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1. Zusammenfassung

1.1. Abstract deutsch
Die aktuelle Parodontitis- und Periimplantitistherapie setzt den Fokus auf die mechanische
Dekontamination der Wurzel- bzw. Implantatoberfliche. Mit Hilfe der gesteuerten
Geweberegeneration kann die Regeneration des angrenzenden Alveolarknochens geférdert
werden. Kaltes Plasma (CAP) zeigt bei der Behandlung von chronischen Wunden eine
dekontaminierende und heilungsstimulierende Wirkung. In der vorliegenden Arbeit sollte
daher untersucht werden, wie sich der bakterizide Effekt des CAP, auf die bei einer
Periimplantitis und Parodontitis vorhandenen Gewebe auswirkt, und so der Frage
nachgegangen werden, ob CAP als ein neuer Therapieansatz weiterzuverfolgen sei.
In der ersten Studie wurde die Wirkung von CAP auf kontaminierte dentale Implantate
untersucht. Hierzu wurden die Implantate mit dem Modellkeim Streptococcus mitis (S. mitis)
infiziert, und anschlieBend mit CAP oder dem Diodenlaser als Vergleichsgruppe, neben einer
Kontrollgruppe, behandelt. Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung vitaler Bakterien nach
standardisiertem Ablésen von der Implantatoberflache. Beide CAP Gruppen (60 s und 120 s)
erreichten eine signifikante Keimreduktion, die Laserbehandlung reduzierte die Keimzahl
nicht signifikant.
Die zweite Studie diente der Untersuchung infizierten Knochens. Aufbereiteter, porciner
Knochen wurde mit S. mitis inkubiert und anschlieRend von der Oberflache mit CAP oder
Chlorhexidindigluconat (CHX) parallel zu einer Kontrollgruppe behandelt. Es wurden dann
von der Oberflache in die Tiefe drei Schichten unterschieden und die vitalen Bakterien
jeweils quantifiziert. Uber alle Schichten gesehen zeigte CAP eine signifikante
Keimreduktion gegentber der Kontroll- sowie CHX-Gruppe.
Dentinoberflachen wurden in einer dritten Studie untersucht. In einem ex vivo Ansatz wurden
extrahierte, kariose Zahne halbiert, sodass kongruente Ldsionen entstanden, wobei jeweils
eine Hélfte 60 s mit CAP und die andere Halfte mit 1 % CHX Gel behandelt wurde. Die CAP
Gruppe wies signifikant niedrigere Keimzahlen auf.
Die bakterizide Wirkung von CAP auf die untersuchten Gewebe wurde in den Studien
bestatigt, wobei in Zukunft in vivo Studien notwendig sind, um das Potenzial von CAP als

mdogliche Therapieoption der Parodontitis und Periimplantitis abschétzen zu kénnen.



1.2. Abstract english
The current therapy of periodontitis and periimplantitis is focused on the mechanical
debridement of the roots or implants surface. With the help of guided tissue regeneration
(GTR), the regeneration of the adjoining alveolar bone can be encouraged. Cold atmospheric
plasma (CAP) has proven to have a decontaminating and inducive healing effect in the
treatment of chronic wounds. The aim of the present study was therefore to investigate the
bactericidal effect of CAP on the tissues involved in periodontits and periimplantitis, so to
study the question of wheather CAP might be a new therapeutical approach.
In the first study, the effect of CAP on contaminated implants was investigated. For this
purpose the implants had been infected with Streptococcus mitis (S. mitis) and subsequently
treated with either CAP or a diode laser as a comparison group, outside a control group. The
following quantification was founded by a standardised gathering of viable bacteria from the
implants surface. Both CAP groups (60 s and 120 s) resulted in a significant germ reduction,
whereby the laser treatment had not reduce the germ amount significantly.
The purpose of the second study, was to investigate the influence on infected bone. Processed,
porcine bone was incubated with S. mitis and subsequently treated with either CAP or
chlorhexidine gluconate (CHX); whereby a control group was performed. The bone block
was seperated into three layers, and the viable bacteria were quantified. Throughout all layers
the CAP resulted in a significant germ reduction in comparison to the control and CHX
groups.
Dentin surfaces have been examined in the third study. In a ex vivo approach, extracted and
decayed teeth were cut in half so that two congruent lesions were obtained. One was treated
with CAP for 60 s and the other half with 1 % CHX gel. The CAP group showed significantly
less amounts of germs.
Within the limits of the present studies, the bactericidal effect of CAP on the examined tissues
could be proven. There are further in vivo studies necessary to evaluate the possible use of

CAP as a therapeutical option in the treatment of periimplantitis and periodontitis.

2. Einflhrung

2.1. Parodontitis und Periimplantitis
Die marginale Parodontitis ist definitionsgemal eine bakteriell verursachte Entziindung des
Zahnhalteapparates, die mit entziindungsbedingtem Alveolarknochenabbau einhergeht.

Grundvoraussetzung fir ihre Entstehung ist



die Anwesenheit eines Biofilms. In der Vergangenheit wurden zahlreiche Modelle zur
Pathogenese der Parodontitis aufgestellt und berarbeitet. Die Entwicklung ging dabei von
einem anfangs monokausalem, auf die Pathogenitét der anwesenden Bakterien beschranktem,
zu einem multifaktoriellen Erklarungsansatz tber [1, 2]. Es wurde festgestellt, dass das
Vorkommen von parodontalpathogenen Bakterien keinesfalls mit dem Vorliegen einer
Parodontitis gleichzusetzten ist [2]. Die Existenz von spezifischen parodontalpathogenen
Keimen wurde jedoch in zahlreichen Studien belegt. Die Prévalenz bestimmter Bakterien
(P.gingivalis (P.g.), T.forsythia (T.f.), P.intermedia (P.i.), C.rectus) im subgingivalen Biofilm
ist in parodontal erkrankten Taschen wesentlich groRer, als in parodontal gesunden [3, 4].
Zudem existieren zahlreiche Erkenntnisse tiber ihre spezifischen Virulenzfaktoren [5, 6]. Bei
der Betrachtung der Pathogenese der Parodontitis ist es jedoch essenziell, die individuellen
Wirts- und Risikofaktoren (Genetik, Stress, Soz. Umfeld, Gewohnheiten wie Rauchen,
Alkoholkonsum) einzubeziehen. Diese modulieren auf unterschiedlichsten Wegen die
Immunantwort [2].

Analog der Parodontitis sind es auch Bakterien in Form von Biofilmen, welche zu den am
haufigsten an Zahnimplantaten beobachteten Komplikationen, der periimplantdren Mukositis
und Periimplantitis, fihren [7]. Setzt man korrekte Planung und Ausflihrung der Implantation
durch den Arzt voraus, und sucht nach verbleibenden Risikofaktoren, so findet man zuerst
unzureichende Mundhygiene [7]. Es existiert begrenzte Evidenz dafir, dass die Erkrankung
des Patienten mit Parodontitis in der Vergangenheit mit hdufigerem Auftreten einer
Periimplantitis einhergeht und nur unzureichend belegt ist die Assoziation mit Tabakrauchen
[8]. Inwieweit sich das Keimspektrum von gesunden, im Vergleich zu von Periimplantitis
befallenen Zahnflachen unterscheidet, lasst sich bisher aufgrund fehlender prospektiver
Langzeitstudien nicht abschliefend Kklaren. Der Ansatz, dass bestimmte Mikroorganismen,
wie die des roten Komplexes bei der Parodontitis, auch bei der Periimplantitis den Wechsel
von einer benignen zu einer pathogenen und opportunistische Keime férdernden Flora des
Biofilms begunstigen, lasst sich nicht abschlieRend belegen. Aktuelle Studien zeigen dazu vor
allem eine Verschiebung der Zusammensetzung des Biofilms hin zu gramnegativen,
anaeroben (P.g., P.i., T.f., F.nucleatum), nicht-saccharolytischen Bakterien, wobei sich deren
Quantitat erhoht [9-11]. Der Gehalt an Entziindungsparametern im Sulkusfluid von
Implantaten beim Vorliegen einer Periimplantis im Vergleich zu dem von gesunden
Verhaltnissen scheint sich nicht zu unterscheiden, wohingegen er sich beim Vorliegen einer

Parodontitis im Vergleich zu gesunden Verhéltnissen des Parodonts erhoht [12]. Eine



pathogene Rolle von Viren (insbesondere HCMV-2, EBV-1) scheint mdglich, die Studienlage
ist jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausreichend [13, 14].
Inzwischen sind einige Genpolymorphismen beschrieben, die mit einem erhdhten Risiko fur

aggressive und/oder chronische Parodontitis einhergehen [15, 16].

2.2. Behandlung parodontaler und periimplantérer Entziindungen
Die Therapie der nach der heute giiltigen Klassifikation von Parodontalerkrankungen unter
Parodontitis  verstandenen  Krankheitsbilder ~sowie der Periimplantitis, hat die
Entfernung/Reduktion des supra- und subgingivalen Biofilms zum Ziel [17, 18]. Wahrend bei
der Parodontitis ein weitverbreitetes, einheitliches Therapieverfahren existiert, sind die
Therapieverfahren der Periimplantitis zahlreich und ihr Erfolg ist wenig vorhersehbar [19].
Bei der Parodontitistherapie erfolgt nach grundlicher Anamnese, Diagnostik, Erfassung
systemischer Grunderkrankungen, Diagnosestellung und eventueller Notfalltherapie die
kausale Therapie (antiinfektiose Malknahmen). Korrektive MaRnahmen im Anschluss sind
nach Bedarf zu treffen. Die unterstiitzende Nachsorgetherapie und Mundhygieneinstruktionen
sind jedoch fester Bestandteil jeder Therapie.
In der kausalen Therapie hat sich seit vielen Jahren das Scaling and Rootplaning (SRP)
bewahrt, welches die mechanische Entfernung aller sub- und supragingivalen harter und
weicher Belége sowie eine Glattung der Wurzeloberflaiche zum Ziel hat [18]. Es konnte
gezeigt werden, dass die manuelle SRP Therapie positiven Einfluss auf klinische Parameter
wie Taschensondierungstiefe, Blutung auf Sondierung sowie Attachmentverlust besitzt [20].
Neben dem manuellen SRP kann das Debridement unterstiitzt werden durch Ultraschall sowie
Laser-Therapie. Der bakterizide Effekt der Lasersysteme beruht auf der thermischen
Denaturierung sowie Verdampfung intrazelluldrer Flissigkeit und damit einhergehender
Zerstorung der Bakterien des Biofilms.
In der teilweise erforderlichen korrektiven Phase kommen zahlreiche chirurgische Verfahren
bei bestehenden Resttaschen, im Anschluss an die SRP-Therapie zur Anwendung. Bei
unzuverlassigen Patienten zeigen diese im Vergleich zum SRP jedoch hdhere Rezidvraten
[21].
Bei der periimplantdren Mukositis, bei welcher es zu keinem infektios bedingten
Knochenabbau kommt, ist ausschlieflich eine konservative Behandlung mit dem Ziel der

Plaqueentfernung und der Prévention einer Periimplantitis indiziert [19].



Die Therapie der Periimplantitis kann konservativ oder chirurgisch erfolgen. Die Verfahren
der konservativen Therapie sind zahlreich und zielen auf die Reinigung und/oder
Desinfektion der Implantatoberflache ab.

Im konservativen Rahmen steht die mechanische Reinigung im Vordergrund, welche im
Vergleich zum natirlichen Zahn beim Implantat deutlich erschwert ist. Zum einen ist die
Zugénglichkeit durch die Gewindestruktur der Implantate eingeschrankt und zum anderen
bietet die Mikrostruktur der Implantate optimale Voraussetzungen zur Biofilmanlagerung
[22]. Um die Mikrostruktur und somit die Biokompatibilitdt der Implantatoberflache zu
erhalten, kommen Kiretten oder Ultraschallspitzen aus Kunststoff oder Karbon in
Verbindung mit CHX Spilung zum Einsatz [23]. Die Verwendung von Pulverstrahlgeréaten
(Glyzin, Natriumhydrogencarbonat), entweder mit Aufsétzen zur subgingivalen Applikation
oder mittels direkter Bestrahlung nach chirurgischem Erdffnen, zeigen in Studien als
Alternative dazu gute, erfolgsversprechende Ergebnisse [24-26]. Jedoch ist bei subgingivaler
Applikation der Ansatz der Keimverschleppung sowie das Auftreten von subgingivalen
Emphysemen zu diskutieren, wobei aktuelle Studien mit leichteren Pulverstrahlgerédten kein
Emphysemauftreten zeigen [26, 27]. Auch ein festes Anhaften des Pulvers an der
Implantatoberflache sowie deren Verdnderung wurde beobachtet, was jedoch klinisch
wahrscheinlich zu vernachlassigen ist [24].

Bei fortgeschrittenem oder unter konservativer Therapie progredientem Knochenverlust, kann
eine chirurgische Therapie indiziert sein, welche resektiv oder regenerativ erfolgen kann [28].
Resektive  Verfahren sind bei einwandigen, horizontalen sowie umlaufenden
Knochendefekten und aus asthetischen Griinden nur in nicht einsehbaren Bereichen indiziert
[29]. Ziele sind die Reduktion der Taschensondierungstiefen, die Etablierung stabiler
Weichgewebsverhaltnisse und die Sicherstellung der Mundhygienezuganglichkeit [28].
Zusétzlich sollte hierbei eine Implantoplastik bei Vorliegen eines exponierten
Implantatgewindes erfolgen, was gute klinische Ergebnisse zeigt [30].

Regenerative Verfahren kommen bei zwei-, drei- und vierwandigen Knochendefekten in
Frage und sind bei prothetisch wichtigen Zéhnen sowie hohen dsthetischen Ansprichen
indiziert [29, 31]. Es existieren verschiedenste Materialen, wobei resorbierbare
Kollagenmembranen, in Verbindung mit bovinem Knochenmaterial, in Langzeitstudien
gleichwertige Uberlebensraten von Implantaten, in Kombination mit der gefiihrten Knochen-
(GBR) oder Geweberegeneration (GTR), zu Implantatsituationen ohne erforderliche
GBR/GTR, zeigen [31, 32]. Sofern alle Therapieverfahren ohne Erfolg bleiben, ist die

maximalinvasive Explantation mittels Trepanbohrer oder Zange die letzte Therapieoption.



2.3. Probleme bei der parodontalen Heilung

Grundvoraussetzung fur eine parodontale Heilung ist die dekontaminierte und saubere
Wurzeloberflache. Das Parodontium, bestehend aus verschiedenen Gewebsarten (Knochen,
Zement, Epithel, Bindegewebe), erfahrt nach erfolgter SRP-Therapie vor allem eine
Reparation und partielle Regeneration [33]. Dabei bildet sich im Sinne der Reparation ein
langes, befestigtes Saumepithel an der Wurzeloberflache, wodurch andere Gewebe wie
Knochen vom Besiedeln der Wurzeloberflaiche abgehalten werden [34]. Im Zuge der
Regeneration bilden sich Gewebe entsprechend der urspriinglichen Anteilen des Parodonts
wieder aus. Es gibt verschiedene Uberlegungen diesen Anteil zu erhéhen. Zuerst kann das
Saumepithel in der GBR und GTR Technik mittels Membranen abgehalten werden, nach
apikal zu proliferieren. So bekommen verstarkt Fibroblasten und Zementoblasten die
Maoglichkeit, die Wurzeloberflache zu besiedeln [34].

Die Faserstruktur des hierbei gebildeten Parodonts unterscheidet sich jedoch von dem des
Urspringlichen. Auf biomolekularer Ebene gibt es Ansédtze ein mdglichst original
strukturiertes Parodont zu erzielen. Hierzu z&hlt der Einsatz von den Proteinen PRGF, ILGF,
TGF-B, BMP, FGF-B, welche natirlich vor allem in mineralisierten Geweben wie Knochen,
Dentin und Wurzelzement aber auch im Blut vorkommen [35]. Sie fordern die Zellmigration,
-adhésion, -differenzierung und -teilung sowie die Produktion von Extrazellularmatrix, wobei
letztlich lokale Wundverhéltnisse entscheidend sind [36]. Sie kénnen auf unterschiedlichen
Wegen gewonnen werden, z.B. PRGF aus autologem Blut [37], Schmelz-Matrix-Proteine
(Emdogain®) aus porcinen Zahnkeimen. Zelldifferenzierungseffekte von Amelogenin und
Ameloblastin (Emdogain®) scheinen jedoch zelltypabhangig unterschiedlich zu wirken [35].
Die Studienlage beziglich des Attachmentgewinns beim Einsatz von Schmelz-matrix-
Proteinen (Emdogain®) und GTR ist aufgrund groRer Heterogenitit der Studien nicht
eindeutig [38]. So ist auch das Verstdndnis der Regeneration des Parodonts nicht

abschlieRend geklart.

2.4. Anwendung von kaltem Plasma in der Wundheilung
Plasma beschreibt ein gasformiges Teilchengemisch bestehend aus ionisierten Teilchen, den
lonen und Elektronen sowie, bei nicht vollstdandigem lonisationsgrad, neutralen Teilchen.
Zusatzlich kénnen durch Anregung umliegender Gase, wie Sauerstoff oder Stickstoff,
Radikale gebildet werden. Heiles Argon-Plasma ist in der Chirurgie schon langer zur

endoskopischen, kontaktfreien, thermischen Blutstillung und Resektion im Einsatz [39].



Die Wirkung von kaltem (30-40°C) Plasma (Cold Atmospheric Plasma, CAP) ist abhédngig
vom Ausgangs- und Umgebungsgas, der Expositionszeit und der Erzeugungsparameter [40].
Die biologische Wechselwirkung beruht auf der Emission von Elektronen, lonen, reaktiven
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS), Photonen, elektromagnetischer Strahlung und
Warme [41].

In der Wundtherapie kommen die antimikrobielle und heilungsstimulierende Wirkungen des
CAP zum Tragen. Die inaktivierende Wirkung auf humanpathogen Mikroorganismen
(Bakterien, Pilze, Viren) beruht auf verschiedenen Mechanismen, wobei Sie bis heute nicht
bis ins letzten Detail geklart sind [41-44]. ROS und RNS (Reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies) scheinen eine Hauptaufgabe bei der Sterilisation einzunehmen [45]. Sie
erzeugen einen hohen oxidativen Stress, wodurch es, exemplarisch an E. coli nachgewiesen,
zur Depolarisation der Zellmembran, DNA Schaden und Lipid Peroxidation und somit zur
Membranschédigung kommt [44, 46, 47].

Auf die Membranoberflache auftreffende, beschleunigte, geladene Teilchen erzeugen
kumulativ elektrostatische Krafte, wodurch es zur Perforation oder zumindest kurzzeitigen
Permeabilitat kommt, ahnlich der Elektroporation [43, 44]. Diese Wirkung ist verstérkt bei
gramnegativen Bakterien beobachtet worden [48].

Resistenzen sind bisher nicht bekannt [44], wobei die Effektivitat abh&ngig von der
Sensibilitdt der Mikroorganismen, der Erzeugungsparamter und Behandlungszeit ist [40].
Dieser Aspekt spielt eine grof3e Rolle in der Behandlung chronischer, mit multiresistenten
Erregern infizierter Wunden [49].

Heilungsstimulierend kommen weitere Effekte der emittierten ROS/RNS zum Tragen. NO,
als Teil der RNS, welches direkt vom Plasmastrom nach intrazelluldr diffundieren kann oder
indirekt in der Zelle durch entsendete Radikale entsteht, ist bekanntermallen ein endogener

angiogenetischer Faktor [41], welcher verschiedene Prozesse der Angiogenese vermittelt [50].

2.5. Zielstellung
Das Ziel der vorliegenden Arbeiten war es, zu untersuchen, inwiefern antiinfektiose
Eigenschaften kalten Plasmas in der parodontalen und periimplantaren Therapie nutzbar sind.
Die parodontale und periimplantdre Therapie zielt primar auf eine Dekontamination der
betroffenen Wurzel- und Implantatoberflache ab. Daher wurde anhand von in vitro und ex
vivo Modellen untersucht, inwieweit Plasma im Vergleich zu herkdmmlichen Methoden

geeignet ist beschriebene infizierte Oberflachen effektiv zu dekontaminieren.



3. Methodik

3.1. Herstellung komplexer Oberflachenstrukturmodelle
Es wurden drei Modelle entwickelt, die die an einer Periimplantitis beteiligten Oberflachen
reprasentieren.
Zur Untersuchung der Implantatoberfliche wurden 32 identische Zahnimplantate (Tiny
Implant, 2,5 x 13 mm, BTI Biotechnology Institute, Mifiano, Spanien, REF: IRT2513)
ausgewahlt. Drei weitere (4,25 x 15 mm, REF: 11PU4215) der Firma BTI wurden flr die
Rasterelektronen- (REM) und Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) ausgewahilt,
wobei eines fur letztere axial mittels Bandsdge (EXAKT 300 CL, EXAKT Advanced
Technologies, Norderstedt, Deutschland) in vier plane Teile geteilt und auf Objekttrédgern
fixiert wurde. FUnf weitere Implantate wurden fir die Fluoreszenzmikroskopie ausgewahlt.
Zur Untersuchung infizierten Knochens wurden mittels Trepanbohrer 72 zylindrische, 4 mm
im Durchmesser und 3 mm Ho6he messende Knochenblocke, aus Schweineunterkiefern
gewonnen (Knochengualitdt D2). Diese wurden nach entsprechender Aufbereitung zur
Versuchsdurchfihrung in gefrasten Technovit 4004 Blocken mit je 3 Knochenblocken
ubereinander zusammengefasst. So ergaben sich drei zu unterscheidende Tiefen: 0-3 mm, 3-6
mm und 6-9 mm. Parallel zu den porcinen wurde je eine Versuchsreihe je Gruppe mit je
einem humanen Knochenblock von 6x10x10 mm durchgefiihrt, welcher nach
Versuchsdurchfuhrung in drei Schichten: 0-2 mm, 2-4 mm und 4-6 mm unterteilt wurde.
Zwei weitere porcine Knochenbldcke wurden fiir die Betrachtung unter dem REM prapariert.
Fur die Dentinoberflachen wurden bei dem in vitro Versuch 24 extrahierte obere Eckzéhne
mit geraden Wurzeln ausgewéhlt und koronal bzw. apikal so gekiirzt, dass ein vergleichbarer
10 mm Wourzelanteil erhalten blieb, worauf ein Versuchsareal von 4x5 mm definiert wurde.
Zwei weitere wurden zur Betrachtung unter dem REM auf die gleiche Weise prépariert. Flr
den ex vivo Versuch wurden von 25 frisch extrahierten Zahnen einer Person, 16 mit
anndhernd symmetrischen karidsen L&sionen ausgewahlt. Diese wurden so halbiert, dass je

zwei kongruente Ldasionen entstanden.

3.2. Monospezies-Biofilme und ex vivo Ansétze
Als Modellkeim wurde S. mitis aufgrund seiner F&higkeit als Initialkeim bei der Bildung eines
oralen Biofilms zu fungieren ausgewahlt. Die Kultivierung erfolgte unter anaeroben
Bedingungen auf Columbia Agar und fir die Inkubation der Proben wurden Keim-
Suspensionen in Brain-Heart-Infusion (BHI) mit einer ausgewdahlten optischen Dichte von 1

bei 600 nm hergestellt. Die Kontamination der Implantate erfolgte Uber 84 h, die der

10



Knochenproben tber 24 h und die der Dentinoberflachen tber 48 h, wobei nach je 24 h 25 %
der Suspension entnommen, und durch sterile BHI ersetzt wurde.

Die fir den ex vivo Versuch der Dentinoberflichen ausgewdéhlten Zahne wurden vom
Zeitpunkt der Extraktion bis zur Versuchsdurchfiihrung in BHI gelagert, sodass die

Mischflora der kariosen Lasionen erhalten blieb.

3.3. Dekontaminationsprotokolle
Zu jedem Oberflaichenmodell wurden jeweils verschiedene Testgruppen festgelegt. Die
Erzeugung des CAPs erfolgte durch den kiNPen MED® (neoplas Tools, Greifswald,
Deutschland), welcher Argongas 4.8 bei einem Druck von 4,3 bar und einem Gasfluss von 4.3
sIm mittels Hochfrequenzgenerator bei einer Frequenz von 1 Mhz, einer Spannung von 2-6

kVpp und einer Leistung von 3,5 W ionisierte [51].

Implantatoberflachen

Die 32 Implantate wurden zuféllig in 4 Gruppen zu je 8 Implantaten aufgeteilt. Zur
Durchflhrung wurde ein Implantat der Suspension enthommen und Uber einen
Eindrehpfosten auf ein Winkelstiick der Versuchsbank gespannt. So wurden die vier Gruppen
hintereinander achtmal durchlaufen. Das Implantat wurde unter konstanter Drehung mit
definiertem Vorschub je nach Gruppe von apikal nach koronal behandelt:

Kontrolle (K): Spilung mit 5 mL 0,9 % NaCl Gber 60 s bei 60 rpm und 0,22 mm/s Vorschub.
Diodenlaser (DL): Behandlung unter direktem Kontakt (300 um Glasfaser) mit GaAlAs
Diodenlaser (A = 980 nm) (Lina-10D, Intros Medical Laser, Heilbad Heiligenstadt, Germany)
mit 2,0 W (kontinuierliche Welle) tiber 60 s bei 60 rpm und 0,22 mm/s Vorschub.

CAP60: Behandlung mit CAP uber 60 s bei 60 rpm und 0,22 mm/s Vorschub.

CAP120: Behandlung mit CAP uber 120 s bei 60 rpm und 0,11 mm/s VVorschub.

Parallel erfolgte bei den Laser sowie CAP Gruppen eine Spulung nach Kontroll-Protokoll.

Fir die Betrachtung unter dem REM (CamScan Maxim 2040S, CamScan Electron Optics,
Cambridgeshire, England) wurde ein Implantat entsprechend inkubiert und eines steril im
Vergleich betrachtet. Die vier Teile eines Implantats wurden inkubiert, jeweils entsprechend
einer der vier Versuchsgruppen behandelt, und anschlieend, nach Zugabe von Fluorescein-
Ethidiumbromid Losung, unter dem CLSM (LSM 700; Zeiss, Jena, Deutschland) betrachtet.
Vier weitere inkubierte Implantate wurden nach je einem der vier Gruppen-Protokolle

behandelt und anschlieBend nach aufgebrachter Fluorescein-Ethidiumbromid Ldsung unter
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dem Fluoreszenzmikroskop (Olympus Vanox-T, Olympus, Hamburg, Deutschland)
betrachtet.

Knochenproben

Die porcinen Knochenproben wurden randomisiert in drei Gruppen zu je acht Proben
aufgeteilt und zu jeder Gruppe wurde zusétzlich ein humaner Knochenblock randomisiert
zugeteilt. Die Behandlung bestand aus:

Kontrolle: Spilung der Proben mit 5 mL 0,9 % NaCl im Abstand von 8 mm uber 60 s,
senkrecht zur Probenoberflache.

CHX: Spulung der Proben mit 5 mL 0,2 % CHX im Abstand von 8 mm uber 60 s, senkrecht
zur Probenoberflache.

CAP: Anwendung des CAPs im Abstand von 8 mm senkrecht zur Probenoberfléche.

Ein inkubierter und ein steriler porciner Knochenblock wurden unter dem REM betrachtet.

Dentinoberflachen

Die Dentinoberflachen wurden nach ex vivo und in vitro getrennt und wie folgt verfahren:

In vitro: Kontrolle: Spiilung der Oberflache mit 5 mL 0,9 % NaCl (iber 30 s.
SRP: Spulung nach Kontrollprotokoll und zusatzlich erfolgte ein SRP.
SRP+CAP: Behandlung wie SRP-Protokoll, danach erfolgt die Anwendung
des CAPs tber 60 s.

Zusétzlich wurden zwei inkubierte Wurzeloberflachen vor und nach erfolgtem SRP unter dem

REM betrachtet.

Ex vivo: Kontrolle: Es erfolgte die Applikation eines 1 % CHX Gels fur 30 s, welches
anschlieend mit 5 mL NaCl abgespult wurde.
CAP: Es wurde wie bei der Kontrollgruppe verfahren und anschlie3end
erfolgte die Applikation des CAPs Uber 60 s.

3.4. Probengewinnung
Die Probengewinnung erfolgte je Modell unterschiedlich. Das letztlich gewonnene Material
wurde in definierten Mengen BHI gel6st, tber eine Verdinnungsreihe verdiinnt, auf Agar-
Platten ausgestrichen und Uber eine Zahlung der koloniebildenden Einheiten (CFU) erfolgte
die Quantifizierung.

Implantatoberflachen

Die Implantate wurden von den Eindrehpfosten abgenommen, das Lumen mit 70 % Ethanol
fur 10 s gereinigt und anschlieBend unter Einbringung einer Stahlkanile mittels

lichthartendem Kunststoff (Tetric Flow A1, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein)
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verschlossen. Zuerst wurde das Implantat nun in BHI gelegt, und unter direktem
Ultraschalleinfluss (VDW Ultra, VDW, Minchen, Deutschland) Uber die Kanile sowie
definiertem Rutteln wurde eine Bakteriensuspension gewonnen (direkt Ultraschall).
AnschlieBend wurde das Implantat auf einen Eindrehpfosten aufgebracht und mittels
Zellsammelbdirste (Orcellex Brush, Rovers Medical Devices, KV Oss, Niederlande) wurde
standardisiert die Oberflache ber 3 min abgefahren. Der Burstenkopf sowie das Implantat,
nach Lumenverschluss mittels Kunststoff, wurden in BHI gelegt. Beide wurden mittels
indirektem Ultraschallbad und definiertem Rutteln behandelt und ergaben nach Entnahme des
Burstenkopfs  (Abstrich) und Implantats  (indirekt  Ultraschall) zwei  weitere
Bakteriensuspensionen.

Knochenproben

Die Knochenblocke wurden den Zylindern entnommen und jeweils unter standardisierten
Bedingungen mit senkrechtem Krafteinfluss von 20 N in je vier Durchldufen zerkleinert. Der
humane Knochenblock wurde zuvor in drei Blocke gemal3 den Schichten zersagt.

Dentinoberflachen

Bei dem in vitro Ansatz wurde die oberste Zellschicht mittels Skalpell abgetragen. Fur den ex

vivo Ansatz wurden die Kavitaten mit einem 018 Rosenbohrer vollstandig exkaviert.

3.5. Auswertungsstrategien

Die CFU Auszéhlung der mit Bakteriensuspension bestrichenen Agar Platten erfolgte nach
24 h Inkubation wunter 37 °C und aneroben Bedingungen unter Beachtung der
Verdinnungsreihen. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mittels IBM SPSS Statistics®
21.0 (IBM Corp., Armonk, IL, USA) unter Verwendung des Kruskal-Wallis- und Mann
Whitney U Test, wobei ein Signifikanzniveau von o=0,05 gewahlt wurde. Logarithmische
Reduktionsfaktoren (log RF) wurden aus der Differenz der logarithmierten CFU Mittel- bzw.
Medianwerte der Kontroll- und jeweiligen Testgruppe errechnet.

Zur Visualisierung und Qualifizierung der adhérenten Bakterien dienten REM, CLSM sowie

die Fluoreszenzmikroskopie.

4. Ergebnisse

4.1. Implantatstrukturen
Zum Vergleich der Testgruppen kamen die log RF sowie die Mikroskopiemethoden zum
Einsatz. Alle Versuchsgruppen zeigten positive mittlere log RF gegeniiber der Kontrollgruppe
(DL=0,59 CAP60=2,21 CAP120=1,93). Beide CAP Gruppen zeigten signifikant niedrigere
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CFU Mittelwerte gegeniber der Kontrollgruppe (CAP60 gegeniber K p=0,012; TTP120
gegeniber K p=0,024), wobei sie sich die unterschiedliche Behandlungszeit nicht signifikant
auswirkte. Die Behandlung mit dem Diodenlaser zeigt keine signifikante Reduktion der CFU
Zahl gegentber der Kontrollgruppe. Von den Methoden der Bakterienquantifizierung zeigte
sich der Abstrich am effektivsten, gefolgt von der direkten Ultraschallmethode. Die
niedrigsten CFU Werte wurden, bis auf in der CAP60 Gruppe, von der indirekten
Ultraschallmethode erzielt, welche nach Behandlung des Implantats zuerst angewendet
wurde.

Mit Hilfe des CLSM konnten vitale Bakterien (Mitosestadien sichtbar) auf inkubierten
Implantaten nachgewiesen werden. Diese kamen bei Betrachtung mit dem REM scheinbar
vermehrt auf den mikrorauen Anteil, dem Gewinde, als dem polierten Implantathals vor. Die
Fluoreszenzmikroskopie zeigte vorwiegend griine Emissionen der inkubierten unbehandelten
Implantate, und zusatzlich Bereiche roter Emission bei den behandelten Implantaten. Mit DL
behandelte Implantate zeigten hierbei weniger rote Emission als die der CAP Gruppen, wobei
sich die CAP Gruppen untereinander nicht auffallend unterschieden. Die sterilen Implantate
zeigten keine adhdrenten Bakterien unter REM und CLSM sowie keine Emission bei der

Fluoreszenzmikroskopie.

4.2. Kavitierte und nicht-kavitierte Dentinoberflachen

Die inkubierten Wurzeloberflachen der in vitro Versuche zeigten unter dem REM vor dem
SRP eine reiche Bakterienschicht und nach erfolgtem SRP verbleibende Bakterien,
vorwiegend in Nischen. Die CFU Medianwerte der Gruppen waren in der Kontrollgruppe am
hochsten mit 3,85 log CFU/mL gefolgt von der SRP Gruppe mit 2,98 log CFU/mL und der
SRP+CAP Gruppe mit 0 log CFU/mL.

Der ex vivo Versuch zeigte Durchschnittswerte von 4,45 log CFU/mL fiir die CHX Gruppe
und signifikant (p=0,002) niedrigere von 2,67 log CFU/mL fir die Gruppe CHX kombiniert
mit CAP.

4.3. Knochenoberflachen
Der inkubierte porcine Knochenblock zeigte unter dem REM runde bis ovale, den Trabekeln
aufliegende, als Bakterien identifizierte Strukturen, welche der sterile Knochenblock nicht
aufwies. Die CFU Medianwerte der Kaltplasmagruppe waren in allen Schichten niedriger als
die der CHX- und Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war in der oberflachlichsten Schicht 1

(0-3 mm) nicht signifikant, in der mittleren Schicht Il (3-6 mm) signifikant, und in der tiefen
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Schicht 1l (6-9 mm) gegenuber der CHX-Gruppe signifikant und gegeniiber der
Kontrollgruppe nicht signifikant (p>0,05). Uber alle Schichten gesehen (0-9 mm) war der
Unterschied zu beiden Gruppen signifikant (gegeniiber CHX p=0,004; gegeniber C p=0,008).
Der Unterschied der CFU Medianwerte der CHX Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe war
in keiner Schicht signifikant. Der resultierende logarithmische Reduktionsfaktor der Median
CFU Werte Uber Schicht I-111 gegentber der Kontrollgruppe der CHX Gruppe betrug 0,04
und der der CAP Gruppe 0,24.

Innerhalb einer Gruppe nahmen die Median CFU Werte von der oberflachlichen zur mittleren
und zur tiefen Schicht jeweils zu. Die Werte unterschieden sich innerhalb der CHX Gruppe
von der oberflachlichsten im Vergleich zur tiefen Schicht (I gegeniber I11) signifikant. Die
CAP Gruppe zeigte zwischen den Schichten I-111 keine signifikanten Unterschiede.

Die Ergebnisse der CFU Werte des humanen Knochens zeigten &hnliche Tendenzen, waren

aufgrund der kleinen Versuchsgrofie n=4 jedoch statistisch nicht signifikant.

5. Diskussion

5.1. Bewertung der Ergebnisse
Auf allen in der vorliegenden Arbeit in vitro untersuchten Oberflachen des Parodonts zeigte
Kaltplasma eine bakterizide Wirkung. Kaltplasma zeigte auf der alloplastischen
Implantatoberflache gegentiber der Vergleichsgruppe mit dem DL einen mehr als dreimal so
hohen logarithmischen Reduktionsfaktor. Hierbei scheint die komplexe dreidimensionale
Oberflache des Implantats den Ausschlag zu geben. Beide Verfahren zeigten in Studien
bakterizide Wirkungen [41-44, 52, 53], und es ist anzunehmen, dass der Unterschied vor
allem auch aus der verschieden guten Erreichbarkeit der Oberflache resultiert. So besitzt
Kaltplasma die Eigenschaft, sich beim Auftreffen auf Hindernisse allseitig auf der Oberflache
auszubreiten und eventuelle Poren zu penetrieren. Im Gegensatz dazu ist das Wirkspektrum
des Diodenlasers auf die direkt vom Laserstrahl erfasste Flache oder zumindest der vom
Hitzeeinfluss betroffenen Gebiete beschrénkt. Denkbar wére, dass Bakterien im Schatten vom
Laserstrahl nicht erfasst werden. Eine Energiedichtenerhohung und somit Erhéhung des
Einflusses der bakteriziden Hitzeentwicklung steht im Gegenspiel zu einer, bei hohen
Energiedichten auftretenden, ungewiinschten Veranderung der Implantatoberflache [54]
sowie einem vermehrten subgingivalem Emphysemauftreten. Die im Versuch verwendeten
2 W entsprechen einer relativ hohen Leistung. Im Vergleich zeigte eine Split-mouth Studie
bei adjuvanter Diodenlaser Behandlung (GaAlAs, 809 nm) mit 1 W Leistung einen
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signifikant erhdhten Kklinischen Attachmentgewinn sowie verringerte Sondierungstiefen,
wobei die klinische Relevanz gering scheint [55].

Die Fluoreszenzmikroskopie zeigte nach Diodenlaserbehandlung mehr Bereiche grlner
Emission, also vitaler Bakterien, als bei Kaltplasmabehandlung, was die Beobachtungen
unterstitzt. Die Behandlungszeit von 60 Sekunden mittels CAP schien, trotz der komplexen
Implantatoberflache, ausreichend zu sein (keine signifikanten Unterschiede der CFU
Mittelwerte zwischen CAP60 und CAP120). Dies entspricht der Empfehlung des Herstellers
fur die Behandlungszeit von 1 cm? chronischer Wunden, wobei die Implantatoberflache, ohne
Berlicksichtigung der Komplexitat, knapp darunterlag (ca. 0,8 cm?).

Das Modell der Dentinoberflachen konnte die Effektivitat der bakteriziden Wirkung von CAP
auch auf nattrliche Wurzeloberflachen zeigen. Dass die mechanische Biofilmreduktion (SRP)
bei der Parodontitistherapie unabdingbar ist, haben zahlreiche Studien belegt, doch zeigt die
vorliegende Arbeit eine signifikante Wirkungssteigerung bei der Kombination von SRP mit
CAP im in vitro Versuch. Auch im ex vivo Versuch scheint Kaltplasma in Kombination mit
der CHX Therapie bei einer Mischflora effektiver gegentiber alleiniger CHX Anwendung zu
sein.

Vor allem intraossar verankerte Implantate stehen in direktem Kontakt zum Alveolarkamm,
doch auch bei Parodontitis kommt es zum Knochenabbau. Hier zeigte die Behandlung mit
Kaltplasma im in vitro Versuch der infizierten Knochenoberflachen signifikante
Reduktionsfaktoren, wobei die CHX Behandlung in keinen signifikanten Reduktionen
resultierte. Die starkste Wirkung war hier in der oberfl&chlichsten Schicht zu beobachten.
Insgesamt waren die Reduktionen im Vergleich zu den ersten beiden Modellen geringer.
Jedoch ist zu Uberlegen, dass Kaltplasma im Knochengewebe andere, im in vitro Versuch
nicht untersuchte, Prozesse der Regeneration und Reparation fordern kdnnte. Dabei waren die
Forderung der Neoangiogenese, die Erhohung der Hydrophilie sowie die insgesamt

entziindungshemmende Wirkung zu nennen [41, 56].

5.2. Kritische Betrachtung der Strukturmodelle
Die vorliegenden Versuche entsprechen lediglich in vitro bzw. ex vivo Modellen, wobei deren
Ergebnisse sich spéter von in vivo Ergebnissen unterscheiden mdgen. Jedoch stellen sie
mdogliche Wirkmechanismen anhand von Modellkeimen Klar heraus.
Bei der Periimplantitis bzw. Parodontitis vorliegende Biofilme unterscheiden sich von dem
hier verwendeten Modellkeim. Es bilden sich dabei antagonistische aber auch synergistische

Wechselbeziehungen zwischen verschiedenen Bakterien heraus und sezernierte extrazellulére
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Matrix bietet Schutz vor &uferen Einflissen. Diese bleiben somit im in vitro Versuch
groRtenteils unbeachtet. Die bakterizide Wirkung von Kaltplasma ist jedoch unabhangig von
bakteriellen Resistenzen [44], was die Unterscheidung nach Bakterienart weniger wichtig
macht. Der Einfluss der UV-Strahlung des Niederdruckplasmas an der Sterilisation ist
umstritten. Viele Autoren sehen keinen, oder nur sehr geringen Einfluss [47], da die
Wellenlange der emittierten UV-Strahlen grofer seien als die fiir eine Sterilisation bendtigten
150-250 nm [45, 57, 58]. Andere zé&hlen die UV-Strahlen jedoch zu den Wirkmechanismen
des CAP, wobei die Erzeugungsparameter entscheidend scheinen [59].

In den Versuchen waren die Oberflachen den Dekontaminierungsmethoden frei zugénglich,
wohingegen in vivo bei tiefen subgingivalen Taschen die Zuganglichkeit eingeschrankt ware.
Dies betrifft jedoch alle Agenzien in ahnlicher Weise. Mdglicherweise kdnnten durch eine
kontinuierliche Veradnderung des Auftreffwinkels des Lasers auf die Implantatoberflache das
Implantatgewinde besser erfasst, und somit effektiver dekontaminiert werden. Im
vorliegenden Versuch wurde aufgrund der Standardisierbarkeit hierauf verzichtet.

Die Quantifizierung vitaler Bakterien auf den Implantatoberflachen erfolgte neben der
Ultraschallablosemethode, wie diese fiir Prothesen etabliert ist [60], aufgrund der dabei
erhaltenen relativ niedrigen CFU Werte, auch mittels Zellsammelbiirste. Die
Reproduzierbarkeit ist hierbei zu hinterfragen, wobei diese in umfangreichen Vorversuchen
als hinreichend genau gepriift wurde.

Bei dem ex vivo Versuch der Dentinoberflachen musste auf eine Kontrollgruppe aufgrund des
Versuchsaufbaus (zwei kongruente Kavitaten) verzichtet werden, und somit konnte die
Nullhypothese, dass keine der untersuchten Methoden wirksam ist, nicht eindeutig widerlegt
werden.

Die CFU Werte der oberflachlichen Schicht der infizierten Knochenproben unterschieden sich
nicht signifikant voneinander. Das kann daraus resultieren, dass hier der Spuleffekt den
grofiten Beitrag in der Bakterienelimination leistete, da die Kontrollgruppe niedrigere Werte

als die CHX Gruppe zeigte.

5.3. Konsequenzen fir die Klinik
Die Ergebnisse zeigen ein mogliches Potential von Kaltplasma in der Periimplantitis- und
Parodontitistherapie auf. Eine alleinige Therapie scheint aufgrund der insuffizienten Ablésung
etablierter Biofilme nicht indiziert. Hier Ubertreffen mechanische Abloseverfahren die
Ergebnisse des Kaltplasmas [61]. Auch die hier gezeigten logarithmischen

Reduktionsfaktoren des Implantatmodells von bis zu 2,21 reichen nicht fur die zu einer

17



Desinfektion erforderlichen 5. Eine adjuvante CAP Therapie in Kombination mit Verfahren,
welche die Eigenschaften von Implantaten oder Wurzeloberflichen nicht negativ
beeinflussen, scheint das Potential der nahezu vollstandigen Biofilmentfernung zu besitzen.
Denkbar ware hier der Einsatz nach vorheriger Biofilmentfernung durch Pulverstrahlgeréte.
Somit wirde das derzeitige Problem der negativen Oberflachenbeeinflussung bei der SRP und
Laser-Therapie vermieden werden und so eine schonende Therapiealternative geschaffen

werden.

5.4. Ausblick / Fazit
Da Kaltplasma weder in den vorliegenden Versuchen, noch in bisherigen verdffentlichten
Studien, eine negative Beeinflussung der behandelten Zahnwurzel- und Implantatoberflachen
zeigte, scheint es ein vielversprechender, schonender Ansatz in der Therapie von
Periimplantitis und Parodontitis werden zu kdnnen. Die Wirkmechanismen des Plasmas
beeinflussen die Gewebe des gesamten Parodonts. Neben der hier aufgezeigten
Dekontaminierung resultiert zudem eine Hydrophilisierung der Oberflachen in einer
verbesserten Anheftung von Gewebszellen. Anhand von Titanscheiben konnte nach
Kaltplasmabehandlung ein verkleinerter Kontaktwinkel sowie ein Anstieg der Zellgrélie und
des Ausbreitungsverhaltens von Osteoblasten festgestellt werden [62]. Dies waére
entscheidend fur eine Regeneration des Alveolarkamms und wére mit in vivo Studien
zukunftig zu belegen.
Die heilungsstimulierende Komponente von CAP wurde, wie eingangs beschrieben, bisher
bei chronischen Wunden gezeigt [41], wobei zu untersuchen ware inwieweit dies auch fir das
Parodont gilt. Denkbar wéren hier Untersuchungen der Auswirkung auf die
Sulkusfluidzusammensetzung oder Zellkulturtiberstdnde mit Betrachtung der Zytokine und
Wachstumsfaktoren, wie eine Studie an Mausen so positive Effekte zeigte [63].
Denkbar wére auch der Einsatz in Kombination mit GTR, wobei man die dabei verwendeten
Materialien mit CAP vorbehandeln kdnnte, und so deren Integration férdern kénnte.
Gelénge es in Zukunft die klinische Wirksamkeit von CAP weiter zu bekraftigen, wére damit
eine schonende, die Selbstheilung des Korpers fordernde Alternative zu den heutigen
Therapieverfahren der  Periimplantitis denkbar. Gerade die Kombination mit
Pulverstrahlgerdten hétte das Potenzial einer effektiven, minimalinvasiven und somit auch

prophylaktisch anwendbaren Therapie.
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