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1. Abstract

Deutsch

Einleitung: Die Therapie Medikamenten-assoziierter Knochennekrosen stellt Kliniker vor
umfangreiche Herausforderungen, insbesondere vor dem Hintergrund der Superinfektion dieser
Areale. Die bakterizide Wirkung von kaltem atmosphéarischen Plasma (CAP) auf der Haut ist in
zahlreichen Studien belegt worden. Im Mund-, Kiefer-, Gesichtsbereich fehlen zum Teil noch
geeignete Methoden zur Biofilmbeherrschung. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirkung von
CAP auf komplexen dentalen, ossaren und alloplastischen Strukturen in vitro Gberprift werden.

Methodik: Zunachst erfolgte die Herstellung von Modellen aus porcinem Knochen, Implantaten
und Wurzelkanalen mit anschlieBender Kultivierung von Biofilmen auf deren Oberflachen. In der
ersten Versuchsreihe wurde die bakterizide Wirkung von CAP in verschiedenen Knochentiefen
untersucht. Je drei infizierte Knochenproben wurden vertikal gestapelt und anschlieRend
behandelt (Kontrollgruppe: Spulung mit 5 ml 0,9% NaCl, CHX-Gruppe: Spulung mit 5 ml
Chlorhexidindigluconatlésung (CHX), CAP-Gruppe: CAP-Anwendung fur 60 s). Die zweite
Versuchsreihe bestand in der Behandlung von inkubierten Implantaten. Auch hier wurden die
Implantate mit verschiedenen Dekontaminationsmethoden (Kontrollgruppe: Spulung mit 5 ml
0,9% NaCl, Laser-Gruppe: Behandlung der Proben mit einem Dioden-Laser fir 60 s, CAP-
Gruppen: CAP-Anwendung fir 60 s bzw. 120 s) behandelt. Ziel der letzten Versuchsreihe war
die Wirkung von CAP in verschiedenen Tiefen infizierter Dentintubuli. Es erfolgte die
Behandlung der Wurzelkanale in der Kontrollgruppe (Spilung mit 5 ml 0,9% NaCl), der CHX-
Gruppe (Spulung mit 5 ml CHX), der CAP-Gruppe (CAP-Anwendung fir 60 s) sowie einer
Kombinationsgruppe (CAP+CHX). Die quantitative Auswertung erfolgte mittels Auszahlung
Kolonie bildender Einheiten (CFUs).

Ergebnisse: Insgesamt waren die logarithmierten medianen CFU/mI-Werte in allen Versuchen
(Knochen: 0-9000 pm, Implantate, Wurzelkanale: 0-800 upm) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen signifikant niedriger (p < 0,05, Mann-Whitney U / Kruskal-Wallis Test).
Ergebnisse zeigten signifikante Unterschiede in der mittleren Knochenschicht (3000-6000 um),
bei Vergleich der CAP-Gruppe zu den anderen Gruppen (CAP vs. CHX: p = 0,007, CAP vs. C:
p = 0,035). Auch in der tiefen Schicht (6000-9000 um) zeigten sich signifikante Unterschiede
(CAP vs. CHX: p = 0,027). Die Ergebnisse der Implantatversuche zeigen eine signifikante
Keimreduktion der CAP-Gruppen gegeniber der Kontrollgruppe (CAP60 vs. C: p = 0,012,
CAP120 vs. C: p = 0,024). Letztlich waren die Werte der Kombinationsgruppe (CAP+CHX) in
der oberflachlichen (0-300 ym) und tiefen Dentinschicht (500-800 um) signifikant effektiver als
die, der restlichen Gruppen (p < 0,01). In allen anderen Gruppen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede.

Schlussfolgerung: CAP stellt eine vielversprechende Erganzung in der Dekontamination
komplexer Oberflachen im Mund-, Kiefer-, Gesichtsbereich dar und sollte daher in klinischen

Studien weiter untersucht werden.



English

Introduction: The therapy of medication-related osteonecrosis remains a challenge for clinicians,
especially regarding superinfection of affected areas. The bactericidal efficacy of cold atmos-
pheric plasma (CAP) on skin has been proven in many studies. In the oral and maxillofacial re-
gion, appropriate methods for biofilm control are still missing. The aim of this work was to eval-
uate the effect of CAP on complex surfaces of the oral cavity in vitro.

Methods: Specimen of porcine bone, implants, root canals were produces and biofilms were
cultivated on their surfaces. The aim of the first investigation was to study the bactericidal effi-
cacy of CAP in different depths of bone. Three samples were vertically stacked and subse-
quently treated (control group: rinsing with 5 ml 0,9% NaCl, CHX group: rinsing with 5 ml
Chlorhexidine digluconate (CHX), CAP group: CAP application for 60 s). In the second study in-
fected implant surfaces were treated with different decontamination methods (control group:
rinsing with 5 ml 0,9% NaCl, Laser group: diod laser applicaton for 60 s, two CAP groups: CAP
application for 60 s and 120 s). In the third study the effect of CAP in different depths of infected
dentinal tubules was examined. The infected root canals were treated in different groups (con-
trol group: rinsing with 5 ml 0,9% NaCl, CHX group: rinsing with 5 ml CHX, CAP group: CAP
application for 60 s, combination group: rinsing with 5 ml CHX and 60 s CAP application). Colo-
ny-forming units were counted to estimate bacterial reduction.

Results: Overall, log median CFU/mI of CAP were significantly lower in all experiments (bone: 0-
9000 um, implants, root canals: 0-800 um) when compared to the control groups (p < 0,05,
Mann-Whitney U / Kruskal-Wallis Test). In the mid bone layer (3000-6000 um), the results of the
CAP group were significantly different compared to the other groups (CAP vs. CHX: p = 0,007,
CAP vs. C: p = 0,035). Also the deep layer (6000-9000 um) showed significant differences
compared to the CHX group (CAP vs. CHX: p = 0,027). The results of the implant trials
revealed a significant bacterial reduction compared to the control group (CAP60 vs. C: p =
0,012, CAP120 vs. C: p = 0,024). Significant differences in the results of the root canal trial in
the superficial (0-300 um) and deep layer (500-800 ym), compered to the other groups, (p <
0,01) were observed. Among the other groups, no significant differences were observed.
Conclusion: CAP appears to be a promising approach in the decontamination of complex sur-
faces in the oral and maxillofacial region. Therefore, CAP should be further investigated in clini-

cal trials.



2. Einfuhrung

2.1 Einsatz antiresorptiver Medikamente

Die Gruppe der antiresorptiven Medikamente besteht im Wesentlichen aus zwei grof3en
Substanzgruppen. Auf der einen Seite die zu den Pyrophosphat-Analoga gehdrenden
Bisphosphonate (BP), die wiederum in Aminobisphosphonate (z.B. Alendronat,
Zoledronat) und Nicht-Aminobisphophonate (z.B. Etidronat, Tiludronat) eingeteilt wer-
den [1]. Auf der anderen Seite Denosumab, ein monoklones Antikorperpraparat, wel-
ches mit hoher Affinitat an RANKL (receptor activatior of NF-xkB) bindet und dadurch
positiv in den Knochenstoffwechsel eingreift [2-4].

Der Einsatz von Bisphosphonaten umfasst die Behandlung von Knochenstoffwechsel-
storungen wie der Osteoporose, Morbus Paget, maligen Erkrankungen in Form des
multiplen Myeloms, sowie skelettalen Komplikationen maligner Tumoren und der damit
verbundenen Hyperkalziamie [5-7]. Chemisch gesehen unterscheiden sich Bisphos-
phonate von Diphosphonaten durch die Substituierung des zentralen Sauerstoffatoms
durch ein Kohlenstoffatom in der P-O-P Bindung. Dadurch kann es nicht mehr durch die
enzymatische ATP-Hydrolyse gespalten werden. Dies erklart die lange Halbwertszeit
der Bisphosphonate im Knochen von bis zu elf Jahren [8]. Die biologischen und bio-
chemischen Eigenschaften der verschiedenen Bisphosphonate kommen durch die An-
lagerung der Basiskette an das zentrale Kohlenstoffatom zustande. Diese kann aliphati-
sche Seitenketten, Halogene, Aminogruppen oder stickstoffhaltige Heterozyklen enthal-
ten. Der zweite Rest am C-Atom ist eine Hydroxylgruppe. Enthalt die Basiskette Stick-
stoffgruppen, wird die Wirksamkeit des Bisphosphonats gesteigert, jedoch auch dessen
Toxizitat und damit die Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer Osteonekrose [9, 10].
Bisphosphonate kdnnen oral oder intravends verabreicht werden. Die intravendse Gabe
erzielt eine hohere Effizienz, jedoch steigt auch die Wahrscheinlichkeit der Entstehung
einer Medikamenten-assoziierten Konchennekrose der Kiefer (MRONJ). Die Inzidenz
bei intravendser Gabe liegt bei 5-10% [7], bei oraler Gabe bei 0,1% [11].

BP lagern sich bevorzugt, bedingt durch die hohe Affinitat zu Hydroxylappatit, an der
Knochenoberflache im Bereich der Resorptionslakunen von Osteoklasten an, beson-
ders in Regionen mit hoher Knochenumbaurate, wie zum Beispiel dem Kieferknochen.
Werden diese Bereiche durch die Osteoklasten abgebaut, gelangen die BP in das Zell-
innere und entfalten ihre Wirkung. Bisphosphonate hemmen die Funktion und Rekrutie-

rung, sowie die Adhasion der Osteoklasten. Dadurch kommt es zu einer verminderten



Knochenresorption. Unterschieden werden die Wirkungen aminohaltiger und Nicht-
aminohaltiger Bisphosphonate. Die Nicht-Aminobisphosphonate werden weiter abge-
baut, deren toxische Zwischenprodukte beeinflussen den Zellmetabolismus und indu-
zieren die Apoptose der Osteoklasten. Nicht-Aminobisphosphonate wirken nur auf reife
Osteoklasten. Die Wirkung der Aminobisphosphonate ist komplexer und eher dosisab-
hangig. Ihre Wirkung beruht auf der Hemmung der Farnesyl-Pyrophosphat-Synthetase,
einem Schlusselenzym, des Mevalonsaure-Stoffwechsels. Sie wirken sich auch auf die
Differenzierung, Proliferation und Migration von unreifen Osteoklasten aus [1, 12, 13].

Der therapeutische Nutzen der BP resultiert in einer positiven Bilanz im Knochenstoff-
wechsel (,bone remodeling®) und die dadurch héhere Knochendichte. Voranschreitende
Osteolysen werden in ihrer Entwicklung eingeddmmt und die tumorbedingte Osteoklas-

tenaktivitat normalisiert sich [4, 14].

2.2 Entstehung Medikamenten-assoziierter Knochennekrosen

Der Zusammenhang zwischen BP und dem Auftreten von Knochennekrosen in Ober-
und Unterkiefer wurde erstmals 2003 beschrieben [15].

Die MRONJ wird definiert als mehr als acht Wochen freiliegender, nicht verheilter Kno-
chen in der Mundhohle, welcher im zeitlichen Zusammenhang mit einer antiresorptiven
Therapie unter Ausschluss einer Radiotherapie im Kiefer- Gesichtsbereich steht [11, 16,
17].

Die Atiopathogenese der MRONJ ist nicht eindeutig geklart. Die meisten Studien sehen
den Zusammenhang in der Wirkung der BP auf Osteoklasten und der damit reduzierten
Umbaurate des Knochens. Des Weiteren wird der Zusammenhang zwischen BP und
dem Epithel der Oralmukosa diskutiert [18]. Die im Knochen eingelagerten BP sollen ei-
ne toxische Wirkung auf das Epithel der Mukosa haben und dadurch die Wundheilung
inhibieren. Der freiliegende Knochen bleibt exponiert und wird nekrotisch.

In anderen Studien wurde der antiangiogenetische Effekt der BP untersucht, welcher
eine mogliche Erklarung fur die Entstehung der MRONJ beschreibt [19, 20]. Es wird an-
genommen, dass die fehlende Vaskularisierung die Entstehung von Knochennekrosen
begunstigt.

Weitere Risikofaktoren konnten Komorbiditaten (z.B. Diabetes), Rauchen, Alkoholabu-
sus, mangelnde Mundhygiene und Immunsuppression unter Chemo- und Glukokor-

tikoidtherapie sein [21]. Auch ein Zusammenhang zwischen bestimmten Erregergrup-



pen (Actinomyceten) und der MRONJ wird diskutiert. Vor allem Actinomyces israelii
Spezies wurde bei vielen Patienten mit MRONJ nachgewiesen [22]. Jedoch stellt sich
die Frage, ob diese zur Entstehung von Osteonekrosen beitragen oder sich erst im Ver-

lauf der Erkrankung in den nekrotischen Gebieten anlagern [22, 23].

2.3 Therapeutische Konzepte und ihre Grenzen

Bevor man beim klinischen Befund konkrete Hinweise auf eine Osteonekrose findet,
konnen sich bereits bestimmte Symptome manifestieren. Zu diesen gehodren diffuse
Zahnschmerzen, Zahnbeweglichkeit, Schleimhautschwellungen, Ro6tungen der
Schleimhaut und Ulzerationen. Diese Symptome treten oft nach oralchirurgischen Ein-
griffen ein, kdbnnen aber auch spontan entstehen [25]. Im weiteren Verlauf kdnnen sich
weiter Symptome manifestieren wie z.B. foeter ex ore, intra- und extraorale Fisteln, pa-
thologische Frakturen der Maxilla und/oder Mandibula bis hin zu Sensibilitatsstorung
der Unterlippe durch Kompression des Nervus alveolaris inferior [15-17].

Die amerikanische Gesellschaft fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (AAMOS) teilt
die MRONUJ in verschiedene Stadien (Stadium 0-3) ein und gibt adaquate Therapie-
mafRnahmen flur jedes Stadium. Die Unterteilung orientiert sich an der Grof3e der Lasion
und hat direkten Einfluss auf die Behandlungsmaflinahmen.

Stadium 0 wird beschrieben durch keine sichtbaren Lasionen. Jedoch weisen oben be-
schriebene unspezifische klinische Symptome und Befunde, rontgenologische Aufnah-
men auf Osteonekrosen hin. Behandlungsmittel der Wahl ist in diesem Fall ein systemi-
sches Management unter Verwendung von Schmerzmitteln sowie Antibiotika. Das Sta-
dium 1 weist freiliegenden, nekrotischen Knochen und/oder Fisteln auf. Die Patienten
reagieren auf Sondierung asymptomatisch und es zeigen sich keine Anzeichen einer In-
fektion. Hier sollte eine antibakterielle Mundspulldsung eingesetzt werden. Zudem sollte
eine regelmaflige Nachsorge alle 3 Monate und Aufklarung des Patienten erfolgen, so-
wie die Indikation der BP-Therapie evaluiert werden. Im Stadium 2 klagen die Patienten
zusatzlich uber Schmerzen wegen der bestehenden Entzindung und es kann zu
Pusaustritt kommen. In diesem Stadium gehort zu der Behandlungsstrategie die syste-
mische Behandlung, antibakterielle Mundspullésung und ein chirurgisches Debride-
ment, um eine Linderung der Infektion zu erreichen. Das Stadium 3 umfasst die glei-
chen Symptome, wie im vorigen Stadium und weist zusatzlich eines der folgenden Kri-

terien auf: pathologische Fraktur, extraorale Fistel, Mund-Antrum-Verbindung oder Os-



teolyse, die sich bis zum unteren Rand des Unterkiefers oder Sinusbodens ausbreitet.
Therapeutisch sollte auch in diesem Stadium eine antibakterielle Mundspulung, Antibio-
tikagabe und Schmerztherapie erfolgen. Zudem ist ein chirurgisches Debridement an-
gezeigt. Um eine langfristige Linderung der Schmerzen und Infektion zu erreichen, soll-
te eine Resektion des betroffenen Knochenareals in Erwagung gezogen werden [25].
Der Einsatz von Antibiotika in den verschiedenen Stadien der MRONJ zielt auf die Eli-
mination der sekundar auftretenden Infektion des nekrotischen Knochens hin. Infiziert
sich der nekrotische Knochen, erschwert dies die Behandlung und verstarkt die auftre-
tenden Symptome.

Einige Studien haben ergeben, dass sich am nekrotischen Kochen strukturierte Biofilme
bilden, welche fur das Versagen von Antibiotika verantwortlich gemacht werden [27-29].
Das chirurgische Vorgehen umfasst Debridement, marginale und segmentale Resektio-
nen. Oft ist es schwierig, gesunden von kranken Knochen zu unterscheiden, wodurch

sich die Rezidivrate erhoht und eine adaquate Wundheilung erschwert [26].

2.4 Wirkungsprinzip kalten atmospharischen Plasmas

Physikalisches Plasma stellt neben fest, flussig und gasformig den vierten Aggregatzu-
stand dar und wird definiert als ein partiell oder vollstandig ionisiertes Gas. Erstmalig
wurde ionisiertes Gas von Irvine Langmuir (1928) als ,Plasma“ bezeichnet. Plasmen
enthalten Elektronen, geladene sowie ungeladene lonen und Molekule. Des Weiteren
werden Plasmen uber ihre Temperatur, verschiedene Arten emittierter Strahlung (z.B.
UV-Strahlung, sichtbares Licht), des vorherrschenden Drucks und der Fahigkeit zur In-
duktion elektrischer Felder charakterisiert [30]. Eingeteilt werden Plasmen in thermi-
sches bzw. heiles Plasma und nicht-thermisches bzw. kaltes Plasma. Bei weitgehen-
der bis vollstandiger lonisation entsteht thermisches bzw. heildes Plasma. Erfolgt nur ei-
ne partielle lonisierung, entsteht nicht-thermisches bzw. kaltes Plasma. Zur Erzeugung
eines Plasmas konnen entweder Umgebungsluft, kiinstliche Gasgemische (Ar/O2) oder
reine Gase (Ar, He, Ne) benutzt werden [30]. Die Wirkung des Plasmas scheint nicht
nur durch die chemische Zusammensetzung des eingesetzten Gases zu variieren, son-
dern ist auch von der Applikationsdauer, der Applikationsform, dem untersuchten Ge-
webe und dem umgebenden Milieu (Suspension/adharente Zellschicht) abhangig [30].
Es kommt zu einer Interaktion zwischen Materie und den entstehenden aktiven Kompo-

nenten des Plasmas. Vorrangig waren die UV-Strahlung sowie reaktiven Sauerstoff-



und Stickstoffspezies (ROS, NOS) zu nennen. Studien haben die hohe Effektivitat von
CAP in der Inaktivierung von Mikroorganismen gezeigt [31-34]. Resistenzen sind keine
bekannt, jedoch unterscheidet sich die Wirksamkeit zwischen verschiedenen Erregern
[35, 36]. Demensprechend hat sich sogar die Wirksamkeit im Einsatz gegen multiresis-
tente Erreger gezeigt [37, 38].

Das in unseren Versuchen verwendete Plasmagerat kINPen-Med® (neoplas tools,
Greifswald, Deutschland), erzeugt CAP Uber eine indirekte Quelle, einen so genannten
Plasma-Jet und ist fir die Benutzung am Menschen zugelassen. Zwischen zwei Elekt-
roden wird ein Plasma durch zugefugten hochfrequenten Wechselstrom (U = 2-6 kV, f=
1,1 MHz) erzeugt und Uber ein Gas (Argon), welches von extern uber eine Kapillare zu-
gefuhrt wird, weitergeleitet. Der Gasstrom liegt bei 4,3 sl/min und die vorgeleitete Ener-
gie liegt bei 60 J / cm? * min [30].

2.5 Zielstellung

Ziel der Untersuchung war Uberpriifung der Anwendungsmoglichkeiten von CAP im
Mund-, Kiefer-, Gesichtsbereich in der Therapie Biofilm-assoziierter oraler Erkrankun-
gen in vitro.

Hierflr wurden Hartgewebe (Wurzelkanale und porciner Alveolarknochen), sowie al-
loplatisches Material (Implantatoberflachen) ausgewahlt. Dabei sollte die bakterizide

Wirkung auf der Oberflache und in der Tiefe evaluiert werden.

3. Methodik

3.1 Modelle infizierter dentaler und ossarer Strukturen
Knochenproben

Die Gewinnung der zylinderformigen, im Durchmesser 4 mm langen, xenogenen, kor-
tiko-spongidosen Kochenproben (D2 Qualitat, nach Mosch et al. [39]) erfolgte mittels ei-
nes Trepanbohrers (Trepanbohrer @ 4,0 mm, USTOMED Instrumente, Tuttlingen,
Deutschland) aus sieben Unterkieferhalften von vier industriell geschlachteten, sieben
Monate alten Schweinen unter standiger Kihlung mit 0,9% NaCl-Lésung. Anschliel3end
wurden alle Proben fur 18 Stunden in 100 ml 30% H20; tberfuhrt um das Knochenmark
zu entfernen. Danach wurden die Proben gespdlt (50 ml, 0,9% NaCl, 120 s), in 3 mm

lange Sticke gesagt und letztlich alle 72 Knochenproben bei 121°C autoklaviert. Die



Proben wurden dann in 30 ml S. mitis Kulturen uber 24 Stunden bei 37 °C unter anae-
roben Bedingungen inkubiert um einen Biofilm entstehen zu lassen. Fir den Versuchs-
aufbau wurden Schablonen aus Kunststoffblocken (Technovit 4071, Heraeus Kulzer,
Wehrheim, Deutschland) mit den Malden 1,5 x 5 x 8 cm angefertigt.

Implantate

Insgesamt zweiunddreildig, zweiteilige Titanimplantate mit einer sandgestrahlten, Saure-
behandelten, hydrophilen Oberflache und einem 0,5 mm maschinellen Gewinde (Tiny
Implantat, 2,5 x 13 mm, BTI Biotechnology Institute, Min&o, Spain, REF: IRT2513) wur-
den in je 1 ml S. mitis Kultur bei 37 °C uUber 84 Stunden unter anaeroben Bedingungen
inkubiert. Jedes Implantat wurde anschlieRend mit einem Einsetzpfosten versehen und
anschliefend an ein Handstlck befestigt (Sirona Implant, Sirona, Wals bei Salzburg,
Osterreich), welches wiederum an einem justierbaren Arbeitstisch befestigt ist. Mit die-
sem Tisch lassen sich die Implantate kontrolliert rotieren und Vorwartsbewegen.

Wurzelkanale

Insgesamt 32 Unterkiefer-Pramolaren mit geradem Wurzelverlauf und runder Wurzel-
form, ohne Risse, Karies oder Obliterationen, mit einem minimalen Kanaldurchmesser
von 0,3 mm wurden ausgewahlt. Zu Beginn wurden die Proben apikal 3 mm gekurzt
und dekoroniert, wodurch 8 mm lange Wurzelkanale entstanden. Der minimale apikale
Wurzeldurchmesser sollte 1 mm nicht unterschreiten. Um einen standardisierten Abtrag
zu gewahrleisten, wurden die Kanale mittels Gates-Glidden Bohrer Nr. | (0,5 mm) auf-
bereitet. Anschlielfend wurden die Proben in durchsichtigen Acryl-Kunststoff eingebet-
tet, um eine geschlossene Wurzeloberflache zu simulieren. Letztlich erfolgte die Ver-

sieglung der apikalen und koronalen Oberflache der Proben mittels eines Adhasives.

3.2 Bakterielle Besiedelung

Ossare Strukturen & Implantate

Fir die Versuche am Knochen und an den Implantaten wurde zu Beginn die Kultivie-
rung von Streptococcus mitis (DSM 12643) auf Columbia Agarplatten (Sifin, Berlin,
Deutschland) Uber 24 Stunden bei 37°C unter anaeroben Bedingungen durchgefuhrt.
AnschlieRend erfolgte die Ubertragung von S. mitis in ein flissiges Medium, einer Herz-
Hirn-Boullion (BHI) (Sifin, Berlin, Deutschland). Die BHI wurde mit 5g/I Hefeextrakt
(Yeast Extract Sevrabacter, Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) und 1g/l L-
Cystein (Sigma Aldrich, St. Louis. MO, USA) vor dem Autoklavieren und 100mg/I L-
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Hemin sowie 100mg/I Vitamin K danach supplementiert. Die Ubertragung von S. mitis in
die BHI erfolgte schritt weise bis photometrisch (Novaspec Il Visible Spectrophotometer,
GE Healthcare, Solingen, Deutschland) eine optische Dichte von 1.0 bei 600 nm er-
reicht war. Die flussige Kultur wurde dann in anaeroben Behaltern, welche mit Gasbil-
denden Systemen (Oxoid, AnaeroGen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
ausgestattet und bei 37°C gelagert. Die Kontrolle der anaeroben Bedingungen erfolgte
mittels Sauerstoff-Indikatorstreifen (Oxoid Anaerobic Indicator, Thermo Fischer Scienti-
fic, Waltham, MA, USA).

Dentale Strukturen

Zu Beginn wurden Enterococcus faecalis (ATCC 29212, DMSZ, Braunschweig,
Deutschland) Kulturen auf Columbia Agarplatten Uber 24 Stunden und bei 37°C unter
sterilen, anaeroben Bedingungen kultiviert. Zur Herstellung einer flissigen Kultur erfolg-
te die Ubertragung von E. faeclis in eine sterile BHI bis eine optische Dichte von 0,5 bei
600 nm photometrisch gemessen wurde. Die darauffolgende Lagerung erfolgte in anae-
roben Behaltern bei 37°C.

3.3 Behandlung mit kaltem atmospharischen Plasma

Knochenproben

Drei Gruppen je acht Proben:
l. C (Kontrollgruppe): Spulen der Probe mittels 0,9 % NaCl (5 ml) fur 60 s
Il. CHX: Spulen der Probe mittels 0,2% Chlorhexidin (CHX; Chlorhexamed For-
te, GlaxoSmithKline, Buhl, Deutschland) (5 ml) fur 60 s
II. CAP: Behandlung der Probe mittels Plasmajet (KINPen Med, Neoplas Tools,
Greifswald, Deutschland) mit 4,3 bar/Argon Flussrate 4,3 sIm fur 60 s
Implantate
Vier Gruppen je acht Proben:
l. C (Kontrollgruppe): Spulen der Probe mittels 0,9 % NaCl (5 ml) fur 60s,
Il. Dioden-Laser (DL): Behandlung der Probe mittels GaAlAs Dioden-Laser (1 =
980 nm) (Lina-10D, Intros Medical Laser, Heilbad Heiligenstadt, Deutschland)
II. CAPG0: Behandlung der Probe mittels Plasma fur 60 s
IV.  CAP120: Behandlung der Probe mittels Plasma fir 120 s
Wahrend der Applikation von Laser und Plasma wurden die Proben kontinuierlich mit

1% NaCl (5ml) gespult um eine Austrocknung der Implantatoberflachen zu vermeiden.
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Wurzelkanale

Initial wurden die Wurzelkanale aller Proben mit jeweils 5 ml 0,9 % NaCl gespuilt.
Vier Gruppen je acht Proben:
l. C (Kontrollgruppe): keine weitere Behandlung
Il. CHX: Spulen der Probe mit 2% CHX (5 ml), 30 s Ultraschallaktivierung
[I. CAP: Behandlung der Probe mittels Plasmajet fur 60 s
V. CAP + CHX: Spulen der Probe mit 2% CHX (5 ml), 30s Ultraschallaktivierung,

anschlieend Behandlung der Probe mittels Plasmajet fur 60 s

3.4 Probengewinnung in unterschiedlichen Tiefen
Knochenproben

Nach Beendigung der Probenbehandlung in den verschiedenen Gruppen erfolgte die
Entfernung der in den Slots vertikal gestapelten Proben (drei Proben je Slot), welche die
verschiedenen Tiefen darstellen (I 0-3000 pm, Il 3000-6000 pm, III 6000-9000 pm).
Jede Probe wurde anschlieRend mit einer definierten Kraft von 20 N viermal zerkleinert
und die gewonnenen Knochenpartikel in je einen 1 ml BHI Uberfuhrt und dann fur 60s
gevortext um die Bakterien aus den Knochenpartikeln in die flissige Suspension zu

uberfihren.

Implantate
Zur Gewinnung des Biofilms fanden folgende Methoden Einsatz: direkte

Ultraschallbehandlung (VDW Ultra, VDW, Munchen, Deutschland), Bursten der
Implantatoberflache (Orcellex Brush Rovers Medical Devices KV Oss, Niederlande) und

indirekte Ultraschallbehandlung (Bactosonic, Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland).

Wurzelkanale

Nach Behandlung der Proben erfolgte die schritt weise Gewinnung von Dentin in
verschieden tiefen wie folgt:
1. Zirkularer Abtrag von 300 pm Dentin mit einem Peeso reamer Nr. lll (¢ 1,1 mm)
2. Zirkularer Abtrag bis 500 um Dentin mit einem Peeso reamer Nr. V (@ 1,5 mm)

3. Zirkularer Abtrag bis 800 um Dentin mit einem Rosenbohrer (¢ 2,1 mm)
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3.5 Bildgebende Verfahren
Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM)

Proben aller Versuche wurden unter dem Raster-Elektronen-Mikroskop (REM)

(CamScan Maxim 2040S, CamScan Electron Optics, Cambrigeshire, UK) dargestellt.
Alle Aufnahmen wurden mit einer Beschleunigungsspannung von 15 kV und einer bis
zu 3000-fachen Vergroflerung aufgenommen. Zudem wurden alle Proben vor den
Aufnahmen mit Goldpartikel bestaubt. Zur Beurteilung der adharenten Bakterien auf
Knochenoberflachen wurden zwei porcine Knochenproben untersucht. Eine Probe vor
bzw. nach Inkubation in der S. mitis Bouillon wie oben beschrieben. Zur Visualisierung
adharenter Bakterien auf Implantatoberflachen wurden je ein steriles und ein inkubiertes
Implantat (4,25 x 15 mm, BTI Biotechnology Institute, Mindo, Spanien, REF: 11IPU4215)
dargestellt. Letztlich wurde zur Darstellung der Penetrationstiefe von Bakterien in

Dentintubuli zwei Zahne der Langsachse nach halbiert und unter dem REM betrachtet.

Konfokale Laser Raster Mikroskopie (CLSM)

Zur exemplarischen Darstellung bakterieller Besiedlung der Implantatoberflache nach

Inkubation in einer S. mitis Bouillon wurde ein duales Fluoreszenz- und Konfokales
Laser-Raster-Mikroskop (LSM 700, Jena, Deutschland) (CLSM) eingesetzt. Eine flache
3,5 x 1 mm grol3e Probe, welche von einem Implantat gewonnen wurde, diente als
Untersuchungsobjekt. Nach Fixierung der Probe auf einen Objekttrager, erfolgte die
Inkubation wie oben beschrieben. Vor der Darstellung unter dem Mikroskop wurde die
inkubierte Probe mit 50 ul eines Flourescein-Ethidium Bromid Farbstoffes betraufelt. Die

Darstellung erfolgte unter 50-facher Vergroferung.

Fluoreszenzmikroskopie

Das Fluoreszenzmikroskop wurde zur Darstellung von vier Implantaten, welche
entsprechend der Versuchsgruppen (1-4) inkubiert und behandelt wurden, angewandt.
Ein funftes steriles Implantat diente als Kontrolle. Nach Fixierung der Implantate auch
Objekttragern, wurde jedes Implantat mit eine live/dead Farbstoff (Flourescein-Ethidium
Bromid) behandelt. Die Darstellung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte nach

funfminutiger Wartezeit mit 40-facher Vergroferung.
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3.6 Quantitative Auswertung

CFU count

AnschlieRend wurde fur jede Probe eine Verdlinnungsreihe angelegt und je 100 pl jeder
Verdunnung auf eine Agarplatte ausgestrichen. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37 °C
unter anaeroben Bedingungen erfolgte ein CFU-count der Agarplatten um eine
quantitative Aussage zur Bakterienzahl treffen zu konnen. Die Identifikation von S. mitits
und E. faecalis wurde durch eine Gram-Farbung und ein biochemisches
Identifikationssystem (APl Rapid ID32 Strep, bio Mérieux, Nurtingen, Deutschland)
bestatigt.

Statistik

Die Medianwerte der Kolonie bildenden Einheiten (CFU/mI) wurden bestimmt und
anschliellend logarithmiert. Statistische Analysen wurden mittels Kruskal-Wallis und
Mann-Whitney U Test (IBM SPSS ® 21,0, IBM Armonk, IL, USA) durchgefuhrt, um

Signifikanzen zu bestimmen. Werte mit p < 0,05 wurden als signifikant angesehen.

4. Ergebnisse

4.1 Oberflachendekontaminationswirkung

Der mediane CFU/ml Wert fur CAP weist in der oberflachlichen Knochenschicht (0 —
3000 um) (l) niedrigere Werte im Vergleich zur CHX- bzw. Kontrollgruppe (C) auf.
Jedoch weisen die Werte keine signifikanten Unterschiede auf (CAP vs. CHX: p =
0,494, CAP vs. C: p = 0,461). Auch zwischen Werten der CHX- und Kontrollgruppe
besteht keine Signifikanz (CHX vs. C: p = 0,958). Im Implantatversuch zeigen sich
signifikante Unterschiede der CFU/mI-Werte, in den mittels CAP behandelten Proben
(CAP60 vs. C: p = 0,012, CAP120 vs. C: p = 0,024). Die unterschiedlichen
Behandlungszeiten zeigen keine signifikanten Unterschiede in der Keimreduktion
(CAP60 vs. CAP120: p = 0,958). Die Werte der Lasergruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe sind nicht signifikant unterschiedlich (DL vs. C: p = 0,674). Die
Ergebnisse des Wurzelkanalversuchs zeigten in der oberflachlichen Schicht (0-300 pm)
eine signifikant hohere Effektivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,01). Die Werte
der Kombinationsgruppe (CAP+CHX) sind in der oberflachlichen Schicht signifikant
effektiver als die, der CAP bzw. CHX Gruppe (p < 0,01). In allen anderen Gruppen

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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4.2 Tiefenwirkung in dentalen und ossaren Strukturen

Die mediale log CFU/mlI CAP-Werte nach Eradikation in der mittleren Knochenschicht
(3000-6000 pm) (Il) zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zu den Werten der
anderen Gruppen (CAP vs. CHX: p = 0,007, CAP vs. C: p = 0,035). Hingegen sind die
Werte zwischen CHX und C nicht signifikant (CHX vs. C: p = 0,833). Wie in den
anderen Schichten sind die medianen CFU-Werte der CAP-Gruppe auch in der tiefen
Schicht (6000-9000 ym) am niedrigsten. Hier zeigten die Ergebnisse, dass die
medianen log CFU/mI-Werte von CAP im Vergleich zur CHX-Gruppe (CAP vs. CHX: p
= 0,027) signifikant sind. In der mittleren Dentinschicht (300 — 500 ym) ergab sich, dass
CAP+CHX und CHX eine ahnlich hohe Effektivitat aufweisen (p < 0,01). Letztlich sind
die Werte in der tiefen Schicht (500 — 800 pm), ahnlich in ihrer Signifikanz zur
oberflachlichen Schicht. Die Werte aller Versuchsgruppen weisen signifikante

Unterschiede zu den Werten der jeweiligen Kontrollgruppen auf (p < 0,01).
5. Diskussion

5.1 Bewertung der Oberflachendekontamination

Die Ergebnisse des Knochen- und Implantatversuchs in der oberflachlichen Schicht
haben gezeigt, dass die medianen CFU/ml-Werte im Vergleich zu den anderen
Testgruppen am niedrigsten waren. Im Dentin Ubertraf die Kombination von CAP+CHX
die anderen Gruppen (CAP, CHX, C). Besonders die Werte im Dentin (CAP+CHX) und
an der Implantatoberflache (CAP) zeigten signifikante Unterschiede zu den Werten der
jeweiligen Vergleichsgruppen. Vergleicht man die mittlere Dentinschicht von Proben, die
mittels CAP alleine und in Kombination mit CHX behandelt wurden mit der
oberflachlichen Schicht, so ergeben sich bis 43-mal hohere CFU-Werte. Auch im
Knochen weisen die Werte der oberflachlichen Schicht (0-3000 pm) aller Gruppen
(CAP, CHX, C) vergleichsweise niedriger CFU-Werte auf als in den tieferen Schichten.
Die ahnlichen Werte zwischen CHX und 1% NaCl sind eher auf eine Spulwirkung der
Losungen zurtck zu fuhren, als auf eine antibakterielle Wirkung von CHX. Ein anderer
Grund konnte die verminderte Wirkung von CHX auf Bakterien in strukturierten
Bioflmen sein. Eine in vitro Studie zeigt die verminderte Effektivitat von CHX auf
verschiedene in Biofilmen eingebettete Bakterien [40]. Im Implantatversuch Ubertraf
CAP die Dioden-Laser Gruppe in der antibakteriellen Wirkung im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant. So zeigen auch die Aufnahmen des Fluoreszenzmikroskops
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auf dem Kontrollimplantat Gberwiegend grine Bereiche, was fur eine dichte Besiedlung
lebender Bakterien auf dem Implantat hinweist. Im Gegensatz dazu weisen die
behandelten Implantate jedoch eher Bereiche roter Fluoreszenz auf, wobei die mit CAP
behandelten Implantate das mit Laser behandelte Implantat Ubertreffen.
Zusammenfassend zeigte sich in allen Versuchen eine gute antibakterielle Wirkung in
der oberflachlichen Schicht nach Behandlung mittels CAP.

5.2 Probleme in der Tiefenwirkung

Anders als in der oberflachlichen Dentinschicht, ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede in den tieferen (300-800 pym) Schichten, bei Vergleich der Gruppen von
CAP+CHX, CAP und CHX. Jedoch ergaben die Werte aller Gruppen in der tiefen
Schicht signifikanten Unterschiede in ihren Werten, verglichen mit den Werten der
Kontrollgruppe. Auch die medianen log CFU/mI-Werte aller Versuchsgruppen zeigen
insgesamt hohere Werte an, als in der oberflachlichen Schicht. Grinde fur die
niedrigeren Reduktionsfaktoren von CAP alleine und in Kombination mit CHX in den
tieferen Dentinschichten konnen interindividuelle anatomische Unterschiede der Proben
und eine in der tiefe starker vorangeschrittene Sklerosierung der Dentintubuli sein [41-
43]. Im Gegensatz zu den Dentinproben ergab CAP signifikant niedrigere Werte in
tieferen Schichten der Knochenproben, vor allem in der mittleren Schicht (3000-6000
pgm). So sind auch hier die medianen log CFU/mI-Werte aller Versuchsgruppen in den
tieferen Schichten hoher als in der oberflachlichen Schicht. Im Vergleich zu CHX waren
die Werte signifikant effektiver in ihrer Tiefenwirkung. Die komplexe dreidimensionale
Struktur des Knochens mit seiner porésen Anatomie, konnte die Penetration von
Flussigkeiten erschweren und folglich die antibakterielle Wirkung von CHX in der Tiefe
reduzieren. Ein weiter Grund ist, wie in der oberflachlichen Schicht, die Biofilmbildung
[40].

5.3 Limitationen der Modelle

Die Mundhohle mit ihrer einzigartigen und stark variablen Mundflora, anatomischen
Strukturen, dem komplexen Zusammenspiel von verschiedenen Flussigkeiten (Blut,
Speichel, Pus) sowie der immunologischen Antwort des Organismus erschweren die
Schaffung von annadhernd identischen Bedingungen in experimentellen in vitro

Versuchen. Damit weitere Erkenntnisse zur antibakteriellen Wirkung von CAP
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gewonnen werden konnen, sind in vivo Versuche unumganglich. Um jedoch eine
moglichst weitgehende Annaherung an die realen Gegebenheiten der Mundhdhle zu
erzielen wurde zum Beispiel im Knochenversuch darauf geachtet, ausschliellich
kortiko-spongidose Kochenproben (D2 Qualitat, nach Misch et al. [39]) zu verwenden, da
in der Mandibula primar D1 bzw. D2 Knochen vorkommt.

Naturlich sind die jeweils ausgewahlten Modelkeime nicht reprasentativ fur die
komplexen Biofilme, welche ein weites und sehr variables Keimspektrum beherbergen.
Jedoch hat sich in Studien gezeigt, dass CAP unabhangig von mikrobiellen Resistenzen
wirkt [30, 44]. Ein weiterer Punkt ist die Erreichbarkeit der zu behandelnden Flachen. Im
Implantatversuch  zeigten sich  keine Unterschiede in den verschiedenen
Behandlungszeiten mittels CAP in Bezug auch Effektivitat. In vivo gilt es zu verifizieren
ob die vom Hersteller Angegeben Parameter zu zufriedenstellenden Ergebnissen
fuhren, oder ob durch die schlechte Erreichbarkeit eine langere Behandlungsdauer
gewahlt werden muss. Auch die im Wurzelkanalversuch verwendeten Proben sind nicht
reprasentativ fur die mannigfaltigen Variationen verschiedener Wurzelformen,

Kanalquerschnitte und -konfigurationen.

5.4 Zukunftige klinische Relevanz

Anhand der gewonnenen Daten, mit Limitation der Versuchsmodelle, scheint die
Applikation von CAP ein vielversprechender Ansatz zu Dekontamination von
Oberflachen in der Mundhohle zu bieten. Vor allem unterstutzend zu den etablierten
Therapieformen kann der Einsatz von CAP in naher Zukunft die Prognose, in Bezug auf
Keimreduktion, verbessern. Zum Beispiel in der Behandlung der MRONJ. Dort kdnnte
CAP intraoperativ nach erfolgter Nekrektomie adjuvant eingesetzt werden, um vor
Wundverschluss die oberflachlichen Knochenschichten zu Dekontaminieren. In der
Endodontie konnte CAP vor allem in Kombination von CHX Einsatz finden. Letztlich
mussten um einen Einsatz von CAP in der Periimplantitis-Behandlung zu etablieren in
vivo Versuche folgen, um die Wirkung auf klinisch relevante Parameter wie z.B. Blutung
auf Sondieren (BOP) oder Taschentiefen zu uberprifen. Nicht nur die bakterizide
Wirkung ist richtungsweisend fur die Etablierung von CAP in klinischen Alltag, sondern
auch der positive Effekt auf Wundheilung, Neoangiogenese und Fibrobalstenaktivierung
[30, 45, 46].
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