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Pk     Probekörper 

PMMA    Polymethylmethacrylat 

Q0,25     0,25-Quantil, unteres Quartil (Q1) 

Q0,75     0,75-Quantil, oberes Quartil (Q3) 

Q1     unteres Quartil, 0,25-Quantil (Q0,25) 

Q3     unteres Quartil, 0,75 Quantil (Q0,75) 

Ra / Ra    arithmetisches Mittel der Rauheit [µm] 

REM     Rasterelektronenmikroskopie 

rfu relative fluorescence unit, relative Fluoreszenz-

einheit 



Abkürzungsverzeichnis 

 

XIII 

rlu relative luminescence unit, relative Lumineszenz-

einheit 

ROS     reaktive Sauerstoffspezies 

rpm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute 

SFE surface free energy, Freie Oberflächenenergie 

SI système international d’unités, Internationales 

Einheitensystem 

Tukey-HSD Tukey´s Honestly Significant Difference, Eigen-

name für eine statistische Methode 

UDMA     Urethandimethacrylat  

UV     ultraviolett 

WST water-soluble tetrazolium salt, wasserlösliches 

Tetrazoliumsalz 

WST-1 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-

tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat 

WST-8 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-

(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium 

XPS X-ray photoelektron spectroscopy, Röntgen-

photoelektronenspektroskopie 

XTT 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-

tetrazolium-5-carboxanilid  

Zn     Zink 

Δ griechischer Großbuchstabe Delta, hier mathe-

matisches Symbol für Differenz 

µmol     Mikromol 

σ griechischer Kleinbuchstabe Sigma, hier physika-

lisches Symbol für die Oberflächenspannung
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1. Einleitung 

Die Wiederherstellung ausgedehnter Zahnhartsubstanzdefekte durch indirekten 

Zahnersatz, beispielsweise nach Trauma oder kariöser Zerstörung, ist zentraler 

Bestandteil der zahnärztlichen Tätigkeit. Hierbei werden die verlorengegangenen 

Anteile von Schmelz und Dentin durch alloplastische Materialien ersetzt. Die zur 

intraoralen Befestigung dieses Zahnersatzes notwendigen zahnärztlichen Zemente 

füllen den Raum zwischen verbliebenem Zahnstumpf und Zahnersatz auf, härten 

dort aus und führen zu Halt über Verkeilung und Haftung. Generell ist der 

Zementspalt zwischen Restauration und Pfeilerzahn möglichst klein zu halten, da an 

den Restaurationsrändern die bakterielle Besiedelung besonders einfach erfolgen 

kann. Diese Besiedelung kann zur Entstehung von Sekundärkaries am 

Restaurationsrand führen, welche eine der biologischen Hauptursachen des 

Versagens von prothetischen Restaurationen darstellt. Zahnärztliche Zemente 

werden auch zur Befestigung von prothetischen Konstruktionen auf Implantaten 

eingesetzt. Auch hier sind Zementspalten und verbleibende Zementreste eine 

Hauptursache für periimplantäre Entzündungen. 

Um die mikrobielle Besiedelung auf zahnärztlichen Zementen in der Mundhöhle zu 

reduzieren, können diese Materialien mit verschiedenen antimikrobiellen Additiva 

versehen werden. Erstaunlicherweise werden die biologischen Wirkungen solcher 

Modifikationen auf das orale Mikrobiom (d. h. die mikrobielle Wirkung) und auch auf 

körpereigene Gewebe (d. h. die zytotoxische Wirkung) vor der Vermarktung häufig 

nur unzureichend evaluiert. 

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Schließung dieser Erkenntnislücke 

leisten. Es wurde ein konventioneller Zinkoxidphosphatzement untersucht, dem 

durch die Beimengung von Kupfer antimikrobielle Eigenschaften zugeschrieben 

werden (Hoffmann’s Kupfer Cement, Hoffmann Dental Manufaktur GmbH, Berlin). 

Hierbei sollten sowohl das Potential zur Anlagerung von bakteriellen bzw. fungalen 

Biofilmen als auch mögliche zytotoxische Effekte in vitro dargestellt werden.
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2. Literaturübersicht 

2.1 Bakterielle Adhäsion und assoziierte Krankheitsbilder 

2.1.1 Speichel 

Die Sekretion von Speichel ist von großer Bedeutung für die Gesundheit oraler 

Gewebe sowie für die physiologische Funktion der Verdauung (Backstrom et al. 

2010). Die Speichelsekretion wird hierbei zu 90 % von den drei großen paarigen 

Speicheldrüsen Glandulae parotis, Glandulae submandibularis und Glandulae 

sublingualis geleistet (Mese und Matsuo 2007; Palk et al. 2010; Pedersen et al. 

2002). Weitere 10% werden von den zahlreichen und verteilt liegenden kleinen 

Speicheldrüsen gebildet (Tucker 2010). 

Zu 99 % besteht der Speichel aus Wasser (Edgar 1992; Farnaud et al. 2010). Die 

weiteren Bestandteile sind organische und anorganische Komponenten, deren 

Konzentration großen individuellen Unterschieden unterliegt (Bardow et al. 2014; 

Larsen et al. 1999; Neyraud et al. 2012). Zu den wichtigsten anorganischen 

Bestandteilen zählen Natrium, Kalium, Kalzium, Phosphat, Chlorid, Magnesium, 

Hydrogenkarbonat und Fluorid (Ben-Aryeh et al. 1986). Die organischen Anteile des 

Speichels lassen sich in hochmolekulare Bestandteile wie Glykoproteine, Enzyme, 

Immunglobuline sowie weitere antimikrobielle Proteine und niedermolekulare 

Bestandteile wie Harnsäure, Harnstoff, Lactat, Citrat, Glukose und Lipide einteilen 

(Edgar 1992; Humphrey und Williamson 2001). 

Speichel erfüllt eine Reihe von Funktionen, die sowohl durch die Flüssigkeit des 

Speichels selbst, als auch durch seine Komponenten ermöglicht werden und 

multifunktionell, redundant sowie amphifunktionell sind (Kielbassa 2006; Levine 

1993). Verschiedene Bestandteile, insbesondere die enthaltenen Proteine, können 

diverse Aufgaben gleichzeitig wahrnehmen und in ihrer Wirkung für den Wirt sowohl 

positive als auch negative Effekte (z. B. im Kontext bakterieller Adhäsion) haben 

(Ahn et al. 2002; Douglas 1994; Hannig und Joiner 2006). Die Hauptaufgaben des 

Speichels lassen sich wie folgt beschreiben: Transport von Nahrung und 

Spülfunktion, Beginn der Verdauung, Unterstützung der Geschmackswahrnehmung, 

Schutz und Befeuchtung oraler Gewebe wie Schleimhäute und Zahnhartsubstanzen, 

Remineralisation der Zahnhartsubstanzen, Pufferung von Säuren sowie anti-
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mikrobielle Aktivität (Edgar 1990; Hellwig et al. 2009b; Humphrey 2001; Kielbassa 

2006; Mandel 1987; Rudney 1995; Tucker 2010; Van Nieuw Amerongen et al. 2004). 

2.1.2 Bildung und Funktion des Pellikel 

Alle oralen Gewebe sind von einem azellulären, proteinreichen, homogenen Film 

überzogen (Bradway et al. 1989). Diese bakterienfreie Schicht wird erworbenes 

Pellikel genannt (Dawes 1963). Die Bildung des Pellikels auf Oberflächen in der 

Mundhöhle erfolgt sehr schnell und ist innerhalb von Minuten abgeschlossen (de 

Jong et al. 1984; Hannig 1999; Hannig et al. 2004; Skjorland et al. 1995; Vacca 

Smith und Bowen 2000). Die Bildung ist weiterhin unabhängig von der Anwesenheit 

von Bakterien (Meckel 1965), jedoch direkt an das Vorhandensein von 

Speichelproteinen gebunden (Juriaanse et al. 1981; Sonju und Rolla 1973). 

Die Adsorption von Proteinen, insbesondere auf den Oberflächen der 

Zahnhartsubstanzen, erfolgt über verschiedene Wirkungsmechanismen; 

elektrostatische Kräfte spielen hierbei eine bedeutende Rolle (Bennick et al. 1981; 

Hay 1973; Zhang et al. 2015). Eine genauere Betrachtung zeigt die unterschiedlichen 

Bereiche der gemeinsam wirkenden Teilkräfte. So zeigen sich die Van-der-Waals- 

und Coulombkräfte als Kräfte mit großem Wirkungsbereich, hydrophobe 

Wechselwirkungen als solche mit mittlerem Wirkungsbereich und elektrostatische 

Säure-Base-Wirkungen, Wasserstoffbrücken sowie ionische und kovalente 

Bindungen als Kräfte mit kleinem Wirkungsbereich (Bellion et al. 2008; Rabe et al. 

2011; van Oss 2003). An der Bildung und Reifung des Pellikels wirken alle diese 

Kräfte gemeinsam und führen zu der oberflächenspezifischen Adsorption des 

Pellikels (Hannig und Hannig 2009; Hannig und Joiner 2006).  

Die geladene Oberfläche des Dentins begünstigt die Ausbildung einer 

elektrochemischen Doppelschicht, einer sogenannten Stern-Doppelschicht (Hannig 

und Joiner 2006). An diese lagert sich im wässrigen Milieu durch die wirkenden 

elektrostatischen Kräfte eine Schicht aus Wassermolekülen an und hydratisiert die 

Stern-Doppelschicht (Hannig und Joiner 2006). Proteine, die ebenfalls im wässrigen 

Milieu hydratisiert vorliegen, können nun binden (Hannig und Joiner 2006). 
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Abbildung 1: Schematische Zeichnung der Pellikelbildung (Hannig und Joiner 2006). 

Die Schichtstärke des Pellikels wächst so im Laufe der Zeit und erreicht nach ca. 

zwei Stunden eine Stärke von 20-100 nm und nach 24 h bis 48 h Stärken von 

100 nm bis zu 3 µm (Bardow et al. 2008; Hannig 1999). Das Pellikel besteht aus 

verschiedenen Proteinen mit einer entsprechend großen Anzahl an Funktionen: 

α-Amylase (Spaltung und Abbau von Stärke), Agglutinin (Verklebung von Bakterien), 

Albumin (Plasmaprotein, Transporter), Calgranulin B (kalziumbindend), 

Carbonanhydrase (Regulation von Säure), Cystatin (antibakteriell und antiviral), 

Cytokeratin (Strukturprotein), Fibrinogen (Blutgerinnung), Fibronektin 

(Adhäsionsprotein), Glycosyltransferasen (Enzym für glykosidische Bindungen), 

Histation (antimikrobiell gegen Bakterien und Pilze), Komplementfaktor C3 

(humorales Immunsystem), Laktoferrin (bakteriostatisch), Lysozym (Zerstörung 

bakterieller Zellwände), MG-1 und MG-2 (Lubrikant), prolinreiche Proteine 

(Vorläuferproteine) und Statherin (verhindert die Präzipitation von Kalzium) (Aydin 

2007; Edgerton und Levine 1992; Gunput et al. 2016; Hannig et al. 2004; Henskens 

et al. 1993; Jagr et al. 2014; Jensen et al. 1992; Kivela et al. 1999; Ulker et al. 2008; 

Yan et al. 2009; Yao et al. 2001). 

Bei Betrachtung der physiologischen Funktionen des Pellikels steht hauptsächlich die 

Schutzfunktion für den Schmelz gegen Attrition, Erosion und Demineralisation im 
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Vordergrund (Amaechi et al. 1999; Lendenmann et al. 2000a; Zahradnik et al. 1976). 

Zu beachten ist, dass es bakteriellen Rezeptoren möglich ist, spezifisch und dabei 

stabiler am erworbenen Pellikel zu adhärieren, als es ihnen an einer freien 

Oberfläche möglich wäre (Carlen et al. 1996; Cheaib et al. 2015; Wessel et al. 2014). 

Zusammenfassend ist die Funktion des Pellikels mit seiner Schutzwirkung für die 

Zahnhartsubstanzen und der Begünstigung der Biofilmbildung daher als ambivalent 

zu bezeichnen (Gibbons und van Houte 1973; Hannig und Joiner 2006; Lendenmann 

et al. 2000a; Tabuchi et al. 2006). 

2.1.3 Bakterielle Adhäsion und Biofilme 

Bakterielle Biofilme sind eine der ursprünglichsten und ältesten Erscheinungsformen 

von Leben überhaupt, sie stellen neben der planktonischen, flottierenden Phase eine 

der zwei Organisationsformen, in denen bakterielles Leben vorkommt, dar und sind 

hierbei die dominante Form, in der Bakterien existieren (Hall-Stoodley et al. 2004; 

Rasmussen 2000; Westall 2005). Orale Biofilme zeichnen sich als bakterielle 

Gemeinschaften aus, die dreidimensional strukturiert, auf festen Oberflächen 

adhärent und in eine selbst produzierte extrazelluläre polymere Matrix eingebettet 

sind (Lawrence et al. 1991; Stoodley et al. 1994; Wood et al. 2000). 

Der hohe Grad an Strukturierung innerhalb eines Biofilms zeigt Charakteristika eines 

eigenen Ökosystems, inklusive der Möglichkeit, sensibel auf externe Reize zu 

reagieren (Liljemark et al. 1997; Stoodley et al. 2002). Dieses komplexe Verhalten 

wird ab einem gewissen Wachstums- und Strukturierungsgrad durch die Fähigkeit 

zur Kommunikation unter den Mikroorganismen ermöglicht (quorum sensing) (Huang 

et al. 2011; Li et al. 2002; Zhang et al. 2009). Diese Kommunikation ist nicht auf 

Individuen oder Mikrokolonien einer Spezies begrenzt, sondern erfolgt auch 

artübergreifend (Holden et al. 1999; Rickard et al. 2006). Diese besonderen 

Verhältnisse in einem Biofilm führen für die dort vorkommenden Bakterien zu einem, 

bezogen u. a. auf Wachstumsrate und Genexpression, veränderten Phänotyp 

(Anderl et al. 2000; Beenken et al. 2004; Donlan und Costerton 2002). Besonders 

bemerkenswert ist dabei, dass genetische Informationen geteilt werden können 

(Madsen et al. 2012). Bei dem als horizontal gene transfer bezeichneten Vorgang 

können Plasmide, also bakterielle DNA-Moleküle, innerhalb eines Biofilms über 

verschiedene Spezies hinweg übertragen werden (Madsen et al. 2012; Molin und 

Tolker-Nielsen 2003). Die so geteilten Informationen können u. a. Resistenzen gegen 



Bakterielle Adhäsion und assoziierte Krankheitsbilder 

 

6 

Antibiotika begünstigen (Salcedo et al. 2015). Als Resultat des aktuellen 

wissenschaftlichen Kenntnisstandes besteht die Tendenz, Biofilme bzw. die 

Gemeinschaften aus (Mikro-)Organismen im Ganzen, also auch inklusive eines 

Wirtes wie dem Menschen, als Metaorganismen zu betrachten; Metagenome und 

Metatranskriptome (d. h. die gesamte Erbinformation und die Gesamtheit der 

exprimierten Proteine) fungieren als ein Ganzes (Biagi et al. 2012; Bosch und 

McFall-Ngai 2011; Frias-Lopez und Duran-Pinedo 2012; Garagnani et al. 2014; 

Mermel 2015). 

Die Organisation in einem komplexen Biofilm ermöglicht es den Bakterien, einen 

Schutz gegen diverse Noxen auszubilden, die z. B. UV-Strahlung, Säureeinwirkung, 

Austrocknung, Phagozytose und antimikrobielle Mittel sowie Antibiotika umfassen 

können (Espeland und Wetzel 2001; Gilbert et al. 2002; Le Magrex-Debar et al. 

2000; Leid et al. 2002; McNeill und Hamilton 2003; Stewart und Costerton 2001; 

Zhou et al. 2001). Extrembedingungen, in denen Biofilme überleben können, zeigt 

Tabelle 1. 

Tabelle 1: Spannweite der Biofilm-Existenz (Flemming 1991, 2000). 

Milieufaktor Spannweite 

Temperaturbereich 
- 5 °C (in kalten Salzlösungen) bis 120 °C (in heißen Quellen am 

Meeresboden) 

pH-Bereich 
Von pH 0 (Thiobacillus thiooxdans) bis pH 13 (Plectonema nostocorum, in 

Natronseen) 

Redoxpotential 
Gesamter Wasser-Stabilitätsbereich: von – 450 mV (methanogene 

Bakterien) bis + 850 mV (Eisenbakterien), Biofilme auf Elektroden 

Druck Bis 1000 bar (barophile Bakterien auf dem Meeresgrund) 

Salzgehalt 
Wachstum in hochreinem Wasser (Pharma- und Elektronikindustrie) bis zu 

nahezu gesättiger Salzlösung (halophile Bakterien im Toten Meer) 

Nährstoffangebot 
Von 10 µg ×L

-1
 (Trink- und Reinwasser) bis zum Leben auf oder in C-

Quellen 

Strahlenbelastung 
Biofilme auf UV-Lampen, radioaktiven Bestrahlungseinheiten in 

Kernkraftwerken 

Biozide Biofilme in Desinfektionsmittelleitungen 

 

Die Kontrolle durch die Funktionseinheit (bzw. den Metaorganismus) Biofilm auf die 

einzelnen Mikroorganismen ermöglicht eine Abstimmung des gemeinsamen 

Verhaltens mit dem Ziel, das Überleben der Mikrokolonien bzw. des Biofilms zu 

sichern (Kuramitsu et al. 2007). Diese Eigenschaften führen u. a. dazu, dass 

Bakterien in Biofilmen chronische Entzündungen wie Parodontitiden und 

Periimplantiden hervorrufen können oder dazu, dass das kariogene Potential einer 
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Plaque steigt (Abiko et al. 2010; Hoyle und Costerton 1991; Koo et al. 2013; Mo et al. 

2010; Subramani et al. 2009). 

Die Proliferation eines Biofilms in der Mundhöhle beinhaltet die irreversible Adhäsion 

auf der jeweilig besiedelten Oberfläche (Bradshaw et al. 2001; Eginton et al. 1998; 

Teughels et al. 2006). Die beim Kauen, Schlucken, bei Zungenbewegungen und 

Mundhygiene auftretenden Scherkräfte wirken ebenso auf den Biofilm wie die 

hydrodynamischen Einflüsse von Speichel und Sulkusfluid (Katsikogianni und 

Missirlis 2004; Paramonova et al. 2009). Wenn Rauheiten der Oberfläche oder 

Fissuren Bereiche mit geringeren einwirkenden Kräften oder größerer 

Oberflächenrauheit schaffen, so sind dies Prädilektionsstellen für die Initiation von 

Biofilmen (Carlen et al. 2001; Katsikogianni und Missirlis 2004; Morgan und Wilson 

2001; Muller et al. 2007; Nyvad und Fejerskov 1987; Quirynen und Bollen 1995; 

Tanner et al. 2003; Teughels et al. 2006). 

Bei der Bildung des oralen Biofilms lassen sich hierbei fünf verschiedene Phasen 

unterscheiden (Bos et al. 1999; Marsh und Bradshaw 1995; Scheie 1994; Teughels 

et al. 2006; van Loosdrecht et al. 1990) (siehe Abbildung 2): 

 

1. Transport der Mikroorganismen zum Substrat 

2. Initiale Adhäsion und primäre Adhäsion 

3. Irreversible Bindung und sekundäre Adhäsion 

4. Kolonisation und Plaquereifung 

5. Ablösung von Tochterkolonien und quorum sensing 

 

 

Abbildung 2: Fünf Phasen der Biofilmreifung (Monroe 2007). 
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Der Transport von Mikroorganismen zur Materialoberfläche erfolgt überwiegend 

passiv und ungerichtet durch Flüssigkeitsströmung, Sedimentation und Brown´sche 

Eigenbewegung, in Ausnahmefällen aber auch aktiv durch Eigenbewegung mit 

Flagellen (Bos et al. 1999; Busscher und Weerkamp 1987; Houry et al. 2012; 

Quirynen und Bollen 1995; Scheie 1994; Teughels et al. 2006). 

Die initiale Adhäsion oraler Biofilme erfolgt in der Regel über einer bakterienfreien 

Proteinschicht, dem Pellikel (Costerton 1995; Sogn et al. 1973). Dieses bietet den 

Bakterien eine Oberfläche, die eine Adhäsion ermöglicht und ist somit für die 

Etablierung eines Biofilms in der initialen Phase von großer Bedeutung (Busscher 

und van der Mei 1997, 2006; Cassels et al. 1995; Marsh und Bradshaw 1995; Ray et 

al. 1999; Rosan und Lamont 2000). Die in der initialen Adhäsion ausgebildeten 

Bindungen von Mikroorganismen mit Oberflächen basieren auf physiko-chemischen 

Interaktionen, so z. B. Van-der-Waals-Kräften und elektrostatische Kräften; sie sind 

schwach und zudem reversibel (Busscher et al. 1992; Busscher und van der Mei 

1997; Marsh 1999; Marsh und Bradshaw 1995). Die initiale Adhäsion hat durch ihre 

frühe Phase in der Biofilmentstehung Einfluss auf die Zusammensetzung des 

späteren Biofilms (Ammann et al. 2013; Busscher et al. 1995; Hauser-Gerspach et 

al. 2007; Kolenbrander 2000; Periasamy und Kolenbrander 2010). 

In der Phase der primären Adhäsion oraler Biofilme treten charakteristische 

Pionierkeime auf, unter diesen befinden sich Actinomyces spp., Campylobacter, 

Eikanella corrodens, Heamophilus spp., Prevotella melaninogenica, Streptococcus 

mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis und Veillonella (Diaz et al. 2006; 

Douglas 1983, 1994; Hannig und Joiner 2006; Periasamy und Kolenbrander 2010). 

Diese Erstbesiedler zeichnen sich durch das Ausbilden der oben genannten 

Adhäsine und Fimbrien aus, die eine stereochemische und später irreversible 

Bindung erlauben (Listgarten 1994; Marsh und Bradshaw 1995). 

In der dritten Phase erfolgt eine irreversible Bindung der Bakterien. Sie ist u. a. durch 

die Produktion einer extrazellulären polymeren Matrix (EPS) gekennzeichnet; hier 

stehen Spezies der Gattung Streptococcus im Vordergrund, die als Pionierkeime 

bzw. Primärbesiedler u. a. komplexe Polysaccharide - wie das wasserunlösliche 

Glucan - sezernieren und die Anheftung von Spätbesiedlern begünstigen (Koo et al. 

2009; Rosan und Lamont 2000; Vickerman et al. 1991; Vickerman und Jones 1995). 

Die gebildete EPS besteht zu großen Teilen aus Wasser, aus Polysacchariden, 

Proteinen und Lipiden (Ahn et al. 2007; Broukal und Zajicek 1974). Sie nimmt als 
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Matrix den Raum zwischen den Bakterien und der Oberfläche ein, ermöglicht eine 

Steigerung der Stabilität und Funktion des Biofilms und den Bakterien eine Bindung 

direkt an die EPS (Adhäsine) und indirekt an den Pellikel (Limoli et al. 2015; Romani 

et al. 2008; Sanderink 2004). Neben der EPS spielen spezifische Rezeptor-Adhäsin-

Bindungen eine entscheidende Rolle bei der Bildung irreversibler Bindungen an 

Proteine des Pellikels und des Speichels (Gibbons und Hay 1988; Mergenhagen et 

al. 1987; Whittaker et al. 1996) (Ge et al. 2004). Streptococcus sanguinis und andere 

Streptokokken binden hierbei als charakteristische Erstbesiedler an saure, 

prolinreiche Proteine und mit Bindungen an α-Amylase und Sialinsäure an weitere 

Rezeptoren des Pellikels (Scannapieco et al. 1995; Whittaker et al. 1996). Im 

Zeitverlauf werden die Bindungen zwischen Proteinen und Bakterien stabiler und 

intensiver und zeigen als spezifische Bindungen in der Folge höhere Adhäsionskräfte 

als unspezifische Bindungen (van der Mei et al. 2008). 

Geeignete Bedingungen wie die irreversible Bindung an die Oberfläche und die EPS 

ermöglichen in der Phase der Kolonisation und Reifung ein Wachstum der Bakterien 

und die Bildung von Mikrokolonien (Rickard et al. 2003). Dieses Wachstum ist 

geprägt von Koadhäsion und Koaggregation, also die Verbindungen zwischen 

Bakterien des Biofilms untereinander und auch über Speziesgrenzen hinweg 

(Kolenbrander 2000; Marsh 1999; Marsh und Bradshaw 1995). Dies wird möglich, da 

die Bakterien Rezeptoren und Adhäsine sowohl für Bindungen mit der eigenen 

Spezies, als auch für die interspezielle Bindung ausbilden (Marsh und Martin 2003; 

Nagaoka et al. 2008; Palmer et al. 2003). Die Pionierkeime bieten später 

kolonisierenden Keimen die Möglichkeit zur Bindung, wobei Fusobacterium 

nucleatum eine besondere Funktion als Brückenbildner zwischen Früh- und 

Spätkolonisieren übernimmt, da es mit Bakterien beider Phasen Bindungen eingehen 

kann (Bradshaw et al. 1998; Karched et al. 2015; Kolenbrander et al. 2002) (siehe 

Abbildung 3). Bakterien der späteren Kolonisation binden vorwiegend an diese 

Brückenbildner und weniger an anderen Spätkolonisierern oder untereinander (Yao 

et al. 2003). Dies gilt nur für Multispeziesbiofilme, wobei auch Biofilme aus nur einer 

einzigen oder wenigen Spezies möglich sind (Allesen-Holm et al. 2006; Amerongen 

und Veerman 2002; Wimpenny et al. 2000). Generell gilt für Biofilme, dass sie in 

späten Phasen auf Schichtstärken von über 5 mm anwachsen können (Costerton et 

al. 1987; Costerton et al. 1995). 
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Abbildung 3:  Modell für die Wechselwirkungen der Adhäsion im Biofilm (Kolenbrander et al. 2002) 

Die letzte Phase der Biofilmreifung beschreibt eine Phase des Gleichgewichts 

zwischen Wachstum und Ablösung von Tochterkolonien bei fortgeschrittener 

Komplexität der Wechselwirkungen (Costerton et al. 1999; Marsh 1999; Marsh und 

Bradshaw 1995). Der gereifte Biofilm zeigt einen hohen Grad an dreidimensionaler 

Struktur u. a. mit zellreichen und zellarmen Bereichen, ausgeprägter Matrix aus EPS, 

pilzförmigen Ausstülpungen und Kanälen (siehe Abbildung 4) (Costerton 1999; 

Haisch und Niessner 2007; Harrison et al. 2006; Maeyama et al. 2004). 

Verschiedene Mechanismen führen nun zur Bildung von Tochterverbänden, wobei 

Bakteriengemenge durch Abschilferung und einzelne Bakterien auch durch Erosion 

freigesetzt werden können (Li et al. 2001; Stoodley et al. 2001). Durch quorum 

sensing geteilte Informationen, Sauerstoffmangel, Nährstoffmangel und andere 
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Faktoren können neben der durch physikalische Einflüsse ausgelösten  

Abschilferung zu einem gezielten Ablösen von Zellen aus dem Biofilm führen, wobei 

die EPS gezielt aufgelöst werden kann (Boyd und Chakrabarty 1994; Hammer und 

Bassler 2003; Karatan und Watnick 2009; Rowe et al. 2010; Sauer et al. 2004). Die 

Freisetzung von Bakterien mit angepasstem, motilem Phänotyp aus Biofilmen legt 

nahe, dass es sich hierbei um einen dichteabhängigen Verbreitungsmechanismus 

handelt (Purevdorj-Gage et al. 2005). Nach dem aktuellen Stand der Forschung 

scheinen die Regulations- und Dispersionsvorgänge in reifen Biofilmen komplexer 

als die initiale Biofilmbildung und sie sind nicht zuletzt aufgrund einer möglichen 

medizinischen Nutzung der Gegenstand aktuellerer Forschung (Chao et al. 2015; 

Petrova und Sauer 2016; Rogers et al. 2009; Solano et al. 2014). 

 

 

Abbildung 4: Reifer Biofilm mit komplexer Struktur (Dirckx 1997). 

2.1.4 Karies 

Die dentale Karies lässt sich wie folgt definieren (Pschyrembel 2016): 

 

„Häufigste Zahnerkrankung infolge Störung des lokalen Gleichgewichts 

zwischen entkalkenden und remineralisierenden Komponenten im 

Speichel mit Zerstörung der Zahnhartsubstanzen.“ 

 

Sie ist eine Biofilm-assoziierte Infektionserkrankung, deren Pathogenese mit der 

modifizierten ökologischen Plaquehypothese beschrieben wird (Takahashi und 

Nyvad 2008). Diese setzt den Wirt (Verhalten und Wirtsantwort) sowie die 
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Zusammensetzung der Bakterienspezies im Biofilm mit ihren Genotypen und 

Phänotypen zueinander in Beziehung (Marsh 1994; Takahashi und Nyvad 2008; van 

Houte 1994). Dieser Theorie folgend bewirken Veränderungen im pH-Wert der oralen 

Biofilme eine Selektion der enthaltenen Mikroorganismen. Eine Verschiebung des 

pH-Wertes in niedrige Bereiche begünstigt demnach eine Selektion von 

säurebildenden Streptokokken der Mutans-Gruppe und Laktobazillen mit potentiell 

kariogenen Eigenschaften, wohingegen ein neutraler pH-Wert Streptokokken der 

Mitis-Gruppe begünstigt (Bowden und Hamilton 1987; Dale et al. 1989; McDermid et 

al. 1986). 

Streptococcus mutans kommt hier eine besondere Rolle in den veränderten 

ökologischen Wechselbedingungen des Biofilms zu, denn er ist sowohl 

säureresistent als auch säureproduzierend (Burgess 1988). Hierbei ist S. mutans in 

der Lage, anaerobe Glykolyse zu betreiben, bei niedrigen pH-Werten aktiv gegen ein 

Konzentrationsgefälle Protonen auszuschleusen und eine widerstandsfähige EPS zu 

produzieren (Hellwig et al. 2009; Krasse 1986). Diese veränderte, kariogene Plaque 

ist Voraussetzung für die Entstehung von Karies, da die von den Bakterien 

produzierte Säure bei häufiger Einwirkung auf Zahnhartsubstanzen diese durch eine 

Aufhebung des Gleichgewichtes von Demineralisation und Remineralisation zerstört 

(Burgess 1988; de Soet et al. 2000; Hellwig et al. 2009). Neuere Ergebnisse 

zeichnen darüber hinaus ein komplexeres Bild der kariogenen Plaque und korrelieren 

Streptokokken mit Schmelzkaries und Laktobazillen mit Dentinkaries bei gleichzeitig 

großen interindividuellen Unterschieden in der mikrobiellen Gesamtzusam-

mensetzung (Simon-Soro et al. 2014; Yang et al. 2012). Sogar die genauere 

Betrachtung des klassischen Leitkeimes der Karies Streptococcus mutans zeigt 

unterschiedliche Phänotypen bei karies-aktiven und karies-inaktiven Wirten, die sich 

z. B. hinsichtlich der Toleranz gegenüber antimikrobiellen Peptiden unterscheiden  

(Holbrook und Magnusdottir 2012; Phattarataratip et al. 2011; Pieralisi et al. 2010). 

Die dentale Karies hat eine hohe Prävalenz in der Bevölkerung; so haben nach der 

aktuellen Deutschen Mundgesundheitsstudie V jüngere Senioren (65- bis 74-Jährige) 

17,7 Zähne mit Kariesschäden und bereits 18,7 % aller 12-Jährigen haben 

kariesgeschädigte Zähne (Jordan und Micheelis 2016). Zur Therapie von kariösen 

Läsionen wurden alleine im Rahmen der gesetzlichen Krankenversicherungen 2016 

knapp 10 Millionen Füllungstherapien in Deutschland durchgeführt (Rädel et al. 

2016). 
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2.1.5 Parodontitis 

Die Parodontitis lässt sich wie folgt definieren (Pschyrembel 2016): 

 

„Meist bakteriell bedingte, von vielen Faktoren beeinflusste Entzündung 

des Zahnhalteapparates (Parodontium), die mit klinisch und 

röntgenologisch nachweisbarer Zerstörung des Zahnhalteapparats (...) 

verbunden ist.“ 

 

Einer Parodontitis geht in der Regel eine Gingivitis voraus, welche eine Entzündung 

des gingivalen Weichgewebes noch ohne Beteiligung des Knochens darstellt (Kinane 

2001). Sie ist Biofilm-assoziiert und wird teilweise durch die aus dem Biofilm 

freigesetzten Toxine verursacht (Shapiro et al. 1972). Der orale Biofilm weist in der 

Regel eine, bezogen auf die darin enthaltenen Mikroorganismen nach Abschluss 

seiner Reifung, relativ konstante Zusammensetzung auf (Marsh 1991). Bleibt jedoch 

eine Gingivitis unbehandelt, breitet sich der Biofilm nach subgingival aus und erfährt 

eine Veränderung in seiner mikrobiellen Zusammensetzung: weg von einer 

überwiegend gram-positiven und aeroben, hin zu einer stark gram-negativen und 

aneroben Mikroflora (Slots 1977a, 1977b). Zu diesen Keimen zählen u. a. 

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia und Treponema denticola, die 

Toxine, Kollagenasen und andere Proteasen freisetzen und als Markerkeime der 

Parodontitis bezeichnet werden (Ramseier et al. 2009; Socransky und Haffajee 

1994). Einzelne Keime scheinen hierbei dem Biofilm besonders pathogene 

Eigenschaften zu verleihen (Hajishengallis et al. 2011; Honda 2011). Der 

synergistische Effekt einiger weniger, spezifischer Arten von Mikroorganismen 

scheint daher die Entstehung einer Parodontitis entscheidend zu begünstigen 

(Mineoka et al. 2008). 

Die Ausbildung eines die Markerkeime enthaltenden Biofilmes alleine ist jedoch 

keine ausreichende Voraussetzung für das Entstehen einer Parodontitis (Hasan und 

Palmer 2014). Die Reaktion des Wirtes (host response) kann, wenn sie zu gering 

oder zu stark ausfällt, die durch die Bakterien ausgehende Gewebezerstörung durch 

die fehlende oder überschießende Immunantwort massiv beschleunigen (Preshaw et 

al. 2004). Zusammenfassend scheint daher erst das Zusammenwirken 

verschiedener Mikroorganismen mit gemeinsam entwickelter Pathogenität bei 

gleichzeitiger Vulnerabilität für eben diese mikrobiologische Zusammensetzung beim 
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Wirt eine Biofilm-assoziierte Parodontitis zu ermöglichen (Hajishengallis und Lamont 

2012; Socransky und Haffajee 1992). 

Parodontitis ist eine häufige Erkrankung, so haben 51,6 % aller Deutschen zwischen 

35 und 44 Jahren eine moderate oder schwere Parodontits, gleiches gilt für 64,6 % 

aller Deutschen zwischen 65 und 74 Jahren (Jordan und Micheelis 2016). Die 

Therapie einer Parodontitis besteht in erster Linie aus der möglichst vollständigen 

mechanischen Beseitigung der subgingivalen Biofilme gegebenenfalls unter 

antimikrobieller Therapie (z. B. durch lokale Anwendung von Mundspülungen und 

systemische oder topische Gabe von Antibiotika) mit unterschiedlicher Effektivität 

(Chandki et al. 2011; Smiley et al. 2015). 

2.1.6 Periimplantitis 

Analog zur Gingivitis bzw. Parodontitis an natürlichen Zähnen kann an dentalen 

Implantaten eine Mukositis – also eine Entzündung der Schleimhaut – bzw. eine 

Periimplantitis auftreten (Khammissa et al. 2012a). Letztere lässt sich daher wie folgt 

definieren (Pschyrembel 2016): 

 

„Entzündliche Erkrankung bei dentalem Implantat mit Beteiligung des 

Alveolarknochens (röntgenologisch nachweisbare Knochenresorption) 

und Gefahr der Implantatlockerung.“ 

 

Die Mukositis ist hierbei bakteriell induziert, reversibel und betrifft lediglich die 

Weichgewebe um das Implantat, wohingegen die Periimplantitis irreversibel ist, Hart- 

und Weichgewebe betrifft und mit einem Verlust der Osseointegration und der 

Bildung von Zahnfleischtaschen einhergeht (Khammissa et al. 2012b; Pontoriero et 

al. 1994; Wilson 2013). Das Fortschreiten einer Periimplantitis geschieht oftmals 

schneller als bei einer Parodontitis, Ursachen hierfür sind im unterschiedlichen 

Aufbau der angrenzenden Gewebe und einer veränderten host response begründet 

(Carcuac und Berglundh 2014; Heitz-Mayfield und Lang 2010). Die den Biofilm einer 

Periimplantitis bildenden Bakterien entsprechen hierbei nur in Teilen den bei einer 

Parodontits vorkommenden Keimspektren; jedoch kann von einer ähnlichen, Biofilm-

assoziierten  Pathogenese und einer multimikrobiellen Infektion anaerober, gram-

negativer Bakterien ausgegangen werden (Charalampakis et al. 2012; Rams et al. 

2014). 
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Vor dem Hintergrund der bakteriellen Besiedlung von dentalen Zementen wird auch 

ein Zusammenhang zwischen Periimplantitis und Resten von Befestigungszementen 

diskutiert (Raval et al. 2015; Wilson 2009; Winkler et al. 2014). 

2.2 Werkstoffkundliche Grundlagen 

2.2.7 Dentale Zemente 

Um indirekten Zahnersatz wie z. B. Kronen definitiv oder provisorisch an Zähnen 

oder Implantaten zu verankern, kommen Befestigungszemente zum Einsatz 

(Eickholz 1998). Hierbei wird der Randspalt zwischen Restauration und Pfeiler mit 

dem jeweiligen Zement gefüllt, wobei der Zement am Übergang Zahnersatz-Pfeiler 

mit dem Mundmilieu in Verbindung steht und bakteriell besiedelt wird (Buchmann 

1992; Winkler et al. 2014). Die Ausdehnung des als marginal gap bezeichneten 

Randspaltes wird in rasterelektronischen Aufnahmen besonders deutlich (siehe 

Abbildung 5), das gleiche gilt für potentiell auftretende mikroskopische Risse 

(microleakage) im Zement selbst (Naumova et al. 2015). 

 

Abbildung 5: Mit Zement gefüllter Randspalt einer Keramikkrone, aMOP = absolute marginal gap =  

maximaler Randspalt, MOP = marginal gap = Randspalt, mikroleakage = mikroskopischer 

Riss im Zement (Naumova et al. 2015). 

Für den langfristigen Erfolg dentaler Restaurationen ist der Zementspalt von 

entscheidender Bedeutung, da sich nach bakterieller Besiedelung sekundäre Karies 

ausbilden und unterminierend ausbreiten kann (Alomari et al. 2009; Glantz et al. 

2002; Hammerle 1994; Sundh und Odman 1997). Das kariesprotektive und bzw. 

biologische Verhalten von Zementen ist daher Gegenstand der Forschung (Korkmaz 
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et al. 2013; Rosenstiel et al. 1998; Sidhu und Nicholson 2016; Winkler et al. 2014). 

Hierbei kommen u. a. verschiedene Additive zum Einsatz, die im Kapitel 

antimikrobielle Bestandteile näher betrachtet werden. 

Dentale Zemente können darüber hinaus auch als Unterfüllungsmaterial und für 

provisorische Füllungen genutzt werden (Voß und Meiners 1989). Die klassischen 

dentalen Zemente sind Zinkoxidphosphatzement, Zinkoxideugenolzement, 

Zinkpolycarboxylzement, Glasionomerzement und Silikatzement (Hellwig et al. 

2009). Die schematische Zusammensetzung verdeutlicht die Abbildung 6 nach 

Combe. 

 

Abbildung 6: Übersicht über die verschiedenen Arten von Zementen und deren Bestandteilen  

(Combe 1984). 

Das Anmischen der Zemente erfolgt meist aus einem Pulver und einer Flüssigkeit, 

wobei das Pulver aus Metalloxiden und die Flüssigkeit aus einer Säure, zumeist in 

wässriger Lösung, bestehen. Die anschließende Säure-Base-Reaktion erzeugt 

Salze, die schließlich durch Erstarren eine amorphe Matrix erzeugen (Marxkors 

2005). Zinkoxideugenolzemente stellen hierbei eine Ausnahme dar, denn hier liegt 

die Bildung von Zinkkomplexen der Abbindereaktion zugrunde. Die Haftwirkung bei 

dentalen Zementen kommt, anders als bei Befestigungskompositen, nicht über ein 

Verkleben des Zahnersatzes mit dem Pfeiler, sondern über eine Verkeilung der 

Zementkristalle im Zementspalt dazwischen zustande (Oilo und Jorgensen 1978). 

Die Zemente dieser Studie sind Zinkoxidphosphatzemente. Bei diesen besteht  die 

Flüssigkeit aus einer ca. 55 %-gepufferten Phosphorsäure, das Pulver aus bis zu 

90 % Zinkoxid, wobei es mit bis zu 10 % Magnesiumoxid und anderen Zusätzen zur 
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Verbesserung der Materialeigenschaften modifiziert wird (Eickholz 1998; Pameijer 

2012). Die vollständige, mehrstufige Abbindereaktion dauert mehrere Tage und lässt 

sich als Summenformel wie folgt darstellen (Kappert und Eichert 2008; Marxkors 

2005): 

3 ZnO + 2 H3PO4 + H2O  Zn3 (PO4)2 + 4 H2O 

Formel 1: Summenformel der Abbindereaktion von Zinkoxidphosphatzementen. 

Die Materialeigenschaften hängen hierbei von der Verarbeitung ab und somit von 

Parametern wie Dauer des Anmischens, Temperatur und Pulver-Flüssigkeits-

Verhältnis (Eickholz 1998; Marxkors 2005; Pawlig 2001; Windeler 1979). 

Bemerkenswert ist der beim Aushärten initial sehr niedrige pH-Wert von 3,5, welcher 

zu Irritationen der Pulpa führen kann (Kappert und Eichert 2008; Marxkors 2005). 

2.2.8 Antimikrobielle Bestandteile 

Die Bildung eines Biofilms auf dentalen Zementen findet unabhängig von der Art des 

Zementes statt (Winkler et al. 2014). Um dieser Bildung entgegenzuwirken, wurden 

verschiedene Versuche unternommen, dentalen Zementen und Werkstoffen 

antimikrobielle Eigenschaften durch entsprechende Additive zu verleihen (do Amaral 

et al. 2015; Farrugia und Camilleri 2015; Wang et al. 2014). 

Die erste dokumentierte Anwendung von Kupfer zu antimikrobiellen Zwecken wie der 

Wunddesinfektion und Wasseraufbereitung geht bereits auf das zweite Jahrtausend 

vor Christus zurück (Dollwet und Sorenson 1985; Grass et al. 2011). Aktuelle 

Untersuchungen bestätigen die antimikrobiellen Eigenschaften von Kupfer in 

verschiedenen Anwendungs- und Forschungsbereichen (Ahmad et al. 2012; 

Faundez et al. 2004; Gosau et al. 2013; Gosau et al. 2016; Wilks et al. 2005; Wilks et 

al. 2006). Dieses gilt auch für die Anwendung im zahnmedizinischen Kontext wie 

z. B. die Beschichtung von Oberflächen dentaler Implantate, Lacke, Zemente oder 

von sich in flüssigem Milieu unter Kupferfreisetzung auflösenden Materialien (Foley 

und Blackwell 2003b; Neel et al. 2005; Prantl et al. 2010; Thneibat et al. 2008). Auch 

die Verwendung von kupferhaltigen Oberflächen bzw. Oberflächen aus reinem 

Kupfer zur Keimreduktion erfährt vor dem Hintergrund von Resistenzentwicklungen 

und nosokominalen Infektionen stärker werdende Aufmerksamkeit  (Casey et al. 

2010; Noyce et al. 2006). 

Besonders bemerkenswert ist jedoch, dass die genauen antimikrobiellen 

Wirkungsmechanismen von Kupfer noch immer Gegenstand der Forschung sind und 
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verschiedene Komponenten eine Rolle zu spielen scheinen; d. h. die Schädigung 

oder Zerstörung der Zellmembran, oxidativer Stress, Schädigung des Erbgutes und 

Inaktivierung von Proteinen werden beleuchtet (Hong et al. 2012; Kachur et al. 1999; 

Quaranta et al. 2011; Warnes et al. 2012). Es zeigen sich jedoch grundsätzliche 

Mechanismen für eine hohe antimikrobielle Wirksamkeit der jeweiligen kupferhaltigen 

Materialien wie ein hoher Kupfergehalt, eine relativ hohe Temperatur und ein 

feuchtes Milieu (Elguindi et al. 2009; Michels et al. 2009; Wilks et al. 2005). 

Zusätzlich scheint das Vorhandensein von gelösten Kupferionen eine entscheidende 

Rolle für die antimikrobielle Wirksamkeit zu spielen (Molteni et al. 2010). In Abbildung 

7 wird der Ablauf des contact killings von Mikroorganismen auf einer 

Kupferoberfläche schematisch dargestellt (Grass et al. 2011): 

 

A) Kupferionen lösen sich aus der Oberfläche und verursachen 

Zellschäden. 

B) Zellmembranschäden treten durch Kupfereinwirkung und andere 

Stressfaktoren auf, das Membranpotential geht verloren und Zytoplasma tritt aus. 

C) Kupferionen erzeugen reaktive Sauerstoffspezies („Sauerstoffradikale“), 

die weitere Schäden verursachen. 

D) Das Erbgut wird irreparabel geschädigt. 

 

 

Abbildung 7: contact killing, schematischer Ablauf (Grass et al. 2011). 

Neben Kupfer wurde eine breite Auswahl verschiedener Additive auf ihre 

antimikrobielle Wirksamkeit getestet (Besinis et al. 2014; Gosau et al. 2016; 

Jedrychowski et al. 1983; Leung et al. 2005; Morita et al. 2014). Tabelle 2 gibt einen 

Überblick über die häufigsten Additive in der Zahnmedizin sowie deren 

charakteristische Eigenschaften und Einsatzzwecke.  
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Tabelle 2: Additive und deren antimikrobielle Eigenschaften in der Zahnmedizin, modifiziert und 

 erweitert nach Jakob (2012). 

Additiv Wirkung Einsatzbereich Referenzen 

Aluminium 

Hemmung von ATP-

ase, synergistische 

Wirkung mit 

Fluoriden 

Freisetzung aus 

Glasionomeren, 

geringe Bedeutung in 

der Zahnmedizin 

Hayacibara et al. 2003; Nakajima 

et al. 1997; Sturr und Marquis 1990 

Amine 

Deutliche Senkung 

der Plaque-

anlagerung, Einfluss 

auf die bakterielle 

Zellwand 

Füllungszusätze und 

Bondingsysteme, 

stärkste Wirkungen bei 

Verwendung von 

Declamin und 

Dodeclamin 

Bapna et al. 1988 

Ammonium-

chlorid 

Deutliche 

antimikrobielle 

Eigenschaften gegen 

verschiedene Keime, 

Schädigung der 

bakteriellen Zellwand 

Füllungszusatz 

Kim und Jaewoo Shim 2001; Poole 

2001; Thorsteinsson et al. 2003; 

Xiao et al. 2008 

Antibiotika 

Bakteriostatisch und 

bakteriozide 

Wirkungen, Einfluss 

auf 

Zellwandsynthese, 

Membran-

eigenschaften, 

DNA/RNA-Synthese, 

Proteinbiosynthese 

und Einflussnahme 

auf Metabolite 

Systemische und 

topische Anwendung, 

Zusatz diverser 

Werkstoffe 

Colton und Ehrlich 1953; Hori et al. 

1997; Hoshino et al. 1989; Hoshino 

et al. 1988; Hull 1980; Kapoor et al. 

2012; Kudou et al. 2000; Mjor 

1977; Pinheiro et al. 2005; Wicht et 

al. 2004 

Benzal-

konium-

chlorid 

Wirksam gegen S. 

mutans und S. 

sobrinus, reichert 

sich in den 

Zellwänden von 

Bakterien an und 

verursacht dort 

Schäden 

Zusatz für Komposite 

im 

kieferorthopädischen 

Bereich 

Othman et al. 2002; Saito et al. 

2007; Sehgal et al. 2007 

Bioaktives 

Glas 

Wirksam gegen 

multiple Keime, u. a. 

durch Schaffen eines 

basischen Milieus 

Zusatz diverser 

Werkstoffe, 

insbesondere 

Füllungsmaterialien 

Allan et al. 2001; Galarraga-

Vinueza et al. 2016; Munukka et al. 

2008; Yli-Urpo et al. 2003 

Bismut 

Wirksam gegen C. 

albicans, S. mutans 

und andere Keime 

wie z. B. 

Staphylokokken, 

Wirkmechanismus 

nicht vollständig 

geklärt 

Zusatz diverser 

Werkstoffe 

Domenico et al. 2001; Gosau et al. 

2016; Halwani et al. 2009; 

Hernandez-Delgadillo et al. 2013 
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Cetylpiri-

dinium-

chlorid 

Einfluss auf 

Zellwand-

eigenschaften und 

Stoffwechsel der 

Bakterien, 

Reduzierung der 

Plaquebildung 

Mundspüllösungen, 

aber auch Zusatz zu 

Kompositen 

Albert-Kiszely et al. 2007; Ehara et 

al. 2000; Moran et al. 1994; 

Quirynen et al. 2005; Renton-

Harper et al. 1996; Stookey et al. 

2005; Witt et al. 2005 

Chlorhexidin 

Dosisabhängig 

bakteriostatisch oder 

bakteriozid durch 

Beeinträchtigung der 

bakteriellen Zellwand 

und zytosolischer 

Proteine 

Zusatz zu diversen 

Werkstoffen, Lacken, 

Mundspülungen 

Addy et al. 1974; Balanyk und 

Sandham 1985; Botelho 2003, 

2005; Emilson 1994; Frencken et 

al. 2007; Goho und Aaron 1992; 

Gosau et al. 2010a; Hoszek et al. 

1998; Imazato et al. 1994; 

Jedrychowski et al. 1983; Joharji 

und Adenubi 2001; Leung et al. 

1980; Ogaard et al. 2001; 

Petersson et al. 1992; 

Pienihakkinen et al. 1995; Ribeiro 

und Ericson 1991; Sanders et al. 

2002; Sandham et al. 1988; 

Schaeken et al. 1989; Takahashi et 

al. 2006; Turkun et al. 2008; Wicht 

et al. 2003; Wicht et al. 2004 

Fluoride 

Einfluss auf den 

bakteriellen 

Stoffwechsel, u. a. 

F-ATPase, gut 

erforschte und 

signifikante 

antibakterielle 

Eigenschaften, 

kariesprotektiv 

Zusatz zu diversen 

Werkstoffen, 

Freisetzung aus 

Glasionomeren, 

Lacken, 

Mundspülungen 

Bapna et al. 1988; Benelli et al. 

1993; DeSchepper et al. 1989; Eli 

et al. 1995; Foley und Blackwell 

2003a; Forsten 1991a, 1991b; 

Friedl et al. 1997; Hamilton 1990; 

Klement und Siebert 1985; Kreulen 

et al. 1997; Mangi et al. 1959; 

Marquis 1995; McComb et al. 

2002; McComb und Ericson 1987; 

Meryon und Johnson 1989; Mitra 

1991; Nourollahi und Meryon 1989; 

Prati et al. 1993; Scherer et al. 

1989; Scherer et al. 1990a; 

Schmalz 1977; Schmalz et al. 

2004; Seppa et al. 1993; Seppa et 

al. 1995; Shay et al. 1956; 

Strickland et al. 1990; Weerheijm 

et al. 1999; Wiegand et al. 2007; 

Yoshinari et al. 2001 

Glutar-

aldehyd 

Reaktion mit 

Aminogruppen von 

Proteinen, 

Quervernetzung von 

Proteinen, 

bakteriozid 

Zusatz zu 

Bondingsystemen 

Dijkman et al. 1992; Eliades et al. 

1985; Felton et al. 1989; Fraga et 

al. 1996; Meiers und Miller 1996; 

Munksgaard und Asmussen 1984; 

Scherer et al. 1990b; Walter et al. 

2007 
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Kalzium-

hydroxid 

Stark basisch, 

hierdurch 

Membran-, Protein- 

und 

Erbgutschädigung an 

bakteriellen Zellen 

Unterfüllungs-

materialien, 

Wurzelkanaleinlagen 

Behnen et al. 2001; Bossmann et 

al. 1984; Eli et al. 1995; Fisher 

1972; Fisher und McCabe 1978; 

Freeman und Crapo 1982; Kouassi 

et al. 2003; Lado et al. 1986; 

Leung et al. 1980; Mayer et al. 

1988; Meeker et al. 1990; Meeker 

et al. 1986; Mjor 1977; Staehle et 

al. 1989; Tobias et al. 1988 

Kupfer 

Contact killing, 

Schädigung der 

Zellmembran und 

später 

Erbgutschäden 

Zusatz zu diversen 

Werkstoffen, 

insbesondere 

Amalgame und 

Zemente, auch 

Kunststoffe 

Bundy et al. 1980; Foley und 

Blackwell 2003a, 2003b; Gama-

Teixeira et al. 2007; Glassman und 

Miller 1984; Gosau et al. 2010b; 

Klaunick 1970; Mc et al. 1951; 

Morrier et al. 1989; Morrier et al. 

1998; Neel et al. 2005; Netuschil et 

al. 1996; Nunez et al. 1976a; 

Nunez et al. 1976; Nunez et al. 

1976b; Orstavik 1985; Prantl et al. 

2010; Schmalz und Rotgans 1977; 

Shay et al. 1956; Svanberg et al. 

1990; Svanberg et al. 1990b; 

Thneibat et al. 2008; Tobias et al. 

1988; Updegraff et al. 1971; 

Wallman-Bjorklund et al. 1987 

Silber 

Nur moderate 

antimikrobielle 

Wirkung, wird in 

Zellen aufgenommen 

und bindet unter 

Beeinträchtigung  

von deren Funktion 

an intrazelluläre 

Enzyme, abhängig 

von Freisetzung der 

Silberionen 

Zusatz diverser 

Werkstoffe, 

vornehmlich Zemente 

und Komposite 

Bapna et al. 1988; Boning 1988; 

Burgers et al. 2009b; Gama-

Teixeira et al. 2007; Hotta et al. 

1998; Jia et al. 2008; Kawahara et 

al. 2000; Kawashita et al. 2000; 

Klaunick 1970; Ohashi et al. 2004; 

Orstavik 1985; Schmalz 1987; 

Stipetic et al. 1998; Svanberg et al. 

1990a; Syafiuddin et al. 1997; 

Yamamoto et al. 1996; Yoshida et 

al. 1999 

Tricolosan 

Weites 

Wirkungsspektrum, 

Eingriff in die 

bakterielle 

Lipidsynthese 

Füllungszusatz, Lack 

Ergucu et al. 2005; Heath und 

Rock 2000; Imazato et al. 1995; 

RD Jones et al. 2000; McMurry et 

al. 1998; Wicht et al. 2005; Wicht 

et al. 2003 
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Zinkoxid-

eugenol 

Gute Wirksamkeit 

gegen multiple 

Keime, 

antimikrobielle 

Wirksamkeit nimmt 

jedoch relativ zügig 

ab, Zink kann auf 

einzelne 

Bakterienspezies 

wachstumsfördernd 

wirken, Erzeugung 

von reaktiven 

Sauerstoffspezies 

und direkte 

Zellwandschäden 

Unterfüllungen, 

Zemente, Lacke, 

provisorische 

Füllungen 

Bergenholtz et al. 1982; Boeckh et 

al. 2002; Bossmann et al. 1984; 

Coogan und Creaven 1993; Lado 

et al. 1986; Lai et al. 2001; Leidal 

und Eriksen 1979; Mayer et al. 

1988; Meeker et al. 1990; Meryon 

und Johnson 1989; Mickel und 

Wright 1999; Mjor 1977; Savioli et 

al. 2006; Schmalz 1987; 

Schwartzman et al. 1980; Tobias et 

al. 1985 

Zinkhaltige 

Stoffe 

Antimikrobielle 

Wirkung bei 

verschiedenen 

Anwendungen, 

Wirkung nimmt mit 

der Zeit ab, Wirkung 

abhängig von 

freigesetzten Ionen, 

Zink kann auf 

einzelne 

Bakterienspezies 

wachstumsfördernd 

wirken, Erzeugung 

von reaktiven 

Sauerstoffspezies 

und direkte 

Zellwandschäden 

Zemente, 

Füllungszusatz, 

Amalgame 

Colton und Ehrlich 1953; Duque et 

al. 2005; Fang et al. 2006; Foley 

und Blackwell 2003a; Gama-

Teixeira et al. 2007; Hotta et al. 

1998; Jia et al. 2008; Jones et al. 

2008; Meryon und Johnson 1989; 

Morrier et al. 1998; Nourollahi und 

Meryon 1989; Osinaga et al. 2003; 

Scherer et al. 1989; Syafiuddin et 

al. 1997; Tobias et al. 1988 

Zinn 

Gute Hemmwirkung 

als Mundspülung- 

oder 

Zahnpastazusatz, 

Synergie mit 

Fluoriden, dann 

Auswirkungen auf 

Enzymfunktionen der 

Bakterien 

Vornehmlich 

Mundspülungen und 

Zahnpasten, auch 

Füllungsmaterialien 

und Amalgame 

Attramadal und Svatun 1984; 

Ferretti et al. 1982; Morrier et al. 

1989; Morrier et al. 1998; 

Oppermann et al. 1980; Orstavik 

1985; Skjorland et al. 1978; Svatun 

und Attramadal 1978; Tinanoff et 

al. 1986 

MDPB 

(Methacrylyl

oxydodecylp

yridinbromid) 

Antimikrobiell 

wirksam, Einfluss auf 

Plaqueanheftung und 

Glukansynthese, 

Wirkung nimmt im 

Zeitverlauf ab, 

Schädigung von 

Zellmembranen 

durch Pyridinium-

Anteil 

Zusatz diverser 

Werkstoffe, u. a. 

Kunststoffe und Primer 

Ebi et al. 2001; Feuerstein et al. 

2007; Imazato et al. 1999; Imazato 

et al. 1997; Imazato und McCabe 

1994; Imazato et al. 2007; Kitasako 

et al. 2004; Lobo et al. 2005; Mjor 

und Tronstad 1972; Ozer et al. 

2003; Schmalz et al. 2004; Tziafas 

et al. 2007; Vaidyanathan et al. 

2009; Yoshikawa et al. 2007 
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2.2.9 Zytotoxizität dentaler Werkstoffe 

Antimikrobielle Wirksamkeit und Zytotoxizität stehen oft in direktem Verhältnis 

zueinander (Klaiber et al. 1982). 

Die potentiell schädlichen Wirkungen gehen hierbei in der Regel von gelösten 

Bestandteilen des entsprechenden Materials aus, wobei die Wirkung im Laufe der 

Zeit meist nachlässt (Bouillaguet et al. 2002; Milheiro et al. 2016; Polydorou et al. 

2009; Schmalz et al. 1997; Tanaka et al. 1991; Wataha et al. 1999). Die Folgen 

reichen von Allergien und Reizungen der lokalen Gewebe bis hin zu systemischen 

Manifestationen (Bakula et al. 2011; Hosoki et al. 2009; Raap et al. 2012; Syed et al. 

2015). Der weit überwiegende Anteil beschriebener Unverträglichkeitsreaktionen 

geht hierbei auf Metalle bzw. Metalllegierungen zurück (Milheiro et al. 2016b; Syed et 

al. 2015). Insbesondere das für die vorliegende Studie relevante Kupfer kann in der 

Form von Kupferionen Zellschäden verursachen, wobei die Quelle der Freisetzung, 

z. B. aus Stoffgemengen, Legierungen und Reinmetall, eine untergeordnete Rolle zu 

spielen scheint (al-Hiyasat et al. 2002; Hornez et al. 2002; Meng et al. 2009). 

Die Quecksilberlegierung Amalgam nimmt durch eine öffentlich geführte Diskussion 

und seine weite Verbreitung eine gewisse prominente Sonderrolle unter den 

Legierungen ein (Rathore et al. 2012). Neben einer belegten lokalen Zytotoxizität und 

dem Risiko für allergische Reaktionen wird eine systemische Toxizität diskutiert, die 

jedoch bisher nicht belegt werden konnte und die Menge an freigesetztem 

Quecksilber einschlägige Richtwerte wie z. B. die der Weltgesundheitsorganisation 

WHO bei weitem nicht erreicht (Berglund 1990; Brownawell et al. 2005; Fardal et al. 

2005; Rathore et al. 2012; Roberts und Charlton 2009; Zogheib et al. 2008).  

Auch die in der Zahnmedizin zur Anwendung kommenden Zemente zeigen teilweise 

deutliche zytotoxische Wirkungen (Bakopoulou et al. 2009; Franz et al. 2006; Winkler 

et al. 2014). Insbesondere Zinkoxidphosphatzemente weisen eine hohe Zytotoxizität 

auf (Franz et al. 2006; Mahasti et al. 2011; Schweikl und Schmalz 1996; Winkler et 

al. 2014). Eine Ursache hierfür kann in der sauren Abbindereaktion des Zementes 

und dem damit verbundenen Abfall des pH-Wertes der umgebenden Bereiche sowie 

der Freisetzung relativ hoher Mengen von Zink liegen (Leirskar und Helgeland 1977). 

Ähnliche zytotoxische Effekte waren auch bei kunststoffbasierten Zementen zu 

beobachten (Arslan Malkoc et al. 2015; da Fonseca Roberti Garcia et al. 2016; 

Mahasti et al. 2011; Pontes et al. 2014). 
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Weiterhin wurden zytotoxische Effekte von unterschiedlichen Füllungskunststoffen 

auf pulpale und gingivale Zellen beobachtet (Sisman et al. 2016; Tadin et al. 2014; 

Xia et al. 1990; Yalcin et al. 2015). Auch die für die Versorgung mit Kompositen 

notwendigen Adhäsive und Bondings haben potentiell schädliche Einflüsse auf die 

Zellen der Pulpa (Chen et al. 2003; Goldberg 2008; Sengun et al. 2011; Yasuda et al. 

2008). Eine mögliche Ursache für die Zytotoxizität von Kunststoffen kann die 

Freisetzung von Materialbestandteilen wie Bisphenol-A-(di)-methacrylat (BisGMA), 2-

hydroxyethyl-methacrylat (HEMA) und Triethylen-glycol-dimethacrylat (TEGDMA) 

sein (Altintas und Usumez 2008; Botsali et al. 2014; Goldberg 2008; Kerezoudi et al. 

2016; Kloukos et al. 2013; Rathbun et al. 1991; Tabatabaei et al. 2011; Van Landuyt 

et al. 2011). In Tabelle 3 sind die häufigsten dentalen Werkstoffe mit 

Einsatzbereichen und charakteristischen Wirkungen zusammengefasst. 

Tabelle 3:  Zytotoxische Eigenschaften dentaler Werkstoffe. 

Werkstoff Effekt Einsatzbereich Referenzen 

Metalle und 

Legierungen 

Zytotoxische Effekte und 

Irritationen in den 

benachbarten Geweben, 

allergische Reaktionen 

Kronen, 

Brücken, 

Prothesen, 

Inlays 

Hosoki et al. 2009; Milheiro et al. 

2016; Raap et al. 2012; Schmalz et al. 

1997; Syed et al. 2015; Wataha 2000; 

Wataha et al. 1999 

Amalgam 

Zytotoxische Effekte und 

Irritationen in den 

benachbarten Geweben, 

allergische Reaktionen, 

Amalgam-

Tätowierungen, 

Reaktionen der Pulpa, 

Erhöhung der 

Quecksilberaufnahme 

Füllungen 

Berglund 1990; Cheaib et al. 2015; 

Fardal et al. 2005; Rathore et al. 

2012; Roberts und Charlton 2009; 

Wessel et al. 2014; Zogheib et al. 

2008 

Kunststoffe, 

Komposite 

und 

zugehörige 

Adhäsive 

sowie 

Bondings 

Zytotoxische Effekte und 

Irritationen in den 

benachbarten Geweben, 

allergische Reaktionen, 

Reaktionen der Pulpa 

Verblendungen, 

Füllungen, 

Reparaturen 

von dentalen 

Restaurationen, 

Prothesen 

Altintas und Usumez 2008; Botsali et 

al. 2014; Chen et al. 2003; Goldberg 

2008; Kerezoudi et al. 2016; Pontes et 

al. 2014; Rathbun et al. 1991; Sengun 

et al. 2011; Sisman et al. 2016; Tadin 

et al. 2014; Van Landuyt et al. 2011; 

Yasuda et al. 2008; Zogheib et al. 

2008 

Zemente 

(konventi-

onell und 

kunststoffba

siert) 

Zytotoxische Effekte und 

Irritationen in den 

benachbarten Geweben, 

allergische Reaktionen 

Zementierungen 

von Kronen und 

Brücken auf 

Zähnen und 

Implantaten, 

Befestigungen 

von 

Wurzelstiften in 

devitalen 

Zähnen 

Altintas und Usumez 2008; Arslan 

Malkoc et al. 2015; Botsali et al. 2014; 

da Fonseca et al. 2016; Franz et al. 

2006; Goldberg 2008; Kerezoudi et al. 

2016; Leirskar und Helgeland 1977; 

Mahasti et al. 2011; Pontes et al. 

2014; Tabatabaei et al. 2011; Tadin et 

al. 2014; Winkler et al. 2014 
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2.2.10 Physiko-chemische Einflüsse auf bakterielle Adhäsion 

Die irreversible Adhäsion von Mikroorganismen auf Oberflächen ist eine 

Voraussetzung für die Biofilmbildung (Marsh und Bradshaw 1995). Faktoren wie das 

Zeta-Potential als Maß für das elektrische Potential von Partikeln in einer 

Suspension, hydrodynamische Scherkräfte, die in bewegten Flüssigkeiten auftreten, 

sowie Temperatur und pH-Wert haben Einfluss hierauf (Busscher et al. 1989; Cowan 

et al. 1992; Ollos et al. 2003). Zwei Parameter, die Rauheit der Oberfläche und die 

freie Oberflächenenergie (surface free energy, SFE), beeinflussen hierbei die 

Biofilmbildung maßgeblich (Ahn et al. 2009; Quirynen 1994). 

2.2.11 Freie Oberflächenenergie (SFE, surface free energy) 

Die Oberflächenenergie wird basierend auf SI-Einheiten in J/m2 oder in Nm/m2 

angegeben. Sie bezeichnet die Grenzflächenspannung an den Grenzflächen von 

zwei Stoffen beliebiger Phase und kann bei Flüssigkeiten mit der 

Oberflächenspannung gleichgesetzt werden. Die zur Messung der SFE auf den 

Oberflächen von Werkstoffen oft verwendete Methode ist die Kontaktwinkelmessung, 

auch sessile drop – Methode („ruhender Tropfen“) mit unterschiedlichen 

Messflüssigkeiten (Busscher et al. 1984). Bei Anwendung der Methode nach Owens, 

Wendt, Rabel und Kaelble (OWRK) werden nur zwei verschiedene Flüssigkeiten 

benötigt, eine polare und eine apolare (Kaelble 1970; Owens und Wendt 1969; Rabel 

1971). Basierend auf der Youngschen Gleichung wird bei der Kontaktwinkelmessung 

der Winkel zwischen der Materialoberfläche und einem auf die Oberfläche 

abgesetzten Tropfen der Versuchsflüssigkeit ermittelt (siehe Abbildung 8). 

 
Abbildung 8: Kontaktwinkel eines liegenden Tropfens (Krüss 2010). 
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Da die Eigenschaften der beiden eingesetzten Versuchsflüssigkeiten bekannt sind, 

kann die SFE des Materials mit Hilfe der entsprechenden Formel nach OWRK (siehe 

Formel 2) berechnet werden. Hierbei steht σsl für die gesuchte 

Grenzflächenspannung zwischen Festkörper und Flüssigkeit, σs für die freie 

Oberflächenenergie des Festkörpers, σl für die Grenzflächenspannung der 

Flüssigkeit, σD für den dispersiven Anteil (mit entsprechendem Subskript „s“ für 

Festkörper und „l“ für Flüssigkeit) und σD für den polaren Anteil (ebenfalls mit den 

Subskripten „s“ für Festkörper und „l“ für Flüssigkeit). 

𝝈𝒔𝒍 = 𝝈𝒔 + 𝝈𝒍 − 𝟐 (√𝝈𝒔
  𝑫 × 𝝈𝒍

  𝑫 + √𝝈𝒔
  𝑷 × 𝝈𝒍

  𝑷) 

Formel 2: Berechnung der SFE nach OWENS, WENDT, RABEL und KAELBLE. 

Es existiert eine Wechselwirkung zwischen der SFE und der Hydrophobizität einer 

Oberfläche dahingehend, dass die Hydrophobizität steigt, wenn die SFE sinkt und 

umgekehrt (van Loosdrecht et al. 1987). Da an hydrophilen Oberflächen bevorzugt 

Wasser angelagert wird und die Adhäsion von Proteinen in der Folge geringer 

ausfällt, wird an hydrophoben Oberflächen eine verstärkte Proteinadhäsion 

beobachtet (Lindh 2002). Die Bindung von Proteinen auf Oberflächen in der 

Mundhöhle kann eine zuvor niedrige SFE erhöhen und umgekehrt eine hohe SFE 

verringern (Vandijk et al. 1987). 

Bei Betrachtung der von Absolom 1983 aufgestellten Formel für freie Energie der 

bakteriellen Adhäsion (ΔGadh, siehe Formel 3) wird deutlich, dass diese von den 

freien Verbindungsenergien von Substrat/Bakterium (σsb), Substrat/Flüssigkeit (σsl) 

und Bakterium/Flüssigkeit (σbl) abhängig ist. 

∆𝑮𝒂𝒅𝒉 = 𝝈𝒔𝒃 − 𝝈𝒔𝒍 − 𝝈𝒃𝒍 

Formel 3: Gibbsche Energie der Adhäsion (ΔGadh) nach ABSOLOM. 

Bei der theoretischen Berechnung der freien Energie der Adhäsion ΔGadh wird 

deutlich (siehe Abbildung 9), dass diese im Falle von ΔGadh < 0 begünstigt wird 

(Quirynen und Bollen 1995). Weiterhin kann abgeleitet werden, dass für ein 

Bakterium, welches sich in einem Medium mit einer, verglichen mit der eigenen, 

niedrigeren Oberflächenspannung befindet (σlv < σbv, rote Linie), eine Adhäsion auf 

einem Substrat erst bei einer deutlich hydrophilen Charakteristik des Substrates 

begünstigt wird. Umgekehrt gilt für ein Bakterium in einem Medium mit einer relativ 

betrachtet höheren Oberflächenspannung (σlv > σbv, gepunktete Linie), dass eine 
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Adhäsion auf Substraten mit hydrophoben Eigenschaften begünstigt wird, nicht aber 

auf solchen, die als hydrophil eingestuft werden können. 

 

Abbildung 9: Theoretische Berechnung der Adhäsion ΔGadh adaptiert nach QUIRYNEN und BOLLEN  

(σlv = Oberflächenspannung der Flüssigkeit – entspricht der freien Oberflächenenergie, 

σbv = freie Oberflächenenergie des Bakteriums, σsv = freie Oberflächenenergie des 

Substrates). 

Diese Faktoren machen den Zusammenhang und die Wechselwirkungen von 

bakterieller Adhäsion und Hydrophobizität, Hydrophilie sowie SFE der Oberflächen 

von Bakterien, Proteinen und Werkstoffen deutlich (Ferreiros et al. 1989; Hannig und 

Hannig 2009; Hauser-Gerspach et al. 2007; Teughels et al. 2006). 

2.2.12 Rauheit 

Einen weiteren bedeutenden Einfluss auf die Adhäsion von Bakterien auf Substraten 

hat die Rauheit von intraoralen Oberflächen (Yeo et al. 2012). Insbesondere 

Unregelmäßigkeiten auf Oberflächen stellen Bereiche initialer mikrobieller Adhäsion 

dar, von denen aus die weitere Besiedelung stattfindet (Lie 1977, 1978, 1979; Nyvad 

und Fejerskov 1987). 

Allgemein betrachtet werden mit Rauheit Unebenheiten einer Werkstoffoberfläche 

bezeichnet (Trautwein 2014). Nach der DIN 4760:1982 (Deutsches Institut für 

Normung e.V.) werden Gestaltabweichungen von Werkstoffoberflächen, also 

Abweichungen von einer idealen Oberflächenbeschaffenheit, in sechs Ordnungen 
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unterschieden; hierbei findet sich Rauheit in den Ordnungen 3 und 4 u. a. in Form 

von Rillen und Riefen wieder (siehe Abbildung 10). 

 

Abbildung 10: Gestaltabweichungen 1-4 nach DIN 4760:1982, Grade 5 und 6 nicht in gleicher Form 

anschaulich darstellbar (Bezug zur Gefüge- und Gitterstruktur eines Werkstoffes). 

Zur Beschreibung der Rauheit dentaler Werkstoffe wird meist das arithmetische 

Mittel der Rauheit Ra in der Einheit µm angegeben (Gadelmawla et al. 2002; Kappert 

und Eichert 2008; Quirynen und Bollen 1995). Nach der DIN EN ISO 4287:2010 stellt 

Ra das arithmetische Mittel der Beträge der Ordinatenwerte des gemessenen Profils 

der Rauheit innerhalb der gemessenen Einzelmessstrecke dar (siehe Abbildung 11); 

oder, anders formuliert, es entspricht Ra dem arithmetischen Mittel der Abweichung 

einer konstruierten Mittellinie mit beidseitig gleicher Materialverteilung durch eine 

Werkstoffoberfläche (Deutsches Institut für Normung e.V.). 

Als Oberflächenmesstechnik zur Ermittlung der Rauheit kommt u. a. die 2D-

Profilometrie bzw. Tastschnittmessung zum Einsatz und gilt als suffizient (Kocher et 

al. 2002). Hierbei wird das Oberflächenprofil von einer Diamantspitze abgetastet, 

durch einen elektromechanischen Wandler in ein Signal überführt und an einen 

Computer zur Auswertung übermittelt (Sander 1991). 

 

2

4

1

3



Biochemische Grundlagen der angewandten Testverfahren 

 

29 

 

Abbildung 11: Arithmetisches Mittel der Rauheit, grafische Darstellung und Formel (Ra), sowie Z(x) 

Profilwerte des Rauheitsprofils (Mahr 2014). 

Das initiale bakterielle Wachstum findet nicht nur auf Unregelmäßigkeiten von 

Oberflächen statt, sondern zeichnet sich hier auch durch einen schnelleren 

Übergang von reversibler zu irreversibler Adhäsion sowie eine generell höhere 

Akkumulation von Mikroorganismen aus (Hannig 1999; Quirynen und Bollen 1995; 

Quirynen et al. 1990; Taylor et al. 1998). Gezielte Untersuchungen bestätigten die 

stärkere Adhäsion von Bakterien auf rauen Oberflächen dentaler Werkstoffe, 

verglichen mit besser polierten Kontrollen (Einwag et al. 1990; Kawai und Urano 

2001). Hierbei zeigte sich eine mittlere Rauheit Ra von 0,2 µm als Grenze, unterhalb 

derer eine weitere Reduktion der Rauheit auf Titan anscheinend keinen 

maßgeblichen Einfluss mehr auf die Adhäsion hat (Bollen et al. 1997). 

Zusammenfassend scheint eine Rauheit über einem Ra von 0,2 µm in vielfältigen 

Studien einen größeren Einfluss auf die bakterielle Adhäsion zu haben, als die freie 

Oberflächenenergie, wobei Unterschiede zwischen Werkstoffgruppen ersichtlich 

werden; eine abschließende Bewertung der Zusammenhänge steht daher derzeit 

noch aus (Burgers et al. 2010a; Burgers et al. 2010b; Grossner-Schreiber et al. 2001; 

Quirynen et al. 1990; Teughels et al. 2006). 

2.3 Biochemische Grundlagen der angewandten Testverfahren 

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten, biochemischen Testverfahren, 

sogenannte Assays, nutzen Eigenschaften lebender Zellen, um diese indirekt durch 

von ihnen verursachte Veränderungen in Reagenzien nachzuweisen bzw. deren 

Aktivität messen zu können (Wink et al. 2011). Der Einsatz indirekter 

Nachweismethoden ist neben dem direkten Nachweis durch Bildgebung, 

gegebenenfalls nach entsprechender Färbung, gängige mikrobiologische Praxis 

(Shintani et al. 2011). 
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2.3.1 Tetrazolium / WST-Assays 

 Zur Messung der Zellviabilität und Zytotoxizität von Stoffen gelten auf 

Tetrazoliumchlorid (alternativ Tetrazolim, TTC oder 2,3,4-Triphenyltetrazoliumchlorid) 

basierende Assays als etablierte und zuverlässige Methoden (Riss et al. 2004). Das 

zugrundeliegende Prinzip ist die Umwandlung farbloser Edukte durch das 

Redoxpotential an der Membran lebender Zellen in farbige Produkte (Berridge et al. 

2005). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Assays basierten auf 

wasserlöslichen Tetrazolium „WST – water soluble tetrazolium“ und enthielten mit 

WST-1 und WST-8 zwei Tetrazoliumchlorid-Derivate (siehe Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: WST-1 und WST-8 (National Center for Biotechnology Information 2015a, 2015b). 

Hierbei findet durch auf der Zellaußenseite lokalisiertes reduziertes 

Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) eine Reduktion des eingesetzten WST zum 

Formazan des WST statt (siehe Abbildung 13). 

Da das Formazan eine deutliche Färbung hat, ist dessen Konzentration durch die 

optische Dichte (O.D.) bei 450-570 nm (in Abhängigkeit vom eingesetzten WST) 

photometrisch zu bestimmen (Ishiyama et al. 1997; Riss et al. 2004). Bei einer 

großen Anzahl stoffwechselaktiver Zellen fällt der Farbumschlag der WST-

enthaltenden Messlösung stärker aus als bei einer geringeren Anzahl an aktiven 

Zellen (Tominaga et al. 1999). 
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Umwandlung von WST-8 in WST-8-Formazan (Dojindo 

Molecular Technologies 2016) 

2.3.2 Resazurin-Assays 

Als weitere etablierte und weit verbreitete Assays zur Bestimmung von Zellviabilität 

oder Zytotoxizität von z. B. Werkstoffen können Resazurin-Assays betrachtet werden 

(Riss et al. 2004; Twigg 1945). Das Grundprinzip dieses Assays basiert ebenfalls auf 

der Wechselwirkung mit NADH lebender Zellen (Riss et al. 2004). Durch die 

Wechselwirkung wird das blaue Resazurin reduziert und irreversibel in das pink-

violette fluoreszierende Resorufin umgewandelt (siehe Abbildung 14) (Al-Nasiry et al. 

2007). Die Menge an reduziertem Resazurin steht somit im Verhältnis zur Anzahl der 

lebenden, stoffwechselaktiven Zellen (O'Brien und Pognan 2001). Die Messung des 

Resorufins erfolgt z. B. automatisch im Plattenreader bei Anregungswellenlängen um 

560 nm und Messwellenlängen von 590 nm (Riss et al. 2004; Van den Driessche et 

al. 2014). 

 

Abbildung 14: Struktur und Reduktion von Resazurin und Resrufin (Riss et al. 2004). 
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2.3.3 ATP-Biolumineszenz-Assays 

Eine weitere Methode zum indirekten Nachweis von Zellen basiert auf dem von 

vitalen Zellen gebildeten intrazellulären Energieträger Adenosintriphosphat (ATP) 

und dem Phänomen der Biolumineszenz (Shintani et al. 2011). Biolumineszenz 

beschreibt (meist) die Reaktion von Enzymen aus der Gruppe der Luciferasen mit 

ATP, bei der ADP (Adenosindiphosphat) und sichtbares Licht erzeugt wird (siehe 

Abbildung 15) (Marques und Esteves da Silva 2009). Die Menge und der Zustand 

der zu untersuchenden Zellen korreliert mit der Menge an intrazellulärem ATP; ein 

ATP-Biolumineszenz-Assay ist somit dazu geeignet, zytotoxische Effekte, 

Zellproliferation oder Zellmengen zu messen (Crouch et al. 1993; Sanchez et al. 

2013; Shintani et al. 2011; Yang et al. 2015).  

 

Abbildung 15: Reaktionsschema des ATP-Assays zur Biolumineszenz. 

Das emittierte Licht wird schließlich mit einem geeigneten Messinstrument, z. B. 

einem Plattenreader, aufgefangen und hinsichtlich der Intensität ausgewertet (Roda 

et al. 2004). Da für das ATP-Assay die Zellen für die Freisetzung des ATPs lysiert 

werden müssen, sind zwar keine zweizeitigen Messungen möglich - jedoch ist die 

Sensitivität des Assays bei gleichzeitig schneller und vergleichsweise robuster 

Anwendbarkeit in der Regel günstiger zu bewerten als bei den meisten anderen 

kommerziell verfügbaren Assays (Riss et al. 2004; Roda und Guardigli 2012; Stanley 

1989). 

  

ATP + Luciferin + O2

Luciferase
Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht

Mg2+
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3. Fragestellung 

Ziel der vorliegenden In-vitro-Untersuchung war es, die biologischen Wirkungen 

eines  konventionellen Zinkoxidphosphatzements und eines kupferhaltigen 

Zinkoxidphosphatzements miteinander zu vergleichen. Hierzu wurden entsprechende 

Probekörper beider Testmaterialien hergestellt, poliert und zur Hälfte durch 

Wasserlagerung künstlich gealtert. Im Anschluss wurden die physiko-chemischen 

Eigenschaften (Rauheit, Oberflächenenergie) der Probekörper bestimmt. Die 

Probekörper wurden mit zwei Testkeimen, Streptococcus sanguinis und Candida 

albicans, inkubiert und die Menge der adhärenten Keime über Biolumineszenz bzw. 

Fluoreszenz bestimmt. Exemplarisch wurden rasterelektronenmikroskopische 

Aufnahmen der Oberflächen angefertigt. Zusätzlich wurde eine mögliche 

zytotoxische Wirkung auf Mausfibroblasten und humane Gingivafibroblasten mittels 

WST-1-Test, WST-8-Test und Lichtmikroskop evaluiert. Die abschließende Messung 

der Kupferfreisetzung durch Elektronenspektroskopie sollte mögliche biologische 

Effekte erklären. 

 

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollten folgende Hypothesen überprüft werden: 

 

1. Der kupferhaltige Zinkoxidphosphatzement hat ein niedrigeres Potential zur 

Anlagerung von Streptococcus sanguinis und Candida albicans als der 

kupferfreie Zinkoxidphosphatzement. 

2. Der kupferhaltige Zinkoxidphosphatzement hat ein höheres zytotoxisches 

Potential auf Mausfibroblasten und humane Gingivafibroblasten als der 

kupferfreie Zinkoxidphosphatzement. 

3. Der kupferhaltige Zinkoxidphosphatzement zeigt eine relevante 

Kupferfreisetzung über einen längeren Zeitraum. 
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4. Material und Methode 

4.1 Versuchsüberblick 

Zur Einführung und als Überblick ist in Tabelle 4 der experimentelle Ablauf der 

vorliegenden Studie dargestellt. Weiterhin zeigt Tabelle 27 im Anhang eine Auflistung 

aller verwendeten Geräte und Chemikalien. 

Tabelle 4:  Übersicht und Ablauf. 

1.  Herstellung der Probekörper, Politur, Lagerung bzw. künstliche Alterung 

2.  Rauheitsmessung 

3.  Kontaktwinkelmessung und Berechnung der freien Oberflächenenergie 

4.  
Untersuchung der Oberflächenbesiedlung durch Candida albicans (DSMZ Nr. 

1386) mittels Lumineszenzmessung (ATP-Pro) 

5.  
Untersuchung der Oberflächenbesiedelung durch Streptococcus sanguinis 

(DSMZ Nr. 20068) mittels Fluoreszenzmessung (Resazurin) 

6.  
Untersuchung der Zellviabilität auf den Substraten mittels WST-1 und WST-8 an 

Mausfibroblasten (L929) 

7.  
Untersuchung der Zellviabilität auf den Substraten mittels WST-8 und humanen 

Gingivafibroblasten (GF1) 

8.  
Untersuchung der Zellviabilität mittels Lichtmikroskopie an Mausfibroblasten 

(L929) 

9.  
Untersuchung der Zellviabilität mittels Lichtmikroskopie an Gingivafibroblasten 

(GF1) 

10.  Rasterelektronenmikroskopie 

11.  
Messung der Kupferfreisetzung der kupferhaltigen Probekörper mittels 

Elektronenspektrographie 

12.  Statistische Auswertung 

4.2 Probekörper 

Die Durchführung aller Versuche benötigte bedingt durch die Methodik der Arbeit   

rund 600 Probekörper. Hiervon entfiel jeweils eine Hälfte auf den kupferhaltigen 

Zinkoxidphosphatzement (Hoffmann´s Kupfer Cement, Lot 5139, Hoffmann´s Dental 

Manufaktur, Berlin, Deutschland) und die andere Hälfte auf den kupferfreien 

Zinkoxidphosphatzement (Hoffmann´s Cement, Lot 1316 D04, Hoffmann´s Dental 

Manufaktur, Berlin, Deutschland) (siehe Abbildung 16). Insgesamt wurden vier 

Gruppen von Probekörpern untersucht (siehe Tabelle 5). 
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Tabelle 5:  Gruppeneinteilung der Probekörper. 

Gruppe I  kupferfrei, trocken gelagert 

Gruppe II kupferhaltig, trocken gelagert 

Gruppe III  kupferfrei, im Wasserbad gelagert 

Gruppe IV kupferhaltig, im Wasserbad gelagert 

 

Das Anmischen des Zements erfolgte streng nach Herstellerangaben der Hoffmann 

Dental Manufaktur GmbH (Berlin, Deutschland). Für die Beschaffenheit 

„Befestigungskonsistenz“ wurden im Verhältnis 1,5 g Pulver zu 1,0 g Flüssigkeit 

(Phosphorsäure) die Komponenten per Hand auf einer Glasplatte (Henry Schein, 

Langen, Deutschland) mit einem nichtfärbenden Zementspatel (DF153R, Aesculap, 

Tuttlingen, Deutschland) bei Raumtemperatur (21 °C) angemischt. Die Mengen 

wurden per Feinwaage (440-47N, Kern und Sohn GmbH, Balingen, Deutschland) 

eingewogen. Der angemischte Zement wurde in eine Form aus Dubliersilikon (Adisil 

rapid, Siladent Dr. Böhme & Schöps, Goslar, Deutschland) gegeben (siehe 

Abbildung 17). Um Lufteinschlüsse und ungleichmäßiges Ausfließen der 

Probekörperformen mit dem viskösen Zement zu verhindern, wurde die 

Probekörperform nach dem Einbringen des Zementes für 20 s auf einen Rüttler bei 

hoher Frequenz und geringer Amplitude gelegt (Vibrator L, Henry Schein, Langen, 

Deutschland). Nach dem Aushärten des Zements wurden die Probekörper für 24 h 

gelagert und anschließend mittels Schleifpapier der Körnungen 240 bis 1200 (Leco 

Corporation, St. Joseph, Michigan, USA) unter Wasserzufluss mittels Poliermaschine 

bei 600 Umdrehungen min -1 (DAP-U, Streurs, Ballerup, Dänemark) poliert. Die so 

entstandenen Probekörper hatten einen Durchmesser von 10 mm und eine Höhe von 

1 mm (siehe Abbildung 18). Nach dem Schleifen wurden die Probekörper getrennt 

nach Probekörpergruppen mit Aqua dest. (Aqua, B. Braun, Melsungen, Germany) 

gewaschen und entweder an der Luft zum Trocknen ausgelegt oder in Aqua dest. 

gelagert. Durch die Wasserlagerung bzw. Konditionierung der Probekörper sollten 

mögliche flüchtige Bestandteile ausgewaschen und eine Alterung im feuchten Milieu 

simuliert werden. 
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Abbildung 16: Testzemente: Kupferfrei (links) und kupferhaltig (rechts). 

 

Abbildung 17: Form aus Dubliersilikon mit ausgehärteten Probekörpern. 

 

Abbildung 18: Ausgearbeitete Probekörper (Durchmesser 10 mm). 

Die Konditionierung der Probekörper erfolgte mittels Lagerung in Aqua dest. für 

einen Monat bzw. 6 Monate für die Untersuchung der Kupferfreisetzung durch 

Elektronenspektroskopie (ESCA). Während dieser Zeit wurde das Aqua dest. 

wöchentlich ausgetauscht. Für alle Probekörper einer Gruppe wurde jeweils eine 1-

Liter-Flasche Aqua dest. verwendet, wobei die Flasche täglich bewegt wurde, um ein 

Aneinanderlagern der Probekörper zu verhindern. Die unkonditionierten Probekörper 

verblieben nach dem Lufttrocknen (5 Tage bei Raumtemperatur) in Zentrifugen-
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röhrchen (Falcon Tube, Corning Incorporated, Tweksbury, MA, USA). Die Lagerung 

aller Probekörper erfolgte zum Ausschluss von möglichen Störfaktoren und zur 

Standardisierung der Bedingungen unter Lichtausschluss und bei konstanter 

Zimmertemperatur (23 °C). 

Sämtliche Probekörper wurden vor den jeweiligen Versuchsreihen für 1,5 h unter 

einem UV-Strahler (Herasafe HSP 12, Heraeus, Hanau, Deutschland) desinfiziert. 

Alle weiteren Schritte fanden unter der Sicherheitswerkbank statt. Die Probekörper 

wurden für die Versuche in 48er Wellplatten (Costar 48 Well Plate, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) mittels Dubliersilikon (Z-Dupe, Henry Schein Dental Germany 

GmbH, Langen, Germany) am Boden der Platten befestigt. Die Probekörpergruppen 

III und IV wurden durchgehend in je 1 ml Aqua dest. gelagert. Die Platten wurden 

steril verschlossen und im Kühlschrank (4 °C) bis zum Versuchsbeginn (max. 1 h) 

gelagert. 

4.3 Messung der Rauheit 

Die mittlere Rauheit (RA) stellt das arithmetische Mittel eines gemessenen 

Oberflächenprofils da. Um die Oberflächenrauheit der Probekörper zu ermitteln, 

wurden pro Materialgruppe acht Probekörper in jeweils drei Messungen an 

willkürlichen Stellen der Probekörper untersucht. Dies geschah nach Fixierung der 

Probekörper auf der Haltevorrichtung des verwendeten Rauheitsmessgerätes 

(Perthometer S6P, Feinprüf Perthen, Göttingen, Deutschland). Nach dem 

automatischen Tastschlittenprinzip wurde eine diamantierte Spitze am Messarm des 

Gerätes über den Probekörper gezogen und deren Ausschläge erfasst. Es wurden 

pro Probekörper 0,75 mm abgetastet, wobei die Einzelmessstrecken je 0,25 mm 

betrugen. Die Ausgabe der Messdaten erfolgte automatisch als RA. Die Parameter 

für die vertikale und horizontale Messung betrugen jeweils 50 µm. 

4.4 Freie Oberflächenenergie 

Die freie Oberflächenenergie (SFE) wurde mit der Technik der automatisierten 

Kontaktwinkelmessung gemessen (Kontaktwinkelmessgerät Goniometer G1, ERNA, 

Tokyso, Japan). Bei der Messung der SFE kamen drei verschiedene 

Testflüssigkeiten zur Benetzung zum Einsatz. Verwendung fanden hierbei 

entionisiertes Wasser, Ethylenglycol (Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 

Methylenjodid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Für die Messungen wurden pro 
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Materialgruppe vier Probekörper in jeweils drei Messungen pro Testflüssigkeit 

untersucht. Die Probekörper wurden zunächst auf dem Objekttisch des Goniometers 

positioniert und das Goniometer auf diese ausgerichtet. Während der Messung gab 

eine automatische Pipette (Microlap, Hamilton, Bondaduz, Schweiz) in Schritten von 

2 μl eine der drei Testflüssigkeiten ab. Der sich bildende Tropfen wurde durch 

Absenken der Pipette auf den Probekörper geführt. Der gesamte Vorgang wurde 

mittels Filmkamera aufgezeichnet und nach exakt 15 s nach Benetzung der 

Oberfläche wurden Standbilder erzeugt. Die Auswertung dieser fand mittels Software 

(OCA 15 plus, Dataphysics Instruments, Filderstadt, Deutschland) statt. Aus den 

jeweiligen rechten und linken Kontaktwinkeln zwischen Probekörperoberfläche und 

Tropfen wurde mit Hilfe der Software die SFE in (mJ/m2) nach der Methode von 

Owens, Wendt, Rabel und Kaeble (Owens et al. 1969) errechnet. 

4.5 Vorbereitung der Testkeime 

4.5.1 Wochenkultur 

Für die Versuche wurden Wochenkulturen von Streptococcus sanguinis (DSMZ-Nr. 

20068) und Candida albicans (DSMZ Nr. 1386) aus den entsprechenden 

Cryokulturen (- 80 °C) angelegt. Der ursprüngliche Bezug der Testkeime erfolgte 

über die DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland). Die Herstellung der 

Wochenkulturen erfolgte durch Überimpfen von 10 μl aufgetauter Cryokultur in 10 ml 

Triptase Soy Yeast Extract Medium (DSMZ-Medium Nr. 92) für Streptococus 

sanguinis bzw. 10 ml Universal Medium For Yeast (DSMZ-Medium Nr. 186) und 

anschließendem Anzüchten für eine Dauer von 24 h bei einer Temperatur von 37 °C 

im Inkubator (Orbital Shaker Typ 420, Thermo Forma, Mariette, Ohio, USA). 24 h vor 

den Versuchen wurde dieser Vorgang nochmals wiederholt. Während des gesamten 

Anzüchtens und Überimpfens wurde die Vitalität der Kulturen unter dem 

Lichtmikroskop kontrolliert (Nikon DS-Fi2, Nikon Eclipse TS100, Nikon ELWD 0.3, 

Nikon DS-LE 3, Nikon, Chiyoda, Japan).  
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4.5.2 Versuchskultur 

Die Versuchskulturen wurden aus den Wochenkulturen einen Tag vor den 

Versuchen angezüchtet. Hierfür wurden jeweils zwei Erlenmeyerkolben (Schott 

Duran, Mainz, Deutschland) verwendet, in die einmal 50 ml und einmal 75 ml 

Medium (DSMZ-Medium Nr. 92 für die Versuche mit Streptococcus sanguinis bzw. 

DSMZ-Medium Nr. 186 für die Versuche mit Candida albicans) gegeben wurden. 

Danach wurden 50 µl der Bakteriensuspension (bestehende Wochenkultur) auf 50 ml 

des Mediums bzw. 75 µl der Suspension auf 75 ml des Mediums zusammengeführt. 

Analog zur Inkubation der Wochenkultur wurden die Versuchskulturen 16 h bei 37°C 

inkubiert (Inkubator Orbital Shaker Typ 420, Thermo Forma, Mariette, Ohio, USA). 

Während die mit 75 µl / 75 ml gefüllten Kolben für die Versuchsdurchführung 

vorgesehen waren, dienten die zu Beginn mit 50 ml / 50 µl beschickten Kolben als 

Sicherheitsreserve. 

Am Tag des Versuchs wurden aus dem 75 ml Kolben jeweils 35 ml in zwei 

Zentrifugenröhrchen (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) überführt. Die 

verbliebenen 5 ml dienten der elektronischen Messung des pH-Wertes (Multi-

Calimatic, Knick, Elektronische Messgeräte GmbH & Co., Berlin, Deutschland) und 

der photometrischen Messung der optischen Dichte (Photometer, Genesys 10S, 

Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) der Ausgangskultur. Die Messung der 

optischen Dichte fand bei einer Wellenlänge von 550 nm statt. Als Nullwert wurden 

das Tripticase Soy Yeast Medium (DSMZ Nr. 92) bzw. das Universal Medium For 

Yeast (DSMZ-Medium Nr. 186) verwendet.  

Die aufgeteilten 70 ml wurden bei 2500  min-1 und 18 °C für 5 min zentrifugiert 

(Rotina 420 R, Hettich Zentrifugen GmbH, Tuttlingen, Deutschland). Nach dem 

Verwerfen der Überstände wurden die verbliebenen Pellets in 30 ml PBS 

(phosphate-buffered Saline, phosphatgepufferte Salzlösung, PBS, Sigma Aldrich, 

Steinheim, Deutschland) resuspendiert. Dieser Vorgang wurde zweimal 

durchgeführt, um alle Reste der Kulturmedien auszuwaschen. Im Anschluss wurden 

die Pellets in 20 ml PBS erneut gelöst und in einem Becherglas mit 

Rührfisch/Magnetrührer (MSC basic C, IKA Works Incorporated, Wilmington, NC, 

USA) unter Zugabe von weiterem PBS und laufender photometrischer Messung bis 

auf eine optische Dichte von 0,3 A bei 550 nm eingestellt. Dieser Wert gilt in allen 

Versuchen dieser Arbeit als Standard. Die so vorbereitete Versuchskultur wurde zum 
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Ausschluss von Fehlern nochmals auf ihren pH-Wert hin untersucht und konnte im 

Anschluss als Versuchskultur verwendet werden. 

4.6  Zellkulturen 

4.6.1 Kultur der Mausfibroblasten (L929) 

Versuchsreihe a 

Die verwendete Kultur von Mausfibroblasten (L929, Nr. 85011425, Cell Line from 

mouse, Sigma Aldrich, München, Deutschland) lag in der 19. Passage als Cryokultur 

(-80 °C) vor. Nach dem Auftauen wurde die Kultur in 30 ml Nährmedium (Dulbecco´s 

Modified Eagle´s Medium), ergänzt mit 10 % Kälberserum und versetzt mit 

1 % Penicillin-Streptomicin, abgekürzt „DMEM 10 %, FBS 1 %, Pen.-Strep.“ (Fisher 

Scientific, Schwerte, Deutschland), in einer 175 cm2 Kulturflasche (Corning 

Incorporated, Corning, NY, USA) für 24 h bei 37  C inkubiert. Nach 24 h wurde das 

Medium erneuert und die Fibroblasten wurden wieder für 24 h bei 37°C inkubiert. 

Nach Abschluss der letzten Inkubationsphase konnten die Fibroblasten weiter für die 

Versuche aufbereitet werden. 

Das Ablösen der adhärierten Zellen geschah mittels einer 0,25 %-Trypsin-PBS-

Lösung (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) und Inkubation für 4 min bei 37 °C. 

Das erfolgte Ablösen der adhärierten Zellen wurde per Lichtmikroskop (Nikon DS-

Fi2, Nikon Eclipse TS100, Nikon ELWD 0.3, Nikon DS-LE 3, Nikon, Chiyoda, Japan) 

überprüft (siehe Abbildung 19). Nach Neutralisieren des verbliebenen Trypsins durch 

Zugabe von frischem Nährmedium wurden die Zellen bei 800 Umdrehungen min-1 für 

6 min sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in neuem 

Nährmedium resuspendiert. Nun wurden die Zellen per Zählautomat gezählt (Bio-

Rad TC 20 Automated Cell Counter, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Um 

hierbei lebende von toten Zellen unterscheiden zu können, wurde die Zellsuspension 

zuvor mit Trypan Blau 0,4 % (Trypan Blue Dye 0,4 %, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

im Verhältnis 0,1 ml Trypan zu 0,5 ml Zellsuspension versetzt. Hierbei werden nur 

abgestorbene Zellen gefärbt, da die Farbstoffaufnahme in die Zelle passiv erfolgt, 

das Ausschleusen des Farbstoffes allerdings von allen lebenden Zellen aktiv erfolgt 

und der Farbstoff sich somit nur in toten Zellen anreichert.  
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Versuchsreihe b 

Zum Ausschluss eventuell vorliegender Alterungseffekte durch zu häufiges 

Subkultivieren erfolgte zu einem späteren Zeitpunkt ein weiterer, analoger 

Versuchsdurchlauf mit noch nicht vor Ort passagierten Mausfibroblasten selbiger 

Bezugsquelle. Auch diese Kultur lag initial als Cryokultur (-80 °C) vor. Unterschiede 

zur Versuchsreihe a lagen in den hierbei abweichend verwendeten folgenden 

Gerätschaften (siehe Tabelle 6). 

Tabelle 6: Gerätschaften Versuchsreihe b. 

1 Lichtmikroskop (Axiovert 40 CFL Zeiss, Göttingen, Deutschland), 

2 Inkubator (Labotec C200 Inkubator, Labotec, Göttingen, Deutschland), 

3 
Zählautomat (Nexcelom Vellometer TM Auto T4 peqlab, VWR International 

GmbH, Erlangen, Deutschland) 

4 Zentrifuge (Centrifuge 5810, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). 

 

 

Abbildung 19: Lichtmikroskopie L929-Mausfibroblasten. 

4.6.2 Kultur der Gingivafibroblasten (GF1) 

Die verwendete Gingivafibroblastenkultur (GF1) wurde von der AG Orale Biologie 

und Geweberegeneration der Poliklinik für Zahnärztliche Prothetik der 

Universitätsmedizin Göttingen etabliert und für die Versuchszwecke dieser Arbeit zur 

Verfügung gestellt. Das der Zelllinie zugrunde liegende Gewebe wurde an der 

Universitätsmedizin Göttingen gewonnen und entstammt gesunden 

Gewebeverhältnissen. Vor der Etablierung der Zelllinie wurde die geplante Arbeit der 

Ethikkommission der UMG vorgestellt. Ein positives Ethikvotum wurde erteilt 

(Antragsnummer 16/6/2009). 
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Die Zellkultur der GF1 lag als stickstoffgekühlte Cryokultur (-196 °C) vor. Nach dem 

Auftauen im Wasserbad bei 37 °C wurde die Suspension in eine Kulturflasche 

überführt (75 cm2, Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland). Nach Zugabe von 

10 ml temperiertem Medium (DMEM + GlutaMax / Dulbecco´s Modified Eagle´s 

Medium + GlutaMax, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) mit  

10 % fetalem Kälberserum (FCS, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) und 50 µg pro 

ml Gentamycin (PromoCell, Heidelberg, Deutschland) erfolgte eine Inkubation bei 

37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % für 24 h (Inkubator Labotec 

C200, Labotec, Göttingen, Deutschland). Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. 

Bei einem Besatz der adhärenten Zellen von 60-70 % (siehe Abbildung 20) erfolgte 

eine Subkultur, um dichteabhängige Wachstumsveränderungen auszuschließen. 

Zunächst wurde das alte Medium abgesaugt, gefolgt von zweimaligem Waschen der 

Zellkultur mit jeweils 10 ml PBS. Im nächsten Schritt wurden die Zellen nach Zugabe 

von 2 ml Trypsin und einer Inkubation von 5 min bei oben beschriebenen 

Konditionen vom Boden der Flasche gelöst. Nach Kontrolle des Ablösens unter dem 

Lichtmikroskop (Axiovert 40 CFL Zeiss, Göttingen, Deutschland) wurde noch das 

Trypsin mittels Zugabe von 5 ml Medium inaktiviert. Im Anschluss daran wurde die 

Zellsuspension in ein 10 ml Röhrchen (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland) 

überführt und für 10 min bei 12.000 rpm in einer Zentrifuge (Centrifuge 5810, 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) sedimentiert. Der nun vorhandene Überstand 

wurde verworfen und das Zell-Pellet in 1 ml PBS resuspendiert. Für die Subkulturen 

wurden 50.000 Zellen pro 75-cm2-Flasche ausgesät und mit 10 ml Medium bei 37 °C, 

5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit bis zur Verwendung inkubiert. 

 

Abbildung 20: Lichtmikroskopie GF1-Gingivafibroblasten. 
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4.6.3 Vorbereitung der Fibroblasten (GF1 und L929) 

Für die Versuche zur Messung der Zytotoxizität an den humanen und tierischen 

Fibroblasten wurden mittels Zellzählautomaten die Konzentrationen der 

Zellsuspensionen bestimmt und die benötigte Suspensionsmenge für 10.000 Zellen 

errechnet. Die Zielaussaat von 10.000 Zellen pro Well in 0,5 ml Medium wurde 

standardisiert auf alle Well-Platten angewendet. 

4.7 Herstellung des Kunstspeichels 

Zur Herstellung des künstlichen Speichels wurden folgende Substanzen in 1 l PBS 

(PBS Tabletten, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) mit Hilfe eines 

Magnetrührers (MSC basic C, IKA Works Incorporated, Wilmington, NC, USA) unter 

langsamer Zugabe bei Zimmertemperatur gelöst: 850 mg Mucin Typ III / isoliert aus 

Schweinemägen, 1 mg Lysozym, 1 g alpha-Amylase, 40 mg Albumin (alle Sigma 

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Im Anschluss erfolgte die Sterilfiltration mittels 

Vakuumpumpe (PJ 1604-735, KNF Neuberger, Freiburg, Deutschland) und 

Sterilfiltern (Filtereinheit 150 ml, 0,22 µm, Steritop, Merck Millipore, Darmstadt, 

Deutschland). Der gewonnene Kunstspeichel wurde bis zum Versuchsbeginn bei 

8 °C im Kühlschrank gelagert (2 h) und vor Versuchsbeginn durch Entnahme aus 

dem Kühlschrank langsam auf Raumtemperatur erwärmt. 

4.8 Lumineszenzmessung (Candida albicans) 

4.8.1 Vorbereitung der Probekörper und Inkubation 

Für die Lumineszenzmessungen wurden pro Durchlauf und Probekörpergruppe 

12 Probekörper benötigt, wobei 2 Probekörper als Nullkontrollen zum Einsatz kamen 

und an den verbliebenen 10 Probekörpern der fungale Bewuchs gemessen wurde. 

Alle Arbeiten fanden unter der Sicherheitswerkbank nach deren vorheriger 

Desinfektion mittels Ethanol (70 %) statt. 

Tabelle 7:  Pipettierschema Lumineszenzversuch. 

10 Proben 1 ml Pilzsuspension 

2 Nullkontrollen 1 ml PBS 

 

Die Nasslagerung der Gruppen III und IV erforderte zunächst, das Aqua dest. 

abzusaugen. Im Anschluss wurden die Probekörper einseitig mit Dubliersilikon (Z-
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Dupe, Henry Schein Dental Germany GmbH, Langen, Germany) beschichtet und 

zentral in sterile Well-Platten (Costar 48 Well Plate, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) geklebt. Hierbei war auf eine vollständige Benetzung des Wellbodens mit dem 

Silikon zu achten. 

Nach dem Abbinden des Silikons wurde sichergestellt, dass keine Probekörper eine 

oberflächliche Verunreinigung durch das Silikon erfahren hatten, andernfalls hätten 

diese durch neue Probekörper ersetzt werden müssen. Zum sicheren Ausschluss 

kam der UV-Strahler der Sicherheitswerkbank (Herasafe HSP 12, Heraeus, Hanau, 

Deutschland) zum Einsatz, da das Silikon unter UV-Licht sichtbar fluoresziert. 

Weiterhin wurde der Strahler durch die Bestrahlungsdauer von 1,5 h zur Desinfektion 

der Probekörper genutzt. Nun wurde in alle Wells mit Probekörpern 1 ml des 

hergestellten Kunstspeichels gegeben. Es schloss sich eine Inkubation von 2 h bei 

37 °C im Schüttler bei 53 rpm an (Orbital Shaker Typ 420, Thermo Forma, Mariette, 

Ohio, USA). 

Nach der Inkubation wurde der künstliche Speichel entfernt und die zuvor auf eine 

optische Dichte von 0,3 eingestellte Pilz-Suspension wurde zu je 1 ml auf die Mess-

probekörper gegeben. Auf die Nullkontrollen-Probekörper wurde jeweils 1 ml PBS 

statt der Pilz-Suspension gegeben. Es erfolgte eine erneute Inkubation im Schüttler 

für 2,5 h bei 37 °C. 

Nach Ablauf der Inkubation wurden die Pilzsuspension bzw. das PBS der Kontrollen 

abgesaugt und die zwei folgenden Waschschritte mit jeweils 1 ml PBS entfernten 

Reste nicht adhärenter Pilzzellen sowie der Suspension. 

4.8.2 Durchführung der Messung 

Der erste Schritt zur Messung der fungalen Adhäsion auf den Probekörpern war die 

Zugabe von 500 µl Lysisreagents (LT27-076 Lysisreagent, Lonza, Basel, Schweiz) in 

alle Wells und die mechanische Unterstützung des Lysisreagents durch Befestigung 

der gesamten Wellplatte für 15 min bei 325 Bewegungen min-1 auf einer Rüttelplatte 

(KM2, Edmund Bühler GmbH, Hechingen, Deutschland). 

Nach wiederholtem Aufziehen und Ausstoßen mit der Pipette, um eventuell noch 

verbliebene Reste des Pilzes zu mobilisieren, wurde der Überstand der einzelnen 

Wells in Reaktionsgefäße (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland) überführt 

und für 15 min bei 4 °C und 11900 rpm zentrifugiert. Die entnommenen 

Regiergefäße lagerten auf Eis, während jeweils 100 µl des Überstandes in eine 96er-
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Well-Platte überführt wurden (Fluostar Microplate, BMG LabTech, Offenburg, 

Deutschland). Zusammen mit jeweils 100 µl Versuchspuffer (ViaLight Buffer, LT27-

079 Assay buffer, ViaLightPlusCell Proliferation and Cytotoxity assay, Lonza, Basel, 

Schweiz) pro Well folgte eine Inkubation auf Eis für 5 min. Nach Ablauf der 

Inkubation konnte die Messung der Lumineszenz durchgeführt werden. Zum Einsatz 

kam das Fluometer Fluostar (Fluostar Optima, BMG LabTech, Offenburg, 

Deutschland) bei einem voreingestellten Gain von 4000. 

4.9 Fluoreszenzmessung (Streptococcus sanguinis) 

4.9.1 Vorbereitung der Probekörper 

Analog zum Lumineszenzversuch wurden auch vor der Fluoreszenzmessung die 

Probekörper aller Gruppen mit Hilfe von Dubliersilikon (Z-Dupe, Henry Schein Dental 

Germany GmbH, Langen, Germany) in den Well-Platten befestigt. Auch hier wurden 

die Probekörper nach dem Befestigen auf Verunreinigungen durch das Silikon 

überprüft und bei Bedarf ausgetauscht. Zum Ausschluss verbliebender Silikonreste 

und um die Probekörper zu desinfizieren, wurden sie 1,5 h dem UV-Licht des 

Desinfektionsstrahlers der Sicherheitswerkbank (Herasafe HSP 12, Heraeus, Hanau, 

Deutschland) ausgesetzt. Insgesamt waren pro Versuchsdurchlauf und 

Probekörpergruppe 15 Probekörper notwendig. An 10 Probekörpern wurde die 

Adhärenz der Bakterien gemessen, weitere 3 Probekörper wurden als Farbkontrolle 

verwendet sowie jeweils einer als Bakterien- bzw. Nullkontrolle. In die 

Bakterienkontrolle wurde nur die Bakteriensuspension gegeben, in die Nullkontrolle 

nur PBS. 

4.9.2 Messung der Eigenfluoreszenz und Inkubation 

Um den Einfluss von Eigenfluoreszenzen zu erfassen und später eleminieren zu 

können, fand vor der Besiedelung und der Hauptmessung die Messung der 

Eigenfluoreszenzen statt. Das hierfür verwendete Fluometer (Fluostar Optima, BMG 

LabtTech, Offenburg, Deutschland) erfasste nach Zugabe von jeweils 1 ml PBS pro 

Well die jeweiligen Daten zur Eigenfluoreszenz, die zur späteren Verrechnung 

abgelegt wurden. Hierbei lagen folgende Einstellungen vor: gain 2600, exitation filter 

560 nm, emmision filter 590-10, plate mode well scanning, orbital 6 mm. Nach der 

Messung wurde das PBS entfernt. Es folgte analog zur Messung der Lumineszenz 

die Inkubation mit künstlichem Speichel: 1 ml des Kunstspeichels je Well, Inkubation 
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von 2 h bei 37 °C im Schüttler (Orbital Shaker Typ 420, Thermo Forma, Mariette, 

Ohio, USA). Zeitgleich zur Inkubation mit dem Kunstspeichel wurde der 

Resazurinfarbstoff (Resazurin-Salz, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) mit 

einer Konzentration von 0,75 g Resazurin pro Liter Aqua dest. hergestellt und die 

O.D. der Bakteriensuspension auf 0,3 eingestellt. Zu jedem Zeitpunkt wurde die 

Lichtempfindlichkeit des Resazurin durch entsprechende Vorsichtsmaßnahmen (u. a. 

Abdecken, zügige Arbeitsweise, reduzierte Beleuchtung) berücksichtigt. Im 

Anschluss wurde der Kunstspeichel abgesaugt und es folgte die mikrobielle 

Besiedelung bzw. die Beschickung der Well-Platten nach dem Schema in Tabelle 8. 

Tabelle 8:  Pipettierschema Resazurin / Fluoreszenz. 

10 Proben 
1 ml Bakteriensuspension 

+ 15 µl Resazurin 

3 Farbkontrolle 
1 ml PBS 

+ 15 µl Resazurin 

1 Bakterienkontrolle 1 ml Bakteriensuspension 

1 Nullkontrolle 1 ml PBS 

 

Die anschließende Inkubation erfolgte bei 37 °C für die Dauer von 2,5 h unter 

Lichtausschluss und hoher Luftfeuchtigkeit in einer feuchten Kammer (kleine, 

lichtundurchlässige Kunststoffbox mit angefeuchtetem Papier) im Schüttler (Orbital 

Shaker Typ 420, Thermo Forma, Mariette, Ohio, USA). 

4.9.3 Durchführung der Messung 

Nach Abschluss der Inkubation und der Entnahme der Wellplatten aus der feuchten 

Kammer wurden die Überstände aus den einzelnen Wells in eine 96er-Well-Platte 

überführt (Fluostar Microplate, BMG LabTech, Offenburg, Deutschland). Die 

anschließende Messung erfolgte am Fluometer (Fluostar Optima, BMG LabTech, 

Offenburg, Deutschland). Diese wurde mit folgenden Einstellungen vorgenommen: 

initial gain 2600, adjusted gain 3107 (nach Ergebnissen der gemessenen 

Eigenfluoreszen angepasst), exitation filter 560 nm, emmision filter 590-10, plate 

mode well scanning, orbital 6 mm. 
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4.10 Zellviabilität mittels WST an Mausfibroblasten (L929) 

4.10.1 Vorbereitung der Probekörper und der Wellplatte 

Wie zuvor bei den Versuchen zur Lumineszenz (Kapitel 4.7) und zur Fluoreszenz 

(Kapitel 4.8) wurden die Probekörper mit Dubliersilikon in die Well-Platten geklebt. Es 

wurde ebenfalls mittels UV-Strahler der Sicherheitswerkbank nach Verunreinigungen 

durch das Silikon gesucht und eine Desinfektion durch eine Bestrahlung von 1,5 h 

Dauer durchgeführt. 

Insgesamt waren pro Versuchsdurchlauf und Probekörpergruppe 9 Probekörper 

notwendig. An ihnen wurde die Stoffwechselaktivität der Zellen mittels Proliferations-

Assays gemessen, es folgten 5 Wells ohne Probekörper, in denen die auf dem 

Wellboden adhärenten Zellen in mit konditioniertem Medium (Probekörper wurden 

zuvor im Medium gelagert) inkubiert wurden. Weiterhin folgten 4 Wells als reine 

positive Zellkontrolle (siehe Tabelle 9). 

Tabelle 9: Pipettierschema WST-Versuche mit konditioniertem Medium. 

9 Probekörper 
10.000 Zellen 

+ Medium 

5 Wells mit konditioniertem Medium 
10.00 Zellen 

+ konditioniertes Medium 

4 Wells Zellkontrolle 
10.000 Zellen 

+ Medium 

4.10.2 Vorbereitung des konditionierten Mediums und Zellaussaat 

Zu Beginn wurden zweimal 1,5 ml des bereits zuvor beschriebene Zellnährmediums 

(DMEM, 10 % FCS, 1 % Pen.-Strep.) für 24 h unter sterilen Bedingungen bei 37 °C 

und 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in Kontakt zu 2 Probekörpern der 

jeweiligen Probekörpergruppe gebracht. Die Wells der restlichen Probekörper aller 

Gruppen wurden simultan mit jeweils 1,5 ml PBS befüllt. Nach Ablauf von 24 h wurde 

das PBS verworfen, das zuvor mit den Probekörpern in Kontakt stehende Medium, 

fortan als „konditioniert“ bezeichnet, wurde in zwei sterilen Reaktionsgefäßen 

(Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland) für die kurze Zeit der restlichen 

Vorbereitungsschritte zwischengelagert. 

Im nächsten Schritt wurden 10.000 Zellen in 0,5 ml Medium in jedes Probekörper 

tragende Well sowie in die 4 Wells zur Zellkontrolle gegeben. In die 5 Wells zur 
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Testung des konditionierten Mediums wurden ebenfalls 10.000 Zellen gegeben, 

jedoch nun zusammen mit 0,5 ml des konditionierten Mediums. 

Durch die Verwendung des konditionierten Mediums ergaben sich für alle damit 

arbeitenden Versuchsabschnitte vier neue Untergruppen von Probekörpern, die sich 

wie in Tabelle 10 darstellten. 

Tabelle 10: Gruppeneinteilung der Probekörper, WST-Versuchsreihe mit konditioniertem Medium. 

Gruppe I  kupferfrei trocken gelagert 

Gruppe I.b von Gruppe I konditioniertes Medium 

Gruppe II kupferhaltig trocken gelagert 

Gruppe II.b von Gruppe II konditioniertes Medium 

Gruppe III  kupferfrei im Wasserbad gelagert 

Gruppe III.b von Gruppe III konditioniertes Medium 

Gruppe IV kupferhaltig im Wasserbad gelagert 

Gruppe IV.b von Gruppe IV konditioniertes Medium 
 

Die sich dem Aussäen anschließende Inkubation erfolgte für 4 Stunden bei 37 °C, 

5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator (Labotec C200 Inkubator, Labotec, 

Göttingen, Deutschland). Nach Ablauf von 4 Stunden wurde die erfolgreiche 

Adhärenz der Zellen als Abschluss der Vorbereitungen lichtmikroskopisch (Axiovert 

40 CFL Zeiss, Göttingen, Deutschland und Nikon DS-Fi2, Nikon Eclipse TS100, 

Nikon ELWD 0.3, Nikon DS-LE 3, Nikon, Chiyoda, Japan) überprüft. 

4.10.3 Durchführung der Messungen 

Nach der Kontrolle der erfolgten Adhärenz der Zellen wurde das Medium in allen 

Wells abgesaugt, um durch 0,5 ml der Messlösung ersetzt zu werden. Diese bestand 

aus dem WST-8 des Mess-Kits (Cell Counting Kit-8, CCK8, Dojindo EU GmbH, 

München, Deutschland) und dem Nährmedium im Verhältnis 1:10. Es erfolgte eine 

weitere Inkubation für die Dauer von 2 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 

Luftfeuchtigkeit. Nach Ablauf der 2 h wurden die Überstände der Messlösung in eine 

neue Wellplatte überführt (Abbildung 21). Alle Wells wurden danach durch zwei 

vorsichtige Waschschritte mit jeweils 1 ml PBS von verbliebener Messlösung 

gereinigt und mit neuen 0,5 ml des Nährmediums beschickt. Es erfolgte eine erneute 

Inkubation bei identischen Konditionen bis zur nächsten Messprozedur. 

Im folgenden Schritt wurden die Wells mit der überführten Messlösung auf Luftblasen 

überprüft und diese gegebenenfalls durch Verwendung steriler Instrumentarien 
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entfernt. Die Messungen erfolgten mit zwei verschiedenen Multimode-Plattenreadern 

(Tecan Infinite F200, Tecan, Männedorf, Schweiz und SpectraMax M2, Molecular 

Devices, LLC, Sunnyvale, USA) im Messmodus Absorption bei einer 

Messwellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 650 nm. Zur 

Messung der Extinktion des Formazans des WST-8 wurden die Werte der 

Referenzwellenlänge von den Werten der Messwellenlänge subtrahiert. 

Insgesamt wurde diese Messprozedur mehrfach zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Besiedelung der Wells durchgeführt. Die Abläufe hierfür sind analog zu den in 

diesem Abschnitt erläuterten. 

 

Abbildung 21: In die 96er-Well-Platte überführte Messlösung mit deutlich sichbar unterschiedlichen 

Farbumschlägen. 

4.11 Zellviabilität mittels WST an Gingivafibroblasten (GF1) 

4.11.1 Vorbereitung der Probekörper 

Die Probekörper für die Messung der Zellviabilität an Gingivafibroblasten wurden 

analog zu der Messung an Mausfibroblasten vorbereitet. Eine separate 

Untersuchung mit einem konditionierten Medium wurde vor dem Hintergrund der 

deutlichen Ergebnisse der vorangegangenen Versuche nicht durchgeführt.  

4.11.2 Durchführung der Messungen 

Nach erfolgter lichtmikroskopischer Kontrolle (Axiovert 40 CFL Zeiss, Göttingen, 

Deutschland) der Adhärenz der inkubierten Gingivafibroblasten folgte 

übereinstimmend zu den Versuchen mit Mausfibroblasten die Inkubation mit der 

Messlösung (nur WST-8). Bei der anschließenden Messung kam nur der 

Plattenreader SpectraMax M2 (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, USA) zum 
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Einsatz, da das andere Gerät der Arbeitsgruppe nicht mehr zur Verfügung stand. 

Technisch relevante Unterschiede bestanden jedoch nicht. 

4.12 Lichtmikroskopie 

Parallel zu den colorimetrischen Untersuchungen mit dem CCK-8 Kit fand die 

Bildgebung zur qualitativen Untersuchung und Verifizierung der Ergebnisse statt. 

Zum Einsatz kamen zwei unterschiedliche digitale Durchlichtmikroskope (Axiovert 40 

CFL Zeiss, Göttingen, Deutschland und Nikon DS-Fi2, Nikon Eclipse TS100, Nikon 

ELWD 0.3, Nikon DS-LE 3, Nikon, Chiyoda, Japan). Begleitend zu verschiedenen 

Zeiten des Medienwechsels und der Messintervalle wurden exemplarisch 

Aufnahmen unterschiedlicher Vergrößerungen angefertigt, um den Zustand der 

verschiedenen Zelllinien in den Probekörpergruppen zu dokumentieren. Der Einsatz 

eines digitalen Durchlichtmikroskops war limitiert auf die Randbereiche der einzelnen 

Wells nahe der Probekörper, da die Probekörper selbst nicht transluzent waren. 

4.13 Elektronenspektroskopie (ESCA / XPS) 

Die Elektronenspektroskopie zur chemischen Analyse (ESCA für electron 

spectroscopy for chemical analysis oder auch XPS für X-ray photoelectron 

spectroscopy) wurde mit einem Kratos Axis Ultra (Kratos Analytical Limited, 

Manchester, UK) durchgeführt. Bei dieser Untersuchung traf im Ultrahochvakuum 

fokussierte Röntgenstrahlung (Al-Kα mit 1486,6 eV, Spotgröße ca. 0,3 × 0,7 mm) auf 

die Oberfläche der Probekörper. Die hierbei durch den photoelektrischen Effekt 

übertragene Energie führte zur Bildung von Photoelektronen, also Elektronen des 

Probekörpermaterials, auf die Energie übertragen wurde. Diese Photoelektronen 

lösten sich nach Energieübertragung aus der obersten Materialschicht (ca. 10 nm). 

Die im Gerät angelegten elektrischen und magnetischen Felder lenkten die 

entstandenen Photoelektronen je nach deren kinetischer Energie auf der Bahn zum 

Detektor des Kratos Axis Ultra unterschiedlich ab. Dieser registrierte sowohl ihre 

Energie als auch die Intensität der Photoelektronen. In der folgenden Berechnung 

ermittelte ein Algorithmus aus diesen Informationen das Element, aus welchem die 

Photoelektronen freigesetzt wurden. Nach der Integration aller so entstandenen 

Peaks war die Ermittlung der elementaren Zusammensetzung der 

Probekörperoberfläche in Atomprozent möglich. 
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4.14 Rasterelektronenmikroskopie 

Die Aufnahmen im Rasterelektronenmikroskop (REM) dienten wie die 

lichtmikroskopischen Aufnahmen zur qualitativen Darstellung der mikrobiellen 

Besiedelung der Probekörper sowie der Adhäsion durch die Mausfibroblasten. Durch 

die sehr hohe Vergrößerung und die Bildgebung in reiner Aufsicht war auch die 

Darstellung der Mikroorganismen und Zellen auf den Probekörpern möglich. 

Exemplarische Probekörper sämtlicher Gruppen wurden parallel zu den 

durchgeführten Versuchen inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationen erfolgte eine 

Fixierung der verschiedenen Zellen (Bakterien, Pilze, GF1 und L929) mit 4 % 

Paraformaldehyd (Paraformaldehyd, Pulver, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 

für 15 min. Im Anschluss erfolgte durch Kohlenstoffklebstoff (Leit-C nach Göcke, 

Provac GmbH, Oestrich-Winkel, Deutschland) die Fixierung auf Probenträgern (Alu-

Stubs, Provac GmbH, Oestrich-Winkel, Deutschland). Zur Sicherung der 

vollständigen Trocknung wurden die Probekörper abgedeckt eine Woche unter dem 

Laborabzug gelagert. 

Im Anschluss wurde eine leitfähige Goldschicht im Sputtergerät (SCD 005 Sputter 

Coater, BAL-TEC, Walluf, Deutschland) bei 30 mA für 6 min aufgebracht. Die 

Bildgebung erfolgte im REM (Cambridge S240, Cambridge Instruments, Nussloch, 

Deutschland) bei einer anliegenden Röhrenspannung von 10 kV und 

Vergrößerungen zwischen Faktor 24 und Faktor 4000. 

Die Nachbearbeitung mit Falschfarben zur besseren Sichtbarkeit der Zellen und 

Mikroorganismen erfolgte mit Hilfe der Bildbearbeitungssoftware GIMP (GNU Image 

Manipulation Programm, Version 2.8.18 für OS X, The GIMP Team). Die Erkennung 

der zu markierenden Areale bzw. Zellen erfolgte manuell, da eine automatische 

Trennung der Graubereiche in Zellen und Hintergrund durch die zahlreichen 

Übereinstimmungen innerhalb der Grauabstufungen eines Bildes nicht möglich war. 

4.15 Statistische Auswertung 

Die Auswertung der Ergebnisse sowie die graphische Aufbereitung erfolgte mit der 

Software Microsoft Exel für Mac 2011 in der Version 14.7.0 (Microsoft Corporation, 

Redmont, Washington, USA) und IBM SPSS Statistics für Mac in der Version 24 für 

64-Bit-Systeme (IBM, Armonk, North Castle, New York, USA). Zum Testen auf 

signifikante Unterschiede kam ein gängiger Algorithmus zum Einsatz (siehe 

Abbildung 22). Es erfolgte zunächst ein Levene-Test auf Varianzhomogenität und ein 
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Kolmogorov-Smirnov-Test (KS-Test) auf Normalverteilung. War beides gegeben, 

erfolgte eine einfaktorielle Varianzanalyse (einfaktorielle ANOVA, von analysis of 

variance). Der einfaktoriellen ANOVA wiederum schloss sich für den Fall signifikanter 

Unterschiede eine Post-Hoc-Analyse im Testverfahren Tukey an. Wurde keine 

Varianzhomogenität bzw. Normalverteilung festgestellt, kam ein Kruskal-Wallis-Test 

zum Einsatz. Zeigte dieser signifikante Unterschiede, erfolgte ein paarweiser 

Gruppenvergleich. Dieser wurde nach Dunn-Bonferroni korrigiert. Das allgemeine 

Signifikanzniveau wurde auf 5 % (α = 0,05) festgelegt. 

 

Abbildung 22: Flussdiagramm der statistischen Auswertemethodik  

Testergebnisse 
(unverbundene Gruppen)

Test auf Homogenität der Varianzen 
nach LEVENE

Test auf Normalverteilung 
nach KOLMOGOROV-SMIRNOV

Test auf signifikante 
Mittelwertunterschiede  

/ ANOVA

Post-Hoc-Test 
nach TUKEY

Test auf signifikante 
Unterschiede 

/ KRUSKAL-WALLIS

Varianzen homogen 
(p > 0,05)

Varianzen heterogen 
(p < 0,05)

Post-Hoc-Test nach 
DUNN-BONFERRONI

signifikante Unterschiede 
(p < 0,05)

nicht normalverteilt 
(p < 0,05)

normalverteilt 
(p > 0,05)

signifikante Unterschiede 
(p < 0,05)
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5. Ergebnisse 

5.1 Präambel zu den Ergebnissen 

In den abgebildeten Whisker-Box-Plots zeigen die Whisker die Minimal- sowie 

Maximalwerte (siehe Abbildung 23). Die Boxen markieren die Bereiche vom Quantil 

Q0,25, im Folgenden als Quartil Q1 bezeichnet, bis zum Quantil Q0,75, im Folgenden 

als Quartil Q3 bezeichnet. Die Boxen werden vom Median geteilt. 

 

Abbildung 23: Aufbau der Whisker-Box-Plots. 

Die Zuordnung der Probekörpergruppen entspricht der bisherigen Zuordnung (siehe 

Tabelle 11). 

Tabelle 11: Probekörpergruppen. 

Gruppe I  kupferfrei, trocken gelagert 

Gruppe II kupferhaltig, trocken gelagert 

Gruppe III  kupferfrei, im Wasserbad gelagert 

Gruppe IV kupferhaltig, im Wasserbad gelagert 

 

Für die Versuchsreihe mit konditioniertem Medium gab es vier zusätzliche Gruppen 

(siehe Tabelle 12). 

  



Rauheit 

 

54 

Tabelle 12: Probekörpergruppen bei konditioniertem Medium. 

Gruppe I  kupferfrei trocken gelagert 

Gruppe I.b von Gruppe I konditioniertes Medium 

Gruppe II kupferhaltig trocken gelagert 

Gruppe II.b von Gruppe II konditioniertes Medium 

Gruppe III  kupferfrei im Wasserbad gelagert 

Gruppe III.b von Gruppe III konditioniertes Medium 

Gruppe IV kupferhaltig im Wasserbad gelagert 

Gruppe IV.b von Gruppe IV konditioniertes Medium 
 

5.2 Rauheit 

Die Messung des arithmetischen Mittels der Rauheit ergab die in Tabelle 13, 

Abbildung 24 sowie Abbildung 25 aufgeführten Werte. 

Tabelle 13: Arithmetisches Mittel der Rauheit [µm]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 0,27 0,53 1,13 1,42 2,56 
Gruppe II 0,5 0,78 1,19 1,41 3,59 
Gruppe III 0,31 0,41 0,86 1,05 2,98 
Gruppe IV 0,27 0,38 0,85 0,92 3,4 
Gruppe I + III 0,27 0,49 1,0 1,26 2,98 
Gruppe II + IV 0,27 0,52 1,02 1,23 3,59 

 

 

Abbildung 24: Arithmetisches Mittel Rauheit, alle Gruppen [µm] (Maximalwert, Q3, Median, Q2, 

Minimalwert). 
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Abbildung 25: Arithmetisches Mittel Rauheit, kupferfrei vs. kupferhaltig [µm], (Maximalwert, Q3, Median, 

Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem dargestellten Schema (siehe Abbildung 

22). Der Test auf Varianzhomogenität ergab mit p = 0,879 keine Signifikanz, es liegt 

demnach eine Homogenität der Varianzen vor. Der Test auf Normalverteilung war 

mit p < 0,001 signifikant, es ist daher von keiner Normalverteilung auszugehen. Der 

durchgeführte Kruskal-Wallis-Test zeigte mit p = 0,006 signifikante Unterschiede. Die 

paarweisen Vergleiche zeigten zwar signifikante Unterschiede zwischen den 

Gruppen II und IV (p = 0,039) und den Gruppen II und VI (p = 0,018), jedoch keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den kupferfreien und kupferhaltigen Zementen 

(p = 1,0). 

5.3 Freie Oberflächenenergie 

Die Messung der Freien Oberflächenenergie (SFE) ergab die in Tabelle 14, 

Abbildung 26 und Abbildung 27 aufgeführten Werte. 

 

Tabelle 14: Mittelwerte Freie Oberflächenenergie (SFE), nach Probekörpergruppen [mN/m]. 

 SFE disperser Anteil polarer Anteil  

Gruppe I 41,69 +/- 2,18 38,4 +/- 1,85 3,29 +/- 1,15 

Gruppe II 48,98 +/- 2,01 38,87 +/- 1,53 7,12 +/- 1,31 

Gruppe III 36,02 +/- 3,04 29,7 +/- 2,33 6,23 +/- 1,95 

Gruppe IV 39,23 +/- 2,2 35,96 +/- 1,82 3,27 +/- 1,24 

Gruppe I + III 38,85 +/- 2,61 33,55  +/- 2,09 4,76 +/- 1,55 

Gruppe II + IV 42,59 +/- 2,11 37,42 +/- 1,68 5,19 +/- 1,25 
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Abbildung 26: Freie Oberflächenenergie (SFE), Probekörpergruppen mit Standardabweichungen 

[mN/m]. 

 

Abbildung 27: Freie Oberflächenenergie (SFE), kupferfrei vs. kupferhaltig mit Standardabweichungen 

[mN/m]. 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem bereits eingeführten Schema. Der Test 

auf Varianzhomogenität war mit p < 0,001 signifikant, eine Homogenität der 

Varianzen liegt demnach nicht vor. Der durchgeführte Kruskal-Wallis-Test zeigte mit 

p < 0,001 signifikante Unterschiede an. Der paarweise Vergleich zeigte multiple 

signifikante Mittelwertunterschiede, so auch zwischen den Gruppen kupferfrei und 

kupferhaltig (p < 0,001). Die absoluten Unterschiede in der SFE sind relativ 

betrachtet klein. Die SFE der beiden zu vergleichenden Zemente weisen somit 

signifikante Unterschiede auf, die jedoch gering ausfallen. 
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5.4 Lumineszenzmessung Candida albicans 

Die Lumineszenzmessung an Candida albicans ergab die in Tabelle 15, Abbildung 

28 und Abbildung 29 aufgeführten Ergebnisse in relativer Fluoreszenz (rlu, relative 

luminescence units). Ein hoher Wert entspricht hier einer hohen, ein niedriger Wert 

einer niedrigen fungalen Besiedelung. 

Tabelle 15: Lumineszenzmessung, Candida albicans , nach Probekörpergruppen [rlu]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 17 26,5 35,4 41 64 
Gruppe II 29 40,5 58,1 69 88 
Gruppe III 15 27,25 30,9 36 45 
Gruppe  IV 25 49,25 61,9 72 113 
Gruppe I + III 15 26,75 33,15 37,75 64 
Gruppe II + IV 25 46 60 73 113 

 

 

Abbildung 28: Lumineszenzmessung, Candida albicans, Probekörpergruppen [rlu] (Maximalwert, Q3, 

Median, Q2, Minimalwert). 
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Abbildung 29: Lumineszenzmessung, Candida albicans, kupferfrei/kupferhaltig [rlu] (Maximalwert, Q3, 

Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem dargestellten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p = 0,018 signifikant, eine Homogenität der Varianzen 

liegt demnach nicht vor. Der Kruskal-Wallis-Test zeigte mit p = 0,001 signifikante 

Unterschiede an. Die paarweisen Vergleiche zeigten multiple signifikante 

Unterschiede, jedoch keinen zwischen den Gruppen kupferfrei und kupferhaltig 

(p = 0,865). Demzufolge gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen den zu 

vergleichenden Zementen. 

5.5 Fluoreszenzmessung Streptococcus sanguinis 

Die Fluoreszenzmessungen mit Streptococcus sanguinis ergaben die in Tabelle 16, 

Abbildung 30 und Abbildung 31 aufgeführten folgenden Werte in relativer 

Fluoreszenz (rfu, relative fluorescence units). Ein hoher Wert bedeutet hier einen 

hohen, ein niedriger Wert einen niedrigen Besatz mit Bakterien. 

Tabelle 16: Fluoreszenzmessung, S. sanguinis nach Probekörpergruppen [rfu]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 13547 14547 30908,7 52574 53970 

Gruppe II 8370 15104,75 22519,9 43857,7 51106,5 

Gruppe III 24705 38975,75 43857,7 51106,5 54774,25 

Gruppe IV 24706 40964 45105,9 54774,25 55221 

Gruppe I + III 13547 22347,75 37383,2 62953 53970 

Gruppe I + III 8370 24057,5 33812,9 46068,75 55221 
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Abbildung 30: Fluoreszenzmessung, S. sanguinis, Probekörpergruppen [rfu] (Maximalwert, Q3, Median, 

Q2, Minimalwert). 

 

Abbildung 31: Fluoreszenzmessung, S. sanguinis, kupferfrei/kupferhaltig [rfu] (Maximalwert, Q3, 

Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p = 0,001 signifikant, eine Homogenität der Varianzen 

liegt demnach nicht vor. Der Kruskal-Wallis-Test zeigt mit p = 0,011 signifikante 

Unterschiede an. Die paarweisen Vergleiche zeigen verschiedene signifikante 

Unterschiede, jedoch keinen zwischen den Gruppen kupferfrei und kupferhaltig 

(p = 1,0). 
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5.6 Zellviabilität Mausfibroblasten (L929) 

Versuchsreihe a 

Die Messung der Zellviabilität an Mausfibroblasten (L929) ergab nach 12 h 

Inkubation mit Probekörpern / konditioniertem Medium die in Tabelle 17, Abbildung 

32 und Abbildung 33 aufgeführten Werte. Ein hoher Wert steht für eine hohe 

Zellviabilität, ein niedriger für eine niedrige Zellviabilität. 

Tabelle 17:  WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 12 h, Probekörper und konditioniertes Medium, nach 

Probekörpergruppen, Versuchsreihe a [relative Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I  0,25 0,26 0,27 0,28 0,28 

Gruppe I b 0,34 0,34 0,35 0,35 0,35 

Gruppe II 0,22 0,23 0,24 0,25 0,26 

Gruppe II b 0,34 0,34 0,35 0,35 0,35 

Gruppe III 0,24 0,24 0,25 0,25 0,27 

Gruppe III b 0,34 0,34 0,35 0,35 0,38 

Gruppe IV 0,24 0,26 0,26 0,27 0,27 

Gruppe IV b 0,33 0,34 0,34 0,35 0,35 

Gr. I + I b + III + III b 0,22 0,24 0,25 0,26 0,28 

Gr. II + II b + IV + IV b 0,33 0,34 0,35 0,34 0,38 

Kontrollgruppe 1,33 1,41 1,43 1,48 1,48 

 

 

Abbildung 32:  WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 12 h, Probekörpergruppen, Inkubation mit 

Probekörpern und konditioniertem Medium, Versuchsreihe a [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

Gr. I Gr. I b Gr. II Gr. II b Gr. III Gr. III b Gr. IV Gr. IV b Ktr.

re
la

ti
v
e
 A

b
s
o
rp

ti
o
n

 

Probekörpergruppen 



Zellviabilität Mausfibroblasten (L929) 

 

61 

 

Abbildung 33: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 12 h, kupferfrei/kupferhaltig, Inkubation mit 

Probekörpern und konditioniertem Medium, Versuchsreihe a [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem zuvor etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p < 0,01 signifikant, eine Homogenität der Varianzen 

liegt demnach nicht vor. Der Kruskal-Wallis-Test zeigt mit p < 0,001 signifikante 

Unterschiede an. Im paarweisen Vergleich zeigen sich signifikante Unterschiede 

zwischen multiplen Gruppen und den Kontrollen, jedoch keine zwischen den 

Gruppen kupferfrei und kupferhaltig (p = 1,0). Auch die soliden Probekörper 

unterschieden sich signifikant vom konditionierten Medium (p < 0,001). Dieses 

bedeutet, dass sich die zu vergleichenden Zemente nach 12 h nicht signifikant 

voneinander unterschieden haben, beide jedoch eine deutliche Zytotoxizität zeigten. 

 

Die Messung der Zellviabilität an Mausfibroblasten (L929) nach 24 h Inkubation mit 

Probekörpern / konditioniertem Medium ergab die in Tabelle 18, Abbildung 34 und 

Abbildung 35 aufgeführten Werte.  
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Tabelle 18: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 24 h, Probekörpergruppen, Inkubation mit 

Probekörpern und konditioniertem Medium, Versuchsreihe a [relative Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I  0,188 0,1918 0,194 0,220 0,243 

Gruppe I b 0,221 0,222 0,223 0,225 0,229 

Gruppe II 0,173 0,191 0,202 0,214 0,225 

Gruppe II b 0,2 0,207 0,227 0,229 0,229 

Gruppe III 0,153 0,181 0,193 0,195 0,219 

Gruppe III b 0,215 0,219 0,222 0,223 0,235 

Gruppe IV 0,206 0,211 0,216 0,219 0,232 

Gruppe IV b 0,217 0,219 0,221 0,223 0,224 

Gr. I + I b + III + III b 0,173 0,207 0,216 0,222 0,232 

Gr. II + II b + IV + IV b 0,153 0,192 0,215 0,222 0,243 

Kontrollgruppe 0,906 0,946 1,015 1,075 1,088 

 

 

Abbildung 34: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 24 h, Probekörpergruppen, Inkubation mit 

Probekörpern und konditioniertem Medium, Versuchsreihe a [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 
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Abbildung 35: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 24 h, kupferfrei/kupferhaltig, Inkubation mit 

Probekörpern und konditioniertem Medium, Versuchsreihe a [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p < 0,01 signifikant, eine Homogenität der Varianzen 

liegt demnach nicht vor. Der Kruskal-Wallis-Test zeigte mit p < 0,001 signifikante 

Unterschiede an. Der paarweise Vergleich offenbarte mehrere 

Mittelwertunterschiede mit p < 0,05 zwischen Probekörpergruppen und der Kontrolle. 

Es gab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen kupferhaltig 

und kupferfrei (p = 1,0). Die zu vergleichenden Zemente zeigten also nach 24 h keine 

signifikanten Unterschiede, jedoch eine deutliche zytotoxische Wirkung. 

 

Versuchsreihe b 

Die Messung der Zellviabilität an Mausfibroblasten (L929) ergab nach 6 h Inkubation 

mit Probekörpern die in Tabelle 19, Abbildung 36 und Abbildung 37 folgenden Werte. 

Tabelle 19: WST-Test, L929Mausfibroblasten, 6 h, Inkubation, Versuchsreihe b, [relative Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 0,2176 0,22115 0,2247 0,228 0,2313 

Gruppe II 0,2156 0,217 0,2184 0,22285 0,2273 

Gruppe III 0,2083 0,21305 ,02178 0,21955 0,2213 

Gruppe IV 0,2016 0,20715 0,2127 0,2166 0,2205 

Gruppen I + III 0,2083 0,21765 0,21955 0,22385 0,2313 

Gruppen II + IV 0,2016 0,213425 0,217 0,219975 0,2273 

Kontrollgruppe 0,2373 0,23845 0,2396 0,2397 0,2398 
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Abbildung 36: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 6 h, Probekörpergruppen, Versuchsreihe b, [relative 

Absorption] (Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

 

Abbildung 37: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 6 h, kupferfrei/kupferhaltig, Versuchsreihe b, [relative 

Absoprtion] (Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p < 0,739 nicht signifikant, eine Homogenität der 

Varianzen liegt demnach vor. Der Test auf Normalverteilung war mit p = 0,2 nicht 

signifikant, es kann daher von einer Normalverteilung ausgegangen werden. Die 

ANOVA zeigte mit p = 0,005 signifikante Mittelwertunterschiede. Der 

Mehrfachvergleich nach Tukey zeigte mehrere signifikante Mittelwertunterschiede, so 

zwischen den Gruppen kupferfrei und der Kontrolle bzw. der Gruppe kupferhaltig und 

der Kontrolle (p = 0,028 und p = 0,005). Die Probekörpergruppen kupferfrei und 

kupferhaltig zeigten hierbei eine deutlich niedrigere relative Absorption und 

unterschieden sich untereinander nicht signifikant (p = 0,956). Die zu vergleichenden 
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Zemente zeigten somit nach 6 h keine signifikanten Unterschiede zueinander, jedoch 

eine signifikante zytotoxische Wirkung. 

 

Die Messungen nach 24 h Inkubation an Mausfibroblasten führten zu den in Tabelle 

20, Abbildung 38 und Abbildung 39 aufgelisteten Ergebnissen. 

 

Tabelle 20: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 24 h, Inkubation, Versuchsreihe b [relative 

Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 0,1863 0,18845 0,1906 0,2264 0,2622 

Gruppe II 0,1811 0,18905 0,197 0,23395 0,2709 

Gruppe III 0,2038 0,21995 0,2361 0,2486 0,2611 

Gruppe IV 0,1955 0,2196 0,2437 025565 0,2676 

Gruppen I + III 0,1863 0,1939 0,21995 0,25485 0,2622 

Gruppen II + IV 0,1811 0,195875 0,22035 0,261625 0,2709 

Kontrollgruppe 0,2533 0,2582 0,27865 0,889 0,2582 

 

 

Abbildung 38: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 24 h, Probekörpergruppen, Versuchsreihe b, [relative 

Absorption] (Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 
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Abbildung 39: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 24 h, kupferfrei/kupferhaltig, Versuchsreihe b, 

[relative Absorption] (Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p = 0,046 signifikant, eine Homogenität der Varianzen 

liegt demnach nicht vor. Der Kruskal-Wallis-Test zeigte mit p = 0,322 keine 

signifikanten Unterschiede. Ein paarweiser Gruppenvergleich wurde daher nicht 

durchgeführt.  Der Test zeigt, dass sich weder die zu vergleichenden Zemente noch 

andere Gruppen nach 24 h signifikant voneinander unterschieden haben. Ferner 

konnte für diesen Zeitpunkt keine signifikante zytotoxische Wirkung gezeigt werden. 

 

Die Messungen nach 48 h Inkubation an Mausfibroblasten führten zu den in Tabelle 

21, Abbildung 40 und Abbildung 41 aufgelisteten Ergebnissen. 

Tabelle 21: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 48 h, Inkubation, Versuchsreihe b), [relative 

Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 0,2044 0,2084 0,2124 0,21385 0,2153 

Gruppe II 0,1846 0,1898 0,1947 0,199 0,2033 

Gruppe III 0,1948 0,19985 0,2049 0,2086 0,2123 

Gruppe IV 0,18 0,1863 0,1926 0,197 0,2014 

Gruppen I + III 0,1948 0,204525 0,2086 0,212375 0,2153 

Gruppen II + IV 0,18 0,186825 0,19365 0,199725 0,2033 

Kontrollgruppe 0,2801 0,2958 0,3115 0,34455 0,3776 
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Abbildung 40: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 48 h, Probekörpergruppen, Versuchsreihe b, [relative 

Absorption] (Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

 

Abbildung 41: WST-Test, L929-Mausfibroblasten, 48 h, kupferfrei/kupferhaltig, Versuchsreihe b), 

[relative Absorption] (Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p < 0,001 signifikant, eine Homogenität der Varianzen 

liegt demnach nicht vor. Der Kruskal-Wallis-Test zeigte mit p = 0,05 signifikante 

Unterschiede. Im paarweisen Vergleich zeigte sich nur die Gruppe IV signifikant von 

der Kontrolle verschieden (p = 0,014), alle anderen Gruppen unterschieden sich nicht 

signifikant. Darunter fällt auch der Vergleich der Gruppen kupferfrei gegen 

kupferhaltig (p = 1,0). Es konnten somit nach 48 h keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den zu untersuchenden Zementen gezeigt werden. 
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5.7 Zellviabilität Gingivafibroblasten (GF1) 

Die Messung der Zellviabilität an Gingivafibroblasten (GF1) ergab nach 6 h 

Inkubation mit Probekörpern die in Tabelle 22, Abbildung 42 und Abbildung 43 

folgenden Werte. Hohe Werte bedeuten eine hohe, niedrige eine geringe 

Zellaktivität. 

Tabelle 22: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 6 h, Probekörpergruppen [relative Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 0,5303 0,5379 0,5455 0,5484 0,5513 

Gruppe II 0,5097 0,54065 0,5716 0,5737 0,5758 

Gruppe III 0,5869 0,59215 0,5974 0,62895 0,6605 

Gruppe IV 0,5519 0,565 0,5781 0,594 0,6099 

Gruppen I + III 0,5303 0,54695 0,5691 0,594775 0,6605 

Gruppen II + IV 0,5097 0,556825 0,5737 0,577525 0,6099 

Kontrollgruppe 0,6824 0,6843 0,6862 0,6867 0,6872 

 

 

Abbildung 42: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 6 h, Probekörpergruppen [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 
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Abbildung 43: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 6 h, kupferfrei/kupferhaltig [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p = 0,194 nicht signifikant, eine Homogenität liegt 

demnach vor. Der Test auf Normalverteilung war mit p = 0,114 nicht signifikant, es 

kann von einer Normalverteilung ausgegangen werden. Die ANOVA zeigte mit 

p = 0,001 signifikante Mittelwertunterschiede zwischen den Gruppen. Der 

Mehrfachvergleich nach Tukey zeigte multiple signifikante Mittelwertunterschiede, so 

u. a. zwischen den Gruppen kupferfrei und der Kontrolle bzw. der Gruppe 

kupferhaltig und der Kontrolle (p = 0,006 und p = 0,002). Die Probekörpergruppen 

kupferfrei und kupferhaltig zeigten eine niedrigere relative Absorption als die 

Kontrolle und unterschieden sich untereinander nicht signifikant (p = 0,996). Somit 

konnte nach 6 h kein signifikanter Unterschied zwischen den Zementen gezeigt 

werden. Es wurde jedoch eine signifikante zytotoxische Wirkung der Zemente 

deutlich. 

 

Die Messung der Zellviabilität an Gingivafibroblasten (GF1) ergab nach 24 h 

Inkubation mit Probekörpern die in Tabelle 23, Abbildung 44 und Abbildung 45 

folgenden Werte. 
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Tabelle 23: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 24 h, Probekörpergruppen [relative Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 0,2825 0,28545 0,2884 0,29575 0,3031 

Gruppe II 0,2509 0,29005 0,3292 0,3402 0,3512 

Gruppe III 0,2539 0,2867 0,3195 0,3561 0,3927 

Gruppe IV 0,2154 0,2314 0,2474 0,26585 0,2843 

Gruppen I + III 0,2539 0,283975 0,29575 0,3154 0,3927 

Gruppen II + IV 0,2154 0,248275 0,2676 0,317975 0,3512 

Kontrollgruppe 0,4235 0,42815 0,4328 0,4378 0,4428 

 

 

Abbildung 44: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 24 h, Probekörpergruppen [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

 

Abbildung 45: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 24 h, kupferfrei/kupferhaltig [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 
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Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p = 0,258 nicht signifikant, eine Homogenität der 

Varianzen liegt demnach vor. Der Test auf Normalverteilung war mit p = 0,164 nicht 

signifikant, es kann von einer Normalverteilung ausgegangen werden. Die ANOVA 

zeigte mit p = 0,003 signifikante Mittelwertunterschiede zwischen den Gruppen an. 

Der Mehrfachvergleich nach Tukey zeigte multiple signifikante Mittelwertunterschiede 

u. a. zwischen der Gruppe kupferfrei und der Kontrolle bzw. der Gruppe kupferhaltig 

und der Kontrolle (p = 0,014 und p = 0,002). Die Probekörpergruppen kupferhaltig 

und kupferfrei zeigten eine niedrigere relative Absorption als die Kontrollen und 

unterschieden sich untereinander nicht signifikant (p = 0,946). Nach 24 h konnten 

somit keine signifikanten Unterschiede zwischen den zu vergleichenden Zementen 

gezeigt werden. Diese wiesen jedoch eine signifikante zytotoxische Wirkung auf. 

 

Die Messung der Zellviabilität an Gingivafibroblasten (GF1) ergab nach 48 h 

Inkubation mit Probekörpern die in Tabelle 24, Abbildung 46 und Abbildung 47 

aufgelisteten Werte. 

Tabelle 24: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 48 h, Probekörpergruppen [relative Absorption]. 

 Min. Q1 Median Q3 Max. 

Gruppe I 0,3412 0,3461 0,351 0,3566 0,3622 

Gruppe II 0,3018 0,3527 0,4036 0,433 0,4624 

Gruppe III 0,2482 0,34345 0,3787 0,4259 0,4731 

Gruppe IV 0,2195 0,2227 0,2259 0,23445 0,243 

Gruppen I + III 0,2482 0,34365 0,3566 0,374575 0,4731 

Gruppen II + IV 0,2195 0,230175 0,2724 0,37815 0,4624 

Kontrollgruppe 0,525 0,52565 0,5263 0,53075 0,5352 
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Abbildung 46: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 48 h, Probekörpergruppen [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

 

Abbildung 47: WST-Test, GF1-Gingivafibroblasten, 48 h, kupferhaltig/kupferfrei [relative Absorption] 

(Maximalwert, Q3, Median, Q2, Minimalwert). 

Die statistische Analyse erfolgte analog dem etablierten Schema. Der Test auf 

Varianzhomogenität war mit p = 0,06 nicht signifikant, eine Homogenität der 

Varianzen liegt demnach vor. Der Test auf Normalverteilung war mit p = 0,122 nicht 

signifikant, es kann daher von einer Normalverteilung ausgegangen werden. Die 

ANOVA zeigte mit p = 0,005 signifikante Mittelwertunterschiede zwischen den 

Gruppen. Der Mehrfachvergleich zeigte diese u. a. zwischen der Gruppe kupferhaltig 

und der Kontrolle (p = 0,009), nicht jedoch zwischen der Gruppe kupferfrei und der 

Kontrolle (p = 0,065). Die Gruppen kupferfrei und kupferhaltig unterschieden sich 

nicht signifikant voneinander (p = 0,913). Es konnten nach 48 h keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den zwei zu vergleichenden Zementen gezeigt werden. 
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5.8 Lichtmikroskopie Mausfibroblasten (L929) 

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigten bei den Mausfibroblasten der 

Kontrollgruppe nach 24 h Wachstum und eine regelrechte, spindelförmige 

Morphologie und Größe (siehe Abbildung 48). Nur vereinzelt sind kugelförmige 

Zellen zu sehen, welche als Zeichen nicht optimaler Bedingungen und / oder 

beginnenden Absterbens zu werten sind. 

 

 

Abbildung 48: L929-Mausfibroblasten, Kontrollgruppe, 24 h Inkubation. 

Die Aufnahmen der Probekörpergruppen (exemplarisch I, II, III B und IV B) zeigen 

nach 24 h nur vereinzelt spindelförmige Zellen mit normaler Größe, dafür jedoch 

einen großen Anteil an kugelförmigen Zellen (siehe Abbildung 49, Abbildung 50, 

Abbildung 51 und Abbildung 52). 

 

 

Abbildung 49: L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe I, 24 h Inkubation. 
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Abbildung 50: L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe II, 24 h Inkubation. 

 

Abbildung 51: L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe III B, 24 h Inkubation. 

 

Abbildung 52: L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe IV B, 24 h Inkubation. 
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Die nach weiteren 24 h Inkubation angefertigten Bilder zeigen bei der 48-h-

Kontrollgruppe einen beinahe geschlossenen Monolayer (siehe Abbildung 53). Die 

Zellen verfügen über eine regelrechte spindelförmige Morphologie sowie Größe, es 

sind nur stark vereinzelt kugelförmige Zellen zu erkennen. 

 

Abbildung 53: L929-Mausfibroblasten, Kontrollgruppe, 48 h Inkubation. 

Die Aufnahmen der Probekörpergruppen (exemplarisch Gruppen III, IV und II B) 

zeigen nach 48 h nur noch vereinzelte Zellen, von denen wenige Zellen Ansätze 

einer Sichelform zeigen und reduziert in ihrer Größe sind (siehe Abbildung 54, 

Abbildung 55 und Abbildung 56). Die verbliebenen Zellen sind größtenteils 

kugelförmig. 

 

Abbildung 54: L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe III, 48 h Inkubation. 
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Abbildung 55: L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe IV, 48 h Inkubation. 

 

Abbildung 56: L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe II B, 48 h Inkubation. 

5.9 Lichtmikroskopie Gingivafibroblasten (GF1) 

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen die humanen GF1-Gingivafibroblasten 

in der Kontrollgruppe nach 24 h als beinahe geschlossenen Zellrasen. Auch in den 

Probekörpergruppen II und III ist eine große Anzahl von GF1-Zellen zu erkennen. 

Die nach 48 h aufgenommenen Bilder zeigen ebenfalls einen hohen Besatz mit 

Zellen in allen Probekörpergruppen (Kontrollgruppe sowie exemplarische 

Probekörpergruppen II und IV). 
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Abbildung 57: GF1-Gingivafibroblasten, Kontrollgruppe, 24 h Inkubation. 

 

 

Abbildung 58: GF1-Gingivafibroblasten, Probekörpergruppe II, 24 h Inkubation. 

 

 

Abbildung 59: GF1-Gingivafibroblasten, Probekörpergruppe III, 24 h Inkubation. 
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Abbildung 60: GF1-Gingivafibroblasten, Kontrollgruppe, 48 h Inkubation. 

 

 

Abbildung 61: GF1-Gingivafibroblasten, Probekörpergruppe I, 48 h Inkubation. 

 

 

Abbildung 62: GF1-Gingivafibroblasten, Probekörpergruppe IV, 48 h Inkubation. 
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5.10 Elektronenspektroskopie (ESCA / XPS) 

Die Ergebnisse der ESCA / XPS Untersuchungen sind in Tabelle 25 und Tabelle 26 

aufgeführt. 

Tabelle 25: Ergebnisse ESCA / XPS, detailliert [Atomprozent]. 
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Tabelle 26: Ergebnisse ESCA / XPS, gruppiert [Atomprozent]. 
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Die Ergebnisse zeigen eine insgesamt niedrige oberflächliche Lokalisation von 

Kupfer (0,2 – 0,4 Atomprozent).  
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5.11 Rasterelektronenmikroskopie 

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen u. a. Zellen von Candida 

albicans auf der Probekörperoberfläche (siehe Abbildung 63) und  gehäuft in 

Porositäten der Oberfläche (siehe Abbildung 64). Die Aufnahmen nach der 

Inkubation mit Streptococcus sanguinis zeigen gut sichtbare Bakterienketten (siehe 

Abbildung 65 und Abbildung 66). Durch Vorbehandlung für das REM ausgetrocknete 

Mausfibroblasten (siehe Abbildung 67) zeigen teilweise noch zytoplasmatische 

Fortsätze (siehe Abbildung 68). Den REM-Aufnahmen wird jeweils ein 

nachbearbeitetes Falschfarbenbild beigefügt, das ausschließlich der besseren 

Erkennbarkeit der abgebildeten Zellen dienen soll. 

 

  

Abbildung 63: REM, 2000x Vergrößerung, Candida albicans, Probekörpergruppe IV, (links unbearbeitet, 

rechts mit Falschfarben). 
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Abbildung 64: REM, 2380x Vergrößerung, Candida albicans, Probekörpergruppe III (links unbearbeitet, 

rechts mit Falschfarben). 

 

  

Abbildung 65: REM, 2000x Vergrößerung, Streptococcus sanguinis, Probekörpergruppe II (links 

unbearbeitet, rechts mit Falschfarben). 
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Abbildung 66: REM, 5200x Vergrößerung, Streptococcus sanguinis, Probekörpergruppe IV (links 

unbearbeitet, rechts mit Falschfarben). 

 

  

Abbildung 67: REM, 600x Vergrößerung, L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe I (links 

unbearbeitet, rechts mit Falschfarben). 
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Abbildung 68: REM, 4650x Vergrößerung, L929-Mausfibroblasten, Probekörpergruppe III (links 

unbearbeitet, rechts mit Falschfarben). 

5.12 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die beiden verglichenen Zemente zeigten keine signifikant unterschiedliche Rauheit, 

bei einer Rauheit von RA = 1,0 µm bzw. RA = 1,2 µm im Median. Die freie 

Oberflächenenergie der Gruppen kupferfrei und kupferhaltig unterschied sich 

signifikant, jedoch ist der Unterschied (kupferfrei 33,55 +/- 2,09 mN/m vs. kupferhaltig 

37,42 +/- 1,68 mN/m) klinisch nicht relevant. 

Die Anlagerungsversuche mit Candida albicans zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen kupferhaltig und kupferfrei. Die 

Anlagerungsversuche mit Streptococcus sanguinis konnten ebenfalls keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den Probekörpergruppen kupferfrei und 

kupferhaltig belegen. 

Die Testung auf mögliche zytotoxische Eigenschaften an Mausfibroblasten zeigte 

zwar starke Effekte der Probekörper per se und der konditionierten Medien 

verglichen mit den Kontrollen, jedoch keine reproduzierbaren Unterschiede zwischen 

den Gruppen kupferfrei und kupferhaltig.  

Die Versuche mit den GF1-Gingivafibroblasten zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen kupferfrei und kupferhaltig, jedoch insgesamt 

signifikante Unterschiede der Probekörper gegen die Kontrollgruppen. Die 

Probekörpergruppen zeigten hier wie bei den Versuchen mit den Mausfibroblasten 

eine deutlich niedrigere relative Absorption. 
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Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigten exemplarisch mit den WST-Tests 

vergleichbare Zellzustände in den Probekörper- und Kontrollgruppen, sowohl für die 

Maus- als auch die Gingivafibroblasten. Die ESCA / XPS-Resultate zeigten eine 

insgesamt niedrige (0,2 – 0,5 Atomprozent) oberflächliche Lokalisation von Kupfer. 

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen belegten, dass eine Adhäsion von 

Candida albicans, Streptococcus sanguinis und Mausfibroblasten auf den 

Probekörpern stattgefunden hatte. 

 

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Studie keine signifikanten 

Unterschiede in den mikrobiologischen und zytologischen Eigenschaften der beiden 

Zemente gefunden. 

 

Die in der Fragestellung postulierten Hypothesen können demnach wie folgt 

beantwortet werden: 

 

1. Der kupferhaltige Zinkoxidphosphatzement hat kein niedrigeres Potential zur 

Anlagerung von Streptococcus sanguinis und Candida albicans als der 

kupferfreie Zinkoxidphosphatzement gezeigt. 

2. Der kupferhaltige Zinkoxidphosphatzement hat kein höheres zytotoxisches 

Potential auf Mausfibroblasten und humane Gingivafibroblasten als der 

kupferfreie Zinkoxidphosphatzement gezeigt. (Beide zeigten jedoch ein 

ähnliches und anscheinend hohes zytotoxisches Potential.) 

3. Der kupferhaltige Zinkoxidphosphatzement zeigte keine relevante 

Kupferfreisetzung über einen längeren Zeitraum. 
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6.   Diskussion 

6.1 Diskussion der Methodik 

6.1.1 Konzept 

Zur Analyse von Biofilmen und mikrobieller Adhäsion sind zahlreiche verschiedene 

Ansätze und Modelle entwickelt worden, bei deren Konzeption grundsätzlich 

zwischen in vitro und in vivo unterschieden wird (Lebeaux et al. 2013). Während In-

vitro-Modelle nur Teile des zuvor beschriebenen komplexen Systems der 

Biofilmbildung nachbilden, geben In-vivo-Versuche die Bildung von Biofilmen 

realitätsnäher wieder (Wimpenny 1997). Die Vorteile einer solchen genauen 

Reproduktion gehen jedoch mit einer erhöhten Anzahl an nicht reproduzierbaren 

Störgrößen einher, die u. a. durch Wirtsfaktoren wie Immunsystem, 

Medikamenteneinnahme oder Speichelzusammensetzung bestimmt werden 

(Lebeaux et al. 2013; Wimpenny 1997). Vorteilhaft bei der Wahl eines In-vitro-

Versuchsaufbaus ist im Gegenzug der Ausschluss vieler Störfaktoren 

(Standardisierung der Bedingungen) bei gleichzeitig einfacherer Handhabbarkeit und 

einem erhöhten Probendurchsatz – und damit eine höhere Reproduzierbarkeit 

(Coenye und Nelis 2010). Zur Evaluierung einer möglichen Wirksamkeit des 

Kupferzusatzes wurden daher zwei Studien in der Forschungsgruppe angelegt, von 

denen die vorliegende den In-vitro-Teil repräsentiert. Im Rahmen der In-vitro-

Versuche sollen die physiko-chemischen Parameter der Zemente untersucht und 

unter kontrollierten Laborbedingungen Untersuchungen mit Modellorganismen 

durchgeführt werden. Hierbei orientiert sich das Studienkonzept an etablierten und 

erprobten Techniken und Versuchsabläufen zu vergleichbaren Fragestellungen 

(Burgers et al. 2010a; Faltermeier et al. 2008; Gosau et al. 2010b; Hahnel et al. 

2012). Eine Übertragbarkeit so gewonnener In-vitro-Erkenntnisse auf eine In-vivo-

Situation ist trotz der Limitationen möglich (Burgers et al. 2010a). In der sich 

anschließenden In-vivo-Studie am Probanden wurden die hier gewonnenen 

Ergebnisse bestätigt (Med. Diss. Göttingen, Dr. Felix Malinski, noch nicht 

erschienen). 
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6.1.2 Probekörper 

Die Herstellung solider Probekörper in den gewählten Dimensionen ist aus Gründen 

der Praktikabilität und insbesondere der Messungen von Rauheit und freier 

Oberflächenenergie erforderlich (Mindestgröße der Tropfen, Mindestmessstrecke). 

Gleichwohl stellen die so produzierten Probekörper eine vergleichsweise große 

Masse an Zement mit einer ebenso großen Oberfläche dar. Ein Randspalt wird in der 

Praxis unter klinischen Bedingungen bis 0,1 mm als akzeptabel bewertet  (Bronson 

et al. 2005). Bei einem Zementspalt von 0,1 mm und einem Kronenumfang von ca. 

35 mm  würde eine Krone über einen Zementspalt mit einer Gesamtfläche von 

3,5 mm2 verfügen. Die in den Versuchen wirksame Oberfläche eines Probekörpers 

(eine Seite, ohne Flanken) beträgt rund 79 mm2, d. h. mehr als das 20-fache. 

Eventuelle vom Probekörper ausgehende und in vitro gemessene Effekte müssen 

entsprechend relativiert betrachtet werden. Darüber hinaus ist das Einbringen von 

relativ großen Mengen an Zement bei der Probekörperherstellung in Formen nicht 

problemlos möglich. Lufteinschlüsse bzw. Poren sind die Folge. Diese wurden 

bereits in anderen Studien, auch unter hoch kontrollierten Bedingungen 

(Kapselsysteme statt manueller Mischung) beschrieben, scheinen in der 

vorliegenden Studie jedoch in erhöhter Anzahl vorzuliegen (Fleming et al. 1999; 

Fleming et al. 2003; Servais und Cartz 1971).  

Um die eventuelle Freisetzung von Materialbestandteilen in flüssigen Medien zu 

ermöglichen und damit eine Alterung zu simulieren, wurden die Probekörper in Aqua 

dest. gelagert. Die Lagerung in Wasser stellt eine häufige und praktikable Methode 

zum künstlichen Altern von Materialien dar (Hanks et al. 1981; Schedle et al. 1998; 

Schmid-Schwap et al. 2009). Zeit- und materialintensivere Methoden wie 

Thermocycling wären Alternativen gewesen. Hierbei bewirken thermische 

Lastwechsel eine Alterung der Probekörper (Blumer et al. 2015). Da der Fokus auf 

einem Vergleich zweier Zemente lag und die Lagerung in Wasser bereits deutliche 

Alterungseffekte erzeugt, wurde aus Gründen der Praktikabilität auf ein 

Thermocylcling verzichtet. 

6.1.3 Physiko-chemische Analysen 

Die Rauheitsmessungen erfolgten mittels Tastschlittenprinzip. Alternativen hierzu 

sind bspw. die atomic force microscopy (AFM, Atomkraftmikroskopie) und 

berührungslose optische Verfahren wie Weißlichtinterferometrie oder konfokale 
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Laserscanningmikroskopie (Duparre et al. 2002). Die Ergebnisse dieser Methoden 

unterscheiden sich bei verschiedenen Fragestellungen und Materialien geringfügig 

(Vorburger et al. 2007). Für die vorliegende Fragestellung erscheint die Methode 

mittels Tastschlitten gut geeignet zu sein und wurde bei ähnlichen Fragestellungen in 

vergleichbaren Untersuchungen verwendet (Burgers et al. 2010a, Burgers et al. 

2010b; Poon und Bhushan 1995; Quirynen et al. 1990; Vorburger et al. 2007). Das 

arithmetische Mittel Ra zur Charakterisierung einer Materialoberfläche wird zwar in 

der bio-medizinischen Forschung häufig angewendet, beschreibt eine Oberfläche 

aber nicht vollständig und kann insbesondere gegenüber starken 

Unregelmäßigkeiten wenig sensitiv sein (De Oliveira et al. 2012; Goodhand et al. 

2016; Quirynen et al. 1990; Singh et al. 2011). Nach Literaturrecherche und vor dem 

Hintergrund der aktuellen Fragestellung schienen die Einschränkungen des Ra 

jedoch nicht gegen eine Verwendung in der vorliegenden Studie zu sprechen. 

Die Untersuchung der SFE mittels sessile drop / contact angle – Methode mit 

unterschiedlichen Flüssigkeiten stellt eine gängige Methode dar, muss jedoch 

hinsichtlich ihrer Aussagekraft diskutiert werden (Good 1992). Die angewandte 

Technik kann zu geringen Abweichungen zwischen physikalischer Realität und den 

ermittelten Ergebnissen führen (Chibowski und Perea-Carpio 2002; Kwok und 

Neumann 1999). Größeren Einfluss hat jedoch vermutlich die vorangegangene 

feuchte Lagerung der Probekörper. Die trockengelagerten Probekörper nahmen die 

aufgebrachten Flüssigkeitstropfen schneller auf als die nass gelagerten. Durch 

strenge Zeitnahme zwischen Auftropfen und Messung wurde versucht, diesen Effekt 

zu minimieren. Die Messungenauigkeit der Methodik per se wird daher verglichen mit 

der Problematik der Restfeuchte einen vernachlässigbaren Effekt haben. Zum 

Vergleich der beiden Zemente erscheint die Messtechnik jedoch hinreichend 

geeignet zu sein. 

Die ESCA / XPS ist als Materialanalysetechnik für diese und vergleichbare 

Fragestellungen geeignet  (Baer et al. 2010; Ren et al. 2015). Die Untersuchungen 

der vorliegenden Studie konnten zwar die verschiedenen enthaltenen Elemente in 

Atomprozent angeben, jedoch keine Aussagen zum Verhältnis und zur örtlichen 

Verteilung verschiedener Kupferoxide (CuO und Cu2O) treffen. Eine gezielte 

Untersuchung der enthaltenen Kupferoxide wäre wünschenswert gewesen, da die 

verschiedenen Oxide über unterschiedliche antimikrobielle Eigenschaften verfügen 

(Hans et al. 2013; Hans et al. 2016; Ren et al. 2015). Eine genaue Analyse der 
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Kupferoxide bzw. des Kupfers wäre mit weiteren aufwendigen Untersuchungs-

methoden aus dem Feld der Röntgenspektroskopie möglich gewesen und hätte 

zeitgleich zu einer genauen Lokalisation und Größenbestimmung der Partikel 

verhelfen können (Allen et al. 2012; Baer et al. 2010; Su und Shemenski 2008; 

Wobrauschek 2007). Dies wäre von Interesse, da neben der Oxidationsstufe und 

Masse auch Verteilung, Bindung und Partikelgröße als bedeutende Faktoren für 

antimikrobielle Eigenschaften in Betracht kommen (Grass et al. 2011; Hans et al. 

2013; Hans et al. 2016; Moritz und Geszke-Moritz 2013; Padovani et al. 2015). 

Mögliche Ursachen für eine Wirkung bzw. für deren Ausbleiben könnten so 

ergänzend untersucht werden. Für den reinen Vergleich der Wirksamkeit zweier 

Zemente war jedoch keine fortführende Methodik notwendig. 

6.1.4 Mikrobiologische Versuche 

Verschiedene Studien haben sich mit der mikrobiologischen Wirkung von 

Kupferzusätzen bzw. Kupferanteilen dentaler Materialien beschäftigt, wobei 

insbesondere Amalgame hier im Fokus standen. Einige Untersuchungen konnten 

eine antimikrobielle Aktivität bestätigen (Morrier et al. 1989; Netuschil et al. 1996; 

Shay et al. 1956). Andere Untersuchungen wiederum konnten keinen klaren Vorteil 

eines Kupferzusatzes belegen (Glassman und Miller 1984). Untersuchungen dentaler 

kupferhaltiger Zemente zeigten ebenfalls antimikrobielle Wirkungen, die jedoch 

teilweise im Laufe der Zeit abnahmen (Foley und Blackwell 2003a, 2003b; Klaunick 

1970; Maeglin 1953; Schmalz und Rotgans 1977). Hierbei wurde in erster Linie die 

Wirkung auf Streptococcus mutans getestet, aber auch Staphylococcus epidermidis, 

Streptococcus salivarius, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis und 

Laktobazillen waren Gegenstand der Untersuchungen. 

Die in der vorliegenden Studie gewählten Keime sind exemplarisch ausgewählt 

worden. Streptococcus sanguinis ist ein wichtiger Pionierkeim, C. albicans ein 

wichtiger oral-pathogener Pilz und ebenfalls Teil dentaler Plaque (Cannon und 

Chaffin 1999; J Li et al. 2004). Wie oben beschrieben, gehen einer kariogenen 

Plaque die Kolonisation und Plaquereifung durch Erstbesiedler voraus. Zuvor wurde 

ebenfalls dargelegt, dass ein In-vitro-Versuch die komplexen Verhältnisse intraoraler 

Biofilmbildung u. a. zugunsten der Praktikabilität reduziert. Die fehlende Interaktion 

verschiedener Mikroorganismen kann ebenfalls nicht abgebildet werden, ist jedoch 

bedeutender Teil der Biofilmbildung (Stoodley et al. 2002). Obwohl gezeigt wurde, 



Diskussion der Methodik 

 

89 

dass sich die Ergebnisse aus dem Labor auf In-vivo-Situationen übertragen lassen, 

wäre mit einem Multi-Spezies-Modell eine elaboriertere Untersuchung möglich 

gewesen (Burgers et al. 2010a; Burmolle et al. 2014; Maske et al. 2016; Roder et al. 

2016; van der Waal et al. 2016). Zum grundlegenden Vergleich der beiden Zemente 

kann die hier vorgenommene exemplarische Auswahl an Keimen in Mono-Spezies-

Kulturen nach Betrachtung verschiedener mikrobiologischer Versuche vergleichbarer 

Zielsetzungen jedoch als hinreichend beurteilt werden (Burgers et al. 2009a; Burgers 

et al. 2012; Decker et al. 2003; Foley und Blackwell 2003b; Hauser-Gerspach et al. 

2007; Schmalz 1987; Schmalz und Rotgans 1977; Walter et al. 2007; Winkler et al. 

2014; Yli-Urpo et al. 2003). Die Methoden zum Nachweis der mikrobiellen Aktivität 

sind wie bereits oben beschrieben als Standardmethoden etabliert, erlauben jedoch 

keine Diskriminierung der Mikroorganismen nach vital und avital. Für den relativen 

Vergleich zweier Zemente erscheinen die Methoden dennoch geeignet. Für eine 

genaue Unterscheidung lebender und toter Zellen wären bspw. 

fluoreszenzmikroskopische Techniken geeignet (Tawakoli et al. 2013). 

6.1.5 Zytologische Versuche 

Wie die mikrobiellen Versuche unter Laborbedingungen bringen auch In-vitro-

Versuche an Zellkulturen Vorteile mit sich. Sie dürfen als einfach in der Anwendung, 

reproduzierbar und - verglichen mit Versuchen an Tieren oder Probanden - als 

ethisch unbedenklich angesehen werden (Pizzoferrato et al. 1994; Schmalz 1994). 

Für die Untersuchung möglicher Zytotoxizitäten wurden hierbei verschiedene 

Versuchsdesigns und Methoden beschrieben (Hanks et al. 1996; Pizzoferrato et al. 

1994; Schmalz 1994; Ziats et al. 1988). Vor einer Testung in vivo sollte stets die 

Testung in vitro an einer Zellkultur stehen (Schmalz 1982). Die ISO Norm 10993-5 

definiert Richtlinien zur In-vitro-Testung von Medizinprodukten (ISO 2009). Die in der 

ISO Norm für Versuche beschriebene Zelllinie ist die auch im vorliegenden Versuch 

verwendete Kultur von L929-Mausfibroblasten. Die ursprüngliche Zelllinie wurde 

1940 durch die Arbeitsgruppe um Earle aus dem subkutanen Fettgewebe einer 

männlichen C3H/An Maus gewonnen, 1943 beschrieben und der erste etablierte 

Klonstrang 929 bildete die Grundlage für die heutige Zelllinie L929 (Earle et al. 

1943). Zahlreiche Studien haben zur Untersuchung dentaler Werkstoffe und 

Materialien diese Zelllinie verwendet (Al-Nazhan und Spangberg 1990; Saidon et al. 

2003; Schmid-Schwap et al. 2009; Thonemann et al. 2002). Da die Mausfibroblasten 
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weder nach Spenderorganismus noch nach Gewebelokalisation dem simulierten 

oralen Milieu entsprechen, wurde die GF1-Zelllinie mit aufgenommen. Diese Zelllinie 

ist humanen Ursprunges und entspricht durch Ihren Entnahmeort genauer dem 

Anforderungsprofil, findet jedoch keine Abbildung in der ISO-Norm. Gingivale 

Fibroblasten anderer Arbeitsgruppen wurden in einer Reihe von Studien zu ähnlichen 

Fragestellungen verwendet (Eldeniz et al. 2007; Geurtsen et al. 1998; Imirzalioglu et 

al. 2012; Issa et al. 2004; Osorio et al. 1998; Thonemann et al. 2002). Die ISO-Norm 

empfiehlt zur Messung der Zellaktivität MTT-Assays, die als etablierte Methode zu 

betrachten sind (ISO 2009; Riss et al. 2004). Die Vorteile des hier verwendeten 

WST-8-Assays liegen bei einem ähnlichen chemischen Grundprinzip in der hohen 

Sensitivität bei geringer Zytotoxizität (Ginouves et al. 2014; Ishiyama et al. 1996; 

Tominaga et al. 1999; Tsukatani et al. 2008). Einzig die abweichende Dosierung der 

Testreagenzien, bedingt durch die größeren Probekörper und Wells, weicht von den 

Herstellerempfehlungen ab. Durch Vorversuche wurde die hier verwendete 

Konzentration der CCK-8-Messlösung bei geeigneter Zellzahl ermittelt. Ziel war hier 

ein optimaler Farbumschlag der Kontroll- und Probekörpergruppen. Dieser musste 

ausreichend stark und gleichzeitig frei von Boden- oder Deckeneffekten im 

Messbereich des Photometers sein. 

6.1.6 Bildgebung 

Unter den diversen verfügbaren Bildgebungstechniken hat sich insbesondere die 

konfokale Laserscanningmikroskopie (CLSM) für Fragestellungen zu Biofilmen 

etabliert (Neu und Lawrence 2015). Die CLSM ermöglicht eine zerstörungsfreie 3D-

Bildgebung und Analyse von Biofilmen (Wood et al. 2000; Zaura-Arite et al. 2001). 

Alternativen zur CLSM wären Aufnahmen mittels konventioneller Fluoreszenz-

mikroskopie oder REM, wobei fluoreszenzbasierte Techniken eine Differenzierung in 

lebend, tot und nach Spezies ermöglichen (Schaudinn et al. 2009; Tawakoli et al. 

2013; Thurnheer et al. 2004). Sowohl bei Fluoreszenzmikroskopie als auch bei REM 

wäre der Bildgebung eine qualitative und quantitative Auswertung mittels spezifischer 

Software gefolgt (de Paz 2009; Yang et al. 2000).  

In der vorliegenden Studie wurden alternativ colorimetrische Assays zur Bestimmung 

der mikrobiellen Adhäsion bzw. Stoffwechselaktivität verwendet. Diese ermöglichen 

einen hohen Probendurchsatz und eine bei der CLSM notwendige Auswertung der 

Bildinformationen entfällt. Zur Qualitätssicherung des Versuchsablaufs wurden 
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parallel zu den zellbiologischen Versuchen lichtmikroskopische Aufnahmen 

angefertigt. Eine quantitative Auswertung dieser Aufnahmen erfolgte nicht, eine 

Überprüfung von  Adhäsion und Zellmorphologien wurde jedoch durchgeführt. Die 

mikrobiellen Versuche wurden analog mittels REM nachuntersucht, mit dem Ziel, die 

erfolgreiche mikrobielle Besiedelung nachzuweisen und die Ergebnisse der 

colorimetrischen Assays dahingehend zu untermauern. 

Für mögliche weiterführende Fragestellungen wäre eine Differenzierung in lebende 

und tote Mikroorganismen und Zellen wünschenswert. Das Ziel, in vitro eine 

antimikrobielle bzw. zytotoxische Wirkung beider Zemente zu vergleichen, ist mit den 

gewählten Methoden jedoch zuverlässig gegeben. 

6.2 Diskussion der Ergebnisse 

6.2.1 Rauheit 

Die Gesamtergebnisse der Rauheitsuntersuchungen zeigten einen mittleren Ra 

zwischen 0,85 µm und 1,13 µm bei einer Streuung im Bereich von 0,27 µm und 

3,59 µm. Weiterhin wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Gruppen kupferfrei und kupferhaltig gefunden. Die große Streuung ist 

vermutlich auf die durch den Herstellungsprozess bedingten Porositäten 

zurückzuführen, die je nach Taststrecke unterschiedlich starken Eingang in die 

Berechnung fanden. Da Untersuchungen an Titanproben ergaben, dass erst bei Ra-

Werten unterhalb von 0,2 µm von keinen weiteren Einflüssen der Rauheit auf die 

bakterielle Adhäsion auszugehen ist, wird die Probekörperrauheit einen Einfluss auf 

die Adhäsion ausgeübt haben (Bollen et al. 1997). Eine direkte Übertragung dieser 

Ergebnisse auf die hier getesteten Zemente ist jedoch nicht möglich und eine 

entsprechende Literaturrecherche zu der Abhängigkeit von mikrobieller Adhäsion 

und verschiedenen Rauheiten bei Zinkoxidphosphatzementen offenbarte das Fehlen 

von belastbaren Daten. Durch das Fehlen signifikanter Unterschiede zwischen den 

Probekörpergruppen kupferfrei und kupferhaltig ist dieses für die vorliegende 

Fragestellung aber irrelevant. Folgestudien sollten jedoch die fertigungsbedingt 

poröse Oberfläche und deren mögliche Einflüsse auf mikrobiologische Adhäsion 

beachten. 
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6.2.2 Freie Oberflächenenergie 

Die freie Oberflächenenergie zeigte bei den durchgeführten Messungen signifikante 

Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen. Die Unterschiede zwischen 

kupferfreien und kupferhaltigen Probekörpern waren deutlich signifikant. Die 

gemessenen Werte lagen mit 33,55 +/- 2,09 mN/m für die kupferfreien Probekörper 

und 37,42 +/- 1,68 mN/m - klinisch betrachtet - jedoch nahe zusammen. Darüber 

hinaus liegen die Mittelwerte für die konditionierten Probekörper unter denen der 

trocken gelagerten Probekörper. Insgesamt scheinen die Unterschiede in der SFE 

klinisch nicht relevant und Aufstellungen der SFE von Festkörpern zeigen deutlich 

größere Abweichungen innerhalb eines Werkstoffes wie z. B. Stahl mit Werten von 

29 mN/m bis 56 mN/m oder Glas mit Werten von 43,10 mN/m bis 112,90 mN/m) 

(Krüss 2017). Auch sind die Ergebnisse vor dem Hintergrund der erschwerten 

Messung (enthaltenes Wasser in porösen Probekörpern der konditionierten 

Gruppen) zu interpretieren. 

6.2.3 Adhäsion Candida albicans 

Die Adhäsion mit C. albicans zeigte auf den kupferhaltigen Probekörpern höhere 

mittlere Werte (60 rlu) als auf den kupferfreien Probekörpern (33,15 rlu). Diese 

Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Die Streuung der Messergebnisse war 

vergleichsweise hoch (kupferfrei 16 - 64 rlu und kupferhaltig 25 – 113 rlu). Die 

Wechselwirkungen von Pilzen und Kupfer sind komplex und Gegenstand aktueller 

Forschung (Li et al. 2015; Zheng et al. 2016). Ein Überangebot an Kupfer kann, wie 

ebenfalls ein nicht ausreichendes Angebot, zu einem limitierenden Faktor eines 

Pilzwachstums werden (Ding et al. 2013). Bei einer mittels XPS / ESCA gezeigten, 

niedrigen Kupferlokalisation auf der Oberfläche könnte also ein 

wachstumsförderlicher Effekt durch Kupferfreisetzung denkbar sein. Weiterhin 

belegen die auf den REM-Aufnahmen noch sichtbaren Pilzzellen, dass nicht alle 

Zellen lysiert worden waren. Grundsätzlich basiert das Assay auf einer vollständigen 

Lyse der Zellen. Mögliche Ursachen für das Ausbleiben einer vollständigen Lyse 

blieben auch bei der Nachbereitung der Versuche ungeklärt. 

Zusammenfassend ist keine signifikante Reduktion der fungalen Adhäsion durch den 

getesteten Kupferzusatz messbar. Weitere Untersuchungen hinsichtlich des 

Zusammenwirkens von kupferhaltigem Zement und Pilzwachstums könnten 
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demzufolge noch bestehende Fragen klären und eine positive Wechselwirkung 

bestätigen oder ausschließen. 

6.2.4 Adhäsion Streptococcus sanguinis 

Die Ergebnisse des Adhäsionsversuches mit S. sanguinis zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen kupferfrei und kupferhaltig. Es konnte eine 

leicht erhöhte Aktivität des Testkeims auf den konditionierten Probekörpern 

gemessen werden. So wurde eine höhere Adhäsion auf den Probekörpern der 

Gruppen III und IV (konditioniert) als in den Gruppen I und II (trocken) gemessen. 

Diese Unterschiede sind jedoch nur für die Gruppen II gegen IV (kupferhaltig), nicht 

jedoch für die Gruppen I gegen III (kupferfrei) signifikant.  

Weiterhin sind die Schwankungen aller Messungen mit Werten von 8370 rfu bis 

55221 rfu relativ hoch. Eine mögliche Ursache für die Schwankungen der Messwerte 

liegt in der Messtechnik orbital scanning, die in jedem Well multiple Messwerte an 

unterschiedlichen Stellen des gesamten Wells aufnimmt und diese zur weiteren 

Auswertung ausgibt. Somit werden auch Bereiche erfasst, die keinen Probekörper 

tragen. Im Mittel gleichen sich diese stark unterschiedlichen Messwerte zwar aus, 

bleiben jedoch als Schwankungen in den Einzelmesswerten erhalten. 

Die einzigen Änderungen im Adhäsionsverhalten zeigten sich also zwischen trocken 

gelagerten und konditionierten Probekörpern, nicht jedoch zwischen kupferfreien und 

kupferhaltigen Probekörpern. Die Messungen der SFE belegten ebenfalls 

Änderungen zwischen genau diesen Gruppen. Ein Einfluss von künstlicher Alterung 

auf das mikrobielle Adhäsionsverhalten auf Werkstoffen ist zuvor bereits beschrieben 

worden (Burgers et al. 2009a; Hahnel et al. 2010). Da in dieser Studie der Vergleich 

von kupferfreiem mit  kupferhaltigem Zement im Vordergrund stand, wurde dieser 

Aspekt nicht näher untersucht. 

6.2.5 Zellviabilität Mausfibroblasten (L929) 

Im Rahmen der Zytotoxizitätstestung zeigten sich in der Versuchsreihe a) die 

stärksten signifikanten Effekte, sowohl durch die soliden Probekörper als auch durch 

die konditionierten Medien. Es gab signifikante Unterschiede der Kontrolle gegen fast 

alle Probekörpergruppen, jedoch keine zwischen den Gruppen kupferfrei und 

kupferhaltig. Die konditionierten Medien zeigten nach 12 h eine geringe, jedoch 

signifikant höhere Aktivität als die soliden Probekörper, wobei dieser Effekt auch 
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nach weiteren 12 h bestand. Die starken Effekte in der Versuchsreihe a) können 

vielleicht auf die Folgen der hohen Passage (19. Passage) der Zellkultur 

zurückgeführt werden. Die Effekte, die das konditionierte Medium hervorrief, konnten 

nicht auf eine Änderung des pH-Wertes zurückgeführt werden (gemessen, nicht 

weiterführend ausgewertet), die Ursachen bleiben im Rahmen dieser Studie 

ungeklärt. 

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Versuchsreihe a) wurden für die Versuchsreihe 

b) neue Zellkulturen der DSMZ verwendet. Diese zeigten in der Kontrollgruppe nach 

6 h, 24 h und 48 h stetiges Wachstum. Zu keinem Zeitpunkt waren die Mittelwerte 

der Gruppen kupferfrei und kupferhaltig voneinander signifikant verschieden. 

Bemerkenswert ist, dass sich zwar nach 6 h die Kontrollen durch eine höhere relative 

Absorption signifikant von fast allen Gruppen unterschieden (Ausnahme Gruppe I), 

dies jedoch nach 24 h bzw. 48 h nicht mehr der Fall war. Denn nach einer Inkubation 

von 24 h existieren keinerlei signifikante Unterschiede, nach 48 h nur zwischen der 

Kontrolle und der Gruppe IV. Somit scheint der Unterschied zwischen Kontrollen und 

Probekörpergruppen geringer als in Versuchsreihe a), ein möglicher Einfluss durch 

frischere Mausfibroblasten in niedrigerer Passage erscheint zumindest möglich. 

Effekte wie dieser sind bereits früher beschrieben worden (Hughes 2008; Wataha et 

al. 1994). Die zytotoxischen Effekte konnten also bei beiden Versuchsreihen 

beobachtet werden, aber die Zellen in höherer Passage haben empfindlicher auf die 

Zemente reagiert. Die gemessenen zytotoxischen Effekte sind hierbei deutlich 

messbar gewesen. Diese teilweise sehr starke Wirkung eines 

Zinkoxidphosphatzementes deckt sich mit den Ergebnissen der aktuellen 

wissenschaftlichen Literatur (Franz et al. 2006; Mahasti et al. 2011; Winkler et al. 

2014). Ebenfalls zeigt sich bei Betrachtung der Literatur eine Abnahme potentiell 

zytotoxischer Eigenschaften mit zunehmendem Alter bzw. längerer feuchter 

Lagerung der Probekörper (Hanks et al. 1981; Schedle et al. 1998). 

6.2.6 Zellviabilität humane Fibroblasten (GF1) 

Bei Betrachtung der Messergebnisse der Versuchsdurchläufe mit den humanen 

Fibroblasten GF1 zeigten sich ähnliche, mit den Mausfibroblasten L929 

vergleichbare Resultate. Zu fast allen Messzeitpunkten zeigten die Kontrollen 

signifikant höhere Aktivität als die Gruppen kupferfrei und kupferhaltig (Ausnahme: 

nach 48 h, Kontrolle gegen Gruppe kupferfrei mit p = 0,065). Zu keinem 
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Messzeitpunkt unterschieden sich diese untereinander signifikant. Im Unterschied zu 

den Mausfibroblasten sank jedoch die durchschnittliche relative Absorption zwischen 

den 6 h- und 24 h-Messungen in den Gruppen Kontrolle, kupferfrei und kupferhaltig. 

Sie stieg nach weiteren 24 h nur leicht an und erreichte nicht wieder das 6 h-Niveau. 

Die Mausfibroblasten zeigten in der Kontrollgruppe kontinuierliches Wachstum. Als 

Ursache hierfür können Wirkungen des CCK-8 nicht ausgeschlossen werden, da 

auch die Kontrollgruppe eine Hemmung im Wachstum zu erfahren schien. Weitere 

Messungen zu späteren Zeitpunkten mit unterschiedlichen Messreagenzien könnten 

in nachfolgenden Untersuchungen hierzu Auskunft geben. Hier wurde darauf 

verzichtet, da die Fragestellung nach einem signifikanten Einfluss des Kupfers davon 

unberührt bleibt. Festzustellen bleibt, dass die Gingivafibroblasten anscheinend 

weniger sensibel auf die Zemente reagieren und gegebenenfalls stärker von der 

Messprozedur beeinflusst wurden. Diese unterschiedliche Reaktion der 

verschiedenen Zellreihen deckt sich mit Ergebnissen publizierter Studien; 

insbesondere die verstärkte Sensitivität der L929-Zellen wurde mehrfach 

dokumentiert (Al-Nazhan und Spangberg 1990; Eldeniz et al. 2007; Kwon et al. 2014; 

Thonemann et al. 2002; Wataha et al. 1994). 

6.2.7 Lichtmikroskopie 

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Fibroblasten zeigten mit den Messwerten 

zu vereinbarende Zellmorphologien und -mengen. Die Morphologie der Zellen unter 

zytotoxischen Einflüssen ist bereits beschrieben und deckt sich mit den vorliegenden 

Aufnahmen (Basso et al. 2013; Elias et al. 2015; Novotna et al. 2015; Schedle et al. 

1998). Die Aufnahmen der GF1 waren hierbei weniger deutlich, zeigten aber noch 

immer eine charakteristische, spindelförmige Morphologien der Zellline. 

Eine bessere Bildgebung wäre wünschenswert gewesen, die Bilder sind daher nur 

als qualitative Belege des Zellwachstums zu sehen. Eine quantitative Analyse 

scheint mit ihnen nicht möglich. Grundsätzlich wäre Lichtmikroskopie geeignet, 

sowohl quantitative als auch qualitative Ergebnisse zu erzeugen (Stephens und Allan 

2003). 

6.2.8 Elektronenspektrographie (ESCA / XPS) 

Die ESCA / XPS-Ergebnisse zeigten bei trocken gelagerten Probekörpern eine 

oberflächliche Lokalisation von 0,3 % Atomprozent Kupfer, bei Probekörpern mit 
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einer Wasserlagerung von einem Monat noch 0,2 % Atomprozent Kupfer und nach 

sechs Monaten Wasserlagerung 0,4 % Atomprozent Kupfer. Diese Ergebnisse 

zeigten konstante Kupferwerte trotz allem. Vor dem Hintergrund von Studien, welche 

die Wirksamkeit von Kupfer bestätigen, scheint die Menge vergleichsweise gering 

(Bundy et al. 1980; Foley und Blackwell 2003a; Morrier et al. 1998; Neel et al. 2005). 

Die Schwankung der Kupferlokalisation im Bereich von 0,1 % um den Mittelwert von 

0,3 % lässt sich vermutlich durch die ungleiche Durchmischung des Zementes bzw. 

ungleiche Oberflächenlokalisation von Kupfer eher erklären, als durch eine 

tatsächlich veränderte Oberflächenzusammensetzung. Weiterhin könnte ein 

zusätzliche Aufschlüsselung nach Cu+ und Cu2+ die Qualität der Untersuchung weiter 

steigern, da Kupferionen unterschiedlich stark antibakteriell wirken können (Hans et 

al. 2013; Hans et al. 2016). 

6.2.9 Rasterelektronenmikroskopie 

Die in dieser Studie angefertigten REM-Aufnahmen zeigen die Probekörper mitsamt 

der Besiedelung durch die verschiedenen Zellen und Mikroorganismen. Darüber 

hinaus ist die komplexe Oberflächenstruktur der Probekörper zu sehen. 

Insbesondere große, eröffnete Poren und Risse sind sehr gut zu erkennen. Die 

REM-Aufnahmen zeigen exemplarisch die Zellen des jeweiligen 

Versuchsabschnittes, jedoch sind diese - bedingt durch die Probenvorbereitung - 

teilweise stark beeinträchtigt. Im Falle des Adhäsionsversuches mit C. albicans 

bedingt das ATP-Assay größtenteils eine Lyse der Pilzzellen. Dennoch sind Zellen 

auf den Probekörpern verblieben. Es finden sich größere Mengen nicht lysierter 

Pilzzellen in Oberflächenporositäten. Ein möglicher makroskopischer Schutz durch 

die Oberflächentopographie kann daher diskutiert werden. Da die Oberflächenrauheit 

jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Probekörpergruppen gezeigt 

hat, sollten sich diese Effekte im Mittel ausgleichen. 

6.3 Schlussfolgerung 

Die Methodik der vorliegenden Studie erscheint geeignet, die Fragestellung nach In-

vitro-Wirkungen eines Kupferadditives in einem Zinkoxidphosphatzement zu 

untersuchen. Es konnten hierbei keine klinisch relevanten Unterschiede in den 

physiko-chemischen Eigenschaften der Materialien belegt werden. Darüber hinaus 

zeigten die beiden Zemente zwar eine insgesamt gleich hohe zytotoxische Wirkung, 
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jedoch keine unterschiedliche antimikrobielle Wirkung auf das getestete Bakterium 

oder den getesteten Pilz. Die niedrige Kupferkonzentration auf der Oberfläche der 

Probekörper des modifizierten Zementes korreliert mit diesen Ergebnissen. Die 

bildgebenden Techniken bestätigen die postulierten Ergebnisse. Die Ergebnisse 

korrelieren darüber hinaus mit den Resultaten der aktuellen wissenschaftlichen 

Literatur. In der vorliegenden getesteten Form kann der Kupferzusatz somit als 

wirkungslos beurteilt werden. 
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7. Zusammenfassung 

In der Zahnmedizin dienen Biomaterialien der Wiederherstellung von Gewebe- und 

Zahnhartsubstanzdefekten. Die sich auf ihnen im oralen Milieu bildenden Biofilme 

können Sekundärkaries, Parodontopathien, Candidosen und Periimplantitiden 

verursachen. Diese biologischen Komplikationen zählen zu den Hauptversagens-

gründen dentaler Restaurationen. Um die biologischen Eigenschaften dentaler 

Werkstoffe zu verbessern, können diese u. a. mit biologisch aktiven Additiven 

versetzt werden. Hierbei steht jedoch eine mögliche antimikrobielle Wirkung häufig in 

Widerspruch zu möglichen sensibilisierenden oder toxischen Eigenschaften der 

modifizierten Werkstoffe. Ein Beispiel für derartige Modifizierungen sind mit Kupfer 

versetzte dentale Zemente. In der vorliegenden Studie wurde ein klassischer 

Zinkoxidphosphatzement (Hoffmann’s Cement) mit seinem kupferhaltigen Pendant 

(Hoffmann’s Kupfer Cement) verglichen. Beide Zemente sind kommerziell erhältlich, 

werden klinisch angewendet und wurden auf wichtige physiko-chemische 

Eigenschaften, ihre mikrobielle Wirkung und mögliche zytotoxische Folgen in vitro 

untersucht. 

Für die Laboruntersuchungen wurden Probekörper beider Zemente hergestellt und in 

vier Gruppen aufgeteilt. Je Zementsorte wurde eine Hälfte der Probekörper trocken 

aufbewahrt, die andere Hälfte zur künstlichen Alterung für einen Monat in Aqua dest. 

gelagert. Es folgte die Ermittlung des arithmetischen Mittels der Oberflächenrauheit 

(RA) mittels Tastschlittenuntersuchung sowie der freien Oberflächenenergie (SFE) 

mittels Kontaktwinkelmessung. Weiterhin wurde die Materialzusammensetzung an 

der Oberfläche durch Photoelektronenspektroskopie (ESCA /XPS) bestimmt. Die 

mikrobiellen Eigenschaften wurden durch Analyse der initialen Adhäsion nach zwei 

Stunden durch Kulturen von Streptococcus sanguinis und Candida albicans 

untersucht. Hierbei kamen etablierte colorimetrische Assays zum Einsatz. Mögliche 

zytotoxische Wirkungen wurden angelehnt an die ISO-Norm 10993-5 mittels 

Mausfibroblasten und WST-8-Assay nach 6, 24 und 48 Stunden geprüft. Humane 

Gingivafibroblasten wurden mit dem Ziel der besseren Übertragbarkeit der 

Ergebnisse dem gleichen Versuchsablauf unterzogen. Bildgebung mittels 

konventioneller Lichtmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie (REM) rundete 
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die Versuche mit dem Ziel, die Testabläufe und Ergebnisse zu verifizieren, ab. Eine 

statistische Analyse der gewonnen Daten schloss die Versuche ab. 

Nach Auswertung der Ergebnisse wurden keine relevanten physiko-chemischen 

Unterschiede zwischen den Zementen gefunden. Die Oberfläche der Zemente wies 

einen RA im Bereich von 0,85 µm und 1,13 µm bei verhältnismäßig starker Streuung 

auf. Makroskopisch waren Poren auf der Oberfläche zu erkennen, die für die 

Streuung verantwortlich zu sein scheinen. Die Oberflächenenergie SFE lag für die 

kupferfreien Probekörper im Mittel bei 33,55 +/- 2,09 mN/m und bei 37,42 +/-

 1,68 mN/m für die kupferfreien Probekörper. Bei den kupferhaltigen Probekörpern 

konnte mit maximal 0,4 Atomprozent eine nur niedrige Kupfermenge auf der 

Oberfläche detektiert werden. Es konnte weiterhin weder für S. sanguinis noch für 

C. albicans ein signifikanter Unterschied in der Adhäsion auf den Zementen 

nachgewiesen werden. Bei beiden Zementen wurde im nächsten Versuchsschritt 

jedoch ein deutlicher zytotoxischer Effekt gegen Maus- und Gingivafibroblasten 

gezeigt. Die Mausfibroblasten reagierten hierbei sensibler auf die Zementproben. Die 

lichtmikroskopischen Aufnahmen bestätigten die zytotoxischen Wirkungen der 

Probekörper, und die REM-Aufnahmen zeigten die Adhäsion von Zellkultur, Pilz und 

Bakterium. Weiterhin zeigten die REM-Aufnahmen die teilweise stark poröse 

Oberfläche der Probekörper. 

Zusammenfassend war kein antimikrobieller Effekt des Kupferadditives 

nachzuweisen. Gleichzeitig zeigten sich deutliche zytotoxische Effekte bei beiden 

Zementen. Die insgesamt niedrige Kupfermenge auf der Oberfläche des 

kupferhaltigen Zementes stimmt mit der fehlenden antibakteriellen Wirkung überein. 
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8. Anhang 

Tabelle 27: Geräte, Chemikalien und Hilfsmittel. 

Gerät, Chemikalie, Hilfsmittel Hersteller 

Agar 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Albumin 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

alpha-Amylase 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Aqua dest. 
Merck 

KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Aqua dest., Aqua 
B. Braun 

Melsungen, Germany 

Assay, CCK8, Cell-Counting-Kit 
Dojindo EU GmbH 

München, Deutschland 

Assay, ViaLight Buffer, LT27-079 Assay 

buffer, ViaLightPlusCell Proliferation and 

Cytotoxity assay, 

Lonza 

Basel, Schweiz 

Automatische Pipette 
Microlap 

Hamilton, Bondaduz, Schweiz 

Candida albicans (DSMZ Nr. 1386) 

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

Braunschweig, Deutschland 

Casein-peptone 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Digitalmikroskop Axiovert 40 CFL 
Zeiss 

Göttingen, Deutschland 

Digitalmikroskop DS-Series 
Nikon 

Chiyoda, Japan 

Dubliersilikon Z-Dupe 
Henry Schein Dental Germany GmbH 

Langen, Germany 

Dubliersilikon Adisil rapid 
Siladent Dr. Böhme & Schöps 

Goslar, Deutschland 

Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium + 

GlutaMax, DMEM + GlutaMax 

Thermo Fisher Scientific 

Waltham, Massachusetts, USA  

Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, DMEM 
Fisher Scientific 

Schwerte, Deutschland 

Elektronenspektrometer Axis Ultra 
Kratos Analytical Limited 

Manchester, Großbritannien 

Ethylenglykol 
Merck 

KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Feinwaage 440-47N 
Kern und Sohn GmbH 

Balingen, Deutschland 

Gingivafibroblasten GF1 

AG Orale Biologie und Geweberegeneration 

Poliklinik für Zahnärztliche Prothetik 

Universitätsmedizin Göttingen 

Glasplatte 
Henry Schein Dental Germany GmbH 

Langen, Deutschland 
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Glasplatte 
Henry Schein Dental Germany 

Langen, Deutschland 

Glukose 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Hefeextract, Yeast Extract   
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Hoffmann´s Cement 
Hoffmann´s Dental Manufaktur 

Berlin, Deutschland 

Hoffmann´s Kupfer Cement 
Hoffmann´s Dental Manufaktur 

Berlin, Deutschland 

Inkubator Labotec C200 
Labotec 

Göttingen, Detuschland 

Kohlenstoffklebstoff Leit-C nach Göcke 
Provac GmbH 

Oestrich-Winkel, Deutschland 

Kontaktwinkelmessgerät Goniometer G1 
ERNA 

Tokyso, Japan 

Kälberserum 
Invitrogen 

Darmstadt, Deutschland 

Kulturflasche 
Corning Incorporated 

Corning, NY, USA 

Kulturflasche 
Sarstedt AG & Co 

Nümbrecht, Deutschland 

Lichtmikroskop, System (DS-Fi2, Eclipse 

TS100, ELWD 0.3, DS-LE3) 

Nikon 

Chiyoda, Japan 

Lichtmikroskop, System (Axiovert 40 CFL) 
Zeiss 

Göttingen, Deutschland 

Lysisreagent LT27-076 
Lonza, 

Basel, Schweiz 

Lysozym 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Malz-Extrakt, malt extract 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Mausfibroblasten, L929, Nr. 85011425, Cell 

Line from mouse 

Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Methylenjodid 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Mucin Typ III / isoliert aus Schweinemägen 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Multimode Plattenreader Fluostar Optima 
BMG LabTech 

Offenburg, Deutschland 

Multimode Plattenreader SpectraMax M2 
Molecular Devices 

LLC, Sunnyvale, USA 

Multimode Plattenreader Tecan Infinite F200 
Tecan 

Männedorf, Schweiz 

Paraformaldehyd Pulver 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Perthometer SP6 
Feinprüf Perthen 

Göttingen, Deutschland 

pH-Messgerät Multi-Calimatic 
Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co. 

Berlin, Deutschland 

Phosphate-buffered saline, PBS 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 
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Photometer Genesys 10S 
Thermo Spectronic 

Rochester, NY, USA 

Poliergerät DAP-U 
Streurs 

Ballerup, Dänemark 

Probenträger Alu-Stubs 
Provac GmbH 

Oestrich- Winkel, Deutschland 

Rasterelektronenmikroskop Cambridge S240 
Cambridge Instruments 

Nussloch, Deutschland 

Reaktionsgefäße 
Sarstedt AG & Co 

Nümbrecht, Deutschland 

Resazurin-Salz 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Röhrchen 
Sarstedt AG & Co 

Nümbrecht, Deutschland 

Rührfisch/Magnetrührer MSC basic C 
IKA Works Incorporated 

Wilmington, NC, USA) 

Rüttelplatte KM2 
Edmund Bühler GmbH 

Hechingen, Deutschland). 

Schleifpapier, 240 - 1200 
Leco Corporation 

St. Joseph, Michigan, USA 

Schüttler Orbital Shaker Typ 420 
Thermo Forma 

Mariette, Ohio, USA 

Sicherheitswerkbank Herasafe HSP 12 
Heraeus 

Hanau, Deutschland 

Software OCA 15 plus 
Dataphysics Instruments 

Filderstadt, Deutschland 

Software Endnote X7 für Mac, 

Version X7.7.1 

Thomson Reuters 

New York City, USA 

Software Microsoft Exel für Mac 14.7.0 
Microsoft Corporation 

Redmont, Washington, USA 

Software Mixrosoft Word für Mac 14.7.1 
Microsoft Corporation 

Redmont, Washington, USA 

Software GIMP 

Version 2.8.18 

The GIMP Team 

www.gimp.org 

Software IBM SPSS Statistics für Mac, 

Version 24 für 64-Bit-Systeme 

IBM 

Armonk, North Castle, New York, USA 

Sputtergerät SCD 005 Sputter Coater 
BAL-TEC 

Walluf, Deutschland 

Sterilfilter Steritop Millipore 
Merck Millipore 

Darmstadt Deutschland 

Streptococcus sanguinis (DSMZ-Nr. 20068) 

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

Braunschweig, Deutschland 

Tripticase soy broth 
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Trypan Blue Dye 0,4 % 
Bio-Rad 

Hercules, CA, USA 

Trypsin 
PAN Biotech 

Aidenbach, Deutschland 

Vakuumpumpe PJ 1604-735 
KNF Neuberger 

Freiburg, Deutschland 

Vibrator L 
Henry Schein Dental Germany GmbH 

Langen, Deutschland 
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Wellplatte 96er Fluostar Microplate 
BMG LabTech 

Offenburg, Deutschland 

Wellplatte Costar 48  
Sigma-Aldrich 

St. Louis, MO, USA 

Zählautomat Bio-Rad TC 20 
Bio-Rad Laboratories 

Hercules, CA, USA 

Zählautomat Nexelom Vellometer TM Auto T4 
VWR International GmbH 

Erlangen, Deutschland 

Zementspatel DF 153R 
Aesculap 

Tuttlingen, Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge5810 
Eppendorf 

Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Rotina 420 R 
Hettich Zentrifugen GmbH 

Tuttlingen, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen 
Corning Incorporated 

Tweksbury, MA, USA 
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