringem MalRe und wirkt alkalisch. Somit kommt ein

antimikrobieller Effekt zustande, der jedoch mit Austrocknung verloren geht. Die
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Darreichungsformen sind vor allem Pasten, Zemente und Liner, die an
pulpanahen Stellen einer Kavitat im Sinne einer indirekten Uberkappung oder
auch zum Zwecke einer direkten Uberkappung nach Pulpeneréffnung im
kariesfreien Dentin  eingebracht werden kodnnen. Sie regen die
Tertidrdentinbildung, das so genannte Bridging an. Als alleinige Unterfullung,
beispielsweise unter Amalgam, eignet sich Calciumhydroxid nicht, es muss von
einem druck- und saurefesten Material Uberdeckt werden. Weiterhin wird
Calciumhydroxid auch in Kunststoffpraparate eingebracht. Hier ist die Calcium-
und Hydroxylionenabgabe vor allem im Gegensatz zu Pasten herabgesetzt. Der
antimikrobielle Effekt beruht auch hier auf dem hohen pH-Wert und der
Fahigkeit, Hydroxylionen abzugeben.*® Calciumphosphate werden in Form von
Tricalciumphosphat (TCP) in Zementen als Knochenersatzmaterial genutzt. Es
wurde bereits gezeigt, dass Calciumkalium- und Calciumnatrium-Phosphat
einen besseren antimikrobiellen Effekt auf Bakterien aufweist als

Calciumhydroxid.?

Bioaktive Glaser und Glaskeramiken koénnen eine Bindung an Hart-und
Weichgewebe eingehen und bewirken die Bildung einer knochenartigen
Kalziumphosphatschicht an den betreffenden Oberflachen. Sie werden in der
Zahnheilkunde im Bereich der Implantologie bzw. Chirurgie als alloplastisches
Knochenersatzmaterial eingesetzt.?®* Unter Kontakt zu Korperflissigkeiten
werden bei bioaktiven Glasern Alkali- und Siliziumionen freigesetzt, was eine
Erhohung des pH-Werts und osmotischen Drucks bewirkt. Aul3erdem wurde
eine antibakterielle Wirkung auf einige Bakterien, unter anderem Streptococcus

mutans, nachgewiesen.®
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2.4 Antimikrobiell wirksame Komposite

Diese Arbeit befasst sich im Speziellen mit antibakteriellen Eigenschaften von
Kompositen als Fullungsmaterialien. Bevor das eigentliche Fullmaterial in die
Kavitat eingebracht werden kann, muss diese vorbereitet werden. Zu den
MalRnahmen beim Legen einer Fulllung gehéren die Konditionierung der
Schmelz- und der Dentinflache und das Priming und Bonding der Dentinflache.
Es gibt zahlreiche Systeme, die beispielsweise in diesen einzelnen Schritten
ablaufen oder aber Atzen, Primen und Bonden in einem Produkt oder zwei
Produkten zusammenfuhren. Die Aushartung des Komposits erfolgt meist Uber
eine Halogenlichtgerat, das zur Polymerisation anregt.’® Zur Herstellung von
anti-bakteriellen Kompositen gibt es zahlreiche Mdglichkeiten, von denen hier
nur einige genauer beschrieben werden sollen. Wie bereits erwahnt, kdnnen
entweder eingebrachte Substanzen nach und nach freigesetzt werden oder
dauerhaft an die Matrix gebunden ihre Wirkung entfalten.

Zu den Moglichkeiten der freigesetzten Substanzen zahlen unter anderem
Fluoride, die entweder im Komposit selbst und auch im Bonding eingebracht
werden konnen. Sie sind die Salze der Fluorwasserstoffsaure (HF), die eine
fluorapatitédhnliche Schicht an der Zahnoberflache bilden sollen. Fluoride
konnen anstelle von Apatit und Hydroxid in die Zahnhartsubstanz eingebaut
werden, es entsteht Fluorapatit, welcher geringer l6slich ist. Man spricht von
Remineralisierung, da die durch Sauren geldsten Apatite wieder ausgefallt
werden. Zudem hat Fluorid eine bakteriostatische Wirkung durch Hemmung auf
das glykolytische Enzym Enolase.®*** Heutige fluoridhaltige Komposite werden
beispielsweise mit Ytterbium- (YbFs) oder Yttriumfluorid (YF3) versetzt. Die
Fluoride werden in die Polymermatrix integriert und kénnen in geringen Mengen
freigesetzt werden, um so der Demineralisierung entgegen zu wirken.®®> Ob
allerdings durch diesen Effekt auch eine Sekundarkaries verhindert werden

kann, bleibt fraglich.®*%

Auch bei Glutaraldehyd, einem Bestandteil von einigen Dentinbondingsystemen
und Desensitizern, konnte ein antibakterieller Effekt nachgewiesen werden.

Glutaraldehyd reduziert zum einen die Demineralisation des Dentins, zum
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anderen zeigten sich in Versuchen ein antimikrobieller Effet, der vermutlich
darauf zuruckzufuhren ist, dass die Bakterien durch das freigesetzte

6768 Auch wurde versucht, CHX als

Glutaraldehyd abgetdtet wurden.
antimikrobielle Substanz in das Komposit einzubringen. Wie sich zeigte, hatte
dies zwar keinen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften, eine

Langzeitwirkung (langer als ein Jahr) trat aber nicht ein.®

Silber wird bereits vielfach als direkter Bestandteil in Medizinprodukten und als
Beschichtung genutzt.”® Eine weitere Méglichkeit ist, antibakteriell wirkende Ag-
lonen in die Siliciumflller eines Komposits einzubringen, was eine toxische
Wirkung auf Bakterien hat. Auch gegen S. mutans konnte eine antimikrobielle
Wirkung beobachtet werden.” Als Fiillungsmaterial hat Silber allerdings einen
ungunstigen Einfluss auf die Farbe des Komposits, da durch photochemisch
induzierte Reduktion der Silberionen zu elementarem Silber eine Dunkelfarbung
des Werkstoffs eintritt.”® Des Weiteren wurden bereits Komposite mit
Calciumphosphat hergestellt, um zur Remineralisierung der Zahnhartsubstanz
beizutragen, indem sie Calcium- und Phosphationen freisetzen. Allerdings
besitzen sie eine geringere Festigkeit und Stabilitdt als herkdmmliches

Komposit und miissen somit in diesen Eigenschaften noch verbessert werden.”?

Zur Moglichkeit, einen antimikrobiellen Werkstoff fest an die Polymermatrix zu
binden, zahlt das Einbringen von Methacrylyloxydodecylpyridinbromid (MDPB).
Es ist ein Syntheseprodukt aus Dodecylpyridinbromid und einer Methacryl-
Gruppe und ist in der Polymermatrix des Komposits kovalent gebunden. Die
Funktion beruht auf der positiv geladenen Pyridiniumgruppe des MDPB-
Monomers. Hierdurch werden die negativ geladenen Zellstrukturen der
Bakterien angezogen, wodurch das elektrische Gleichgewicht der Zellmembran
gestort wird und das Bakterium abstirbt. Es wurde gezeigt, dass MDPB im
Agardiffusionstest das Wachstum von Streptococcus mutans hemmt. Dabei
hatte es keine Auswirkung auf die Polymerisation oder mechanische

Eigenschaften des Komposits.”"
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Vorgehensweise

Folgende Tabelle (Tabelle 3) soll einen Uberblick tiber die experimentelle

Vorgehensweise zeigen. Hier werden die getesteten Kriterien, die hierzu

angewandten Eignungsprufungen und verwendeten Geréte dargestellt.

Kriterium

Eignungsprufung

Gerate

Oberflachenmorphologie

Rasterelektronenmikroskopie

Rasterelektronenmikroskop
DSM 940, Zeiss,
Oberkochen

Antibakterielle Wirkung

Vorversuch:
Agardiffussionstest

Hauptversuch: WST-1-Test

Elisa-Reader Infinite,
Tecan, Crailsheim

pH-Wert

pH-Wertbestimmung aus
umgebendem Medium

pH- Meter, inoLab WTW,
Weilheim

Konversionsrate

Raman-Spektroskopie

Raman-Mikroskop RM
1000, Renishaw,
Pliezhausen

Biegefestigkeit

3-Punkt-Biegefestigkeitstest

Mechanische
Universalprifmaschine
Zwick 2010, Zwick Roell,
Ulm

Rontgenopazitat

Rontgenopazitatstest mittels
Aluminiumstufen-Vergleich

Dentalréntgengerat
Heliodent DS, Sirona,
Bensheim

Demineralisation/
Remineralisation

Demineralisations- und
Remineralisationstest (TWIX-
Test)

Rontgengenerator PW
1729, Philips, Hamburg

Tabelle 3 Prufkriterien, Art der Prifung und verwendeten Geréten

Die Literatursuche

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed)

(http://www.sciencedirect.com). Weiterhin wurde zur gezielten Suche

Volltexten  Google

Scholar

erfolgte  mittels  der

und

genutzt

(http://scholar.google.de).

Datenbanken  pubmed
Science Direct
nach

Auch

zahnmedizinische und medizinische Lehrblcher wurden fir Begriffserklarungen
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oder die Beschreibung einfacher Sachverhalte, wie beispielsweise das Legen

einer Fullung, verwendet und sind im Literaturverzeichnis angegeben.

3.2 Praparative Arbeiten

Die Synthese der Calciumalkaliphosphate CaKPO,, CaNaPO, oder
Ca,KNa(PO,), erfolgte durch Sinterung der jeweiligen Pulvermischungen
(siehe Tabelle 4) mit anschlieBender Mahlung, um durch mechanische
Aktivierung eine Erhéhung der Léslichkeit und Reaktivitat zu bewirken.” Die
jeweiligen Pulver wurden in 300 ml Isopropanol suspendiert und eine Stunde
geruhrt. Hierauf wurde die Suspension abfiltriert und der entstandene
Filterkuchen getrocknet. Anschlie3end erfolgte die Sinterung in Aluminiumoxid-
Tiegeln bei 1050 °C fur 24 Stunden. Der Filterkuchen musste vollstandig
auskuhlen. Es folgte zunéchst die Zerkleinerung mit dem Morser und dann eine
Siebung auf 355 pm. Die Mahlung fir die mechanische Aktivierung der
Calciumalkaliphosphate wurde fir 24 Stunden mit einer Planetenkugelmuhle
(PM 400, Retsch, Haan) durchgefiihrt. In Achatmahlbechern und mittels 200
Kugeln mit dem Durchmesser 10 mm wurde mit einer Geschwindigkeit von 250
U/min in eine Richtung gemahlen. Dies erfolgte als Nassmahlung. Hierzu
wurden 75 g des jeweiligen Calciumalkaliphosphates mit 125ml Ethanol
(Sigma-Alderich Chemie, Sternheim) verwendet. Die Trocknung erfolgte bei 50

°C im Vakuum-Trockenofen (Heraeus instruments GmbH, Hanau) fur 8h.

Zur Oberflachensilanisierung der Fullstoffe wurden 10 g Calciumalkaliphosphat
mit 1 ml Silan A 174 — Haftvermittler (Merck, Darmstadt) (C10H2005Si;), einem
Tropfen destilliertem Wasser (ca. 0,05 ml) und 50 ml Isopropanol (Merck,
Darmstadt) verrihrt und der Feststoff mit Hilfe einer Filternutsche (Porositat 4
aus Borosilikatglas 3.3, 125 ml, VWR International, Bruchsal) abfiltriert.
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CaHPOq, Na,COs; KoCO3

CaKPO, 2.00 mol (272.1 - 1.00 mol (100.09
9) 9)

CaNaPO, 2.00 mol (272.1 1.00 mol (100.09 -
9) 9)

Ca,KNa(POy,), 2.00 mol (272.1 0.5 mol (50.45 g) | 0.5 mol (50.45 Q)
9)

Tabelle 4 Zusammensetzung der verwendeten Calciumalkaliphosphate

3.2.1 Herstellung der Prifkorper

Die Prufkorper werden als Rundproben mit einem Durchmesser von 15,5 mm *
0,1 und einer Hohe von 2 mm = 0,1 (passend fur eine 24-Well-Zellkulturplatte)

angefertigt.

Abbildung 1 Prufkorper aus Calciumalkaliphosphat dotiertem Komposit fur
den Hauptversuch

Benotigt wurden fir einen Versuch mit einer Bakterienart jeweils 6 Prufkorper
mit Zusatz von Calciumalkaliphosphaten als Probe und jeweils 3 Prifkorper
ohne Zusatz als Referenz. Zur Formgebung wurde eine eigens dafur
hergestellte Silikonform aus Dublisil (additionsvernetzendes Vinyl-Polysiloxan)
Basis und Katalysator im Verhaltnis 1:1 verwendet (Dreve Dentamid, Unna), um
Prafkorper von definierter und reproduzierbarer Gréf3e zu erhalten. Als Modell
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fur die Formgebung diente eine Titan-Scheibe der entsprechenden Grole.
Weiterhin wurde fur die Herstellung eine digitale Waage mit einer
Ablesegenauigkeit von 0,01 verwendet (Typ Sartorius 4, Bicerba, Wirzburg).

Fur die Vorversuche wurden die Probe-Prifkdérper mit zuvor 24 h gemahlenem
CaKPO,, CaNaPO, oder CayKNa(PO,). im Mischungsverhdaltnis 1:1
(PMMA:Calciumalkaliphosphat) hergestellt. Als PMMA-Modellkunststoff wurde
Technovit 4071 - Pulver und die zugehdrige flissige Phase (Haereus Kulzer,
Wehrheim) im Verhaltnis 2:1 verwendet. Die Prufkdrper harteten durch eine

chemisch induzierte Autopolymerisation vollstandig aus.

Im Hauptversuch wurden Komposit-Prifkorper ebenfalls mit dem Zusatz von
CaKPO,4, CaNaPO, oder Ca;KNa(PO,), hergestellt. Das Komposit wiederum
wurde selbst hergestellt und bestand aus BisGMA (Bisphenol A glycerate(l
glycerol/phenol)-dimethacrylate) und TEGDMA (Triethylenglykoldimethacrylat
95%) (jeweils Sigma-Alderich Chemie, Sternheim), einem Aktivator, einem
Initiator und einem Fullkérperanteil von 50 Gew.%. Zunéchst wurden BisGMA
und TEGDMA im Verhaltnis 2:1 miteinander vermengt. Danach wurde 1 Gew.-
% des tertiaren Amins N,N-Dimethyl-p-toluidin 99% als Aktivator und 1 Gew.-%
Campferchinon als Initiator (jeweils Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim)
hinzugefugt, um das Komposit zu aktivieren. Als Fullkorper wurde 25 %
Cristobalitmehl Silbond 6000 MST (Bassermann Minerals, Mannheim)
verwendet und als Zusatz weitere 25 % CakKPO,, CaNaPO, oder

Ca,KNa(PO,),, welches zuvor silanisiert wurde.
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Bis-Phenol A
‘ ‘ ’
OH OH [0)
O o o (@]
)Hf \)\/ \)\/ # Campherchinon
(e} (@]
Bis-GMA
0 SN
(@]
TEGDMA

N,N-Dimethyl-p-Toluidin

Abbildung 2 Chemische Formeln von Bis-GMA, TEGDMA, Campherchinon und
N,N-Dimethyl-p-Toluidin

Die radikalische Polymerisation und somit Aushartung erfolgte durch
Bestrahlung mit einem Halogenlichtgerat der Marke Translux CL (Kopp,
Bruckkdbel) fur 4x40 Sekunden auf beiden Seiten. Im Anschluss wurden die
Prufkorper mit Hilfe eines feinkdrnigen Schleifpapiers (Struers, Willich, Kérnung
600) beschliffen, um die Sauerstoffinhibitionsschicht, die auf der Oberflache
entsteht, zu entfernen. Die Referenzpriufkdrper wurden fir die Vorversuche
ebenfalls aus PMMA und Monomer im Verhdltnis 2:1 hergestellt. Im
Hauptversuch wurde der Mischung aus BisGMA und TEGDMA Cristobalit im
Verhéltnis 1:1 beigemengt und mittels Halogenlichtgerat ausgehartet. Die
Prafkorper fur den Test der Biegefestigkeit hatten die Mal3e (2 £ 0,1) mm x (2 £
0,1) mm x (25 + 2) mm und wurden in einer bereits vorhandenen Stahlform

gefertigt.
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3.3 Oberflachenanalyse mittels Rasterelektronenmikroskop

Mittels Rasterelektronenmikroskop (DSM 940, Zeiss, Oberkochen) wurden die
reinen Oberflachenstrukturen der verschiedenen Prifkdrper reprasentativ
analysiert. Hierzu wurden die Prufkorper mit einer dinnen Goldschicht
bedampft, um eine Leitfahigkeit herzustellen, anschlieRend mikroskopiert und
dokumentiert. Mit einer Beschleunigungsspannung von 5 kV und einer 500-,
1000- und 3000-fachen VergroRerung konnten die Praparate dargestellt

werden.

3.4 Analyse des Bakterienwachstums auf den Oberflachen
3.4.1 Bakterien, Puffer und Medien

Die verwendeten Bakterienkulturen waren Klebsiella pneumoniae (strain
3091)’®, Staphylococcus aureus (strain RM 4220)"’, Staphylococcus
epidermidis (strain RP62A, ATCC 35984), Streptococcus salivarius (strain 259,
DSM 20259), Streptococcus mutans (DSM 20523) und ein Plaguemix
(Patientenprobe, nicht naher bestimmt), die in LB-Nahrmedium herangeziichtet

wurden.

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von der
Firma Merck AG (Darmstadt) bezogen. Das Reinstwasser wurde aus der

laboreigenen Wasseraufbereitungsanlage (USF PURELAB PLUS) entnommen.

Das LB-Nahrmedium wurde aus 2 g NaCl, 4 g Trypton/Pepton, 2 g Yeast und
400 ml Reinstwasser hergestellt und bei 121°C fir 20 min autoklaviert. Danach
wurde es bis zur Benutzung im Kihlraum bei 4 °C gelagert.
Der LB-Agar wurde aus 2 g NaCl, 4 g Pepton/Trypton, 2 g Yeast, 6 ¢
granuliertem Agar und 400 ml Reinstwasser hergestellt und bei 121 °C fur 20
min autoklaviert. Danach wurde es in Petrischalen gegossen und bis zur
Benutzung im Kihlraum gelagert.

Der PBS-Puffer wurde aus 8, 0 g NaCl, 0, 2 g KH;POy, 2, 8 g Na;HPO,4 x 12
H,0O, 0,2 g KCI und 1000 ml Reinstwasser hergestellt und bei 121°C fur 20 min

autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

21



3. Material und Methoden

Das Proliferations-Reagenz WST-1 enthalt den Farbstoff WST-1 (4-[3-(4-
lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3 Benzendisulfonat), der
nach Angaben des Herstellers (Boehringer, Mannheim) angesetzt wurde. WST-
1 ist ein wasserldsliches Tetrazoliumsalz, das der Bestimmung der Zellaktivitat
dient. Es wird durch das Enzym Succinatdehydrogenase zu farbigem Formazan
umgewandelt und stellt somit einen Marker fir die Stoffwechselaktivitat von
Zellen dar. Die Absorption steht in einem linearen Verhéaltnis zur Anzahl der
vorhandenen vitalen Zellen. Somit kann das WST-1-Reagenz als Nachweis flr
die Bakterien auf den antimikrobiellen Prufkorpern dienen, was bereits

beschrieben wurde.?

3.4.2 Vorversuch: Agardiffusionstest

In Vorversuch wurde das Prinzip des Agardiffusionstests angewandt. Die
Abmessungen der Prifkorper betrugen hier allerdings im Durchmesser 10 mm
+ 0,1 und in der H6he von 5 mm £ 0,1. Sie bestanden aus Technovit (PMMA)
und CaKPO,. Die Nahrmedienherstellung erfolgte auf dieselbe Art wie im
Hauptversuch, allerdings wurden hier, wie Dbereits beschrieben,
Agarkulturplatten angelegt. Nach dem Autoklavieren und kurzem Auskihlen auf
ca. 50 °C wurde die Lésung unter einer sterilen Werkbank in sterile Petrischalen
(100 mm Durchmesser) gefillt, so dass sich in jeder Schale etwa 20 ml der
Agarlosung befanden. Diese Lésung hartete fur etwa 12 Stunden aus und
wurden im Kuhlraum bei 4 °C gelagert. Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurde
das Nahrmedium mit der jeweiligen Bakterienkultur inokuliert, die Keimzahl der
Ubernachtkultur betrug ca.1 x 10® Dazu wurden jeweils 2 ml der N&hrlésungen
mit 10 ul der entsprechenden Bakterienkultur versetzt. Dieser Arbeitsschritt fand
aufgrund der geforderten Keimfreiheit unter einer sterilen Werkbank statt. Als
Hilfsmittel diente eine Eppendorf — Pipette (Eppendorf, Hamburg). Die
Bakterienkulturen wurden nun auf die Agarflache pipettiert und jeweils ca. 10
sterile Glaskigelchen (1,5 mm Durchmesser) verwendet, um durch Schwenken
der Schale eine gleichmaRige Verteilung der Keime auf der Agaroberflache zu

bewirken. Danach wurden Prifkorper, Referenzkorper und eine weitere
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Referenz aus Metall (Edelstahl, Durchmesser 15,5 mm, H6he 1 mm, mit
gestanztem Loch, autoklaviert) auf der Schale verteilt und im Brutschrank bei
37 °C 24 h gelagert. Anschliel3end wurde der im gewachsenen Bakterienrasen

vorhandene Hemmhof gemessen.

3.4.3 Hauptversuch: Beimpfen der Prifkdrper mit Bakterienkulturen

Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurde aus einer Gefrierschrankkultur (aus den
Bestanden der Abteilung der Funktionswerkstoffe der Medizin und
Zahnheilkunde, siehe 3.4.1), die aus 900 pl Bakterienkultur und 100 pl sterilem
Glycerin bestand, unter sterilen Verhaltnissen 30 pl der Bakterienkultur in 8 ml
LB-Medium gegeben. Dies wurde 24 h bei 37 °C auf einem Schittler bei einer
Rotorgeschwindigkeit von 190 rpm im Brutschrank ohne CO,-Begasung
gelagert, um so eine ausreichende Menge Bakteriensuspension fur die

Experimente zu erhalten.

Nach 24 h wurden 30 ml LB mit 1 ml aus der Kultur vom Vortag vermischt und
fur 2 h auf einem Schuttler im Brutschrank gelagert. Die optische Dichte (OD)
betrug bei 600nm ca. 0,4. Diese Menge war ausreichend fir eine 24-Well-
Platte. Die Prifkérper wurden folgendermalRen in den Vertiefungen der Platte
angeordnet: 6 Prufkérper mit Zusatz von Calciumalkaliphosphaten fir die
Probe, 3 Negativkontrollen (Polystyrol) und 3 Prifkérper ohne Zusatz von

Calciumalkaliphosphaten als Referenz (Abb. 3).
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Abbildung 3 Vorgehen beim WST-1-Test mit Anordnung der Prifkorper in der 24-Well
Platte mit einer Bakterienart, in Reihe 1 und 3: Proben,
in Reihe 2 und 4: Polystyrol als Negativkontrolle (Vertiefung 1-3) und
Referenzprifkorper (Vertiefung 4-6)

Zu diesen wurde jeweils 1 ml der Bakteriensuspension pipettiert. Die Well-Platte
wurde 24 h im Brutschrank, diesmal jedoch nicht auf dem Schattler, inkubiert.
Nun erfolgte die Auswertung des Versuchs mittels WST-1 Reagens (siehe
3.4.4). Hierzu wurde die Bakterienkultur von den Prufkorpern abgesaugt, mit
jeweils 1 ml PBS einmal gewaschen und wiederum abgesaugt. Danach wurden
jeweils 0,5 ml einer Losung aus WST und PBS (1:100) auf die Prufkoérper
pipettiert und fur 1 h ohne Schittler in den Brutschrank gestellt. Die Flissigkeit
wurde auf eine 96-Well-Platte pipettiert: Es wurden 200 pl der PBS-WST-
Losung als Leerwert benétigt. Von den Prifkérpern und Kontrollwerten wurden
jeweils 2x 200 pl entnommen und auf die 96-Well-Platte pipettiert. Die so
vorbereitete Platte konnte mit Hilfe eines Elisa-Readers (Tecan, Crailsheim)

und des zugehérigen Computerprogramms ausgewertet werden.

3.4.4 WST-1 Zellaktivitatstest

Die Auswertung des Versuchs erfolgte tber den so genannten Zellaktivitatstest
mittels des Farbstoffes WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim). Dieser beruht
auf der Umsetzung von WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-
Tetrazolium]-1,3-Benzendisulfonat) durch die Succinatdehydrogenase und

bewirkt einen Farbumschlag zu Formazan. Die Intensitat der Farbung wurde im
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Elisa-Reader (Tecan, Crailsheim) bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.
Je mehr vitale Zellen vorhanden sind, desto starker ist der Farbumsatz bzw.
desto héher ist die Absorption. Diese ist proportional zur Stoffwechselaktivitat
der Zellen. Zur Durchfihrung der Tests wurden zunachst aus jeder Kavitat der
24-Well-Platten das Medium abgezogen und die verbleibenden Mediumreste
durch einmaliges Waschen mit jeweils 1 ml PBS-Puffer entfernt. Dann wurden
500 pl entsprechendes Medium und 50 pl eines WST-1- PBS-Gemischs
(WST:PBS im Verhaltnis 1:100) zupipettiert und der Ansatz bei 37 °C fur 1 h
inkubiert. Anschlie3end wurden je 2 x 200 pl des Gemisches aus jedem Well in
2 Wells einer 96-Well-Platte fiur die Doppelbestimmung Uberpipettiert. Die
Messwerte wurden anhand des Farbumschlags im ELISA-Reader mit einem
Messfilter von 450 nm und einem Referenzfilter von 690 nm ermittelt. Als
Leerwert bei diesen Messungen diente ein Gemisch aus 500 pl Medium und 50
pl  des Proliferations-Reagenz  WST-1. Als Negativkontrolle diente das
Zellkultur-Polystyrol  der  Wellplatte  (Nunc A/S, Roskilde). Diese
Referenzoberflache wird direkt als Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen
verwendet, welche gebrauchsfertig geliefert wird. Auch wurden 2 Prufkorper
unter den gleichen Voraussetzungen ohne Bakterienkultur auf einen
eventuellen Farbumschlag getestet, um auszuschlielen, dass ein Einfluss
durch die Polymere bzw. deren Fillstoffe stattfand. Es kam, wie erwartet, zu
keinem Farbumschlag. Die Ergebnisse werden mittels Elisa-Reader
ausgewertet und mit Excel und Origin weiterverarbeitet und graphisch
dargestellt.

3.5 pH-Wertbestimmung bei Prifkorpern in LB-Medium

Fur die pH-Wertbestimmung wurden die Prufkérper in LB-Medium (Herstellung
wie 3.1.2) eingelegt. Jeweils 2 Prufkorper mit Zusatz von CaKPO,4, CaNaPO,
und CazKNa(PO,), wurden hierzu unter sterilen Verhaltnissen in jeweils 1 ml
LB-Medium gelagert. Uber einen Zeitraum von 9 Tagen wurde taglich zum

gleichen Zeitpunkt die Uberstande entnommen, die pH-Wert gemessen und
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neues Medium nachgefullt. Die Entnahme der Werte erfolgte mittels des pH-
Meters inoLab (WTW, Weilheim).

3.6 Bestimmung der Konversionsrate durch Raman-Spektroskopie

Die Konversionsrate der experimentell hergestellten Komposite wurde mittels
Raman Spektroskopie (RM 1000, Renishaw, Pliezhausen) ermittelt. Die
Ramanspektroskopie dient der Analyse von Materialeigenschaften. Jeweils drei
Spektren wurden im Bereich zwischen 1800-1500 cm™ mit einer Auflésung von
2 cm' aufgenommen. Die Spektren gaben Aufschluss (iber die

Bindungsstrukturen.

Der Konversionsgrad der polymerisierten und unpolymerisierten Proben
wurde anhand der Flachen der vinylischen (1640 cm™) und aromatischen (1608
cm™) Peaks der C=C Doppelbindungen bestimmt und entsprechend folgender

Formel errechnet:; '

Konversionsgrad (DP) = (1 — APvinyl/ AParomat * Afaromat/ Afvinyl)* 100%

AF und A” sind die Flachen der C=C Peaks vor und nach der Polymerisation

3.7 Biegefestigkeitsversuch

Die Biegefestigkeit wurde in Anlehnung an die Norm DIN EN ISO 4049 ermittelt.
5 Probenkoérper der Dimension (2 £ 0,1) mm x (2 = 0,1) mm x (25 £ 2) mm
wurden mit Hilfe einer Edelstahlform hergestellt. Unter Lichtausschluss wurden
die Probenkdrper dann bis zum Test wieder im Wasserbad gelagert. 24
Stunden nach der Herstellung wurden die H6he und Breite der Korper bestimmt
(z 0,01 mm) und die 3-Punkt- Biegefestigkeit wurde mit einer Zwick Roell Z010
(Vorschubgeschwindigkeit: (0,75 + 0,25) mm/min, Belastungsgeschwindigkeit:

(50 £ 16) N/min) untersucht, wobei bis zum Bruch belastet wurde.
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Die Biegefestigkeit wird in Megapascal nach folgender Gleichung errechnet:

0=3Fl/2bh?

F max. auf den Probenkdrper ausgeubte Kraft, N

| Abstand zwischen den Auflagen (£ 0,01 mm), mm
Breite des Probenkérpers, mm
Hohe des Probenkdrpers, mm

Beim Biegefestigkeitsversuch kann man sowohl plastische als auch elastische
Bereiche bestimmen. Auch bei einer Biegung gibt es einen proportionalen
Bereich, in dem der Probekorper sich wieder rickstellt, wenn man die
einwirkende Kraft entzieht. Die Steigung der Spannungs-Dehnungskurve in
diesem Bereich wird als Elastizitatsmodul (E-Modul) bezeichnet.

Der E-Modul kann ebenfalls in Megapascal (MPa) nach folgender Formel

berechnet werden:

3 3
E=FI/4Ah bf

F max. auf den Probenkorper ausgeiibte Kraft, N

Abstand zwischen den Auflagen (x 0,01 mm), mm
Breite des Probenkérpers, mm

Hohe des Probenkorpers, mm

-+~ > O

Ho6he der Durchbiegung, mm

3.8 Rontgenopazitatstest

Die Rontgenopazitat wurde nach DIN EN ISO 4049 bestimmt. Es wurden
Prafkérper mit einem Durchmesser von (15 + 0,1) mm x (1 £ 0,1) mm
hergestellt. Fir den Test wurde eine Rontgentreppe aus Aluminium, auch
Stufenkeil genannt, genutzt. Diese ist 20 mm breit und besteht aus 10 Stufen
mit einer Dicke von 0,5 bis 5 mm, die in 0,5 mm - Schritten ansteigen. Sie muss
einen Reinheitsgrad von 98 % besitzen, weniger als 0,1% Kupfer- und weniger
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als 1,0% Eisenanteil haben, damit sie mit Zahnschmelz verglichen werden

kann.

Die verschiedenen Prufkorper waren auch in diesem Test selbst hergestelltes
Komposit, Komposit mit Zusatz von CaKPO,4, CaNaPO, und Ca;KNa(PO,),.
Diese wurden jeweils auf einem zahnéarztlichen Film (Kodak insight 3,1x 4,1 cm)
zusammen mit der RoOntgentreppe angeordnet. Mit einem Bleiblech als
Unterlage wurde dieses bei einer Beschleunigunsspannung von 65 +- 5 kV und
einem Objekt-Film-Abstand von 400 mm mit einem Dentalrontgengeréat
(Heliodent DS, Sirona) belichtet. Ein Schwéarzungsgrad zwischen 1,5 und 2
sollte aufzuweisen sein. Die Auswertung erfolgte allerdings abweichend von der
Vorschrift statt in einem Fotodensidosimeter mit der Computer-Software

ImageJ, mit dem die Grauwerte bestimmt und verglichen werden konnten.

3.9 Demineralisations- und Remineralisationstest "°

Um die Demineralisations- und Remineralisationsfahigkeit der Prifkérper zu
testen, wurde kunstlicher Schmelz benotigt, der dem menschlichen entspricht.
Die Prufkdrper wurden aus Hydroxylapatit mit einer Dichte von 1,65 g/cm
hergestellt. Diese ist vergleichbar mit der Dichte von demineralisiertem oder
auch kariossem menschlichen Schmelz. Fir einen Testkérper wurden 0,458 g
Pulver (Analysewaage: Sartorius, Typ MC1 RC 210P, Goéttinhrn) von
Tricalciumphosphat/ Hydroxylapatit (Type C 13-08 Budenheim, Budenheim) in
eine Metallform eingebracht und unter einem Druck von 17 bar mittels einer
hydraulischen Presse gepresst. Danach wurden die Testkorper fur 90 Minuten
auf 900 °C im Ofen erhitzt. Die Tabletten wurden bis zur Weiterverarbeitung im
Exsikkator gelagert. Nun wurde flr einen besseren Verbund zum Komposit ein
Bonding (Optibond FL, Kerr Hawe, Ratstatt) aufgebracht und fir 40 s mittels
Polymerisationslichtgerat (Translux CL, Kopp GmbH, Bruckkobel) gehartet.
Hierauf wurden die unterschiedlichen Komposite aufgebracht und ebenfalls
lichtgehartet. Zuletzt wurden die Prifkoérper mittels Schleifpapier (Struers,
Willich, Kornung 600) bearbeitet, bis sie die erforderliche Héhe von 0,8 mm

erreichten. Auch hier wurde exemplarisch zur Oberflachenanalyse REM-
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Aufnahmen vor und nach der Demineralisation bei einer 500-fachen
VergrofRerung gemacht (Vorgehen wie 3.3).

Abbildung 4 Prifkdrper aus Hydroxylapatit mit Kompositbeschichtung

Fir diesen Test, der auch TWIX-Test genannt wird, wurden eine
Remineralisationslosung und eine Demineralisationslésung benotigt. Die
Remineralisationsldsung hatte eine pH-Wert von 6,50, die
Demineralisationslosung einen pH-Wert von 3,50. Die Remineralisations-
Losung wurde aus 10 ml NaH,PO, (Natriumphosphat), 0,6166 g CsH10CaOs
(Caliciumlaktat), 7,84 g C;H3NaO, (Natriumacetat) und mit Reinstwasser
aufgefullt, bis die Lésung 2000 ml ergab. Zur Einstellung des pH-Wertes 6,5
wurden einige Tropfen 25%iger Milchsaure bendtigt. Die Demineralisations-
Losung aus 66,75 ml Essigsaure (96%) und 1,306g Hydroxylapatit wurde in
einem 1l-Becherglas bis auf 950 ml mit Reinstwasser aufgeflllt. Danach wurde
der pH-Wert gemessen, mittels NaOH bis auf den pH-Wert von 3,5 eingestellt

und im Anschluss auf 1000 ml mit Reinstwassser aufgefulit.

Bei diesem Verfahren wurden die Probekérper abwechselnd von den beiden
Medien umspult und nach jeweils 2 Minuten mikroradiografisch direkt im
Messkanal gemessen, um das Mineralisationsverhalten der Prufkorper zu
untersuchen.  Zunéchst wurde eine Demineralisation, dann eine

Remineralisation und nochmals eine Demineralisation durchgefiihrt. Auf diese
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Weise wurde versucht, das Korpermilieu nachzustellen. Hierbei wurde zu
Messung der Prifkorperdicke ein Rontgen-Zweistrahlphotometer verwendet.
Als Rontgenquelle diente ein Réntgengenerator (Philips PW 1729, Hamburg),
die Beschleunigungsspannung betrug 21,28 kV. Ein Teil der Rontgenstrahlung
wurde durch den Prifkérper, ein weiterer Teil durch eine zuvor bestimmte
Aluminiumreferenz gelenkt. Bei beiden wurde die Extinktion bestimmt und
miteinander verglichen. Die Intensitdt des Rontgenstrahls konnte mit dem
Lambert-Beerschen Absorptionsgesetz beschrieben werden, bei dem die
Intensitat | des transmittierten Lichts exponentiell mit der Dicke der Probe

abnimmt;

| =lpe M

lo Intensitat des einstrahlenden Lichts
e Extinktionskoeffizient
M Absorptionskoeffizient

d Probendicke

3.10 Statistik und Berechnung

Fir alle Messwerte aus den Versuchsreihen des WST-1-Tests wurden die
Mittelwerte  berechnet und auf die Referenz  normiert. Die
Standardabweichungen wurden ebenfalls berechnet und in den Graphiken
durch Fehlerbalken dargestellt. Fir den Ergebnisteil wurden die Ergebnisse der
verschiedenen Versuchstage zu einem Balken zusammengefasst und somit
veranschaulicht. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigen (Student’s) t-Test
mit unterschiedlichen Varianzen von Microsoft Excel (Version 2003) errechnet
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4. ERGEBNISSE
4.1 Oberflachenanalyse mittels REM-Aufnahmen

Die Abbildungen zeigen exemplarisch einen Referenzprifkoérper aus Komposit
in 500- und 3000-facher VergréRerung (Abb. 5 a und c) und einen Prufkdrper
aus Komposit mit Zusatz von CaKPO, in 500- und 3000-facher Vergrof3erung
(Abb. 5 b und d). Die Prufkdrper wurden analog zu den Prifkérpern fir den
WST-Test hergestellt. Die Oberflachen waren dementsprechend geschliffen,
aber nicht poliert. Bei 500- facher VergroRerung lasst sich ein deutlicher
Unterschied beziglich der Oberflachenstruktur zwischen dem Komposit und
dem Komposit mit Zusatz erkennen, was auf die unterschiedliche Schleifbarkeit
zuruckzufihren ist. Wahrend in 5a eine gleichmafige Schliffstruktur vorliegt, ist
in 5b ein ungleichméRiges Relief zu sehen. In den Abbildungen 5 ¢ und d bei
einer 3000- fachen VergroRerung lassen sich kaum noch strukturelle
Unterschiede feststellen, da hier die durch den Schleifvorgang erzeugten

Strukturen groRRer als der dargestellte Bildausschnitt sind.

Abbildung 5 REM-Aufnahmen
a) Komposit und b) Komposit mit CakPO, bei 500-facher VergréfRerung
¢) Komposit und d) Komposit mit CakKPO, bei 3000-facher Vergréf3erung

31



4. Ergebnisse

4.1 Test der antimikrobiellen Eigenschaften

In den Vorversuchen wurden PMMA-Prifkorper, PMMA-Prufkérper mit
CaKPO, - Zusatz und Kupferplattchen als Positivkontrolle auf LB-Agar inkubiert.
Nach 24 Stunden konnten Hemmhofe beobachtet werden. Jedoch konnte
mittels dieser kein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden, da die Hemmhofe
sich auf den verschiedenen Agarplatten in unterschiedlicher Auspragung oder

vereinzelt nicht bildeten.

Mittels WST- Test wurde die Zellaktivitat und somit eine quantitative Aussage
Uber das Bakterienwachstum getroffen werden. Im Folgenden sind die
Balkendiagramme aufgefuihrt, welche die Auswertung der Versuche darstellen.
Die Graphiken bilden einen Mittelwert aus mehreren Versuchen (mindestens 3).
Im Vorversuch mit PMMA wurden mit Bakterien beimpfte, reine PMMA-
Prufkorper (jeweils dargestellt im linken Balken, gleich 100% gesetzt, z. B. Abb.
6 a) in Vergleich zu Prifkérpern aus PMMA mit dem Zusatz von
unterschiedlichen Calciumalkaliphosphaten (rechter Balken) gesetzt. Die ersten
Versuche mit den PMMA-Prufkorpern und dem Zusatz von CaKPO4 wurden mit
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus und epidermidis, Streptococcus
salivarius und dem Plaquemix durchgefuhrt. Weitere Versuche erfolgten mit
PMMA-Prifkérpern und den Zuséatzen von CaNaPO, und Ca,KNa(PO4), nur
noch mit Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus und dem Plaguemix.
Im Versuchsteil Komposit wurden die mit Bakterien beimpften reinen Komposit-
Prufkorper (jeweils dargestellt im linken Balken, gleich 100% gesetzt) in
Vergleich zu Prufkdrpern aus Komposit gesetzt, das nur noch den Zusatz
CaKPO, (rechter Balken) enthielt. Hier wurden zunéchst Versuche mit
Prafkorpern durchgefihrt, die zum einen 25% und zum anderen 37% CaKPO,
enthielten und mit Klebsiella pneumoniae beimpft wurden. Die weiteren
Versuche mit den Komposit-Prifkérpern wurden mit einem Zusatz von 25%
weitergefuihrt. Sie erfolgten mit Klebsiella pneumoniae, Plaquemix,
Staphylococcus aureus und Streptococcus mutans. Die Signifikanz ist hier
nicht gesondert gekennzeichnet, da sie bis auf eine Ausnahme Uberall gegeben
ist (p < 0,05).
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4.1.1 Versuchsteill PMMA

Folgende Abbildungen (Abb. 6 - 8) zeigen die Ergebnisse der WST-Tests fur
den Versuchsteil mit den PMMA-Prufkdrpern. Die Signifikanz wurde flr jeden
einzelnen Test bestimmt. Der Wert p lag bis auf eine Ausnahme (Abb. 6 e)
unter 0,05, weshalb die Signifikanz in allen anderen Diagrammen nicht
gesondert gekennzeichnet ist. Der Zusatz an Calciumalkaliphosphaten lag
jeweils bei 50%. In den jeweiligen Balkendiagrammen sind die zugehérigen

Standardabweichungen dargestellt.

Versuche mit Zusatz von CaKPO,

Fur den Zusatz von CaKPO4, zum PMMA (Abb. 6) konnte eine Keimreduktion
von 92,65% (Klebsiellen, 6a) bis 75,94% (Staphylococcus epidermidis, 6b)
gegenuber der Referenz beobachtet werden. Nur gegenlber Streptococcus
salivarius zeigte der Werkstoff keine hemmende Wirkung. Man konnte sogar
einen Bakterienzuwachs um 26% bei einer Standardabweichung von 18,52%

feststellen, hier lag zudem kein signifikanter Unterschied vor.
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Abbildung 6 PMMA-Priufkérper ohne Zusatz als Referenz (100%) und mit Zusatz von
CaKPO, beimpft mit:
a) Klebsiella pneumoniae, b) Staphylococcus epidermidis, ¢) Plaquemix

d) Staphylococcus aureus und e) Streptococcus salivarius ,* p > 0,05
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Versuche mit Zusatz von CaNaPO,
Fur den Zusatz von CaNaPO, zum PMMA (Abb. 8) konnte eine Keimreduktion
von 73,62% (Plaquemix, 7 b) bis 25,32% (Staphylococcus aureus, 7 c)

gegenuber der Referenz beobachtet werden.
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Zellaktivitat Staph. aur.

Abbildung 7 PMMA-Priufkérper ohne Zusatz als Referenz (100%) und mit Zusatz von
CaNaPO, beimpft mit:
a) Klebsiella pneumoniae, b) Plaguemix und c) Staphylococcus aureus
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Versuche mit Zusatz von Ca;KNa(PO,):

Fur den Zusatz von Ca;KNa(PO4), zu den Kompositen (Abb. 8) konnte eine
Keimreduktion von 85,36% (Klebsiellen, 8 a) bis 63,34% (Staphylococcus
aureus, 8 c) gegenuber der Referenz beobachtet werden.
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Abbildung 8 PMMA-Prifkdrper ohne Zusatz als Referenz (100%) und mit Zusatz von
Ca,KNa(PO,), beimpft mit:
a) Klebsiella pneumoniae, b) Plaquemix und c) Staphylococcus aureus
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4.1.2 Versuchsteil Komposit

Fiur folgende Abbildungen wurde jeweils die Signifikanz berechnet. Sie lag
immer unter 0,05. Der Zusatz an Calciumalkaliphosphaten lag jeweils bei 50%,
bei Abweichungen wurde dies gesondert gekennzeichnet. In den jeweiligen

Balkendiagrammen sind die zugehdrigen Standardabweichungen dargestelit.

Versuche mit Zusatz von CaKPO,

Zunachst wurde fur den Zusatz von CaKPO4 zu den Kompositen (Abb. 9) die
jeweilige Keimreduktion bei Klebsiellen bei Zugabe von 37% und bei 25%
CaKPO, getestet. Bei 37% ergab sich eine Keimreduktion von 72,15% (9 a),
bei 25% eine Keimreduktion von 77,55% (9 b). Da diese Werte eng beieinander
liegen, die Reduktion bei einer niedrigeren Zugabe sogar noch héher war und
die Prufkorper zudem bei nur 25% eine homogenere Struktur aufwiesen, wurde
bei allen Folgeversuchen nur noch diese Rezeptur verwendet. Es konnte eine
Keimreduktion von 78,13% (Staphylococcus aureus, 9 d) bis 35,09%

(Streptococcus mutans, 9 e) gegenuber der Referenz beobachtet werden.
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Abbildung 9 Komposit-Prifkorper ohne Zusatz als Referenz (100%) und mit Zusatz
von 37% a) CaKPQO,bzw. b) - ) 25% CaKPO,, beimpft mit:
a) Klebsiella pneumoniae mit Zusatz von 37% CaKPO,
b) Klebsiella pneumoniae, c) Plaquemix,
d) Staphylococcus aureus und e) Streptococcus mutans
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Versuche mit Zusatz von CaNaPOq,

Fur den Zusatz von CaNaPO, zu den Kompositen (Abb. 10) konnte eine
Keimreduktion von 59,42% (Plaquemix, 10 a) bis 53,85% (Staphylococcus
aureus, 10 b) gegenuber der Referenz beobachtet werden.
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Abbildung 10 Komposit-Prifkorper ohne Zusatz als Referenz (100%) und mit Zusatz
von 25% CaNaPO, beimpft:
a) Plaguemix, b) Staphylococcus aureus, ¢) Streptococcus mutans
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Versuche mit Zusatz von Ca;KNa(PO,);

Fur den Zusatz von Ca,KNa(PO,), zu den Kompositen (Abb. 11) konnte eine
Keimreduktion von 68,58%  (Staphylococcus aureus, 11 b) bis 39,96%
(Streptococcus mutans, 11 c) gegeniber der Referenz beobachtet werden.
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Abbildung 11 Komposit-Prifkorper ohne Zusatz als Referenz (100%) und mit Zusatz
von 25% Ca,KNa(PO,), beimpft:
a) Plaquemix, b) Staphylococcus aureus und b) Streptococcus mutans
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Zusammenfassung der WST-Ergebnisse

Der Hauptversuch mit den Kompositen zeigte, dass eine grundsatzliche
Bakterienreduktion eintrat (Abb. 12). Man konnte allerdings keine Aussage
dariber treffen, ob bei einem bestimmten Komposit oder einer bestimmten
Bakterienkultur eine absehbare Reduktion zu erwarten ist. Relativ konstant in
der Reduktion zeigte sich CaNaPO, in Bezug auf die unterschiedlichen

Bakterienkulturen.

[ ] Staphylococcus aureus
70 [ Streptococcus mutans
I Plaguemix

60 —

50 +

40 4

30

Zellaktivitat [%]

20 +

10+

CakPO, CaNaPO, Ca,KNa(PO,),

Abbildung 12 Vergleich der Zellaktivitat (%) auf den Kompositen:
Bakterienbeimpfung mit Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans
oder Plaquemix der unterschiedlich dotierten Komposite mit
CaKPQ,, CaNaPO, und Ca,KNa(PO,),; als Referenz (100 %) reines
Komposit
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4.2 Verlauf der pH-Wertmessung

Uber einen Zeitraum von 9 Tagen wurde der Einfluss der verschiedenen
Prufkorper auf den pH-Werten in LB-Medium (pH 6,795) gemessen. Zunachst
war ein Anstieg zu verzeichnen (hochster Wert Ca;KNa(PO,),): pH 7,095), nach
9 Tagen naherte sich der pH-Wert wieder dem Anfangswert an (Abb.13).

7,500 —

i —m— Cristobalit
7375 —e— CaKPO,

- CaNaPO4
7,250 —v—CaKNa(PO,),

7,125
7,000

6,875

pH LB-Medium

6,750

6,625 —

60— T T T T 1

Zeit [d]

Abbildung 13 Verlauf der pH-Wert-Kurve des LB-Mediums nach Inkubation mit
Unterschiedlichen Prufkdrper (reines Komposit, CakPO,, CaNaPO, und
Ca,KNa(PO,),) Uber einen Zeitraum von 9 Tagen

4.3 Konversionsrate

Abbildung 14 zeigt typische Raman-Spektren von Kompositen vor und nach
der Polymerisation. Deutlich zu erkennen ist eine Abnahme der vinylischen
C=C Doppelbindungs-Peaks bei 1643 cm™, die sich nach der Aushértung
einstellt. Die Berechnung des Konversionsgrades (n = 3 = SD), basierend auf
den Peak-Flachen der vinylischen und aromatischen C=C Doppelbindungs-
Peaks, zeigt fur Ca,KNa(POgs), mit 64% und CaNaPO, mit 66% dahnliche
Ergebnisse. Diese fielen hoher als beim reinen Cristobalit (57%) aus. Das
CaKPO, dotierte Komposit erreichte einen Wert von etwa 45% (Abb. 14).
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Abbildung 14 Ramanspektren: Cristobalit-Komposit (a) hach und (b) vor der
Aushartung, Cristobalit/CaNaPO, - Komposit (c) nach und (d) vor der

Aushartung
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Abbildung 15 Berechnete Konversionsrate der einzelnen Komposite (%)
Balkendiagramm der Konversionsgrade der verschiedenen Komposite

nach Aushartung (n=3)
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4.4 Biegefestigkeit

Die Ergebnisse der 3-Punkt Biegefestigkeitsuntersuchung (n = 5 + SD) fur die
unterschiedlichen Komposite sind in Abbildung 16 dargestellt. Mit etwa 77
MPa zeigte das Referenz-Komposit mit Cristobalit als Fullstoff den hdchsten
Wert. Fur CaKPO, und CaNaPO, geflllte Komposite wurde ein Wert von etwa
55 MPa ermittelt, fir Ca,KNa(PO,), lag die Biegefestigkeit bei ca. 64 MPa.
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Abbildung 16 Biegefestigkeit [MPa] der verschiedenen Komposite (CaKPOy,
CaNaPOQ,, Ca,KNa(PO,),und reines Komposit) nach der Aushartung
und 24 h- Lagerung in einem 37 °C Wasserbad
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4.5 Rontgenopazitat

Auf einem zahnéarztlichen Film wurden jeweils der Probekorper und eine
Rontgentreppe aus Aluminium angeordnet und gemaf DIN- Vorschrift gerdntgt.
Die Komposite enthielten keine rontgenopaken Metalloxide wie sie in
herkdbmmlichen Kompositen enthalten sind. Es wurde jeweils getestet: das reine
selbst hergestellte Komposit, Komposit mit CaKPO,4 (Abb. 17), mit CaNaPO,4
und mit Ca,KNa(PO,),. Die Analyse erfolgte mittels der Computer-Sofware
Image J, mit welcher die Grauwerte gemessen wurden. Beispielshalber sollen
die Ergebnisse des Komposits mit CaKPO, aufgezeigt genannt werden, die
ubrigen Werte sind tabellarisch aufgelistet (Tab. 5).

Abbildung 17 Zahnfilm mit Prufkdrper aus alkaliphosphatdotiertem Komposit (oben)
und Aluminium- Stufentreppe (unten) mit ansteigender Dicke von rechts
nach links

Der gemittelte Grauwert des 1mm dicken Prifkérpers betrug 35,2, die Stufe mit
gleicher Dicke ergab 49,4. Um den Standard zu erfillen, musste der Wert des
Priafkorpers zumindest mit dem der gleichen Dicke der Rontgentreppe
Ubereinstimmen oder hoher sein. Die geforderten Werte wurden mit keinem der
Prufkorper erreicht, die Roéntgenopazitat kann als nicht ausreichend
beschrieben werden. Die Werte werden im Allgemeinen in Prozent angegeben,
so hatten die Prufkérper eine Absorption der Rontgenstrahlung von nur etwa
60 - 70% (gemessen an Al 99,5%).
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Komposit CaKPO, CaNaPOq, CazKNa(POy)2
Prifkérper Imm | 33,2 35,2 33,4 29,6
Al-Stufe 1mm 50,3 49,4 47,3 48,0

Tabelle 5 Ubersicht Giber die Grauwerte der Prufkorper mit den jeweiligen Zusatzen
und den dazugehorigen Werten der Aluminiumtreppenstufe gleicher Héhe
(Imm)

4.6 Remineralisations- und Demineralisationsverhalten

Mittels Reminieralistaions- und Demineralisationstest, auch TWIX-Test genannt,
solite das Komposit auf seine Fahigkeiten zur Remineralisation bzw.
Demineralisation getestet werden, indem versucht wurde, das Korpermilieu

nachzuempfinden.

S 1 \
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3 1o \
< E \
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% -1,5—- N \\/\_\
2,0 ‘.
- \ ~
25 Ca,KNa(PO4), Remineralisation 1 N
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Abbildung 18 TWIX-Test: Remineralisation und Demineralisation (delta Al/um) in
Abhangigkeit von der Zeit

Exemplarisch wurde das Komposit mit Ca,KNa(PO,), untersucht. Hierbei

wurden die Prifkérper zunéchst von einer Remineralisationslésung, danach von
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einer  Demineralisationslosung und  zuletzt nochmals von einer
Remineralisationslosung umspult. Die Ergebnisse dieses Tests uber einen
Zeitraum von 120 min wurden in pm Aluminium-Gleichwert gemessen und
konnten mit Hilfe des Aluminiuméaquvialents und der experimentell bestimmten
Dichte in mg/cm? Probenoberflache umgerechnet und als Massenanderung
dargestellt werden (Abb. 18). Die beiden Tests mit der Remineralisationslosung
zeigten keine  erwahnenswerten Ergebnisse, der Test mit der
Demineralisationslosung jedoch zeigte einen Anstieg der Kurve und somit eine
deutliche Demineralisation des Prufkdrpers. Die REM- Aufnahmen (Abb. 19),
die zusatzlich exemplarisch erstellt wurden, zeigen exemplarisch einen
Prufkorper vor und nach der Versuchsreihe. Die erste Abbildung zeigt eine glatt

polierte Oberflache, die zweite zeigt Porositaten von etwa 1 — 5 um.

18 pm

3

Abbildung 19 REM-Aufnahmen des Komposits vor und nach der
Demineralisation bei einer 500-fachen VergroRerung
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5. DISKUSSION
5.1 Ausgangspunkt

Wie bereits erwahnt, gehdren zu den Anforderungen, die an einen heutigen
Fullungswerkstoff in der Zahnheilkunde gestellt werden, unter anderem gute
Verarbeitbarkeit im oralen Milieu, Asthetik, Biokompatibiliat, Form- und
Volumenstabilitéat, Rontgenopazitat und adaquate mechanische Eigenschaften.
Dementsprechend werden auf diesem Gebiet Forschungen betrieben, die diese
Eigenschaften weiter verbessern sollen. Weiterhin spielt die Karies bzw.
Sekundéarkaries eine grol3e Rolle fur die Langlebigkeit einer Kompositfillung.
Ein Ansatzpunkt zur Verbesserung bestehender Werkstoffe bezieht sich
deshalb auf die Méglichkeit, Gber einen Wirkstoff im Komposit antibakterielle

Wirksamkeit hervorzurufen, %

Gegenstand dieser Arbeit war es, solch ein antimikrobiell wirksames Komposit
mit Calciumalkaliphosphaten als Fillstoffen herzustellen. Zur Anwendung sollte
es vor allem im dentalen Bereich kommen, wo es als Fullungsmaterial der
durch Karies entstandenen Kavitaten dienen kdnnte. Komposite an sich weisen
im Vergleich zu anderen Werkstoffen der Zahnheilkunde, wie Metall oder
Keramik, eine hohere Wahrscheinlichkeit fir Bakterienanlagerung auf.®
Deshalb existieren bereits Strategien, die darauf ausgerichtet sind,
antimikrobielle Wirksamkeit bei Kompositen hervorzurufen. So kann etwa die
organische Matrix des Komposits mit antimikrobiell wirksamen Verbindungen
wie Methacrylyloxydodecylpyridinbromid (MDPB) modifiziert werden. MDPB
wird als wirksamer antimikrobieller Zusatz beschrieben, der nicht freigesetzt
wird, sondern Uber die positiv geladene Pyridiniumgruppe das elektrische
Gleichgewicht der Zellmembran stort, sodass das Bakterium abstirbt.*®™
Weiterhin werden den Kompositen beispielsweise Fluoride oder CHX
hinzugefiigt, um einen antimikrobiellen Effekt zu bewirken.*”®>° Zudem wurde
gezeigt, dass durch Silber-Nano-Partikel in Kompositen ein antibakterieller
Effekt ohne Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften eintritt.?
Auch durch Bildung eines starken alkalischen pH-Wertes in der Umgebung des
Materials Ca(OH), kann eine antibakterielle Wirkung erzielt werden, was in der
Zahnheilkunde beispielsweise vielfaltig als Uberkappungsmaterial zur Anregung
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der Tertiardentinbildung oder auch zur Behandlung von infizierten
Wourzelkanalen genutzt wird.>* Ca(OH), wird zudem als Suspension oder als
selbsthartender Zement durch die Reaktion von Ca(OH), und Salicylat-lonen zu
Calcium-Salicylat oder durch Hinzufigen zu photochemisch hartenden
Methacrylatharzen zur Anwendung.?® Auch  bei  Calciumalkaliphosphat
dotierten Zementen wurden zuvor bereits antimikrobiellen Eigenschaften

nachgewiesen.?

5.2.Wirkung und Reaktion

In dieser Arbeit sollte nun die antimikrobielle Wirkung von Calciumalkaliphoshat
dotierten Kompositen geprift werden. Es wurde bereits gezeigt, dass
mineralische Calciumalkaliphosphat-Zemente starkere antimikrobielle
Eigenschaften gegen orale Mikroorganismen besitzen als Ca(OH),.? Diese
Verbindungen bilden in einer LOsungs-/Fallungsreaktion eine Matrix aus
unléslichem Hydroxylapatit und l8slichen Alkaliphosphaten und —hydroxiden.
Diese werden von der Matrix freigegeben und bewirken einen Anstieg des pH-
Werts auf etwa 12-13 im umgebenden Milieu. Fur das Abbinden solcher
Zemente wird eine Zwei-Phasen-Reaktion angenommen.?* Zunachst wird Alkali
dotierter Nano-Apatit nach Gleichung 1 gebildet. Dieser ist verantwortlich far
die schnelle Hartung der Zementpaste. Er wird im Folgenden ausgelaugt und

nach Gleichung 2 zu calciumarmen Hydroxylapatit umgewandelt:*
5Ca,KNa(P0,), + 2H,0 —  2Cas KNay(HPO,)(POL)4(H,0)+Na +K + 20H (1)

9Cag KzNaz(HPO4)(PO4)4(H20) — 5C39(PO4)5(HPO4)(OH )+ 9(K,Na)2H PO, + (2)
6(K,Na)sPO, + 4H,0

Diese Reaktionen kénnten auch auf die Alkaliphosphat dotieren Komposite
Ubertragbar sein. Die mechanische Aktivierung des Calciumalkaliphosphats
durch Mahlen sollte dabei nicht nur zur Zerkleinerung der Partikel dienen,
sondern auch die Léslichkeit und Reaktivitat fordern. Die (PO4)* Freisetzung
von Calciumalkaliphosphat-Fullern kann einen pH-Wert Anstieg bewirken. Die

alkalisierende und bakterizide Wirkung ware hier vergleichbar mit der
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hinreichend bekannten von Ca(OH), welche von der Menge an OH'-lonen
abhangig ist.>> Eine pH-Wert-Anderung konnte zwar in vorliegender Arbeit im
dazugehdrigen Test nur initial festgestellt werden, doch kdnnte der Anstieg nur
lokal an der Oberflache der Prifkorper stattfinden und sich nicht auf das
umgebende Medium auswirken. Diese lokale Wirkung konnte auch eine
Erklarung dafir sein, dass der Agardiffusionstest keine verwertbaren
Ergebnisse erbrachte. Ein zusatzlicher antimikrobieller Effekt kbnnte auf dem
Vorhandensein von Kationen im Komposit basieren. Ca®*, Na®* und K* koénnen,
ahnlich wie bei bioaktiven Glasern an der Oberflache freigesetzt werden und
durch einen lokal angehobenen osmotischen Druck die Lebensfahigkeit der

Mikroorganismen beeinflussen.®

5.3 Herstellung der Prufkorper und Durchfuihrung des antimikrobiellen Tests

Um Tests mit den Kompositen durchfiihren zu kdénnen, wurde zunéchst im
Labor ein eigenes Komposit hergestellt. Das Calciumalkaliphosphat wurde
gemahlen, was nicht nur die PartikelgroRe reduzierte, sondern auch der
mechanischen Aktivierung diente. Letztere ist bedingt durch das Auftreten von
Defekten und Versetzungen im Kristallgitter der Verbindungen und steigert
sowohl die Léoslichkeit als auch die Reaktivitat.®” Das gemahlene
Calciumalkaliphosphat wurde gemeinsam mit dem Fillkérper Cristobalit Gber
Silanisierung mit der anorganischen Matrix aus BisGMA und TEGDMA
verbunden. Das selbst hergestellte Komposit geniigte allen Anforderungen
dieser Versuche. Alternativ hatte auch ein kommerzielles, flie3fahiges Komposit
verwendet werden kdnnen, was allerdings einen hohen Kostenfaktor dargestellt
hatte.

Bakterientests werden im Allgemeinen mittels Agrardiffusionstest erstellt.®®

Dieser lieferte hier jedoch keine verwertbaren Ergebnisse. Dies konnte man vor
allem darauf zuriickzufiihren, dass sich aus den Prifkérpern keine oder nicht
ausreichende Mengen an antimikrobiellen lonen oder Partikeln geldst haben,
welche nach Diffusion in das Gel eine Wirkung abseits des Prifkérpers hatten

erzielen kénnen. Zusatzlich konnte auch die Pufferwirkung des Agars die
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antimikrobielle ~ Wirkung  beeinflusst haben. Aufgrund der hohen
Eigenfluoreszenz des Komposits konnte keine Auswertung mit dem

Floureszensmikroskop stattfinden.

In dieser Arbeit wurde mit dem sogenannten WST-1 Test gezeigt, dass ein
deutlicher antimikrobieller Effekt besteht. Das WST1-Reagenz wird umgesetzt
von der Succinatdehydrogenase und wurde bereits in vorangegangenen
Studien zum  Nachweis bakterieller  Aktivitit  verwendet.”®  Die
Succinatdehydrogenase ist sowohl in bakteriellen als auch in eukaryontischen
Mitochondrien zu finden, was auf die Endosymbiontentheorie zurlckgefuhrt
wird. Diese geht davon aus, dass Bakterien von anderen prokaryontischen
Zellen aufgenommen wurden und sich zu Zellorganellen wie Mitochondrien und
Plastiden, in ihren Wirtszellen entwickelt haben.®® Der angewandte Test nutzt
nun die mitochondriale Succinathydrogenase, um einen quantitative Aussage
Uber die bakterielle Aktivitat auf den Prufkdrpern aufzuzeigen und kdnnte somit

auch fur ahnliche Fragestellungen herangezogen werden.

5.4 Eigenschaften

Die Ergebnisse der hauptsachlichen Tests der antimikrobiellen Eigenschaften
zeigten alle mit Ausnahme der Testreihe mit Streptococcus salivarius eine
Bakterienreduktion, wobei das Ausmald der Reduktion sehr unterschiedlich
ausfiel. Konstant war die gemessene Bakterienreduktion, bezogen auf den
Zusatz, bei CaNaPOg4, hier lag die Reduktion bei etwa 50-60%. Ebenso
konstant zeigte sie die Reduktion bezogen auf die Bakterien, beim Plagquemix
bei ebenfalls 50-60%. Der Plaquemix entstammte einer Probe, die einem
Patienten entnommen worden war und nicht ndher bestimmt wurde. Dieses
Vorgehen wurde auch schon in anderen Studien beschrieben.?*! Die besten
Ergebnisse lieferten die Tests mit Staphylococcus aureus bei der Zugabe von
CaKPO,4 mit fast 80%. Die geringste Reduktion trat bei Streptococcus mutans
mit der Zugabe von CaKPO, mit etwa 35% auf. Die Reduktion von
Streptococcus mutans ware besonders winschenswert, da er zusammen mit

Streptococcus sanguinis zu den haufigsten Mikroorganismen der Mundhdhle
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und zu den Haupterregern der Karies gehort. Er ist widerstandsfahig gegen den
Speichel, der ein korpereigenes Abwehrsystem darstellt, und kann bereits im
fruhkindlichen Alter Uibertragen werden.?? Eine Ubertragung dieser Ergebnisse
auf die Situation ,in vivo® darf allerdings nicht geschehen. Zwar wurde mit den
verschiedenen verwendeten Bakterienstammen und dem Plaquemix ein relativ
breites Spektrum abgedeckt, doch wiesen bereits in den ,In vitro“-Versuchen
die Bakterienkulturen unvorhersehbare Wachstumsmuster und somit
Ergebnisse auf, obwohl die Durchfiihrung der Tests immer gleichbleibend war.
Weiterhin kdnnen bei Vorgdngen wie Absaugen des Nahrmediums und PBS-
Waschung Ungenauigkeiten kaum verhindert werden, da hierbei Teile des

Bakterienfilms vom Probekérper abgerissen werden kénnen.

In anderen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass beispielsweise
Komposite mit Polyethylenimin-Nanopartikeln in 4 wdchigen Testreihen eine
sehr starke Bakterienreduktion von Streptococcus aureus um mehr als 90 %
ergaben.® Die besten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lagen bei etwa 80 %
Reduktion von Streptococcus aureus mit CaKPO4 dotiertem Komposit, wobei
die Messung einmalig nach 24 Stunden erfolgte. In einer anderen Studie
lieferten Komposite mit Zusatz an DMAE-CB nach 16 Stunden Reduktionswerte
von Streptococcus mutans um etwa 10 %.°* Die besten Ergebnisse dieser
Testreihe lagen bei etwa 50% Reduktion von Streptococcus mutans mit
CaNaPO, dotiertem Komposit. Auch werden, wie bereits beschrieben,
antibakterielle Zusatze wie MDBP, Nanosilberpartikel oder Fluoride vielféltig in
der Literatur beschrieben, doch da die Durchfihrungen der Tests sehr
unterschiedlich sind, kann nur schwer ein Vergleich Uber die genaue Wirkung
der unterschiedlichen Zusétze gezogen werden. Hier ist zu nennen, dass der
Agardiffusionstest in einigen Studien herangezogen werden konnte, in anderen
wie dieser ergebnislos verlief. Die Dauer und Anzahl der Messungen differierten

zudem stark, weiterhin die verwendeten Bakterienarten und Medien.

Bei der Testung der pH-Werte konnte zwar initial ein leichter Anstieg verzeichnet
werden, dann fiel der pH- Wert wieder auf den Anfangswert zurtick. Die Werte
wurden im Nahrmedium LB gemessen, das fir alle Tests verwendet wurde. Der

Anfangswert lag bei pH 6,8. Der starkste Anstieg war mit pH 7,1 beim Komposit
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mit Ca,KNa(PO,), zu vermessen, der schwachste mit pH 6,9, nicht wie erwartet
beim reinen Komposit, sondern dem mit CaKPO, versetzten. Nach 9 Tagen lagen

die Werte aller Prifkorper zwischen 6,8 und 7,0.

Der pH-Wert des menschlichen Speichels vergleichsweise liegt bei
Ruhesekretion zwischen 6,5 und 6,9, bei Stimulation kann der Wert bis zu 7,2
ansteigen.®® Der Versuch hatte auch mit kiinstlichem Speichel durchgefiihrt
werden konnen, doch LB-Nahrmedium erschien sinnvoller, da es fur alle
vorangehenden WST-Tests verwendet wurde und einen &ahnlichen pH-Wert
aufweist. Die Werte wurden taglich mittels pH-Meter aus ca. 1 ml Uberstand die
Probenkorper entnommen. Somit war es nicht mdglich, den exakten pH-Wert
direkt am Probekorper zu bestimmen, sondern nur die Auswirkung auf die
umgebende Flussigkeit. Hier ist eine Ubertragung auf die Situation ,In vivo*
nicht gegeben, da in der Mundhéhle pro Tag zwischen 0,5 und 1,5 | Speichel
produziert wird, wobei die Sekretionsrate stimuliert zwischen 1-2 ml und
unstimuliert 0,3 ml pro Minute betragt.?® Die gemessenen Werte stellen also nur
einen Anhaltspunkt fur die vermuteten Vorgadnge im Milieu um den Prufkdrper

dar.

Auch die Konversionsrate war Gegenstand der Untersuchung und wurde mittels
Raman-Spektroskopie getestet. Diese ist eine Analysemethode zur
Materialcharakterisierung, die fur zahlreiche Probenarten genutzt werden kann.
Ebenso hatte die IR-Spektroskopie erfolgen kénnen, die ebenfalls auf dem
Grundprinzip der Anregung von Schwingungen beruht. Zu den Vorteilen der
Untersuchung mittels Raman-Spektroskopie ist zu zahlen, dass hierbei nicht
nur Feststoffe, sondern auch (wassrige) Flussigkeiten als Proben verwendet
werden konnen. Weiterhin mussen die Proben keine bestimmte GroRRe
aufweisen, missen nicht speziell vorbereitet werden und sie werden bei der
Durchfihrung nicht beschéadigt. Die jeweiligen Spektren flr das getestete
Material sind einzigartig. Der hauptsachliche Nachteil ist die geringe Intensitat
des Raman-Effekts, die mittels oberflachenverstarkter Raman-Spektroskopie
verbessert werden kann. Auch besteht die Gefahr der Uberlagerung der

Spektren durch Eigenfluoreszenz der Proben. %%
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5. Diskussion

Die Eigenschaften des Komposits werden von der Konversionsrate der
Kohlenstoffdoppelbindungen  der  Methacrylgruppen  beeinflusst.  Die
Polymerisation, die man auch als Monomer-Polymer-Konversion bezeichnen
kann, ist fur zahnarztliche Komposite nie vollstandig, da nicht alle
Methacrylatgruppen reagieren. Der Grad der Monomer-Polymer-Konversion
eines Komposits liegt bei etwa 60-70%.°%'° Die Werte des Komposits mit
Ca,KNa(PO,). liegen bei 64% und mit CaNaPO,4 bei 66% und somit im Bereich
der geforderten Werte. Das Komposit mit CaKPO, hatte einer Konversionsrate
von 45%, das Komposit mit reinem Cristobalit liegt bei 57%. Als ideales
Verhaltnis zur Steigerung der Konversionsrate gilt ein Masseanteil von 75 %
Bis-GMA und 25 %TEGDMA.*

Tests der Biegefestigkeit zeigten, dass das selbst hergestellte Komposit den
Standards entsprach, obwohl der Herstellungsprozess sehr einfach gehalten
wurde. Die Versuche entsprachen der Norm fiur  zahnarztliche
Fullungskunststoffe EN 1ISO 4049. Fur die Komposite mit Zusatz von CaKPO,
und CaNaPO, wurde ein Wert von etwa 55 MPa, mit Zusatz von Ca;KNa(PO,),
etwa 64 MPa und fir das Komposit mit reinem Cristobalit etwa 77 MPa erreicht.
Somit zeigte das Komposit mit Cristobalit als Fuillstoff den héchsten Wert, was
darauf schlieBen lasst, dass die Calciumalkaliphosphate die Biegefestigkeit
herabsetzten. Die in der Norm EN 1SO 4049 vorgegebenen Werte > 50 N/mm?
wurden von allen getesteten Komposite erreicht. Die kommerziell erhaltlichen
Komposite weisen eine deutlich h6here Biegefestigkeit auf. In Anlehnung an
ISO 4049 wurden beispielsweise fur das Material “Tetric evoceram® (Ivoclar
Vivadent AG) Werte von 139,9 MPa gemessen, das Material “Durafill”
(Heraeus Kulzer GmbH) schnitt in dieser Testreihe mit 76,4 MPa am
schlechtesten ab.’* Hohere Werte kénnen darin begriindet liegen, dass die
getesteten Komposite durch jahrelange Forschungsarbeit beispielsweise in

Homogenitat oder PartikelgroRe oder Zusammensetzung optimiert wurden.*

Die Standardwerte flr die Rontgenopazitat konnten im zugehérigen Test nicht
als ausreichend getestet werden und sind nicht vergleichbar mit denen
kommerzieller Komposite. Die Rontgenopazitat von Schmelz liegt bei 215%, die

von Dentin bei 118% Aluminiumgleichwertdicke. Kommerzielle Komposite
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sollen Werte von mindestens 200% betragen, damit Kompositrdnder auf dem
Zahnfilm erkennbar sind.'® Die Priifkérper dieser Arbeit erreichten nur Werte
von etwa 60-70%, gemessen an einer 1 mm dicken Aluminiumschicht. Zudem
konnen bei den Versuchen mittels Réntgenvorgang viele Storfaktoren die
vollstandige Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beeinflusst haben.'®® Um eine
Verbesserung der Opazitdt zu erreichen, mussten dem experimentell
hergestellten Komposit ein réntgenopaker Zusatz, wie beispielsweise
Bariumsulfat oder Zirkonoxid, hinzugefiigt werden, um einen starkeren Kontrast

zwischen Zahn und Fullungsmaterial zu erreichen.

Weiterhin wurde ein Test zur Untersuchung der Demineralisations- und
Remineralisationsfahigkeit der Komposite durchgefuhrt. Mittels Radiographie
kann der Mineralgehalt von Zahnen getestet werden.** In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass eine Demineralisation der Prufkérper im entsprechenden Medium
eintreten kann, was auch in einer REM-Aufnahme bestatigt wurde. Eine
Remineralisation trat jedoch nicht ein. Daraus kénnte man schlussfolgern, dass
an der Oberflache des Prifkorpers Partikel des Calciumalkaliphosphats in
L6sung gehen und eventuell dadurch ihre antibakterielle Wirkung in der direkten
Umgebung der Kompositoberflache entfalten konnen. Eine Demineralisation der
Zahnhartsubstanz, beispielsweise durch Fruchtsauren verursacht, kann bereits
als Vorstufe des Kariesbefalls angesehen werden. Sie findet normalerweise an
den Schmelzarealen des Zahnes durch Saureeinwirkung statt, was eine
VergréRerung der Oberflache bewirkt. Durch S&ure wird der Apatit protonisiert,
mit Beenden der Saureeinwirkung lasst auch der Einfluss der Protonen auf die
Zahnhartsubstanz wieder nach. Eine Remineralisation wird durch eine hohe
Konzentration von Calcium-, Phosphat- und Hydroxylionen erreicht.’%>1% Bei
der Kompositflache jedoch kdonnte die Demineralisierung Anzeichen daftr, dass
sich Mineralien aus der Oberflache l6sen, um so ihre Wirkung zu entfalten.
Durch Abrasion konnten weitere Strukturen freigelegt werden. Dies wiederum
stellt keine winschenswerte Eigenschaft fir Komposite dar und kénnte zur
vereinfachten Bakterienfilmanheftung an den freigelegten, nicht mehr glatt
polierten Stellen fihren und die Stabilitdt negativ beeinflussen. Interessant wére

deshalb eine Untersuchung dieser Vorgange direkt am Fullungsrand und somit
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Ubergang der Zahnhartsubstanz zum Komposit. Sollte sich herausstellen, dass
die antibakterielle Eigenschaft nur in Verbindung mit hoher Abrasion zustande
kommt, kdme nur eine kurzzeitige Anwendung der Materialien, etwa als
temporare Fiullung im Seitenzahnbereich in  Frage. Hierzu mufRten
weiterflhrende Tests der Abrasionsfestigkeit, aber auch Zugfestigkeit oder
Druckfestigkeit durchgefuihrt werden. Auch die Bestimmung der Harte mittels
der Vickershartemessung oder nach Knoop kbénnte eine ergédnzende
Untersuchung darstellen.’®” Soll das Komposit klinisch anwendbar gemacht
werden, mussen unter anderem eine ausreichende ROntgenopazitat,
asthetische  ansprechende  Farbmoéglichkeiten und  Farbbestandigkeit,
Bestandigkeit gegen Wasseraufnahme und Korrosion gewahrleistet werden.
Ebenso ist die Messung der Polymerisationsschrumpfung fir die Qualitat eines
Komposits entscheidend, da es durch zu hohe Werte zu Spannungsbildung und
Randspaltbildung des Materials kommen kann.'®

5.5 Bedeutung fur die Klinik

Sollten nun die Materialeigenschaften der Calciumalkaliphosphat dotierten
Komposite den Anforderungen an einen dentalen Fullungswerkstoff erfillen,
konnte er fur Fillungen aller Kavitaten-Klassen (I-V) genutzt werden. Sollte eine
zu niedrige Abrasionsfestigkeit vorliegen, so koénnte das Komposit der
kurzfristigen Anwendung dienen. Hier kdnnte es als Befestigungskomposit fur
Brackets oder provisorisches Fullungsmaterial im bleibenden Gebiss. Auch bei
der Fullungstherapie im Milchgebiss kdnnte es zur Anwendung kommen, da
hier eine physiologisch starkere Abrasion als im bleibenden Gebiss stattfindet.
Die Abrasion des Komposits sollte dabei der Abrasion des Zahnschmelzes
entsprechen.*®® Somit kénnte die antimikrobielle Wirkung durch Freilegen neuer
Strukturen in der Fillung aufrecht erhalten werden. Zudem ist die Liegedauer
absehbar. Im Vorversuch mit PMMA wurde ebenfalls eine Bakterienreduktion
aufgezeigt. Anwendungsbereiche waren hier etwa herausnehmbare
Apparaturen in der Kieferorthopédie oder Interimsversorgungen in der Prothetik,

die jeweils eine definierte Tragedauer aufweisen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand der Arbeit war die Herstellung und Untersuchung von antimikrobiell
wirksamen Kompositen mit alkalidotierten Calciumphosphat-Fullstoffen. Hierzu
wurden Priufkorper aus PMMA bzw. aus Bis-GMA/TEGDMA-Matrix hergestellt
und mit mechanisch aktiviertem CaKPO,, CaNaPO, oder CayKNa(PO,):
versetzt. Im Vorversuch wurde zunachst der Agardiffusionstest mit PMMA-
Prufkorpern zur Bestimmung der antimikrobiellen Wirkung verwendet, der
wahrscheinlich aufgrund der mangelnden Auslosung antimikrobiell wirksamer
Substanzen keinen Hemmhof zeigte. Deshalb wurde der WST-1-Test
angewandt, um die Wirkung direkt an der Oberflache der Prufkorper zu testen.
Dieser zeigte, dass bei den mit Bakterien beimpften Prufkorpern eine
antimikrobielle Wirkung eintrat, die mittels des Farbstoffumschlags von
Formazan im ELISA-Reader quantitativ ausgewertet werden konnte. Zu den
verwendeten Kulturen z&hlten sowohl medizinisch als auch zahnmedizinisch
bedeutsame Bakterien wie beispielsweise Staphylococcus aureus oder
Streptococcus mutans. Die Calciumalkaliphosphat dotierten Komposit-
Prufkorper zeigten hierbei eine deutliche Bakterienreduktion. Konstant war die
gemessene Bakterienreduktion mit etwa 50-60% fir den Plaquemix, bzw.
bezogen auf den Zusatz bei CaNaPO,. Die besten Ergebnisse lieferten die
Tests mit Staphylococcus aureus bei der Zugabe von CaKPO, mit fast 80%
Bakterienreduktion. Die geringste Reduktion trat bei Streptococcus mutans mit

der Zugabe von CaKPO4 mit etwa 35% auf.

Bezuglich der materialtechnischen Eigenschaften ergaben sich fir die
Komposite 3-Punkt-Biegefestigkeiten zwischen 55 und 64 MPa und eine mittels
Raman-Spektroskopie bestimmte Konversionsrate fir die Komposite mit
Ca,KNa(PO,), von 64% und CaNaPO, von 66%. Das CaKPO, dotierte
Komposit erreichte hingegen nur einen Wert von etwa 45%. Die
Rontgenopazitdt der Materialien, gemessen gegen eine 1mm dicke

Aluminiumschicht, war mit etwa 60-70% gering.

Die antibakterielle Wirkungsweise der aktivierten Calciumalkaliphosphate liegt
vermutlich begriindet in einem lokal begrenzten pH-Wert-Anstieg durch (PO4)*
Freisetzung in direkter Umgebung der Kompositoberflache, wodurch ein Zelltod
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der Bakterien eintritt. Zusétzlich kénnten Ca?, Na** und K*, die an der
Kompositoberflache freigesetzt werden, den osmotischen Druck lokal

angeheben und somit die Bakterienaktivitdt hemmen.

Aufbauend auf den vorliegenden Ergebnissen kdnnten weitere Forschung und
Verbesserungen der Eigenschaften von Calcliumalkaliphosphat dotierten
Kompositen angestrebt werden. Diese kdnnten eingesetzt werden, wenn die
Liegedauer zeitlich begrenzt ware, da nur die hohe Abrasion der
Fullungsoberflache eine dauerhaft antibakterielle Wirkung gewahrleistet. Hier
waren Komposite zur Befestigung von Brackets, als Fullungsmaterial in der
Kinderzahnheilkunde oder zur provisorischen Anwendung denkbar. Auch das
Calciumalkaliphosphat dotierte PMMA konnte in Geraten zur Kiefer-

orthopadischen Behandlung oder Interimsprothesen genutzt werden.
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