Aus dem
CharitéCentrum 3 fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
Bereich Oralmedizin, zahnérztliche Réntgenologie und Chirurgie

Leiterin: Prof. Dr. med. dent. Andrea Maria Schmidt-Westhausen

Habilitationsschrift

Die Therapie Biofilm-assoziierter oraler
Erkrankungen mit atmospharischem kaltem Plasma

die Anwendung des vierten Aggregatzustands in der
Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

zur Erlangung der Lehrbeféahigung

fir das Fach Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultét

Charité - Universitatsmedizin Berlin

von

Dr. med. dent. Moritz Hertel

Eingereicht: Juni 2016
Dekan: Prof. Dr. med. Axel R. Pries
1. Gutachter: Prof. Dr. Dr. Hans-Robert Metelmann, Greifswald

2. Gutachter: Prof. Dr. Dr. Henning Schliephake, Gottingen



Meiner Familie gewidmet.

(insb. Karl Philipp Hertel ¥2016)




Inhaltsverzeichnis

7N o1 U 48T~ o PSPPSR 4
R T o1 1= U oY - U UUR 6
1.1 Physikalische GrUuNIQgEN..........uuiiiiiiei et e e e e e e e e e e e e e e eeanbrraeeeeeeeennnns 7
1.2 MediziniSChe ANWENAUNE ........uviiiiiie ettt e e e e e es e e e e e e e e s st ree e e e e e e e e nsraeeeeeaesennnnes 10
1.2.1 Wirkung auf Mikroorganismen Und VIren...........coeeeeiiiciiiiieiee et 11
1.2.2 Wirkung auf eukaryotische Zellen und mammale Gewebe ..........cccoceeeeeeiivcciiieeee e, 13
1.2.3 WIirkung auf TUMOIZEIIEN ....veeeee e e e e e e e re e e e e e e e e s anraaeees 16
1.3 Frage- UNd ZIIStRIIUNG .....oeeee e e st e e s eatr e e e s eate e e e satae e e sntaeeeeans 18
2. Eigene Arbeiten zur antimikrobiellen Therapie mit CAP im oralen Bereich .........cccceeeecvieeenneee. 19
2.1 Antibakterielle Wirkung in oralen Hartgeweben in vitro und ex vivo ..........ccccceeecveeeeccieeeenee, 19
21.1 Kariesfreie und karidse Wurzeloberflachen ...........cooeeveiniiiiiiiiiiieeeece e 19
2.1.2 WUPZEIKANEIE ...ttt st st st s b e sneesnees 27
213 AIVEOIAIKNOCNEN ...t sttt e s s e 34
2.2 Antibakterielle Wirkung auf Implantatoberflachen in Vitro.........cccccoocveveieceiiiccieee e, 40
2.3 Antimykotische WIrkUNE iN VIVO ...........uuuiiiiii ittt e e e et e e e e e 49
K N B 1 (U1 (o] o F O TP RTOUPR PRSP 59
O AV Y- 10 Y 0T 0] = 5 U V-SSR 66
TR I =T - | U | PSPPSRSO PRRP 68
D F [0S T= Y=V oY -SSR URPRN 78
o = U =S URPRN 79




Abklrzungen

o-SMA
APP

Ar

ATM
BEI

CAP

CE

CFU
CHX
CLSM
DBD
DIN SPEC
DL

DNA
DSM(2)
EGFR
ERK-1/2
f

FGF-2
FM

H

He
HIF-2a
HMOX-1
ICAM-1
IL-6/8

INK-1/2

Alpha Smooth Muscle Actin
Atmospheric Pressure Plasma

Argon

Ataxia Telangiectasia Mutated Kinase
Backscatter Electron Image

Cold Atmospheric Plasma

Communauté Européenne

Colony Forming Unit
Chlorhexidine-bis-Gluconate

Confocal Laser Scanning Microscopy
Dielectric Barrier Discharge

Spezifikation des Deutschen Instituts fir Normung e. V.
Diode Laser

Deoxyribonucleic Acid

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (und Zellkulturen)
Epidermal Growth Factor Receptor
Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2
Frequenz [Hz]

Fibroblast Growth Factor 2

Fluorescence Microscopy

Wasserstoff

Helium

Hypoxia Inducible Factor 2a

Heme Oxygenase 1

Intercellular Adhesion Molecule 1
Interleukin 6/8

C-Jun-N-terminal Kinase 1/2




LFA-1

log RF
MCP-1
MEK-1/2
MRONJ
MRSA

N

NADPH

Ne
Nox-2-ASK-1
(o)
p38-MAPK
PMMA
RCL

RNS

ROS

SEI

SEM

SRP
TGF-B1/2
TNF-ASK-1
TTP

U

uv

VAS

VEGF

YY-1

Lymphocyte Function Associated Antigen 1

Logarithmic Reduction Factor

Monocyte Chemoattractant Protein 1

Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular Signal Regulated Kinase Kinase 1/2
Medication-Related Osteonecrosis of the Jaw
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

Stickstoff

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Neon

NADPH Oxidase 2-Induced Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1
Sauerstoff

p-38 Mitogen-Activated Protein Kinase

Polymethylmethacrylat

Root Caries Lesion

Reactive Nitrogen Species

Reactive Oxygen Species

Secondary Electron Image

Scanning Electron Microscopy

Scaling and Root Planning

Transforming Growth Factor B1/2

Tumor Necrosis Factor Alpha-Induced Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1
Tissue Tolerable Plasma

Stromspannung [V]

Ultraviolett

Visual Analogue Scale

Vascular Endothelial Growth Factor

YinYang 1




1. Einleitung

Die medikamentdse Behandlung mikrobieller Erkrankungen bewegt sich im Spannungsfeld zwischen
dem therapeutischen Nutzen und dem Risiko des Auftretens von Resistenzen. Vor dem Hintergrund
einer progredienten Verschiebung dieses Verhaltnisses zu Letzterem besteht ein Bedarf fiir neue
Therapieanséatze, welche den sich hieraus ergebenden Herausforderungen gerecht werden (1). Die
haufigsten mikrobiellen bzw. Biofilm-assoziierten Erkrankungen im oralen Bereich sind Karies (2) und
inflammatorische (Folge-)Erkrankungen des Endodonts und apikalen Parodontiums (3) sowie der
Formenkreis der Plaque-induzierten Gingivitiden und marginalen Parodontitiden (4). Bei zunehmender
Zahl weltweit inserierter dentaler Implantate kommt zudem der periimplantdren Mucositis und
Periimplantitis eine zunehmende epidemiologische Bedeutung zu (5). Ferner wurden mikrobielle
Infektionen im Zusammenhang mit den pathologischen Mechanismen medikamentenassoziierter
Osteonekrosen des Kiefers (medication-related osteonecrosis of the jaw, MRONJ) diskutiert (6). Die
genannten Erkrankungen haben in Bezug auf die kausativen Pathogene eher unspezifischen Charakter
und eine multifaktorielle Atiopathogenese. Demgegeniiber existiert ein breites Spektrum an
spezifischen Infektionen der Mundschleimhaut bzw. Infektionskrankheiten mit oralen
Manifestationen, welche durch pathogene Mikroorganismen (Bakterien (z. B. T. pallidum (7)) und Pilze
(z. B. Candida spp. (8) sowie A. fumigatus (9)) und Viren (z. B. humane Herpesviren (10), humane
Papillomaviren (11), Coxsackieviren (12) und Paramyxoviren (13)) verursacht werden. Innerhalb der
klinischen Plasmamedizin stellt die Nutzung mikrobiozider und viruzider Effekte von sogenanntem
kaltem atmospharischem Plasma einen vielversprechenden Ansatz im eingangs dargestellten Kontext
dar. In Ergdnzung zur Inaktivierung von Pathogenen kénnen Mechanismen der Heilung stimuliert

werden. Hieraus ergibt sich das Potenzial therapeutischer Synergieeffekte.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Wirksamkeit von kaltem atmospharischem
Plasma zur Inaktivierung oraler fakultativ-pathogener Bakterien und Candida Spezies in vitro, ex vivo

und in vivo auf kariesfreien und kariésen Dentinoberflachen, in Wurzelkanalen, in Alveolarknochen,




auf Implantatoberflachen, auf oraler Mucosa und auf Polymethylmethacrylat (PMMA)-Prothesen. Es
wurde angenommen, dass eine Bestrahlung mit Plasma in Relation zu Vergleichs- und Kontrollgruppen
in einer signifikant starkeren Reduktion der koloniebildenden Einheiten (colony forming units, CFU) in
vitro und ex vivo sowie einer beschleunigten Remission in vivo, gemessen an Surrogaten fir eine

Infektion, resultiert.

1.1 Physikalische Grundlagen

Physikalisches Plasma stellt neben fest, fllissig und gasformig den vierten Aggregatzustand dar und ist
definiert als ein partiell oder vollstindig ionisiertes Gas. Seine Zusammensetzung besteht
dementsprechend zu variablen Anteilen aus Elektronen sowie neutralen und ionisierten Atomen und
Molekiilen. Die Bezeichnung ,,Plasma“ wurde 1928 erstmals von Irvine Langmuir fiir ein ionisiertes Gas
verwendet. Plasmen werden entsprechend ihrer Temperatur, des herrschenden Drucks, der
emittierten Strahlung und der Fahigkeit zur Induktion elektromagnetischer Felder klassifiziert (14).
Artifiziell kann physikalisches Plasma sowohl bei Uber- und Unterdruck als auch bei einem
atmospharischen Druck von 101,325 kPa durch Eintrag von Energie in ein Gas erzeugt werden. Durch
weitgehende bis vollstdndige lonisation entsteht thermisches bzw. heiRes Plasma (> 40 bis mehrere
tausend °C). Non-thermisches bzw. kaltes Plasma (30 - 40 °C) resultiert bei partieller lonisierung (< 0,1
%). Plasma kann in Umgebungsluft, kiinstlichen Gasgemischen (z. B. Ar / O) und reinen Gasen (z. B.
Ar, He, Ne, N2) erzeugt werden (14). Hierbei bestimmt die chemische Zusammensetzung des
betreffenden Gases maRgeblich, welche Reaktionen ein Plasma in Materie vermittelt. Weiterhin haben
die physikalischen Determinanten der Plasmaquelle und die Expositionsdauer einen entscheidenden
Einfluss. Die resultierenden Wechselwirkungen basieren auf der Induktion bzw. Emission von
Elektronen, lonen, reaktiven Sauerstoff- (reactive oxygen species, ROS) und Stickstoffspezies (reactive
nitrogen species, RNS), Photonen (ultraviolettes (UV) und sichtbares Licht), elektromagnetischer

Strahlung und Warme (14).




Sogenannte direkte Quellen erzeugen artifizielles Plasma in der zwischen einer
Hochspannungselektrode und einer geerdeten Elektrode befindlichen Raumluft (dielectric barrier
discharge, DBD). Auf dem genannten Prinzip basiert das System PlasmaDerm® (Cinogy, Duderstadt,
Deutschland), welches in Deutschland fiir die therapeutische Anwendung am Menschen zugelassen
ist. Alle technischen Komponenten sind in eine Steuerungseinheit und ein Handstlick integriert. Ein
aktuell noch nicht kommerziell verfligbarer Prototyp vereint alle Elemente inklusive Akkumulator in
einem kabellosen Handstlick (Abbildung 1). Bei indirekten Quellen, sogenannten Plasma-Jets, wird
zwischen zwei Elektroden ein Plasma generiert und iiber ein Carriergas fortgeleitet. Uberdies finden
Hybridsysteme Anwendung (15). Ein Plasma-Jet-System mit Zulassung flir die therapeutische
Anwendung an Mensch und Tier ist der kINPen Med® (neoplas tools, Greifswald, Deutschland). In
einem durch eine Kapillare geleiteten Argon-Gasstrom von ca. 4,3 sl / min wird hierbei durch die
Applikation eines hochfrequenten Wechselstroms (U = 2 - 6 kV, f = 1,1 MHz) atmospharisches
Kaltplasma mit einer Energie unter 60 J / cm? * min erzeugt und transportiert. Die technischen
Komponenten sind in einer Steuerungseinheit sowie in einem Handstlick verbaut. Das Argon wird aus

einem externen Gasbehaltnis (iber einen Druckminderer zugefiihrt (Abbildungen 2 und 3).

Abbildung 1: DBD-System PlasmaDerm® (Prototyp) (Cinogy, Duderstadt, Deutschland).

1 = kabelloses Handstlick, 2 = Applikator mit dielektrisch ummantelter Hochspannungselektrode
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Abbildung 2: Plasma-Jet-System kINPen Med® (neoplas tools, Greifswald, Deutschland).
1 = externe Einspeisung von Argon Ulber Druckminderer, 2 = Handstlick; 3 = Steuerungseinheit mit

Feinregelung und Anzeige des Ar-Gasflusses in sl * min*

Abbildung 3: Exemplarische Bestrahlung eines extrahierten humanen Pramolaren mit kINPen Med®.




1.2 Medizinische Anwendung

Durch die Determination der Eigenschaften einer Plasmaquelle, des genutzten Gases sowie der
Expositionszeit kann die biologische Wirkung eines Plasmas gesteuert werden (16). Hierdurch wird
ermoglicht, mit physikalischen Plasmen ein breites Anwendungsspektrum innerhalb der Medizin
abzudecken. In Uberschneidung mit der technisch-industriellen Nutzung finden heiRes und kaltes
Plasma Verwendung zur Bearbeitung von Biomaterialien durch Schweillen, Loten sowie zur
Beschichtung und Modifikation von Oberflachen (17, 18). Zudem kdénnen medizinische Instrumente
und Implantate sterilisiert werden (19, 20). Die moderne klinische Plasmamedizin geht liber die seit
langerem etablierte Nutzung zur Koagulation, Ablation und Vaporisation von Geweben (21, 22) hinaus
und umfasst mittlerweile zusatzlich die antimikrobielle Therapie, die Stimulation der Wundheilung
sowie die Tumortherapie als Teilgebiete. In der praktischen Anwendung ergeben sich Synergien,
insbesondere zwischen Mikrobiozidie und Stimulation der Heilung bei der Wundtherapie. Grundlage
der klinischen Anwendung ist hierbei die therapeutische Nutzung der Interaktion biologisch aktiver
Komponenten von Plasmen mit organischer Materie. Die zugrunde liegenden Wirkungen basieren
nach aktuellem Kenntnisstand vorrangig auf der Emission von UV-Strahlung und der Freisetzung
verschiedener ROS und RNS (14). Zu letzteren zdhlen unter anderem das Hydroxyl-Radikal (-OH),
Wasserstoffperoxid (H,0,), Singulett-Sauerstoff (*0,), das Superoxid-Anion (0O,-), Stickstoffmonoxid
(‘NO) und das Peroxinitrit-Anion (ONOO") (15). Basierend auf physikalischen Modellen und
experimentell gemessenen elektrischen Feldstarken in Plasma wird zudem postuliert, dass die
induzierten elektromagnetischen Felder unabhingig von UV-Strahlung und ROS/RNS z. B. die
Permeabilitat von Zellen beeinflussen kénnen (23, 24). Dosisabhangig erzeugt Plasma u. a. Schaden an
isolierter und zellularer DNA (chemische Verdnderung von Nukleinbasen und Desoxyribose, Thymin-
Dimerisierung, Einzel- und Doppelstrangbriiche und DNA-Protein-Crosslinks) (14, 15, 25, 26). Dies kann
therapeutisch genutzt werden, beispielsweise zur antimikrobiellen oder onkologischen Therapie.
Dieser Effekt ist in Zellen des Patienten jedoch unerwiinscht (15). Die physikalischen Eigenschaften von

atmospharischem kaltem Plasma (cold atmospheric plasma, CAP bzw. atmospheric pressure plasma,
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APP; Synonym: gewebevertragliches Kaltplasma (tissue tolerable plasma, TTP)) erlauben durch die
Abwesenheit bekannter negativer Effekte auf mammale Gewebe innerhalb der therapeutischen Breite
bzw. Dosis eine Anwendung in vivo. Nach klinischer Nutzung wurden keine unerwiinschten Wirkungen
bzw. vereinzelt lediglich passagere Rotung und subjektiv tolerable Warmesensation beschrieben (27-

33).

1.2.1 Wirkung auf Mikroorganismen und Viren

Das Potenzial von CAP zur Inaktivierung eines breiten Spektrums humanpathogener Mikroorganismen
(Bakterien und Sporen, Pilze) und Viren wurde in zahlreichen Untersuchungen beschrieben (34-53).
Obwohl die Empfindlichkeit unterschiedlicher Pathogene gegeniiber kaltem Plasma variiert, sind keine
Resistenzen bekannt (35, 42, 44). Dementsprechend werden auch multiresistente Erreger effektiv
inaktiviert (43, 51, 54-56). Die zwischen verschiedenen Mikroorganismen primar unterschiedliche
Suszeptibilitat ist zusatzlich abhangig von den Parametern bzw. der Art der Plasmaquelle, der

Expositionszeit und folglich der Dosis erzeugter UV-Strahlung, ROS und RNS (42-44, 57).

Insbesondere die Bakterizidie von CAP wurde vielfaltig untersucht. Beispielsweise fanden sich in vitro
flr B. subtilis, E. coli, L. monocytogenes und verschiedene multiresistente Bakterien wie Methicillin-
resistenter S. aureus (MRSA) und P. aeruginosa eine Zunahme der intrazellularen Konzentration von
ROS und Schaden der DNA, RNA, intrazellularer Funktionsproteine, Mitochondrien sowie
unterschiedlicher Bestandteile von Zellwanden und -Membranen (42-44, 48, 58-60). Die emittierte UV-
Strahlung modifiziert hierbei Nukleinbasen, wohingegen reaktive korpuskulare Anteile des Plasmas
zusatzlich Strangbriiche induzieren und Schiaden an Biomolekiilen, Organellen und Zelloberflachen
bewirken kdnnen (u. a. Oxidation von Proteinen und Lipidperoxidation) (58). Als Resultat wurden fir
E. coli nach Bestrahlung mit CAP konsekutive Phasen des Zelltodes im Sinne einer Inaktivierung
zellularer Transportsysteme, gefolgt von einer Depolarisation der Membran und finaler
Permeabilisierung der Zelle, beobachtet (44). Generell kann die Kapazitat antioxidativer Schutz- (z. B.

Katalasen und Superoxiddismutasen) und zelluldrer Reparaturmechanismen (z. B. SOS-Response) als
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wesentlicher Faktor fiir das Ausmald an inerter Suszeptibilitdt gegenliber Plasma angenommen werden
(60). E. coli-Mutanten mit Fehlen bestimmter Gene der oxidativen Response (OxyR und SoxS) zeigten
in diesem Zusammenhang in vitro eine hohere Empfindlichkeit gegeniber CAP als der Wildtyp (50).
Ferner wurde in E. coli an anderer Stelle eine Hochregulation von Genen der SOS-Antwort als Reaktion
auf oxidativen Stress infolge einer Bestrahlung mit CAP gefunden (61). Fir die Mechanismen der
Fungizidie von CAP kdnnen weitestgehende Analogien zur Bakterizidie angenommen werden. Dies
schlieBt die Induktion von Apoptose durch oxidativen Stress ein (62). Opportunistisch-pathogene Pilze,
insbesondere C. albicans und A. fumigatus, wurden verschiedentlich experimentell mit Plasma
inaktiviert. C. albicans wies hierbei in Relation zu Bakterien eine hohe Toleranz auf (34, 48). Als
mogliche Ursache wurden protektive Eigenschaften von B-D-Glucanen der Zellwand und der Schutz
der DNA durch das Vorhandensein einer Kernmembran diskutiert (34, 63). Im Zusammenhang mit der
Inaktivierung von Viren und Bakteriophagen wurden analog zu Mikroorganismen Effekte von CAP auf

Hallstrukturen und Ribonukleinsduren beschrieben (64-66).

Uber die dargestellten Effekte auf Mikroorganismen hinaus besitzt CAP das Potenzial zur Zerstérung
von Biofilmen. Eine entsprechende Wirkung wurde in vitro flir bakterielle (B. cenocepacia, E. coli, E.
faecalis, MRSA, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes) (52, 67-70) und mykotische
Monospezies-Biofilme (C. albicans) dokumentiert (36, 71). Unter anderem wurde hierbei eine
bakterizide Wirkung von Plasma auf artifizielle E. faecalis-Biofilme (52, 72) und Ex-vivo-Biofilme in
humanen Wurzelkanalen gefunden (73). Flr orale Ex-vivo-Multispezies-Biofilme wurden ferner die
Inaktivierung von Bakterien und eine signifikante Reduktion der Proteinmenge durch CAP verglichen
mit unbehandelten Kontrollen beschrieben. Die vollstandige Entfernung der Biofilme von
Titanoberflachen erforderte jedoch den adjuvanten Einsatz eines Aerosols (74). Zudem konnten an
anderer Stelle nach der Entfernung oraler Ex-vivo-Biofilme von Titanplattchen durch die Kombination
von CAP mit mechanischem Debridement Osteoblasten auf den betreffenden Proben kultiviert werden

(75).
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In verschiedenen Tiermodellen wurde ferner eine teilweise Inhibition bakterieller Kolonisation bis hin
zur vollstédndigen Eradizierung bestimmter Bakterien auf infizierten Wundflachen nachgewiesen (70,
76). Klinische Humanstudien zeigten eine signifikante Reduktion der bakteriellen Kontamination von
chronischen Hautwunden und vendsen Ulzera im Vergleich zur Kontrolle. Der beobachtete Effekt war

hierbei speziesunabhangig (29, 31, 33).

1.2.2 Wirkung auf eukaryotische Zellen und mammale Gewebe

Von der biologischen Systematik abweichend schlieBen die folgenden Abschnitte Pilze in die
Bezeichnung ,eukaryotische Zellen” nicht ein. Diese werden trotz der sich liberschneidenden
Zuordnung zu den Eukaryoten und den Mikroorganismen im Kontext der vorliegenden Arbeit

ausschlieBlich unter dem letztgenannten Begriff behandelt.

Die Effekte von mit Plasma-Jets und DBD-Quellen erzeugtem CAP auf eukaryotische Zellen wurden
mehrheitlich in vitro an Monolayern untersucht (14). Im Fokus stand die Beeinflussung von
Zelladhasion, -Migration, Differenzierung, Genexpression, Zytokinfreisetzung, intrazellularer ROS-
Konzentration, DNA-Schaden, Zellzyklus und Apoptose in humanen und tierischen Keratinozyten (48,
77-83), Endothelzellen (83-85), Drisenepithelzellen (86), Ovarialzellen (87), Fibroblasten (48, 88, 89),
Chondrozyten (90), Osteoblasten (90) und Leukozyten (u. a. B- und T-Lymphozyten) (91-94). Aufgrund
der Analogie der in Zellen beobachteten Effekte bei direkter und indirekter Exposition (direkte
Bestrahlung versus Applikation bestrahlter Medien) sowie ihrer Abschwachung durch einen Austausch
der Kulturmedien unmittelbar nach Bestrahlung mit CAP wird angenommen, dass die im Folgenden
dargestellten Wirkungen vorrangig auf der Induktion von ROS und RNS statt auf UV-Emission basieren

(78, 80).

Bezogen auf Adhdsionsmolekiile der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion humaner Keratinozyten fand
sich in vitro nach einer Kurzzeitbestrahlung mit Plasma keine Beeinflussung der Expression von a2- und
B1-Integrin, E-Cadherin und des Rezeptors fir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR). Eine

Verdreifachung der Expositionsdauer flihrte hingegen zu einer reduzierten Expression von E-Cadherin
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und EGFR, jedoch nicht von Integrinen (77). Analoge Effekte wurden an anderer Stelle beobachtet,
wobei die in der betreffenden Studie zusatzlich untersuchte Expression des interzelluldren
Adhéasionsmolekiils 1 (ICAM-1) nicht beeinflusst wurde (78). Bei Lymphozyten zeigte sich
demgegeniiber eine Herabregulation von L-Selectin, ICAM-1 und dem
lymphozytenfunktionsassoziierten Antigen 1 (LFA-1 bzw. aLP2-Integrin) nach Exposition mit CAP (91).
Insgesamt sind die Ergebnisse unterschiedlicher In-vitro-Studien zur Zelladhadsion als heterogen
einzustufen (14). Dennoch kann basierend auf der verfligbaren Literatur verallgemeinernd ein
dosisabhangiges Potenzial zur Beeinflussung der Adhadsion und Migration von Zellen durch CAP

abgeleitet werden.

In niedriger Dosis sind freie Radikale in physiologische Funktionen involviert und wirken unter anderem
regulatorisch als Mediatoren in verschiedenen Signaltransduktionskaskaden (95). Ubergeordnet
kénnen sie zudem das Uberleben, die Proliferation sowie die Migration von Zellen férdern (15). Die
Ergebnisse einer Untersuchung zur Bestrahlung von Endothelzellen mit CAP in vitro weisen in diesem
Zusammenhang auf eine Stimulation der Proliferation durch eine ROS-mediierte Freisetzung des
Fibroblasten-Wachstumsfaktors 2 (FGF-2) hin (84, 85). Neben FGF-2 wirken ROS und NOS per se pro-
angiogenetisch (14). Zudem wurde die Vermittlung proliferativer Stimuli im Sinne einer Aktivierung der
extrazelluldr-signalregulierten Kinasen 1 und 2 (ERK-1/2) und der mitogenaktivierten Proteinkinase
(MAPK)/ERK Kinasen 1 und 2 (MEK-1/2) durch CAP in Leukozyten beschrieben (94). In humanen
Fibroblasten, darunter Gingivafibroblasten, flihrte Plasma zu einer Verstarkung der Expression von
verschiedenen Schlisselmolekiilen der Wundheilung, insbesondere Interleukin 6 (IL-6), IL-8,
monozytenchemotaktisches Protein 1 (MCP-1), transformierender Wachstumsfaktor 1 und B2 (TGF-
B1 und 2), vaskuladrer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Kollagen Typ-1 und a-Glattmuskelaktin
(a-SMA) (88, 89). CAP verstarkte weiterhin in monozytischen Zelllinien die Translation von mit
Zellwachstum und -Differenzierung assoziierten Transkriptionsfaktoren (Yin Yang 1, YY-1 und
Interferon-induzierende Faktoren) (93). Ebenfalls fand sich eine Aktivierung des anti-apoptotischen

Hitzeschockproteins 27 (HSP-27) (94). Eine zusatzliche Modulation inflammatorischer Prozesse wurde
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aufgrund der beobachteten verstarkten Expression der Hamoxigenase 1 (HMOX1) und von IL-8
angenommen (93). Demgegeniiber erzeugen insbesondere héhere Dosen ROS oxidativen Stress und
kénnen wesentliche Zellbestandteile, insbesondere die DNA, schadigen. Entsprechende Mechanismen
sind assoziiert mit Zellalterung und der Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen. Ferner kénnen
sie direkt Apoptose induzieren (95-97). In vitro kann eine Plasmaexposition die Konzentration
intrazellularer ROS erhoéhen (78, 82, 85, 90). Zudem wurden signifikante Veranderungen des
Transkriptoms und Proteoms beschrieben. In Entsprechung zeigte sich unter anderem eine erhéhte
Expression von Transkriptionsfaktoren und Enzymen des antioxidativen Systems (z. B. Hypoxie-
induzierter Faktor 2a, HIF-2a und Oxidoreduktasen) nach Applikation von CAP (48, 81, 93). Ferner
wurden eine lineare Haufung von DNA-Schaden, eine vermehrte Arretierung des Zellzyklus in der
G2/M-Phase und ein reduziertes Zelliiberleben bei zunehmender Expositionszeit beobachtet (80, 82).
In Analogie fand sich eine dosisabhingige Apoptoserate basierend auf Caspase-3-Assays (94). Eine
Bestrahlung mit CAP fiihrte hierbei zur Aktivierung pro-apoptotischer Signalproteine, wie p38-MAPK
und den c-Jun-N-terminalen Kinasen 1 und 2 (JNK-1/2) (94). Nach exzessiver Bestrahlung wurde zudem
Zellnekrose beschrieben (87). Allerdings deuten die Ergebnisse einer auf die zelluldre Response
fokussierenden weiteren In-vitro-Studie an, dass der Konzentrationsanstieg an ROS sowie auch eine
Zunahme der Apoptoserate durch bestimmte Determinanten der Plasmaquelle und kurze
Bestrahlungszyklen vermieden werden kénnen (79). Auf den aktuell verfiigbaren Daten basierend kann
postuliert werden, dass bei ausreichend niedrigen Dosen die Stimulation von Proliferation,
Differenzierung, Adhasion / Migration und Angiogenese gegenliber potenziellen negativen Effekten
assoziiert mit oxidativem Stress Uberwiegt und somit ein gilinstiges Nutzen-Schaden-Verhaltnis
angenommen werden kann (81). Es liegt hierbei nahe zu vermuten, dass die Kapazitat der zelluldren
antioxidativen und reparativen Mechanismen die Grenze der tolerablen Dosis bestimmt. In
Ubereinstimmung hiermit unterscheidet sich diese zwischen verschiedenen Zelltypen (83). Ein
zusatzlicher Einfluss des lokalen Milieus auf das AusmaR zellschadigender Effekte ist zudem bekannt

(82, 92). Dieses kann durch seine Pufferkapazitdt und Interaktion mit bioaktiven Komponenten von
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CAP entweder protektiv wirken oder durch hierbei entstehende sekundare Radikale eine Potenzierung

der Zytotoxizitat vermitteln.

Die Stimulation der Wundheilung wurde verschiedentlich in tierexperimentellen Studien untersucht.
Neben einer Beeinflussung der Expression von mit Heilung assoziierten Genen und einer
beschleunigten Remission von Hautwunden im Mausmodell (88, 98) wurde fiir Ratten eine signifikant
erhohte Heilungsrate bakteriell infizierter Hautwunden nach Behandlung mit CAP in Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen beschrieben (70). Histologien von Hautwunden in Mausen zeigten kleinere
Entziindungs- und groRere Reepithelisations- und Neovaskularisations-Scores nach Therapie mit
Plasma im Gegensatz zu Spontanheilung. Allerdings waren die gefundenen Unterschiede nur zu einigen
Untersuchungszeitpunkten statistisch signifikant (76). Klinische Daten zur Wundtherapie am
Menschen liegen fiir unterschiedliche kleinere Patientenkollektive vor. Die entsprechenden
Untersuchungen wurden mehrheitlich im Bereich der Dermatologie durchgefiihrt. Flr die Behandlung
infektionsfreier Hauttransplantatentnahmewunden mit CAP wurden in Relation zur Kontrolle eine
signifikant beschleunigte Reepithelisation sowie ein verringertes AusmaR an Krustenbildung
beschrieben (30). Allerdings zeigte die Plasmatherapie bei Patienten mit venésen Beinulzera verglichen
mit einer Kontrollgruppe keine signifikante Reduktion der Lasionsausdehnung (31). Flir weitere
Hauterkrankungen, z. B. M. Hailey-Hailey und Pruritus unterschiedlicher Genese, liegen vereinzelt
Daten zur klinischen Anwendung von CAP vor (32, 99). In einer Ex-vivo-Studie fand sich in diesem
Kontext eine Veranderung der atomaren Zusammensetzung der kutanen Lipidbarriere sowie eine
Absenkung des pH-Werts durch die Applikation von kaltem Plasma im Vergleich zu unbestrahlten

Kontrollen (100, 101). Mdgliche Kausalitdten wurden jedoch bisher nicht vertiefend analysiert.

1.2.3 Wirkung auf Tumorzellen

Mit Ansatzen zur Behandlung diverser solider maligner Tumoren hat sich die Onkologie zu einem
eigenstandigen Bereich der Plasmamedizin entwickelt (102). Das Prinzip besteht dabei in der

Entfaltung der bereits dargestellten zytotoxischen Effekte. Wie ausgefiihrt, sind diese im Kontext der
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Wundbehandlung in humanen Zellen unerwiinscht. In der Tumortherapie hingegen sind eben diese
Wirkungen beabsichtigt. Zudem er6ffnet die Mikrobiozidie von CAP Moglichkeiten in der palliativen
Therapie fortgeschrittener Neoplasien (103). Prinzipiell kann Plasma direkt auf Tumoren appliziert

werden (103). Alternativ wurde die Injektion plasmabestrahlter Medien diskutiert (104, 105).

Obwohl oxidativer Stress mit der Entstehung und Progression von Neoplasien assoziiert ist (106), stellt
die Induktion wvon ROS einen Bestandteil der Wirkungsmechanismen etablierter
Behandlungsmethoden, z. B. der Radio-, Chemo- und der photodynamischen Therapie, dar (107-111).
Dem liegt die Beobachtung zugrunde, dass Tumorzellen durch ihre erhohte metabolische Aktivitat ihr
antioxidatives Potenzial in weiterem Umfang ausschopfen als umliegende gesunde Zellen. Folglich wird
ihnen eine reduzierte Toleranz gegenliber oxidativem Stress zugeschrieben (107, 112). Hinzu kommt,
dass mit hohen Mitoseraten eine verstarkte Vulnerabilitat flir DNA-Schaden in der M-Phase einhergeht
(113). In diesem Zusammenhang wurden selektive Effekte von CAP auf Tumorzellen beobachtet und
eine erhohte Suszeptibilitat postuliert (114, 115). Analog zu gesunden Zellen wurde eine Erhéhung der
intrazelluldaren ROS-Konzentration in Tumorzellen durch Applikation von Plasma beschrieben (116,
117). Neben ROS erzeugt CAP, anders als Radiatio und photodynamische Therapie, auch RNS, wobei
anhand der Induktion von Apoptose durch hohe NO-Konzentrationen nitrosativer Stress als Ansatz in

der Tumortherapie diskutiert wurde (118).

Experimentell konnte durch CAP ein reduziertes Wachstum bzw. Uberleben von Zellen verschiedener
maligner Tumore in vitro und in In-vivo-(Maus)-Modellen mit zunehmender Dosis gezeigt werden (116,
119). Ferner wurde im Mausmodell eine Verkleinerung des Volumens von Glioblastomen verglichen
mit unbehandelten Ma&usen beobachtet (120). Als assoziierte Mechanismen wurden die
Unterbrechung des Zellzyklus und die Induktion von Apoptose durch multiple Pathways, u. a. via
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase-2- und Tumornekrosefaktor-a-induzierte
Apoptosesignal-regulierende Kinase 1 (Nox-2-ASK-1 und TNF-ASK-1), Ataxia Telangiectasia-mutierte

Kinase (ATM)/p53, JNK und p38-MAPK beschrieben (117, 119-126). In Prostatakarzinomzellen wurden
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dariiber hinaus Zellnekrosen nach Exposition mit CAP beschrieben. Allerdings traten diese in der
zugrunde liegenden Studie auch in gesunden Prostataepithelzellen auf (127). Dementsprechend bleibt
aktuell unklar, inwiefern die oben genannten selektiven Effekte von Plasma auf Tumorzellen im
Rahmen der klinischen Anwendung tatsachlich erwartet werden kénnen. Nichtsdestotrotz stellt CAP
einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz in der Onkologie, zumindest in Form der adjuvanten
Applikation, dar (108). Experimentelle Ergebnisse der Anwendung in Kombination mit anderen
Therapeutika deuten ein synergistisches Potenzial an (128-130). Insbesondere kdonnte CAP bei
Resistenzen oder reduzierter Empfindlichkeit von Tumoren gegenliber konventionellen Therapeutika
eingesetzt werden (131, 132). Postuliert wurde in diesem Zusammenhang, dass Uber eine direkte
Zuleitung von O, Uber die Plasmaquelle hypoxieassoziierte Resistenzeffekte adressiert werden

kénnten (108).

Aktuell sind fiir den Bereich der Onkologie prospektive klinische Studien am Menschen nicht verfiigbar.
Die Ergebnisse einer retrospektiven Untersuchung zur Anwendung von CAP im Rahmen der palliativen
Therapie von Patienten mit inoperablen Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region zeigten eine

positive Beeinflussung des Ausmalies an Beschwerden, Foetor und Superinfektionen (103).

1.3  Frage- und Zielstellung

Basierend auf den dargestellten Effekten von CAP ergab sich die Frage nach der Moglichkeit einer
Anwendung zur Therapie Biofilm-assoziierter oraler Erkrankungen. Vor diesem Hintergrund sollte
dessen antimikrobielle Wirkung in bzw. auf verschiedenen oralen Hart- und Weichgeweben, im
Einzelnen auf kariesfreien und kariosen humanen Dentinoberflachen, in humanen Wurzelkanalen,
porcinem Alveolarknochen und oraler Mucosa in vitro, ex vivo und in vivo untersucht werden. Im
Weiteren sollte die Wirksamkeit gegen Biofilme auf alloplastischen Oberflachen von dentalen
Implantaten und Prothesen analysiert werden. Es galt ferner, die mikrobiozide Wirkung von CAP in
Erganzung sowie im Vergleich zu den jeweiligen etablierten antimikrobiellen Verfahren bzw.

Therapiestandards zu evaluieren.

18



2. Eigene Arbeiten zur antimikrobiellen Therapie mit CAP im oralen
Bereich

Die vorliegende Arbeit umfasst als kumulative Habilitationsschrift eigene experimentelle
Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirksamkeit von CAP in bzw. auf oralen Hart- und

Weichgeweben, dentalen Implantaten und Prothesen in vitro, ex vivo und in vivo.

2.1 Antibakterielle Wirkung in oralen Hartgeweben in vitro und ex

VIVO

2.1.1 Kariesfreie und kariose Wurzeloberflachen

Die Destruktion von Biofilmen und die fokale Elimination kariogener und parodontalpathogener
Mikroorganismen sind Bestandteil der Prophylaxe und der konventionellen Therapien bei der
Behandlung von Karies, Gingivitiden und marginalen Parodontitiden. Hierbei ermoglicht CAP eine
adjuvante Anwendung in Kombination mit etablierten mechanisch-ablativen Verfahren wie z. B. der
Kariesexkavation mit rotierenden Instrumenten und der parodontalen Kirettage (scaling and root
planning, SRP). Weitere Perspektiven ergeben sich im Kontext moderner minimal- bzw. non-invasiver
Kariestherapiekonzepte wie der fraktionierten bzw. subtotalen Exkavation (133) und der Infiltration
karioser Zahnhartsubstanzen (134). Die Ergebnisse einer experimentellen Studie zur antibakteriellen
Wirkung von CAP auf artifizielle S. mitis-Biofilme auf kariesfreien humanen Dentinoberflachen in vitro
und symmetrische Wurzelkaries (root caries lesions, RCL) an humanen Zahnen ex vivo wurden im
Journal ,,Clinical Oral Investigations” publiziert. Die Kombination aus SRP und CAP resultierte auf
kariesfreiem Dentin in einer Reduktion der CFU-Zahlen von S. mitis auf 0. Die Unterschiede zu SRP
allein und zur Negativkontrolle (2,98 und 3,85 log CFU / ml) waren hochsignifikant (p < 0,001; Mann-
Whitney U Test). Fir SRP mit und ohne CAP ergaben sich demnach logarithmische Reduktionsfaktoren
(log RF) von 3,85 und 0,87. Bei RCL flihrte CAP kombiniert mit CHX zu signifikant kleineren Multispezies-

CFU-Zahlen verglichen mit CHX allein (2,67 vs. 4,45 log CFU / ml; p < 0,01)) (135).
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2.1.2 Wurzelkanale

Das Hauptziel der endodontischen Therapie ist die Elimination von Mikroorganismen und Biofilmen
aus dem Wurzelkanalsystem (136). Zusatzlich zum mechanischen Debridement werden hierfir lokal
antimikrobielle Chemotherapeutika wie Natriumhypochlorit (NaOCl), Chlorhexidin-bis-Glukonat
(CHX), Tetrazyklin, Doxyzyklin, Kalziumhydroxid (Ca(OH)z), Ozon (Os) und verschiedene Photosensitizer
(z. B. Toludidinblau) eingesetzt (137). NaOCl und CHX in Form von Spullésungen kdnnen zudem zur
Potenzierungihrer Wirksamkeit ultraschallaktiviert werden (138). Misserfolge im Sinne persistierender
periapikaler Entziindungen kénnen dennoch durch das Uberleben von Mikroorganismen im Endodont
und in Dentintubuli auftreten. Hiermit assoziiert ist die reduzierte Empfindlichkeit gegeniber den
genannten Agenzien durch intrinsische Resistenz von E. faecalis und C. albicans (139) sowie durch die
Prasenz von Biofilmen (136). CAP stellt aufgrund seiner mikrobioziden Potenz einen neuen Ansatz fir
die adjuvante Desinfektion des Wurzelkanalsystems dar. Eine erste experimentelle Studie zeigte
vielversprechende Resultate (52). Die Ergebnisse einer eigenen, auf die Wirksamkeit von CAP gegen
artifizielle E. faecalis-Biofilme in unterschiedlichen Schichten standardisierter humaner Wurzelkanale

IM

fokussierenden, In-vitro-Untersuchung wurden im , The Open Dentistry Journal” publiziert. Insgesamt
fanden sich nach Applikation von CHX kombiniert mit CAP bis in 800 um signifikant kleinere CFU-Zahlen
von E. faecalis als fir CHX allein (p < 0,01; Mann-Whitney U Test). Der Unterschied nach Anwendung
der Kombination aus CHX und CAP und CAP allein war nicht statistisch signifikant (p > 0,05). Alle
aufgefiihrten Gruppen zeigten signifikant kleinere CFU-Zahlen als die Negativkontrolle (p < 0,01). Fir
CHX und CAP, CAP allein, sowie CHX allein ergaben sich log RFs von 3,56, 3,27 und 2,65. In
oberflachlichen und tiefen Dentinschichten (0 - 300 und 500 - 800 um) zeigten sich signifikant kleinere
CFU-Zahlen flr CHX und CAP, CAP allein und CHX allein in Relation zur Negativkontrolle (p < 0,01).
Weiterfihrend waren innerhalb der untersuchten Schichten lediglich zwischen 0 - 300 um die

Ergebnisse flir CHX kombiniert mit CAP im Sinne kleinerer CFU-Zahlen verglichen mit CAP bzw. CHX

allein signifikant unterschiedlich (log RF = 4,41 vs. 3,43 vs. 2,87; p < 0,01) (140).
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2.1.3 Alveolarknochen

Obgleich die Pathophysiologie der MRONJ in Detail bis heute nicht vollstandig geklart ist, gilt die
Infektion avaskularen, avitalen bzw. nekrotischen Knochens durch Mikroorganismen der oralen Flora
als relevanter Faktor bei der Entstehung und der Progression des Krankheitsbildes (6, 141).
Dementsprechend adressieren unterschiedliche Therapieansatze u. a. orale (fakultativ)-pathogene
Mikroorganismen und Biofilme. Die primar konservative und palliative Behandlung von MRON)J
besteht vorwiegend in der lokalen Antiseptik und ggf. systemischen antiinfektiven Therapie. Zudem
kénnen im Rahmen der chirurgischen Behandlung mikrobiozide Agenzien adjuvant appliziert werden
(142). Eine auf die potenzielle Anwendung von CAP zur supportiven Therapie
medikamentenassoziierter Kieferosteonekrosen fokussierende eigene In-vitro-Studie untersuchte die
Wirksamkeit gegen artifizielle S. mitis-Biofilme in kortiko-spongiésem porcinem mandibuldrem
Knochen. Die Resultate waren Gegenstand einer Veroffentlichung im Journal ,Clinical Plasma
Medicine”. CAP fiihrte in porcinem Alveolarknochen zu signifikant kleineren CFU-Zahlen (4,37 log CFU
/ ml) als CHX und die Negativkontrolle (4,57 und 4,61 log CFU / ml; p < 0,01; Kruskal-Wallis Test).
Zwischen 0 - 300 um Probentiefe waren die Ergebnisse der Gruppen allerdings nicht signifikant
unterschiedlich (p > 0,05). Hingegen resultierte die Applikation von CAP in signifikant kleineren CFU-
Zahlen (4,38 log CFU / ml) verglichen mit CHX und der Kontrollgruppe innerhalb von 300 - 600 um (4,70
und 4,62 log CFU / ml; p < 0,05). In einer Probentiefe von 600 - 900 um fanden sich signifikant kleinere
CFU-Zahlen flr CAP verglichen mit CHX (4,5 vs. 4,9 log CFU / ml; p < 0,05). Fir alle Gruppen zeigte sich
eine Zunahme der CFU-Zahlen mit groRer werdender Probentiefe. Hierbei waren die Unterschiede
innerhalb der CAP-Gruppe nicht signifikant (p > 0,05). Fir CHX unterschieden sich die Resultate
zwischen 0 - 300 und 600 - 900 um statistisch signifikant voneinander (4,52 vs. 4,90 log CFU / ml; p <

0,05) (143).
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2.2 Antibakterielle Wirkung auf Implantatoberflachen in vitro

Periimplantdre Entziindungen sind mit der Bildung von Biofilmen auf Oberflichen von dentalen
Implantaten und Suprakonstruktionen aus Metallen bzw. Legierungen, Keramiken und Polymeren
assoziiert. Die Biofilmakkumulation fordernde Faktoren, wie z. B. das Verbleiben von Zementresten im
periimplantaren Sulkus, kénnen den zugrunde liegenden Pathomechanismus induzieren bzw.
unterhalten (144). Die involvierten Pathogene initiieren hierbei eine inflammatorische Reaktion der
periimplantdren Mucosa ohne (periimplantdre Mucositis) oder mit Beteiligung des angrenzenden
Kieferknochens (Periimplantitis). Hierauf basierend implizieren sowohl die konservative, als auch die
chirurgische (resektive oder regenerative) Therapie der periimplantdren Entziindungen die Zerstérung
von Biofilmen (5). Eine vorangegangene experimentelle Studie zeigte hierbei, dass orale Ex-vivo-
Biofilme auf Probekérpern aus mikrorauem Titan mit CAP zerstort und durch den zusatzlichen Einsatz
eines Aerosols entfernt werden kénnen (74). Zudem konnte in vitro eine Verbesserung der
Benetzbarkeit von Titanoberflachen sowie der Anheftung und des Wachstums von Fibroblasten und
Osteoblasten durch CAP gezeigt werden (53, 145, 146). Im Hundemodell wurde ferner eine signifikant
grolRere Kontaktflache zwischen Knochen und Implantat sechs Wochen nach Applikation von CAP im
Vergleich zu unbestrahlten Titanimplantaten beschrieben (147). Diese Ergebnisse zeigen ein Potenzial
innerhalb der regenerativen Periimplantitistherapie. Allerdings kann angenommen werden, dass die
Effektivitat der Dekontamination von Implantaten durch ihre komplexe Morphologie im Vergleich zu
einfachen Probekdrpern reduziert ist. Vor diesem Hintergrund wurde eine Untersuchung zur Wirkung
von CAP auf artifizielle S. mitis-Biofilme auf mikrorauen dentalen Titanimplantaten durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der zugrunde liegenden In-vitro-Studie wurden im ,Journal of Biophotonics“ publiziert.
Unabhangig von der Expositionszeit von 60 und 120 s fanden sich flir CAP statistisch signifikant kleinere
CFU-Zahlen im Vergleich zur Negativkontrolle (2,19 bzw. 2,20 vs. 3,29 log CFU / ml; p < 0,05; Mann-
Whitney U Test). Hingegen unterschieden sich die Ergebnisse des Diodenlasers und der Kontrolle nicht

signifikant (p > 0,05). Fir CAP und DL wurden log RFs von 2,21 bzw. 1,93 und 0,59 ermittelt (148).
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2.3 Antimykotische Wirkung in vivo

Etwa 50 % der Bevolkerung sind asymptomatische oropharyngeale Trager fakultativ-pathogener Hefen
der Gattung Candida (8). Eine Veranderung des lokalen Milieus der Mundhéhle und / oder der
Immunkompetenz des Wirts erlauben Candida-Spezies jedoch den Ubergang vom Kommensalismus
zur Pathogenitat. Der haufigste Erreger der oralen Candidiasis ist hierbei C. albicans gefolgt von einer
Vielzahl unterschiedlicher non-albicans-Spezies (149). Neben weiteren klinischen Formen manifestiert
sich die orale Candidiasis potenziell als sogenannte Prothesenstomatitis (150). Die ausgedehnte
Bedeckung der oralen Mucosa durch herausnehmbaren Zahnersatz verandert hierbei das lokale Milieu
(u. a. pH-Wert und 0,-Gehalt) und isoliert die prothesenbedeckte Mundschleimhaut weitgehend von
der Clearance und antimikrobiellen Wirkung des Speichels. Ferner stellen Mikroporositaten im PMMA
ein Keimreservoir dar (151). Als Konsequenz infiziert Candida lokalisiert und superfiziell die
tegumentale Mucosa. Der Therapiestandard umfasst neben der Restitution des lokalen Milieus und
der Kontrolle der Immunkompetenz des Patienten die antimykotische Chemotherapie. Hierbei
ergeben sich jedoch potenziell Probleme assoziiert mit reduzierter Empfindlichkeit sowie intrinsischen
und erworbenen Resistenzen gegeniiber den eingesetzten Antimykotika (152). CAP stellt in diesem
Zusammenhang durch die bereits dargestellte antimykotische Wirksamkeit einen vielversprechenden
Therapieansatz dar. Zudem wurde ein inhibierender Effekt auf die Adhasion von C. albicans an PMMA-
Oberflachen beschrieben (153). Die Ergebnisse einer eigenen klinischen randomisierten doppelt
verblindeten Pilotstudie im ,,Split-Mouth-Design” zur adjuvanten Therapie der oralen Candidiasis mit
CAP waren Gegenstand einer Verdéffentlichung im Journal ,Mycoses”. Nach dem besten Wissen der
Autoren war die betreffende Untersuchung die weltweit erste klinische Humanstudie zur
therapeutischen Anwendung von CAP in der Mundhohle. Der adjuvante Einsatz von CAP fiihrte im
Vergleich zur Kontrollseite zu einer signifikant groBeren relativen Reduktion der Erytheme zu allen
Untersuchungszeitpunkten ab 14 Tage bis zum Ende des Beobachtungszeitraums sechs Wochen nach

Therapiebeginn (p < 0,05; t-Test) (154).
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3. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der antimikrobiellen Wirkung von CAP auf bzw.
in oralen Hart- und Weichgeweben, dentalen Implantaten und PMMA-Prothesen. Es wurde
angenommen, dass eine (adjuvante) Bestrahlung mit Plasma im Vergleich zu den jeweiligen Positiv-
und Negativkontrollgruppen zu signifikant kleineren CFU-Zahlen im Sinne einer starkeren Inaktivierung
von Bakterien in artifiziellen In-vitro-Monospezies- und Ex-vivo-Multispezies-Biofilmen flihrt. Ferner
wurde vermutet, dass eine Anwendung von CAP auf der oralen Mucosa und der mit ihr in Kontakt
befindlichen Prothesenoberflache bei Patienten mit oraler Candidiasis in einer beschleunigten
Reduktion der erythematdsen Flache im Sinne einer protrahierten Remission resultiert. Die
Hypothesen wurden, mit den in der Ergebnisdarstellung und Diskussion der jeweiligen Arbeiten
geduBerten Einschrankungen, bestéatigt. Hierbei zeigte sich im Einzelnen, dass: (1) die Kombination aus
SRP + CAP auf kariesfreiem Dentin zu einer Reduktion der CFU-Zahlen von S. mitis auf O fUhrte. Der
Unterschied zu SRP allein und zur Negativkontrolle war signifikant. Bei RCL flihrte CHX + CAP zu einer
statistisch signifikanten Reduktion der Multispezies-CFUs in Relation zu CHX allein (135). (2) In
humanen Wurzelkanalen fanden sich fiir CHX + CAP signifikant weniger CFUs von E. faecalis als fiir CHX
allein. Der Unterschied zwischen CHX + CAP und CAP allein war nicht signifikant. Alle aufgefihrten
Gruppen zeigten signifikant kleinere CFU-Zahlen als die Negativkontrolle (140). Die entsprechend
unterschiedlicher Dentinschichten stratifizierte Analyse findet sich im Abschnitt 2.1.2. (3) CAP fihrte
in porcinem Alveolarknochen zu signifikant kleineren CFU-Zahlen von S. mitis als CHX und die
Negativkontrolle. Die Ergebnisse der Stratifizierung anhand verschiedener Probentiefen finden sich im
Abschnitt 2.1.3. (4) Auf Titanimplantaten zeigten sich unabhéngig von der Expositionszeit fir CAP
statistisch signifikant kleinere CFU-Zahlen von S. mitis als fir die Negativkontrolle. DL und die
Negativkontrolle waren beziiglich der CFU-Zahlen nicht signifikant unterschiedlich (143). (5) Die

adjuvante Applikation von CAP bei Patienten mit oraler Candidiasis fiihrte im Vergleich zur
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Kontrollseite zu einer signifikant groReren relativen Reduktion der Erytheme ab 14 Tage nach

Therapiebeginn bis zum Ende des Beobachtungszeitraums (154).

Insgesamt kann aus den Ergebnissen der eigenen In-vitro- und Ex-vivo-Untersuchungen ein Potenzial
von CAP zur Inaktivierung von oralen Mikroorganismen abgeleitet werden. Hierbei deuten die eigenen
Ergebnisse und die anderer Arbeitsgruppen an, dass CAP adjuvant, d. h. in Kombination mit
mechanischem Debridement und / oder weiteren antimikrobiellen Agenzien, eine starkere
mikrobiozide Wirkung erzielt bzw. Biofilme effektiver zerstort bzw. entfernt werden kdénnen als durch
Monotherapien (74, 75, 140). Zudem zeigte sich in einigen In-vitro-Studien aus dem Bereich der
Endodontie keine liberlegene Wirksamkeit einer alleinigen Anwendung von CAP im Vergleich zu NaOCl
als Therapiestandard (72, 73). Die Heterogenitat der Designs der aktuell verfligbaren In-vitro- und Ex-
vivo-Studien in Bezug auf die verwendeten Mikroorganismen, Kulturbedingungen, Plasmaquellen,
Bestrahlungsparameter und -Modi (direkt versus indirekt), Analyseverfahren etc. erschwert jedoch die
Vergleichbarkeit der Resultate. Die eigenen Ergebnisse beziehen sich auf die direkte Bestrahlung mit
dem kINPen Med®. Plasma-Jets sind charakterisiert durch relativ hohe Dosen an ROS / RNS, welche
mit dem Gasstrom an den Wirkungsort transportiert werden. Demgegeniber ist dort die
Konzentration an lonen verhaltnismaRig klein, da diese aulRerhalb des elektrischen Feldes schnell
rekombinieren. Insbesondere Edelgasplasmen sind zudem reich an UV-Strahlung, wobei beachtet
werden muss, dass sich die Photonendosis mit dem Quadrat des Abstands zwischen Quelle und
Wirkungsort verkleinert. Durch DBD-Quellen werden lokal vergleichsweise mehr Photonen und lonen
wirksam, da diese unmittelbar am Ort der Exposition emittiert werden. Unabhangig von der Art der
Plasmaquelle resultiert bei Applikation zuvor exponierter Medien (indirekte Plasmatherapie) ein um
kurzlebige bzw. instabile Radikale, Photonen und das elektromagnetische Feld reduziertes Spektrum
biologisch wirksamer Agenzien (60). Trotz der limitierten Vergleichbarkeit entsprechen die
dargestellten eigenen Ergebnisse im Sinne eines Nachweises mikrobiozider Eigenschaften von CAP
denen der im Abschnitt 1.2.1 zitierten Arbeiten. Ferner finden sich in methodisch weitgehend

vergleichbaren Untersuchungen korrespondierende Ergebnisse. In einer In-vitro-Studie zeigte sich fir
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E. coli, L. casei, S. mutans und C. albicans auf humanen Dentinoberflichen eine logarithmische
Reduktion der CFU-Zahl von 3 - 4 durch CAP in Relation zur unbehandelten Kontrolle (47). Der in der
eigenen Studie ermittelte log RF fiir CAP gegen S. mitis-Biofilme auf Dentin war 3,85 (135). Die
Expositionszeit war in der zum Vergleich herangezogenen Untersuchung jedoch mit bis zu 0,9 s / mm?
kiirzer als in der eigenen (3,0 s / mm?2). Zudem wurde kein mechanisches Debridement durchgefiihrt.
Anders als in der eigenen Arbeit wurde ferner fiir keines der untersuchten Mikroorganismen eine
vollstandige Inaktivierung in allen Proben erreicht. Ob in den eigenen Versuchen allerdings bei hherer
initialer Keimlast noch immer eine Reduktion der CFUs auf O erreicht worden waére, kann im Rahmen

der vorliegenden Arbeit nicht beantwortet werden.

Basierend auf den Resultaten in vivo erscheint eine supportive klinische Anwendung zur Behandlung
Biofilm-assoziierter oraler Erkrankungen erfolgversprechend. Methodisch hochwertige prospektive
klinische Studien im Sinne einer Randomisierung, Placebo-Kontrolle und doppelter Verblindung sind
zwar verfligbar, weisen mehrheitlich jedoch relativ kleine Patientenzahlen auf bzw. haben den
Charakter von Pilotstudien. Daten zum Einfluss einer Behandlung mit CAP auf relevante klinische
Outcome-Parameter in groBeren Patientenkollektiven fehlen daher aktuell. In analoger Weise gilt dies
fir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus In-vitro-, Ex-vivo- und tierexperimentellen Untersuchungen
auf die klinische Situation. Einschrankend kommt hinzu, dass in den meisten Studien, wie auch in der
eigenen dargestellten Untersuchung, CAP in Ergdnzung des jeweiligen Therapiestandards verwendet
wurde. Es liegt nahe, dass dieser Umstand den geltenden Anforderungen an die ethischen Standards
klinischer Studien geschuldet ist. Die beschriebenen klinischen Effekte beziehen sich daher in der Regel
auf eine adjuvante bzw. supportive Anwendung. Die Wirksamkeit einer alleinigen Plasmatherapie ist
daher weitgehend unbekannt. Im Falle positiver Ergebnisse weiterer Pilotstudien konnte die
Untersuchung einer solitaren CAP-Therapie, situativ sogar unter Implementierung einer Placebo-

Kontrolle, in Zukunft ethisch vertretbar sein.
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Im Hinblick auf die eigenen Resultate muss betont werden, dass fiir das Erreichen der Qualitdten
Desinfektion oder Sterilisation eine Reduktion der Keimlast um mindestens finf bzw. auf sechs Log-
Stufen erforderlich ist. Mit Ausnahme der Ergebnisse nach Anwendung von SRP + CAP auf kariesfreiem
Wurzeldentin war die Inaktivierung der untersuchten Mikroorganismen in allen Untersuchungen in
vitro, ex vivo und in vivo unvollstandig. Hiermit kdnnte zusammen hangen, dass die Mikrobiozidie von
CAP in Flissigkeiten ausgepragter sein kdnnte als unter semi-feuchten bzw. trockenen Bedingungen
(60). Eine Feuchthaltung des Bestrahlungsareals, z. B. durch Hydrogele, konnte einen positiven Einfluss
auf die Wirksamkeit von CAP haben. Diesen Aspekt aufgreifende Studien fehlen jedoch weitgehend,
zumal das Vorhandensein eines klinisch messbaren und in zweiter Instanz relevanten Effekts

unbekannt ist. Dies kdnnte Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein.

Trotz der bereits erwdahnten methodischen Heterogenitdt der verfiigbaren Studien lassen deren
Ergebnisse im Hinblick auf das Verhaltnis von stimulierenden zu toxischen Effekten auf Zellen und
Gewebe eine, wenn auch eingeschrankte, Zusammenfassung zu. Kurzzeitige Bestrahlung bzw. kleine
Dosen hat bzw. haben stimulierende Wirkungen auf Zellproliferation und -Migration sowie die
Induktion von DNA-Reparaturmechanismen. Hingegen flihrt bzw. flihren langdauernde Exposition
bzw. hohe Dosen zu zytotoxischen Effekten wie DNA-Schaden, Arretierung des Zellzyklus, Inhibition
von Proliferation und Zelltod. Stimulierende Dosen werden daher zur Forderung der Wundheilung
appliziert, wohingegen letale Dosen in der antimikrobiellen und Anti-Tumor-Therapie Anwendung
finden (14). Bei der Behandlung infizierter Wunden ergeben sich jedoch aus dem dargestellten Prinzip
widersprichliche Anforderungen, da Pathogene inaktiviert, die Zellen des Patienten jedoch stimuliert
werden sollen. Aktuell wird hierbei eine niedrigdosierte Bestrahlung mit CAP im allgemeinen Konsens
positiv bewertet (14). Die Ergebnisse aus In-vitro-Untersuchungen an Pathogenen und eukaryotischen
Zellen deuten in diesem Zusammenhang an, dass die Suszeptibilitat gegenliber Plasma bei
Mikroorganismen grofer ist (48). Zudem zeigten diverse Studien, dass ein Teil der Effekte von CAP,
insbesondere DNA-Schaden, in eukaryotischen, allerdings auch in prokaryotischen Zellen reversibel

sind (14, 80, 82, 90). Zuletzt sind Zellverbdande verglichen mit einzelnen Zellen weniger empfindlich
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gegeniber CAP (79). Hierauf basierend kann postuliert werden, dass potenzielle negative Effekte in

soliden Geweben in Relation zu Pathogenen erst bei h6heren Dosen auftreten.

Dem vermeintlich simplen Prinzip der Dosis-Wirkungs-Relation steht jedoch die aktuell ungeldste
Problematik der Dosimetrie und Dosisfindung gegeniber. Die Definition eines Dosisbegriffs ist per se
erschwert durch die komplexe Komposition von CAP und die Breite potenzieller sekundarer Effekte
mit biologischer Wirksamkeit. Seit 2014 existieren in Deutschland ,Allgemeine Anforderungen an
medizinische Plasmaquellen” (DIN SPEC 91315). Hierin werden u. a. Testmethoden zur Priifung der
Eignung von Systemen fir medizinische Anwendungen empfohlen. Allerdings fehlen weitgehend
international giiltige Normen zu technischen Spezifikationen sowie zur Quantifizierung der Erzeugung
von Radikalen und Emission von UV-Strahlung (14). Weitere Studien mit dem Ziel der Klarung der
physikalischen, chemischen und biologischen Implikationen der Wirkungen von CAP konnten der
Etablierung entsprechender Standards den Weg bereiten. Zwischenzeitlich erscheint es praktikabel,
die Dosis pauschal Uber die Expositionszeit zu definieren. Nichtsdestotrotz wird eine solche
Simplifizierung der multifaktoriellen Dosis-Effekt-Beziehung von CAP nicht gerecht, sodass eine
prazisere Dosiskontrolle erstrebenswert erscheint. Zudem ist festzuhalten, dass der
Wirkungsmechanismus von CAP im Detail nicht vollstandig geklart ist. Als gesichert kann gelten, dass
der biologischer Effekt neben den Eigenschaften der bestrahlten Materie abhangig von den
Determinanten der Plasmaquelle und der Dosis ist. Allerdings ist in Anbetracht der komplexen
Zusammensetzung von CAP das Verstandnis der Wirkung der einzelnen Komponenten auf zellulare
Zielstrukturen noch rudimentar (60). Die alleinige Exposition von B. subtilis und E. coli mit Photonen
und Partikeln nach physikalischer Auftrennung des Plasma zeigte zumindest eine reduzierte
Wirksamkeit verglichen mit beiden Komponenten in Kombination (155). Plasmaquellen erzeugen
neben ROS und RNS Ozon. Da sich die eingangs dargestellten Effekte von CAP in vitro durch ROS (z. B.
H,0,), jedoch nicht durch Ozon, reproduzieren lassen (79), wird dessen Bedeutung fir die
therapeutische Wirkung auf Basis der zugrunde liegenden Studien in Frage gestellt (14). Zusatzlich wird

im Kontext der Onkologie die lokale Induktion sogenannter ,Bystander-Effekte” durch oxidativen
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Stress diskutiert (108). Der Anteil oberflachlicher und intrazelluldrer Effekte von CAP an der
Inaktivierung von Pathogenen lasst sich ferner aus den aktuell vorhandenen Arbeiten nicht sicher
ableiten bzw. wird kontrovers diskutiert (15). Die Resultate einzelner Untersuchungen deuten jedoch
an, dass Schaden an Ribonukleinsduren von Mikroorganismen und Viren eine untergeordnete
Bedeutung zukommen konnte (43, 64, 156). Nichtsdestotrotz kénnen basierend auf Daten einer
Untersuchung zur Wirkung von CAP auf unterschiedliche potenzielle zelluldre Zielstrukturen
multifokale Effekte als Grundlage des Wirkungsmechanismus angenommen werden (56). Nicht zuletzt
wurde eine Mutagenitdt von Plasma auf prokaryotische Zellen beschrieben (157, 158). Hier muss
betont werden, dass ein entsprechender Effekt in den zugrunde liegenden Studien intentionell war
und folglich auf diesen abzielende physikalische Parameter Anwendung fanden. Trotz eines
dosisabhangigen Potenzials flir DNA-Schaden wurde bei therapeutischen Dosen keine Dimerisierung
der DNA nachgewiesen (48). Dennoch verdeutlichen die Ergebnisse, dass das mutagene Potenzial von

Plasmen bedacht und in Zukunft weiter untersucht werden sollte.

Basierend auf der aktuell verfligbaren Literatur unter Einbeziehung der eigenen Untersuchungen stellt
CAP einen vielversprechenden Ansatz fiir unterschiedliche medizinische Indikationen, einschlief3lich
der Behandlung Biofilm-assoziierter Erkrankungen im oralen Bereich, dar. Die Applikation in variabler
Flache bis in den Submillimeterbereich eroffnet hierbei ein breites Anwendungsspektrum (87). Durch
die Abwesenheit bekannter Resistenzen kdnnten hiermit assoziierte Probleme im Rahmen der
antimikrobiellen Therapie adressiert werden (35, 42, 44). Zudem kdénnten regenerative Stimuli die
Remission erkrankter Patienten beschleunigen. Da bis dato keine permanenten unerwiinschten
Effekte beobachtet wurden (27-33), erscheint eine Anwendung am Patienten praktikabel und sicher,
wobei einschrankend auf die limitierte klinische Erfahrung hingewiesen werden muss. Insgesamt stellt
CAP eine non-invasive, relativ kostenglinstige sowie verhaltnismaRig wenig apparativ und zeitlich
aufwendige Therapieoption dar. Potenzielle Anwendungsgebiete innerhalb der Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde sind die Therapie und Prophylaxe von Karies, Plaque-induzierten Gingivitiden und

marginalen Parodontitiden, periimplantdren Entziindungen, MRONJ, die Endodontie und die
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Oralmedizin. Derzeit befinden sich speziell fiir die Zahnmedizin konfigurierte abgewinkelte Systeme in
Entwicklung, sind jedoch noch nicht kommerziell verfligbar. Bevor CAP potenziell Einzug in die
medizinische und zahnmedizinische Routine halten kann, sind jedoch weitere experimentelle und
klinische Untersuchungen zu Wirkungsmechanismen, erwiinschten und unerwiinschten Wirkungen,

Dosimetrie, Dosisfindung und Einfluss auf relevante klinische Outcome-Parameter notwendig.
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4. Zusammenfassung

Physikalisches Plasma ist definiert als ein ionisiertes Gas. Somit stellt es den vierten Aggregatzustand
dar. Plasmen konnen artifiziell erzeugt werden, wobei die physikalischen Eigenschaften von kaltem
atmospharischem Plasma eine therapeutische Anwendung am Menschen erméglichen. Aus der aktuell
verfligbaren Literatur kann eine Dosisabhdngigkeit des Eintretens und des Ausmalies bestimmter
Effekte auf Mikroorganismen, Viren, eukaryotische Zellen, mammale Gewebe und Tumorzellen
abgeleitet werden. Auf zellularer Ebene lasst sich das Spektrum potenzieller Wirkungen vereinfacht
zusammenfassen als Beeinflussung der Genexpression, Stimulation oder Inhibition von
Zellproliferation und -Migration, Alteration von Zelloberflachen, Schadigung von Biomolekiilen
(insbesondere DNA) und Organellen, Arretierung des Zellzyklus, Apoptose und Zellnekrose mediiert
durch Photonen, radikale Sauerstoff- und Stickstoffspezies (14). Der Grundsatz der Dosisabhangigkeit
gilt in Analogie fur das Auftreten und das Verhéltnis erwiinschter und unerwiinschter Effekte. Welche
Wirkungen wiederum erwiinscht oder unerwiinscht sind, variiert in Abhdngigkeit der jeweiligen
Indikation. Hierbei kann die biologische Wirkung weitgehend Ulber die physikalischen Determinanten
einer Plasmaquelle gesteuert werden. Basierend auf der aktuell verfiigbaren Literatur kann innerhalb
der antimikrobiellen Therapie, der Wundbehandlung und der Tumortherapie das Nutzen-Risiko-
Verhaltnis von kaltem atmospharischem Plasma in therapeutischen Dosen als positiv bewertet

werden. Folglich stellt Plasma einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz dar.

Vor dem Hintergrund einer potenziellen Anwendung zur Therapie Biofilm-assoziierter Erkrankungen
im oralen Bereich wurde die antimikrobielle Wirkung von kaltem atmospharischem Plasma allein und
in Kombination mit anderen bakteriziden Agenzien an artifiziellen In-vitro-Monospezies- (S. mitis und
E. faecalis) und Ex-vivo-Multispezies-Biofilmen auf bzw. in oralen Hartgeweben (humanes kariesfreies
und karioses Wurzeldentin, humane Wurzelkandle und porciner Alveolarknochen) und dentalen
Titanimplantaten untersucht. Ferner war der Einfluss einer adjuvanten Plasmabestrahlung der oralen

Mucosa und Prothesen von Patienten mit oraler Candidiasis auf die Remission der
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infektionsassoziierten Erytheme Gegenstand einer klinischen Pilotstudie. In vitro und ex vivo fanden
sich signifikant kleinere Zahlen koloniebildender Einheiten nach Anwendung von: (1) Plasma und
Klrettage im Vergleich zur alleinigen Kiirettage und der Negativkontrolle auf kariesfreiem Dentin
sowie Plasma verglichen mit Chlorhexidin auf kariésem Dentin, (2) Plasma und Chlorhexidin in Relation
zu Chlorhexidin allein und der Negativkontrolle in Wurzelkandlen, (3) Plasma im Vergleich zu
Chlorhexidin und der Negativkontrolle in Alveolarknochen und (4) Plasma gegenlber der
Negativkontrolle auf Implantaten, wobei sich nach Verwendung eines Diodenlasers kein signifikanter
Unterschied zur Negativkontrolle fand. In vivo zeigte sich eine signifikant beschleunigte Remission der

Erytheme zu allen Untersuchungszeitpunkten ab der zweiten Woche (5).

Aus den dargestellten Resultaten kann in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Untersuchungen fir kaltes atmosphdrisches Plasma ein Potenzial zur Inaktivierung oraler
Mikroorganismen in Biofilmen abgeleitet werden. Unter Einbeziehung weiterer Studien deutet sich
ferner an, dass die mikrobiozide Wirkung und die Destruktion bzw. Entfernung von Biofilmen durch
eine Kombination von Plasma mit mechanischem Debridement und / oder anderen antimikrobiellen
Chemotherapeutika verstarkt werden kann. Einschrankend ist festzustellen, dass in vitro eine
Reduktion der Keimzahl um finf Log-Stufen in Relation zur jeweiligen Negativkontrolle im Sinne einer
Desinfektion nicht gefunden wurde. Auch in vivo waren nach Abschluss der Therapie partiell Candida-
Spezies nachweisbar. Basierend auf den dargestellten Resultaten kénnte kaltes atmosphérisches
Plasma einen Beitrag zur Therapie Biofilm-assoziierter Erkrankungen im Kontext mikrobieller
Resistenzen leisten, da zwar unterschiedliche Pathogene verschieden suszeptibel sind, jedoch bisher
keine Resistenzen beschrieben wurden. Zudem wurden nach klinischer Anwendung keine relevanten
unerwiinschten Wirkungen beobachtet. Nichtsdestotrotz bedarf es vor dem Hintergrund begrenzter

Evidenz weiterer, insbesondere klinischer Studien.
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