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Abstract

Abstract

Background: Despite strong efforts to combat infections, conventional treatments are
sometimes insufficient due to the rising problem of microbial resistance. In case of
medication-related osteonecrosis of the jaw microbial contamination and biofilm
formation are part of the pathological mechanism. As cold atmospheric plasma (CAP)
has antimicrobial effects even against multiresistant germs and promotes wound healing
mechanisms, it appears to be a promising addition to traditional therapies in order to face
the impediments mentioned above. Thus, the purpose of the present study was to
investigate the antibacterial efficacy of CAP against bacterial biofilms in porcine and
humane bone.

Methods: First out of each, 120 porcine and 120 human cancellous bone cylinders,
groups of three samples were randomly formed and arranged to vertical triplets.
Secondly, the specimens were embedded into resin blocks, and incubated with S. mitis
biofilms. Subsequently, the upside of the superficial sample was exposed to either CAP
emitted by a plasma jet (CAPI) or a dielectric barrier discharge device (CAPII),
photodynamic laser therapy (PDT), chlorhexidine mouthwash (CHX) or saline solution as
negative control (C). After planctonizing the bacteria the numbers of colony-forming units
(CFU) were counted. Statistical analysis was performed using Mann-Whitney-U-test.
Results: After treatment with CAPI the median logCFU/ml in the superficial (O — 3000 ym)
and the deepest specimens (6000 — 9000 um) of porcine and human bone samples were
significantly lower than in the control group (CAPI vs C; layer I: pporcine = 0.001;
pruman = 0.007; layer 1ll:  pporcine= 0.002;  prhuman= 0.038 [Mann-Whitney-U-test]).
Furthermore, the CFU-counts were significantly lower after using CAPI compared to
CAPIl and PDT in layer | (CAPI vs CAPII; layer I|: pporcine= 0.001; vs PDT; layer I:
Pporcine = 0.001; Phuman = 0.002). In layer Il of the porcine bone (3000 — 6000 um) CAPI
resulted in significantly lower numbers of S. mitis compared to CAPII (CAPI vs CAPII;
layer II: pporcine = 0.002;). The utilization of CAPII resulted in no significant reduction of the
median logCFU/ml in the porcine or the human bone in any layer compared to PDT, CHX
or C (p > 0.05).

Conclusion: CAP appears to be promising in order to contribute to the antibacterial
therapy of infected bone, even though the antimicrobial efficacy seems to vary between
different plasma sources. The clinical impact of the obtained results needs to be assessed
in further studies.



Abstract

Hintergrund: Bei der Behandlung mikrobieller Infektionen durch lokale Antiseptika und
systemische antimikrobielle Therapeutika stellen insbesondere multiresistente Keime ein
zunehmendes Problem dar. Fur die Pathogenese medikamentenassoziierter
Osteonekrosen des Kiefers spielen pathogene Mikroorganismen bzw. mikrobielle
Biofilme eine wesentliche Rolle. Kaltes atmospharisches Plasma (CAP) bietet in diesem
Zusammenhang einen vielversprechenden Ansatz, da es auch gegen entsprechende
Pathogene wirksam ist und zudem das Potenzial hat, Regenerationsmechanismen im
behandelten Gewebe zu stimulieren. Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war es,
die antibakterielle Wirksamkeit zwei verschiedener Plasmaquellen, einem Plasma-Jet
und einer DBD-Quelle, in mit bakteriellen Biofilmen kontaminiertem spongidsem
porcinem und humanem Knochen zu untersuchen.

Methodik: Jeweils 120 porcine und humane spongidose Knochenzylinder wurden mit S.
mitis-Biofilmen beschickt. Hierbei wurden je drei randomisiert selektierte Knochenproben
in einem Technovitblock vertikal Ubereinander positioniert, sodass nur die Oberflachen
der obersten Proben exponiert blieben. Die Proben wurden daraufhin mit einem Plasma-
Jet (CAPI), Dielectric-Barrier-Discharge-Plasma (CAPIl), Chlorhexidin (CHX),
photodynamischer Lasertherapie (PDT) oder Natriumchloridldsung als Negativkontrolle
(C) behandelt. Anschliel3end erfolgte die Planktonisation der Bakterien und die Ermittlung
der Zahl koloniebildender Einheiten (CFU). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test.

Ergebnisse: Nach der Anwendung von CAPI zeigte sich eine signifikante Reduktion der
medianen logCFU/ml in der ersten Schicht | (0— 3000 um) bei den porcinen und
humanen Proben im Vergleich zur Negativkontrolle (CAPI vs C; Schicht I: pporcin= 0,001;
Pruman = 0,007 [Mann-Whitney-U-Test]). AuRerdem bewirkte CAPI in der ersten Schicht
signifikant reduzierte CFU-Zahlen sowohl im Vergleich zu DBD-Plasma als auch PDT
(CAPIlvs CAPII; Schicht I: pporcin = 0,001; vs PDT; Schicht I: pporcin = 0,001; pruman = 0,002).
In Schicht Il des porcinen Knochens resultierte die Applikation von CAPI gegenuber
CAPII in signifikant kleineren CFU-Zahlen von S. mitis (CAPI vs CAPII; Schicht II:
Prorcin = 0,002;). Im porcinen und humanen Knochen in Schicht Il (6000 - 9000 ym) war
zudem eine signifikante Reduktion der CFU-Zahlen durch CAPI verglichen mit der
Negativkontrolle nachweisbar (CAPI vs C; Schicht lll:  pporcin= 0,002; phuman= 0,038).
CAPII bewirkte in keiner Schichttiefe eine signifikante Reduktion der CFU-Zahlen in
Relation zu PDT, CHX oder C (p > 0,05).



Abstract

Zusammenfassung: Eine adjuvante Applikation von CAP zur Behandlung von infiziertem
Knochen erscheint zunachst vielversprechend. Allerdings deuten die Ergebnisse der
vorliegenden Studie an, dass die antibakterielle Wirksamkeit von der Art der untersuchten
Plasmaquelle abhangig ist, sodass sich hieraus Ansatze fur weiterfuhrende
Untersuchungen ergeben.



Einleitung

Einleitung

Bei mikrobiellen Infektionen des Knochens finden sowohl systemisch und lokal applizierte
antimikrobielle Wirkstoffe sowie lokale Antiseptika Anwendung. Probleme ergeben sich
jedoch aus der Entwicklung von Resistenzen gegenlber den genannten Agenzien.
Hieraus wiederum ergibt sich ein Bedarf nach alternativen Therapien, insbesondere
solchen, die in ihrer Wirksamkeit nicht durch die klassischen Mechanismen der
mikrobiellen Resistenz beeintrachtigt werden (1-3). Einen vielversprechenden Ansatz
bietet die Anwendung von kaltem atmosphérischem Plasma (CAP). Es kann artifiziell
erzeugt werden und zeigt eine antimikrobielle Wirkung, die multiresistente Keime
einschlief3t (4, 5).

Die Pathomechanismen medikamentenassoziierter, vor allem bisphosphonatassoziierter
Osteonekrosen des Kiefers (bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw, BRONJ
und medication-related ostenecrosis of the jaw, MRONJ) oder infektidser
Osteomyelitiden sind zuletzt mit mikrobiellen Biofilmen und insbesondere pathogenen
Bakterien in Verbindung gebracht worden (6, 7). So spielt z. B. die bakterielle
Kolonisation mit Actinomyces spp. und deren Akkumulation auf der zur Mundhdhle
exponierten Knochenoberflache eine pathophysiologische Rolle bei der multifaktoriell
bedingten MRONJ (6, 8-11). Hierbei stellen eine unzureichende Mundhygiene sowie
invasive dentalchirurgische Eingriffe Risikofaktoren fur die mikrobielle Kontamination des
Knochens dar (12-14). Allerdings treten Kieferosteonekrosen auch unabhangig von den
hier aufgefuihrten Risikofaktoren auf (15).

Eine zuvor durchgefuhrte In-vitro-Studie zur Untersuchung der adjuvanten Nutzung von
CAP auf infiziertem kortiko-spongiosem mandibularen porcinen Knochen lieferte den
Ansatz, die Wirksamkeit von CAP auf spongiosen porcinen und humanen Knochen
weiterfihrend zu untersuchen (16).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung der antibakteriellen
Wirksamkeit verschiedener Plasmaquellen in mit S. mitis-Biofilmen infiziertem porcinen
und humanen Knochen in-vitro. Es wurde vermutet, dass durch die Applikation von
Plasma die bakterielle Belastung und hiermit die Zahl der koloniebildenden Einheiten
(colony-forming units, CFU) im Vergleich zu Chlorhexidin (CHX), der photodynamischen
Lasertherapie (PDT) und einer Negativkontrollbehandlung signifikant reduziert wird.
Zudem sollte untersucht werden, inwiefern sich die angenommenen Effekte in

unterschiedlichen Tiefen von spongiosem Knochen zeigen.
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1 Anwendungsmoglichkeiten und Funktionsmechanismen von

Plasma

Physikalisches Plasma ist neben fest, flissig und gasformig als vierter Aggregatzustand
klassifiziert und ein partiell oder vollstandig ionisiertes Gas. Plasma ist daher in seiner
Zusammensetzung ein variabler Komplex aus Elektronen sowie neutralen und ionisierten
Atomen und Molekulen. Begleitend findet man elektromagnetische Felder, sichtbares
Licht, UV- und Warmestrahlung. Zudem werden durch Plasma reaktive Sauerstoff- (ROS)
und Stickstoffspezies (RNS) induziert. Plasmen werden entsprechend ihrer
physikalischen Eigenschaften, d. h. nach ihrer Temperatur, der Art der emittierten
Strahlung und den Eigenschaften der induzierten elektrischen Felder klassifiziert (17). In
der Natur kommt Plasma in der Sonne oder in Form von Blitzen vor. Neben vielfaltigen
technischen Anwendungsmoglichkeiten kunstlich erzeugter Plasmen hat sich
zusammenfassend fur die medizinische Nutzung der Begriff der Plasmamedizin
herausgebildet. Thermisches bzw. hei3es Plasma, das als Gas nahezu oder vollstandig
ionisiert ist, weist Temperaturen ab 40 bis hin zu mehreren Tausend Grad Celsius auf.
Die Nutzung von hei3en Plasmen in der Medizintechnik ist bereits seit mehreren Jahren
etabliert. Sie werden beispielsweise bei der Sterilisation von Instrumenten, der
Oberflachenbearbeitung von Biomaterialien oder beim Léten und Schweil3en verwendet
(18). Zusatzlich finden sie zur Koagulation, Ablation und Kauterisation Anwendung (19).
Kaltes Plasma ist hingegen nur geringfugig, d. h. bis zu einem Maximum von 0,1 %,

ionisiert. Dementsprechend liegt die Temperatur dieser Plasmen unterhalb von 40 °C.

Diese Eigenschaft ermoglicht daher innerhalb gewisser Dosisgrenzen eine sichere
Anwendung auf menschlichem Gewebe (20). Als Tragergase dienen z. B. Argon (Ar),
Helium (He) oder Umgebungsluft. Generell hangt die physikalische und biologische
Wirkung eines Plasmas von der Zusammensetzung des zugefuhrten Gases bzw.
Gasgemisches, der Applikationsdauer und den chemischen Reaktionen auf der
bestrahlten Oberflache ab. Plasmaquellen lassen sich aus technischer Sicht bzw. in
Abhangigkeit vom Modus der Erzeugung von Plasma in zwei Gruppen unterteilen: die
indirekten und die direkten Plasmaquellen (21).
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1.1 Plasma-Jet

Der kINPen MED (neoplas tools GmbH, Greifswald, Deutschland) ist den indirekten
Plasmaquellen zuzuordnen und funktioniert als sogenannter Plasma-Jet. Er ist fur die
klinische Anwendung sowohl in der Tiermedizin als auch in der Humanmedizin
zugelassen. Aus einer Druckgasflasche wird das Tragergas Argon in die Steuereinheit
und weiter bis hin zum Handstick eingespeist, wo das Plasma mit Hilfe einer
stabformigen Hochfrequenzelektrode im Gasstrom generiert wird. Durch einen
standardisierten Gasdurchfluss wird es kontinuierlich durch eine Kapillare an der Spitze
des Handstlckes als sogenanntes Effluent ausgeleitet. Nach Austritt vermischt es sich
mit der Umgebungsluft. Der Gasfluss wird hierbei primar Gber ein Druckventil an der
Gasflasche und sekundar Uber eine zusatzliche Feinregelung an der Steuereinheit des
kINPen MED eingestellt (Abbildung 1). Die Menge an durchstrbmendem Gas
unterscheidet sich bei verschiedenen Plasmageraten. Im Falle des kINPen wird der
Gasfluss auf 5 sim (Standard-Liter pro Minute) eingestellt. Um die Voraussetzungen zur
Erzeugung eines atmospharischen Kaltplasmas mit einer Energie von unter 60 J/cm? -
min erflllen zu konnen, wird das Tragergas mit einem hochfrequenten Wechselstrom
(U=2-6kV, f=1,1 MHz) ionisiert. Somit wird kontinuierlich CAP emittiert, von dem ein
blauer Lichtkegel sichtbar ist (Abbildung 2). Der kINPen MED ist aufgrund seiner
Konstruktion auch fur kompromittiert zugangliche Bereiche geeignet, wie sie in der
Zahnmedizin haufig vorkommen. Beispielsweise wurde er in In-vitro/Ex-vivo-Studien zur
Behandlung von Wurzelkanalen, infiziertem Wurzeldentin und Wurzelkaries verwendet
(22, 23). Bei der Anwendung des kINPen wird eine Applikationszeit von 30 - 60 s/cm?
empfohlen. Wundgebiete, deren GroRe die Applikationsflache von 1 cm? des vom kINPen
MED erzeugtem Plasma uberschreiten, konnen durch ein schrittweises Abrastern
behandelt werden. Indirekte Quellen unterscheiden sich von direkten Quellen insofern,
als dass das Plasma unabhangig vom Zielmedium generiert werden kann. Sie bendtigen
daher keinen Gegenpol, der als Gegenelektrode fungiert.

10
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Abbildung 1: kINPen MED (neoplas tools, Greifswald, Deutschland)
1: Druckventil an der Argonflasche zur Grobregulation des Gasstroms 2: Handstlick zur Applikation 3:
Steuereinheit mit Feinregulation des Argon-Gasflusses

11
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Abbildung 2: Beispielhafte Behandlung einer humanen Knochenprobe mit dem kINPen MED

Zu sehen ist das Effluent und eine Adaptation des blauen Lichtkegels an die irregulare Knochenoberflache.

1.2 DBD-Plasma

Das PlasmaDerm-Gerat 20MM (CINOGY GmbH, Duderstadt, Deutschland) basiert auf
dem Prinzip des ,dielectric barrier discharge“ (DBD; dielektrisch behinderte Entladungen
[DBE]) und ist den direkten Plasmaquellen zuzuordnen. Grundséatzlich werden hierbei fur
die Erzeugung von CAP zwei durch ein isolierendes Dielektrikum getrennte Elektroden
bendtigt. Bei DBD-Quellen beinhaltet das Endstick der Plasmaquelle eine
Hochspannungselektrode, welche mit einem isolierenden Dielektrikum Uberzogen ist. Die
zu behandelnde Oberflache (z. B. Haut) fungiert dann als Gegenelektrode. Ein
Abstandshalter am Ende des Handstickes gewahrleistet einen ausreichend
dimensionierten Raum zwischen den beiden Elektroden, in dem sich Umgebungsluft
befindet. Durch die Aktivierung der Hochspannungselektrode wird die Umgebungsluft
ionisiert. Die Kontrolleinheit des PlasmaDerm (Abbildung 3) ermdglicht eine Steuerung
der Dosis durch eine Anpassung der Applikationszeit. Es wird eine Anwendungszeit von
90 Sekunden pro von der Elektrode abgedeckter Oberflache empfohlen. Das in der

12
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vorliegenden Studie verwendete Handstlck eignet sich fir die Applikation auf ebenen

Flachen.

Abbildung 3: PlasmaDerm 20MM (CINOGY GmbH, Duderstadt, Deutschland)
1: Kontrolleinheit mit Display 2: Handstiick mit aufgesetztem Abstandshalter

1.3 Einfuhrung in die Plasmamedizin

Kaltes atmospharisches Plasma stellt eine innovative und vielversprechende
Therapiemoglichkeit zur Behandlung mikrobieller Infektionen und zur Unterstutzung von
Regenerationsmechanismen dar. Die Zusammensetzung von Plasmen und die
biologische Wirkung ihrer Bestandteile auf Mikroorganismen einerseits und auf Gewebe
und dessen Zellen andererseits hangt von der Art der Plasmaquelle und der applizierten
Dosis ab. Die synergistische Kombination der durch CAP induzierten Wirkkomponenten
besitzt die Fahigkeit auch multiresistente Keime zu inhibieren (4, 5, 24) und zeitgleich
zellulare Mechanismen zu beeinflussen. Zu diesen zahlen u. a. stimulatorische Effekte

auf Regenerationsprozesse als Teile der Wundheilung (17, 25-27) und auch eine

13
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selektive Induktion der Apoptose von Tumorzellen, beispielsweise bei Zellen mit Mutation
des Tumorsupressors p53 (28). Unter anderem basieren diese Effekte auf der
Freisetzung von verschiedenen reaktiven Spezies und UV-Strahlung. Eine Schlusselrolle
spielt v. a. die Induktion der reaktiven Sauerstoff- (reactive oxygen species, ROS) und
Stickstoffspezies (reactive nitrogen species, RNS) (17, 21, 29). Bei CAP nachgewiesene
reaktive Spezies sind u. a. Ozon (O3) (30), Hydroxyl-Radikal (‘OH) (31), Singulett-
Sauerstoff ('0), atomarer Sauerstoff (O) (32), Superoxid-Anion (Oz) (33) und
Stickstoffmonoxid (NO) (34). Die Applikation von CAP beeinflusst folglich durch eine
Freisetzung von ROS und RNS die Physiologie von Zellen, wie z. B. Tumorzellen, in
denen p53 mutiert ist, oder HaCaT-Keratinozyten (HaCaT; adult low calcium
temperature), sowohl durch extrazellularen als auch intrazellularen oxidativen und

nitrosativen Stress (28, 35).

Fur die klinische Anwendung am Menschen wurden innerhalb der therapeutischen Breite
bisher, bis auf Warmesensation und temporare Rotungen der Haut, keine relevanten
unerwunschten Wirkungen beschrieben (36). Die durch CAP emittierte UV-Strahlung liegt
nach aktuellem Kenntnisstand bei Limitation der Dosis unterhalb der humanes Gewebe
schadigenden Dosis (20). CAP ist dennoch mit Bedacht zu verwenden und sollte je nach
Anwendungsgebiet im Hinblick auf die Applikationsdauer und die Auswahl der
Plasmaquelle an die spezifischen Anforderungen adaptiert werden (37).

1.3.1 Wirkungsweise von CAP auf Mikroorganismen

Sowohl bei chronischen Wunden als auch bei Osteonekrosen spielen mikrobielle
Infektionen eine wichtige pathophysiologische Rolle (4, 6, 11). Entsprechende Studien
zeigen, dass die antimikrobielle Wirkung von CAP auf verschiedene Effekte
zurickzufuhren ist. Hierbei tragen v. a. die reaktiven Spezies ROS und RNS zur
Mikrobiozidie von CAP bei. Physiologisch gesehen sind ROS zellulare Produkte, die
wahrend mitochondrialer Stoffwechselprozesse generiert werden (38). Geringe Mengen
an ROS bzw. RNS Iésen als Mediatoren stimulierende Effekte aus und férdern z. B. die
Migration und Proliferation von Zellen. Ein hohes Mal} an oxidativem Stress durch ROS
fuhrt hingegen bei Mikroorganismen zur Induktion der Apoptose. Die Zellalterung wird
zudem beschleunigt, Funktionsproteine werden inhibiert und/oder eine oxidative

14
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Schadigung der Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid [DNA]) herbeifuhrt (39,
40). Eine der spezifischen Wirkungsweisen wurde bei der Inaktivierung von Escherichia
Coli (E. Coli)-Stammen gezeigt (33). Durch den von Plasma induzierten
oxidativen/nitrosativen Stress findet einerseits eine Depolarisation der Membran und
andererseits eine Lipidperoxidation der Lipopolysaccharide der Zellmembranen statt
(33). Es kommt daraufhin zu einer Permeabilitdtsveranderung der Zellmembran (33).
Damit finden ein Verlust der Zellintegritat und eine Exposition intrazellularer Bestandteile
wie DNA, RNA und Proteinen statt (41, 42). Infolge dessen wird der Mikroorganismus
inaktiviert. Jedoch kann die Anwesenheit von Antioxidantien in E. Coli, wie Ascorbinsaure
(Vitamin C) oder a-Tocopherol (Vitamin E), die Wirkung der durch CAP induzierten
Agenzien mindern (33, 43). Studien zeigen, dass die Induktion von ROS/RNS eine
Oxidation der Desoxyribose oder eine Spaltung der Phosphatdiesterbindungen bewirken
kann (38, 44, 45). Die Abspaltung eines Wasserstoffatoms von der C4’-Position der
Desoxyribose resultiert in der Entstehung eines Desoxyribose-Radikals, welches das
Herauslosen von bestehenden Nukleotiden initiilert und folglich Einzel- als auch
Doppelstrangbriiche herbeifiihren kann (44). Es zeigt sich somit, dass Nukleotide bzw.
Nukleinsauren eine verhaltnismalig hohe Empfindlichkeit gegentuber CAP aufweisen.
CAP kann durch die o. g. Effekte auf die Genexpression die Zellphysiologie beeinflussen.
Entsprechend wurde in In-vitro-Studien gezeigt, dass durch CAP induzierter oxidativer
Stress bei E. Coli unter anderem =zellulare Funktionsproteine inaktiviert und zur
chemischen Modifikation von Nukleinbasen fuhrt (46). Durch ROS/RNS in Kombination
mit UV-Strahlung und den weiteren Plasmakomponenten erscheint eine mikrobielle
Inaktivierung mdglich zu sein (46).

Da CAP zum aktuellen Zeitpunkt im Gegensatz zu systemisch und lokal applizierten
antimikrobiellen Wirkstoffen nicht von klassischen Resistenzen betroffen ist, kann es
unabhangig vom Resistenzstatus auch multiresistente pathogene Mikroorganismen (4,
5, 42, 47), wie Methicillin-resistente Stamme von Staphylococcus aureus (MRSA) (4, 5,
17), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) (24, 48) oder Pilze wie Candida albicans
(49, 50) inaktivieren und so zur Behandlung chronisch-infizierter Wunden angewandt
werden. Insbesondere mikrobielle Infektionen im Zusammenhang mit der Bildung von
Biofilmen stellen bei der Chronifizierung von Wunden ein Problem dar. Biofilme sind
zusammenhangende Kolonien von Mikroorganismen, die durch eine selbst produzierte
extrazellulare Matrix zusammengehalten werden. |hr struktureller Aufbau ist

multifaktoriell bedingt variabel, demzufolge auch ihr Resistenzstatus bzw. das Ausmal}
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an Unempfindlichkeit gegenuber antimikrobiellen Agenzien. Biofilme entwickeln sich auf
diversen Oberflachen von menschlichem Gewebe, beispielsweise auf Wundoberflachen
(51), auf inneren Organen wie z. B. Herzklappen (52), auf oder in Knochen (53) und auf
Zahnhartsubstanzen (54). Die im Folgenden zitierten Studien zeigen, dass die Bildung
von mikrobiellen Biofilmen als solche eine erhohte Resistenz gegenuber systemisch und
lokal applizierten antimikrobiellen Wirkstoffen mit sich bringen kann. Bei der Entstehung
von mikrobiellen Resistenzen bei chronischen Hautwunden sind die Einzelheiten im
Pathomechanismus noch nicht vollstandig bekannt, allerdings spielt die Anwesenheit von
bestimmten Mikroorganismen wie z. B. MRSA eine Rolle. (51, 55, 56). Es wurde hierbei
gezeigt, dass fur die Widerstandsfahigkeit der Biofilme gegenuber antimikrobiellen
Wirkstoffen sowohl die extrazellulare Matrix im Sinne einer Barriere als auch die
Anwesenheit von Zellen mit inharenter Toleranz, den sogenannten Persisterzellen,
innerhalb der biologischen Gemeinschaft verantwortlich sein kénnen (57, 58). Daruber
hinaus wurde nachgewiesen, dass innerhalb des Biofilms lebende Mikroorganismen
einen veranderten Stoffwechsel sowie eine erhohte Mutationsrate aufweisen. Es besteht
eine Populationsdynamik beispielsweise durch horizontalen Gentransfer. Nach erfolgter
antimikrobieller Therapie konnen zudem Uberlebende Persisterzellen Ausgangspunkt fur
eine erneute Infektion sein (59). Bei der Applikation von CAP auf Biofiimen wurde
nachgewiesen, dass ungeachtet der Prasenz einer intakten extrazellularen Matrix
Biofilme komplett entfernt werden konnen, zumindest in Kombination mit einem
mechanischen Debridement (48). Voraussetzung hierfir ist eine ausreichende
Applikationszeit, die zu einer Schadigung der Integritat der extrazellularen Matrix fuhrt.
Es wurde zudem beschrieben, dass die Wirkung von CAP einer enzymatischen
Degradation der extrazellularen Matrix ahnelt und somit die Suszeptibilitat der Zellen im
Biofilm gegenuber den antimikrobiellen Bestandteilen des Plasmas steigert (48).

Studien zeigen, dass Viren, in Abhangigkeit ihres Typus, durch die Verwendung von CAP
ohne bekannte Nebenwirkungen inaktiviert werden kénnen (60-62). Hierbei erzielen die
von CAP generierten Agenzien synergistisch einen antiviralen Effekt.

Auch wenn der schadigende Einfluss von CAP auf Mikroorganismen erwinscht ist,
mussen negative Effekte auf die Zellen des bestrahlten Gewebes nach Moglichkeit
ausgeschlossen werden. Eine mogliche mutagene Wirkung auf Saugetierzellen konnte
bei der Applikation von CAP zumindest bisher nicht bestatigt werden (63).
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1.3.2 Wirkungsweise von Plasmen auf Tumorzellen

Eine selektive Induktion der Apoptose in Tumorzellen gilt in der Onkologie u. a. als
wichtiger Ansatz zur Behandlung verschiedener solider maligner Tumore (28). Die
Maoglichkeit Zellen durch die von CAP generierten Wirkkomponenten in die Apoptose zu
fUhren, bietet einen vielversprechenden Ansatz fur die ,Plasma-Onkologie” (64). Obwohl
oxidativer Stress mit der Entstehung und der Progression von Tumoren assoziiert ist,
stellt dieser auch eine Komponente der herkommlichen Behandlungsmethoden, wie der
Chemo-, Radio- und photodynamischen Therapie dar (65). Es wurde in mehreren Studien
gezeigt, dass durch CAP bestrahlte Medien (indirekte Plasmabehandlung) oder die
Anwendung von CAP auf Tumorzellen (direkte Plasmabehandlung) z. B. des
Osteosarkoms (64, 66, 67) eine antiproliferative Wirkung zeigt. Der Mechanismus, der
zur erhohten Suszeptibilitat der Tumorzellen im Vergleich zu Normalzellen gegenuber
CAP fahrt, wird u. a. durch die verstarkte Aufnahme von ROS und RNS herbeigefihrt
(68). Tumorzellen weisen im Gegensatz zu physiologischen Zellen eine unterschiedliche
Zellteilungsaktivitat und eine veranderte metabolische Antwort gegeniber induziertem
oxidativem Stress auf, was in der Folge zur Apoptose flihren kann (65, 68-70).

Bei einem starken intrazellularen Konzentrationsanstieg von ROS werden Uber
entsprechende Signalkaskaden die Apoptose Signal Kinase 1 (apoptosis signal
regulating kinase, ASK-1) und c-Jun N-terminale Kinase (JNK) aktiviert. Beide
Signalproteine fuhren zur Initiation der Apoptose (39). CAP zeigte weiterhin einen
Einfluss auf Tumorsuppressoren, wie z. B. das Tumorsuppressorprotein p53 (71), p21,
Caspase-3 (72) oder Bax (71). Eine Akkumulation von p53 spielt eine Rolle beim Erhalt
des Genoms, da sie die Antwort auf gentoxischen sowie zellularen, insbesondere
oxidativen Stress ist. Je nach Starke der Akkumulation wird der Zellzyklusarrest, die
DNA-Reparatur oder die Apoptose der Zelle induziert (28). Eine hohe Aktivitat von p53
fuhrt vor allem zur Aktivierung des Apoptose-Regulators Bax und von Caspasen. Daher
inhibiert p53 unkontrolliertes Wachstum und die Entartung von Zellen. Bei der Applikation
von CAP auf Tumorzellen wurde eine Induktion von p53 beobachtet (71, 73). AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass durch CAP z. B. p53-mutierte Zellen inaktiviert werden
konnen und aus diesem Grund CAP als potenzielle Tumortherapie in Betracht gezogen
werden konnte (28).
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Auch wenn Studien unterschiedliche Plasmaquellen nutzen, ist trotz variabler
Methodiken eine selektive Wirkung gegenuber den untersuchten Tumorzellen zu
erkennen und daruber hinaus von gesunden Zellen abgrenzbar. Die von CAP induzierten
Agenzien fuhren durch mehrere Signalwege zur Apoptose, Zellzyklusarrest, Nekrose
oder Seneszenz (71, 74-76). Wegen der genetischen Variabilitat von Tumorzellen sind
klinische Anwendungen mit CAP und die Mechanismen der therapeutischen Effekte

jedoch noch in den Einzelheiten zu untersuchen.

1.3.3 Einfluss von Plasmen auf wundheilungsfordernde Zellen

Infizierte Wunden zeichnen sich durch eine mikrobielle Besiedlung aus, welche durch die
Anwesenheit von multiresistenten Mikroorganismen in dem bedeckenden Biofilm
chronifiziert werden kénnen (77). Studien belegen, dass es durch die Anwendung von
CAP bei chronisch-infizierten Wunden nicht nur zur antimikrobiellen Wirkung im
Wundgebiet kommt, sondern potentiell auch zur Stimulierung von zellularen Reparations-
und Regenerationsmechanismen wie z. B. der Matrixsynthese und Vaskulogenese im
bestrahlten Gewebe (25, 26, 78, 79). Bei der Pathogenese medikamentenassoziierter
Osteonekrosen des Kiefers spielt u. a. eine reduzierte Vaskulogenese des Weich- und
Hartgewebes eine Rolle (80). Die von CAP generierten Wirkkomponenten weisen in
Studien stimulierende Effekte auf die Migration, Differenzierung, Proliferation von Zellen
und der Angiogenese des Knochens und der Haut auf (17, 79, 81, 82). Hierbei sind im
Rahmen der Wundheilung bei tier- und humanexperimentellen Untersuchungen u. a. die
Stimulation von Immunzellen (83, 84), Osteoblasten (85), Endothelzellen (86),
Fibroblasten (87) und Keratinozyten gezeigt worden (17, 88). Entsprechende /n-vivo- und
In-vitro-Studien zeigen eine erhOohte Expression von wundheilungsrelevanten
Wachstumsfaktoren, wie dem tranforming growth factor 31 (TGF-R1), TGF-R32 und
Zytokine, wie Interleukin-6 (IL-6) und (IL-8) nach der Applikation von CAP (87, 89).
Weiterhin wurde in Endothelzellen vermehrt der proangiogenetische Wachstumsfaktor
fibroblast growing factor-2 (FGF-2) nachgewiesen (90). Ferner wurde bei In-vivo-Studien
an Mausen eine Stimulation der Proliferation der Keratinozyten und dementsprechend
eine beschleunigte Reepithelialisierung von Wunden beobachtet (87, 91). Eine
Behandlungssitzung dauerte in der Studie zwei Minuten und verlief ohne Auftreten von

relevanten unerwinschten Wirkungen.
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Die Anwendung von CAP in den hier aufgefuhrten Studien wirkt sich zusammenfassend
positiv auf verschiedene zellulare Mechanismen der Wundheilung aus. Die kombiniert
antimikrobielle und wundheilungsférdernde Wirkung von CAP erscheint daher auch fur

die Remission von infiziertem spongidsem Knochen erfolgsversprechend.

1.4 Uberblick iiber die Wirkungsweise von Plasmen

Die durch CAP induzierten Agenzien haben zusammen gefasst im Hinblick auf
Mikrobiozidie und Tumortherapie u. a. folgende Effekte:

Induktion von oxidativem und nitrosativem Stress
Alteration der Zellintegritat

direkte DNA-Schaden

Einleitung eines Zellzyklusarrestes

Induktion der Apoptose

Schadigung der Mitochondrien

Proteinmodifikationen mit Funktionsverlust

vV V V V V V V V

Inhibition der Zellproliferation und -Migration.

Bei der plasmaunterstutzten Wundheilung sind u.a. nachgewiesen worden:

> Antiseptik der Wundoberflache
» Stimulation der Zellproliferation, -migration und -differenzierung
» verstarkte Vaskulogenese des Weich- und Hartgewebes

> Antiinflammation
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2 Zielstellung (Problemstellung)

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aufbauend auf den bekannten
Wirkungsmechanismen von CAP, das antimikrobielle Potential von verschiedenen
Plasmaquellen, einem Plasma-Jet und einer DBD-Quelle, in bakteriell infiziertem
spongidésem porcinen und humanen Knochen zu untersuchen. Es sollte zusatzlich
Hinweise darauf geben, ob die Verwendung von CAP beispielweise bei bakteriell
infiziertem Knochen, wie es bei MRONJ auftritt, ein zukunftsorientiertes, alternatives und
unterstutzendes Therapieverfahren sein konnte. Die gleichzeitige Analyse von porcinem
und humanem Knochen, unter den gleichen Rahmenbedingungen und Dimensionen der
Probe, eroffnete die Moglichkeit die Wirkung von CAP auf weitmaschig-spongiésem und
spongidsem aber dichterem Knochen zu untersuchen. Das In-vitro-Modell war so
aufgebaut, dass zusatzlich Erkenntnisse Uber das Ausmald der Penetrationstiefe und
daher der Tiefenwirkung von CAP gewonnen werden konnen. Es wurde die
antibakterielle Wirksamkeit anhand der ermittelten CFU-Zahlen nach der Verwendung
verschiedener Plasmaquellen und etablierter Behandlungsmethoden im Sinne einer
Positivkontrolle und einer Negativkontrolle verglichen.

Die von CAP ausgehenden antimikrobiellen Wirkungen sind bislang nicht in allen
Einzelheiten untersucht, multifaktoriell bedingt und nach wie vor Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussionen. Das Ausmald der Wirkung ist von der Art der
Plasmaquelle und somit den biologisch wirksamen induzierten Agenzien abhangig. Dabei
sind der Applikationsort und die Dosis ebenfalls zu berucksichtigende Faktoren.

Es wurde angenommen, dass die Applikation von CAP unabhangig von der Art der
Plasmaquellen im Vergleich zu der Negativkontrolle (0,9% NaCl-Lésung) und den
Positivkontrollen (CHX und PDT) einen signifikant gréReren reduzierenden Effekt auf die
CFU-Zahlen von Streptococcus mitis (median logCFU/ml) in infiziertem spongiésem
porcinen und humanen Knochen erzielt. Dariber hinaus wurde vermutet, dass sich bei
CAP unabhangig von der strukturellen Variabilitat des untersuchten Knochens eine
signifikante Reduktion der CFU-Zahlen bis zu einer Knochentiefe von bis zu 9000 pm

nachweisen lasst.
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3 Material und Methodik

Micro-CT

S. mitis Biofilm

Abbildung 4: Versuchsdesign

Samtliche Verfahren und Versuche, bei denen humanes sowie porcines Knochenmaterial
eingesetzt wurde, wurden entsprechend der ethischen Grundsatze nach der Deklaration
von Helsinki fur die medizinische Forschung durchgefiihrt. Der Ethikantrag bezlglich der
vorliegenden Studie wurde von der Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin
Berlin bewilligt (EA2/022/16).

3.1 Kultivierung der Bakterien

Streptococcus (S.) mitis ist ein symbiotisch lebendes, in der natirlichen Flora der
Mundhohle vorkommendes fakultativ anaerobes und Gram-positiv klassifiziertes
Bakterium. Studien haben gezeigt, dass S. mitis ein Initiator von pathogenen Biofilmen
sowohl bei immunkompromittierten als auch bei anamnestisch unauffalligen Patienten

sein kann (92). So ist S. mitis mit einem breiten Spektrum von entzindlichen
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Krankheitsbildern assoziiert, wie z. B. Karies oder einer bakteriellen Endokarditis (92, 93).
Daruber hinaus ist die Kultivierung von S. mitis verhaltnismalig unkompliziert. Die
Kulturen von S. mitis entstammen dem Leibniz-Institut der DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM #12643)).

Zu Beginn der Versuche wurden auf Glasperlen eingefrorene Bakterienstamme von S.
mitis auf Blutagarplatten (COL+SB Plus, Sifin, Berlin, Deutschland) fir 48 Stunden bei 37
°C kultiviert. Da S. mitis unter anaeroben Konditionen wachst, wurden die beimpften
Blutagarplatten wahrend der Inkubationszeit in hermetisch verschlieBbaren Behaltern
gelagert. Um die anaerogenen Bedingungen zu gewahrleisten, wurden einerseits ein
Indikatorstreifen zur Kontrolle des pH-Werts und andererseits jeweils ein Anaerogen
(Oxoid Anaerobic Indicator, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) zur
Eliminierung des im Kulturbehalters befindlichen Sauerstoffs platziert. Nach erfolgter
Kultivierung erfolgte zum Nachweis von Gram-positiven Bakterien eine Gramfarbung und
eine biochemische Identifizierung (APl Rapid ID32 Strep, bioMérieux, Nurtingen,
Deutschland) zur Verifizierung der Identitat der S. mitis auf den Columbia-Agar Platten.

3.2 Herstellung der Knochenproben

3.2.1 Porcine Knochenproben

Die zylindrischen Knochenproben fur den ersten Teil des Versuchs wurden aus
Wirbelkdrpern von sieben Monate alten, kommerziell geschlachteten Hausschweinen
gewonnen. Fir die Gewinnung der Knochenproben wurde ein Trepanbohrer (Hager &
Meisinger GmbH, Neuss, Deutschland) mit einem Innendurchmesser von 10 mm mit
einer Umdrehungszahl von 15000 rpm unter Kuhlung mit steriler Kochsalzlésung
verwendet. Die Bohrung erfolgte im spongiosen Teil des Wirbelkorpers lateral des
Canalis vertebralis (Abbildung 5). Die Proben wurden anschlief3end fur die Entfernung
des Knochenmarks in 100 ml 30%iger H.O»-Lésung fur 18 Stunden gelegt. Danach
wurden die einzelnen Knochenzylinder mit 50 ml destilliertem Wasser fur 120 Sekunden
gespult.

Im weiteren Verlauf wurden die Proben auf ihre endgultige Dicke von 3 mm geschliffen.
Der erste Schritt hierfur war, die Zylinder in eine Bandsage mit einer Sagebandbreite von
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2 mm einzuspannen und den nicht zu verwendenden Teil der Probe unter kontinuierlicher
Wasserkuhlung abzutrennen. Die Schnittflachen der Proben wurden anschliefend auf
einer Schleifeinheit (Labo Pol 25, Struers, Willich, Deutschland) unter standiger
Wasserkuhlung mit einer Geschwindigkeit von 400 rpm und einem Schleifpapier aus SiC
(Siliziumkarbid) mit der Koérnung P600 (Buehler, Dusseldorf, Deutschland) plan
geschliffen. Die Proben wurden hierbei mit einem Prazisionsmessgerat kontinuierlich auf
das Einhalten einer Schichtdicke von 3 mm uberpruft.

Nach dem Schleifen wurden die Knochenproben zur vollstandigen Entfernung des
restlichen Knochenmarks fur weitere 20 Minuten in 100 ml ultraschallaktivierter (Sonorex
Super RK 102H, Bandelin, Berlin, Deutschland) 30%iger H.O:-Lésung gelagert. Im
Anschluss wurden die Proben erneut mit 50 ml destilliertem Wasser fur 120 Sekunden
abgespult. Die Knochenzylinder wurden daraufhin verpackt und autoklaviert (Modell 3870
EV, Tuttnauer, Breda, Niederlande). Es wurde darauf geachtet, dass die Proben nach
dem Autoklavieren nicht trockneten, um eine Versprodung zu vermeiden bzw. damit die

spongidse Struktur erhalten werden konnte.
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c d

Abbildung 5: Gewinnung der zylinderférmigen Schweineknochen

a. Trepanbohrung unter kontinuierlicher Wasserkuhlung entlang der porcinen Wirbelkorper. b Herauslésen
der Knochenzylinder mit einem Hebel nach Flohr. AnschlieBend erfolgte eine Auflosung der
weichgewebigen Anteile des Knochens mit H,O,. ¢ Nach abgeschlossener Vorbehandlung und Schleifen
entstehen zylinderférmige Proben. d Im Anschluss an die Inkubation wurden je drei Knochenzylinder im
Technovitmodell Ubereinander gestapelt und der jeweiligen Behandlung zugefiihrt (hier exemplarisch
CAPI).
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3.2.2 Humane Knochenproben

Far den zweiten Teil des Versuchs wurde mit Hilfe der Universitats-Gewebebank des
Campus Charité Mitte 120 spongidose Knochenzylinder aus der Epiphyse von humanen
Femurkdopfen gewonnen. Die Knochenproben stammen von vier lebenden
Korperspendern. Dabei wurde nur Gewebe ohne Nekrotisierungen, sichtbare
Verkeimungen oder strukturelle Defekte fur die weitere Aufbereitung verwendet. Zu
Beginn wurde die bei -80 °C eingefrorene Femurkopfe im Wasserbad aufgetaut. Sie
wurden dann im ersten Schritt von anheftendem Fett- und Bindegewebe befreit und
anschliellend an einer Bandsage in Scheiben gesagt. Wie bei den porcinen Proben
wurden Knochenzylinder mit einem Durchmesser von 10 mm mit Hilfe des Trepanbohrers
gewonnen (Hager & Meisinger GmbH, Neuss, Deutschland). Nach dem Schleifen auf die
geforderten Mafde (d = 10 mm, h = 3 mm) wurden die Knochenproben ausgiebig mit auf
37 °C erwarmter 1%iger NaCl-Ldsung gesplilt.

Zur Entfettung der tiefen spongidsen Strukturen wurden die Knochenproben nach einer
Zwischenlagerung zunachst in sterilisierten Folientlten bei -10 °C fur 5 Minuten in Aqua
ad iniectabilia gewassert. Im Anschluss wurden sie fur 2 Stunden in zwei
Volumenanteilen Chloroform reinst und einem Volumenanteil Methanol bei
Raumtemperatur im Ultraschallbad in einem Becherglas unter dem Laborabzug entfettet.
Wahrenddessen mussten die Knochenzylinder vollstandig mit der Losung bedeckt sein,
als Richtwert galt mindestens das dreifache Volumen des Ausgangsmaterials. Um einen
optimalen Entfettungsfortschritt gewahrleisten zu konnen, wurde nach 30 Minuten das
Medium erneuert. Nach Abschluss des Entfettungsprozesses wurden die
Knochenproben achtmal in einem Becherglas mit 400 ml Methanol im Ultraschallbad fur
jeweils 20 Minuten gespult und zwischen jedem Spulvorgang zusatzlich zweimal mit
Aqua ad iniectabilia im Ultraschallbad fur 20 Minuten gespult. Zuletzt wurden die
Knochenproben bei einer Temperatur von -18 °C in gekennzeichneten sterilisierten
Folientuten zwischengelagert.

Fur die Sterilisation wurden die Knochenproben im weiteren Verlauf in einen
Reinraumbereich Uberfuhrt. Der Sterilisationsprozess erfolgte in einem Exsikkator (Duran
Group, Wertheim, Deutschland), welcher auf einem Laborschuttler (Labor THYS 2, VEB
MLW, limenau, Deutschland) zur erforderlichen Agition gebracht wurde. Der Exsikkator
wurde mit den Knochenproben und zusatzlich 6 | einer Losung aus zwei Volumenanteilen

20 g/l Peressigsaure und jeweils einem Volumenanteil 96 % Ethanol und Aqua ad
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iniectablia gefullt. Auch hier war eine vollstandige Bedeckung der Knochenproben mit der
Losung zu gewahrleisten. Mithilfe eines Druck-Saug-Aggregats am Exsikkator wurde
wahrend des 4-stindigen Sterilisationsprozesses ein Unterdruck von 200 mbar
aufrechterhalten. AnschlieBend wurde die Sterilisationslosung abgesaugt und die
Knochenzylinder mit der Soerensen-Puffer-Losung gespult, bis ein pH-Wert von 7,0
erreicht war. Um eine sichere Entfernung der Peressigsaure zu gewahrleisten, wurden
die Knochenproben mit dem semiquantitativen Peressigsaure-Test und dem Peroxid-
Test (Merckoquant, Merck, Darmstadt, Deutschland) geprtift. Die abschlieRende Spulung
erfolgte mit 3 | Aqua ad iniectabilia Uber einen Zeitraum von 15 Minuten.

Der gesamte Aufbereitungsprozess wurde durch die Lyophilisation in einer Gefrier-
trocknungsanlage (TG 5.4, Hochvakuumtechnik, Dresden, Deutschland) abgeschlossen.

3.3 Behandlung der Proben

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte bei den porcinen und humanen Knochenproben zwar
getrennt, aber nach dem gleichen Protokoll. Alle folgenden Arbeitsschritte und Versuche

wurden zu jedem Zeitpunkt auf einer Laborbank durchgefuhrt.

3.3.1 Inkubationsphase (Probenvorbereitung)

Die Festkulturen auf den Blutagarplatten wurden zunachst in eine flissige Kultur auf
Basis von Brain Heart Infusion (BHI)-Basis (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
uberfuhrt, damit die Knochenzylinder akkurat inkubiert werden konnten. Im ersten Schritt
wurde eine Kultur von S. mitis fir 19 Stunden bei 37 °C in einem Inkubationsbrutschrank
gelagert. Hierbei wurden 30 ml BHI-Losung mit Hilfe einer Impfnadel inokkuliert. Eine
Sterilisation im Autoklaven war nach dem Ansetzen des Mediums fur die weitere Nutzung
obligat. Die BHI-Losung wurde verwendet, da sie fur S. mitis ein optimales Nahrmedium
darstellte. Die genaue Zusammensetzung des Nahrmediums war 37,5 g BHI-Pulver
(Hirn-Herz-Extrakt 17,5 g/l; Pepton 10 g/I; Glucose 2 g/l; NaCl 5 g/I; Dinatrium 2,5 g/l) in
1 | destilliertem Wasser.

Um eine gleichmafige Beschickung der Knochenzylinder zu gewahrleisten, wurde vor
der Infizierung der Proben die optische Dichte der Flussigkultur photometrisch gemessen
(Novaspec Il Visible Spectrophotometer, GE Healthcare, Solingen, Deutschland).
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Vorversuche hatten gezeigt, dass eine Verdunnung im Verhaltnis von 1:1,4, welches
einem Mischungsverhaltnis von 15 ml Flussigkultur mit 21 ml steriler BHI-L6sung
entsprach, eine optische Dichte von 0,5 ergab und die Flussigkultur in ihrem Wachstum
keine Degeneration mehr aufwies. Aufgrund dessen war die optische Dichte fur alle
weiteren Versuchen auf den Wert 0,5 standardisiert.

Im weiteren Verlauf wurden 16 autoklavierte Knochenzylinder in jeweils ein Falcon-
Rohrchen mit einem Fassungsvermogen von 50 ml gefullt und mit 36 ml gemischter
Flussigkultur fur 24 Stunden bei 37 °C in einer waagerechten Position in einem
Inkubationsbrutschrank inkubiert.

Da sich die Kulturen von S. mitis im flussigen Medium am Boden des Gefal3es absetzten,
wurden mit Hilfe der waagerechten Lagerung der Falcon-Rohrchen mit den
Knochenzylindern wahrend der Inkubationsphase eine einheitlichere Penetration der
Knochenstruktur gewahrleistet. Um genigend Raum und Aufnahmefahigkeit jedes
einzelnen Knochenzylinders im Falcon-Rohrchen zu garantieren, wurde die Stuckzahl

auf 16 Knochenzylinder limitiert.

3.3.2 Applikationsphase

Die Technovitblécke wurden in den MafRen (L x B x H) 11,5 cm x 9,5 cm x 1 cm hergestellt
(Abbildung 6). Jeder Block wurde mit 10 Bohrungen mit einem Durchmesser von je
10 mm versehen. Um die Tiefenwirkung der getesteten Agenzien eruieren zu konnen,
wurden die Knochenproben nach der vertikalen Position im Technovitblock in drei
unterschiedliche Schichttiefen eingeteilt: P1: 0 — 3000 ym, P2: 3000 — 6000 pym und P3:
6000 — 9000 pm. Hierbei war nur die Oberseite des Knochenzylinders mit einer Flache
von 10 mm? exponiert und die restlichen Oberflachen in das Technovitmodell eingebettet.
Dies sollte dem zur Mundhdhle exponierten Knochen entsprechen. Damit eine
Kontamination oder einen antibakteriellen Effekt wahrend der Applikation von der
benachbarten Probe auszuschlieBen war, wiesen die Bohrungen Abstande von 2 cm
zueinander auf. Nach der Entnahme der Proben aus der FlUssigkultur wurden sie
randomisiert in die Technovitblécke (Technovit 4071, Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Deutschland) eingelassen. Alle Agenzien wurden auf die exponierte Oberflache der
Knochenproben P1 appliziert.
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Abbildung 6: Aufbau des Technovitmodells sowie die Anordnung der Slots zur Aufnahme von drei

Ubereinander geschichteten Knochenzylindern (P1; P2; P3)

Die Versuche fanden zu jedem Zeitpunkt mit kontinuierlicher Absaugung der Agenzien
statt, sodass eine Kontamination der benachbarten Proben ausgeschlossen war. Die
finale Applikation von Natriumchloridspilung (Abschnitt 3.3.2.1.) fand vor der
Herausnahme der Knochenzylinder aus dem Technovitmodell statt.

3.3.2.1 Natriumchlorid-Losung

Als Negativkontrolle wurden Knochenproben mit steriler 0,9%igen Natriumchlorid-Lésung
(Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) behandelt. Es wurden 10 ml des
Spulmediums konstant innerhalb eines Zeitintervalls von 60 Sekunden mit Hilfe einer
elektronischen Pipette (Pipetboy 2, Integra Bioscience AG, Zizers, Schweiz) und einer
10-ml-Glasspitze (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) in einem Abstand
zwischen exponierter Knochenoberflache und Glaspipettenspitze von 8 mm auf das
Zentrum der Knochenprobe appliziert. Wahrenddessen wurden die uberschussigen
Mengen an 0,9 % NaCl durch eine Absaugeinrichtung entfernt. Nach dem Spulen wurden
die Knochenzylinder einzeln in ein 50 ml Falcongefald mit 1 ml 0,9%iger NaCl-Lésung
uberfuhrt. Um die Bakterien aus der dreidimensionalen spongiésen Knochenstruktur
herauszulésen bzw. zu planktonisieren, wurden die Knochenzylinder unmittelbar fir 10
Sekunden auf einem Vortexgerat geschuttelt. Danach wurden Verdinnungsreihen
erstellt und 100 pl der 102 - 105 Verdiinnung auf Columbia-Agarplatten verstrichen. Nach
48-stundiger Inkubation bei 37 °C wurden die CFU-Counts durchgefihrt und statistisch

ausgewertet.
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3.3.2.2 Chlorhexidin

Die Proben wurden mit Hilfe einer elektronischen Pipette (Pipetboy 2, Integra Bioscience
AG, Zizers, Schweiz) und einer 5-ml-Glasspitze (Corning Incorporated Costar Stipette,
New York, US) mit 5ml 0,2 % CHX (Chlorhexamed Forte, GlaxoSmithKline, Buhl,
Deutschland) fir 60 Sekunden gespult. Im Anschluss folgte eine Spulung mit 5 ml 0,9 %
NaCl fur 30 Sekunden. In das erste Gefal} der Verduinnungsreihe wurden zu den 930 pl
NaCl, 70 ul einer Lésung aus 3 % Tween 80 (Sigma-aldrich Chemie GmbH,
Deutschland), 0,75 % L-a-Lecithin (Sigma-aldrich Chemie GmbH, Deutschland) und

0,43 % Kochsalzlésung zur Inaktivierung des Chlorhexidins hinzugeflgt.

3.3.2.3 Photodynamische Therapie

Im ersten Schritt kam es zur Applikation des Photosensitizers (HELBO Blue
Photosensitizer, Helbo Medizintechnik, Wels, Osterreich). Eine Wartezeit von
60 Sekunden gewahrleistete eine ausreichende Penetration des Photosensitizers in die
Biofilme und die selektive Markierung der Mikroorganismen. AnschlieRend wurde die
Uberschissige blaue Farbstofflésung durch eine 60-sekindige Spilung mit 10 ml 0,9 %
NaCl ausgewaschen und abgesaugt. Nun folgte unter Kontakt des Lichtleiters mit der
Probenoberflache die Bestrahlung der Knochenproben mit dem Dioden-Laser (HELBO
TheraLite Laser, Helbo, Wels, Osterreich) fir 60 Sekunden gemaR dem
Applikationsprotokoll (Abbildung 8). Durch den Kontakt des Dioden-Lasers kam es zu
einer maximalen Aktivierung und Anregung der an den Mikroorganismen gebundenen
Photosensitizermolekule, sodass auch tiefere Abschnitte der Proben mdglichst aktiviert
werden konnten. Das weitere Prozedere entsprach dem in Abschnitt 3.3.2.1.

beschriebene Vorgehen ab der Uberfiihrung der Proben in ein Falcon-Réhrchen.

3.3.2.4 Plasma-Jet

Die Behandlung mit dem kINPen MED (neoplas tools GmbH, Greifswald, Deutschland)
erfolgte in einem Abstand von 8 mm zwischen der Spitze des Handstlcks und der
Probenoberfliche mit einem Argongasdurchfluss von 5 sl/min bei 4.3 bar fir
180 Sekunden. Da das Effluent in statischer Applikation nicht die Gesamtheit der
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Knochenoberflache (d = 10 mm) erreichen konnte, wurden mit Hilfe eines beweglichen
Labortisches und einem fixen Applikationsprotokoll (Abbildung 7 und 8) die
Knochenproben abgerastert. Die zwei beweglichen, einzeln steuerbaren Achsen
erlaubten hierbei eine konstante Bewegung mit 15 s/4 mm zwischen vier statischen
Punkten mit einer jeweiligen Verweilzeit von 30 Sekunden pro Punkt. Der Versuch wurde
unter kontinuierlicher Befeuchtung der Probe mit 1 ml 0,9 % NaCl durchgefuhrt. Die
Proben wurden fur insgesamt 180 Sekunden mit dem Plasma bestrahlt und im Anschluss
fur 60 Sekunden mit 10 ml 0,9 % NaCl gesplilt. Das weitere Prozedere entsprach dem in
Abschnitt 3.3.2.1 beschriebenen Vorgehen ab der Uberfiinrung der Proben in ein Falcon-

Rohrchen.
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Abbildung 7: Labortisch zur Prazisionsapplikation gemaf Abbildung 8
1. Drehschraube zur Anpassung der vertikalen Position (Z-Achse) des Plasmas und Lasers 2.
Einlassoffnung zur Befestigung des kINPen MED Handstlickes 3. Halterung mit Klemmschraube fir die

Positionierung des PDT-Lasers 4. beweglicher Tisch 5. Steuerelement zur Bewegung der X-Achse des
Tisches 6. Steuerelement zur Bewegung der Y-Achse
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Abbildung 8: Schema zur dynamischen Applikation von CAPI auf der Probenoberflache

Die vier Stopps A bis D entsprechen jeweils einer zwischenzeitlichen Verweildauer des Plasmajets fir
30 Sekunden ohne Bewegung. Die Pfeile symbolisieren eine Bewegung von 4 mm in einer Zeit von
15 Sekunden.

3.3.2.5 DBD-Plasma

Der PlasmaDerm 20MM (CINOGY GmbH, Duderstadt, Deutschland) wurde mit Hilfe
eines Abstandshalters in einer Entfernung von 2 mm zur Probenoberflache fixiert und fur
180 Sekunden aktiviert. Hierbei wurde das mit 450 mW versorgte Gerat mit 10 Sekunden
anhaltenden zweiphasigen Spannungsimpulsen bei Amplituden bis zu 10 kV und einer
konstanten Frequenz von 300 Hz betrieben. Darauf folgte eine Spulung der Probe mit
10 ml 0,9 % NaCl Uber einem Zeitraum von 60 Sekunden. Das weitere Prozedere
entsprach dem in Abschnitt 3.3.2.1. beschriebene Vorgehen ab der Uberfilhrung der
Proben in ein Falcon-Rohrchen.
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3.4 Datenerhebung und -verarbeitung

3.5 Statistische Analyse

Kernpunkt war die statistische Analyse der erfassten CFU-Werte der insgesamt 120
porcinen und 120 humanen Knochenzylinder nach Beendigung der Behandlung, sowie
die Evaluation einer Tiefenwirkung der Behandlungsmethoden. Die statistische Analyse
der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests (IBM SPSS® 21.0, IBM,
Armonk, IL, USA) durchgefihrt. Mit diesem Test wurde die Reduktion der logarithmischen
CFU-Werte (logCFU) der einzelnen Gruppen gegenuber der Negativkontrolle auf
statistische Signifikanz Uberprift. Weiterhin wurden die logCFU-Werte zwischen den
verschiedenen Behandlungsmethoden fur jede Schichttiefe verglichen. Die Analyse
wurde sowohl fur die porcinen als auch fur die humanen Proben getrennt und fur jede

Schichttiefe gleichermalen durchgefluhrt. Eine Signifikanz galt bei p-Werten < 0,05.

3.6 Mikro-Computertomographie

Um strukturelle Unterschiede bzw. Ahnlichkeiten zwischen den porcinen und humanen
Knochenproben zu evaluieren, wurden jeweils funf native, randomisiert selektierte
Knochenproben aus den beiden Gruppen untersucht. Sie wurden aus unterschiedlichen
Perspektiven mittels Mikro-Computertomographie (Mikro-CT) (Scanco vivaCT 40,
SCANCO Medical AG, Brittisellen, Switzerland) dargestellt. Die Bildgebung erfolgte
dementsprechend einmal in der horizontalen sowie seitlichen Ansicht und im Querschnitt.
Bei den Knochenzylindern handelte es sich um fertig praparierte Proben (siehe Kapitel
3.2.1 und 3.2.2). Sie wiesen identische makroskopische MalRe von d =10 mm und
h =3 mm auf. Die Mikro-CT-Aufnahmen wurde mit einer Schichttiefe von 76 um und
einem Erfassungsbereich von 10 mm vor der Inkubation mit S. mitis und vor der

Behandlung der Versuchsgruppen erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 CFU-Counts

4.1.1 Porcine Knochenproben

4.1.1.1 Porciner Knochen. Schichtl -P1: 0 - 3000 pm

Die Analyse der CFU-Zahlen zeigte in Bezug auf die Plasmaquelle CAPI gegenuber der
Negativkontrollgruppe in der Schichttiefe I, 0 — 3000 ym, im porcinen Knochen eine hoch
signifikante Reduktion der (CAPI vs C; Schicht I: pporcin = 0,001). Eine hoch signifikante
Reduktion in Relation zur Negativkontrolle wurde in der gleichen Schicht auch fur die
CHX-Gruppe beobachtet (CHX vs C; Schicht I: pporcin = 0,004). In den Versuchsgruppen
CAPIl und PDT waren im Vergleich zur Negativkontrolle keine signifikanten Unterschiede
erkennbar (Abbildung 9, p > 0,05). Im direkten Vergleich zwischen CAPI und CAPII
erreichte CAPI hoch signifikant kleinere CFU-Zahlen (CAPI vs CAPII; Schicht I:
Prorcin = 0,001). Weiterhin fihrte die Applikation von CAPI ebenfalls zu einer hoch
signifikanten Reduktion der medianen logCFU/mI gegenuber der Anwendung von PDT
(CAPI vs PDT; Schicht I: pporcin=0,001). Die Spulung mit CHX war hinsichtlich der
Reduktion der CFU-Zahlen hoch signifikant gegeniber CAPII und im Vergleich zu PDT
signifikant (CHX vs CAPII; Schicht I: pporcin = 0,002; vs PDT; Schicht I: pporcin = 0,016).
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Abbildung 9: CFU-Outcome der porcinen Proben in der ersten Schicht P1: 0 - 3000 ym
(CAPI: kINPen Med; CAPII: PlasmaDerm). Statistische Signifikanzniveaus sind durch: p < 0,05, **:
p < 0,01, ***: p<0,001 nach dem Mann-Whitney-U-Test dargestellt. Eine nicht vorhandene Signifikanz
entspricht einem Wert von p > 0,05 und wird nicht gesondert markiert. Die vertikale Linie spiegelt die
Standardabweichung wider.
Abbildung 9 zeigt die Medianwerte der logCFU/ml von Natriumchlorid als Negativkontrollgruppe (C),
Chlorhexidin (CHX), photodynamischer Therapie (PDT-Laser), Plasma-Jet (CAPI) und dem Dielectric-
Barrier-Discharge-Plasma (CAPII).
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4.1.1.2 Porciner Knochen. Schicht Il - P2: 3000 - 6000 ym

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der CFU-Counts in Schicht Il im porcinen Knochen.
Sie entsprach dem mittleren Teil des randomisiert vertikal organisierten Knochentriplets
(Abbildung 6) und stellte eine Tiefe von 3000 - 6000 um dar. Die statistische Analyse mit
Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests in Schicht |l ergab, dass beim Vergleich beider
Plasmaquellen die CFU-Zahlen hoch signifikant durch CAPI reduziert wurden als durch
CAPII (CAPI vs CAPII; Schicht Il: pporcin = 0,002). In den ubrigen Gegenlberstellungen
waren die Unterschiede nicht signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 10: CFU-Outcome aller Gruppen der porcinen Proben in der zweiten Schicht P2:
3000 — 6000 pm
Statistische Signifikanzniveaus sind durch: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001 nach dem Mann-Whitney-
U-Test dargestellt. Die vertikale Linie spiegelt die Standardabweichung wider. Natriumchlorid (C);
Chlorhexidine (CHX); photodynamischen Therapie (PDT, Laser); Plasma-Jet (CAPI); Dielectric-Barrier-
Discharge-Plasma (CAPII).
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4.1.1.3 Porciner Knochen. Schicht lll - P3: 6000 - 9000 pm

Die Schicht Il stellte im Modell die am tiefsten gelegenste Knochenprobe dar. Sie
entsprach einer Schichttiefe von 6000 - 9000 ym. Bei Betrachtung des gesamten
Knochentripletts waren in der dritten Schicht die héchsten Medianwerte der logCFU/ml
zu finden (Abbildung 11). CAPI bewirkte in der tiefsten Schicht Il eine hoch signifikante
Reduktion im Vergleich zur Negativkontrolle (CAPI vs C; Schicht IlI; pporcin = 0,002). Der
mediane logCFU/ml war nach photodynamischer Laserbehandlung signifikant gegenuber
der Kontrolle verringert (PDT vs C; Schicht lll: pporcin = 0,035). Im Gegensatz dazu wies
die Spulung mit NaCl hoch signifikant kleinere mediane logCFU/ml im Vergleich zur
CAPII-Gruppe auf (C vs CAPII; Schicht Ill: pporcin = 0,002). Weitere Signifikanzen sind in
dieser Schichttiefe nicht erkennbar (p > 0,05).
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Abbildung 11: CFU-Outcome aller Gruppen der porcinen Proben in der dritten Schicht P3: 6000 —
9000 um

Statistische Signifikanzniveaus sind durch: p < 0,05, **: p<0,01 nach dem Mann-Whitney-U-Test
dargestellt. Die vertikale Linie spiegelt die Standardabweichung wider. Natriumchlorid (C); Chlorhexidine
(CHX); photodynamischen Therapie (PDT, Laser); Plasma-Jet (CAPI); Dielectric-Barrier-Discharge-
Plasma (CAPII).
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4.1.2 Humane Knochenproben

4.1.2.1 Humaner Knochen. Schicht | — H1: 0 - 3000 pm

Die Anordnung der humanen Knochenproben entsprach der Positionierung, wie sie in
Abbildung 6 dargestellt ist. Die Anwendung von CAPI in Schicht | im humanen Knochen
ergab, anders als bei CAPIl und dem PDT-Laser, eine signifikante Reduktion der
medianen logCFU/ml im Vergleich zur Negativkontrolle (CAPI vs NaCl; Schicht I:
Pruman = 0,007). Darlber hinaus waren bei der Applikation von CAPI signifikant kleinere
CFU-Zahlen im Vergleich zu CAPII ersichtlich (CAPI vs CAP II; Schicht I: phuman = 0,002).
Die weiteren Gruppen erzielten in der Schicht I, 0 —3000 um, keine signifikante
Reduktion der CFU-Zahlen verglichen mit der Negativkontrolle (Abbildung 12, p > 0,05).

11 * %

10

*%

Log CFU/ml Median

mC mCHX mlaser mCAPI = CAPII

Abbildung 12: CFU-Outcome aller Gruppen der Humanproben in der ersten Schicht H1: 0 - 3000 ym
Statistische Signifikanzniveaus sind durch: p <0,05, **: p<0,01 nach dem Mann-Whitney-U-Test
dargestellt. Die vertikale Linie spiegelt die Standardabweichung wider. Natriumchlorid (C); Chlorhexidine
(CHX); photodynamischen Therapie (PDT, Laser); Plasma-Jet (CAPI); Dielectric-Barrier-Discharge-
Plasma (CAPII).
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4.1.2.2 Humaner Knochen. Schicht Il - H2: 3000 - 6000 ym

In Abbildung 13 ist zu erkennen, dass in der zweiten Schicht im humanen Knochen nur
der PDT-Laser eine signifikante Reduktion der CFU-Zahlen gegenuber der
Negativkontrolle bewirkte (PDT vs C; Schicht II: pnuman = 0,028). Die Ergebnisse der
ubrigen Testgruppen ergaben gegenuber der Negativkontrolle und untereinander keine
signifikanten Unterschiede (p > 0,05).
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Abbildung 13: CFU-Outcome aller Gruppen der Humanproben in der zweiten Schicht H2: 3000 — 6000 ym
Statistische Signifikanzniveaus sind durch: p < 0,05 nach dem Mann-Whitney-U-Test dargestellt. Die
vertikale Linie spiegelt die Standardabweichung wider. Natriumchlorid (C); Chlorhexidine (CHX);
photodynamischen Therapie (PDT, Laser); Plasma-Jet (CAPI); Dielectric-Barrier-Discharge-Plasma
(CAPII).
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4.1.2.3 Humaner Knochen. Schicht lll - H3: 6000 - 9000 pm

In dieser Schicht zeigte sich eine signifikante Reduktion der logCFU/ml nach Behandlung
mit CAPI im Vergleich zur Negativkontrolle (CAPI vs C; Schicht lll phuman = 0,038). Sowohl
fur CAPII als auch fir die anderen Gruppen unterschieden sich die Resultate im Vergleich
zur Negativkontrolle oder untereinander statistisch nicht signifikant voneinander
(Abbildung 14, p > 0,05).
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Abbildung 14: CFU-Outcome aller Gruppen der Humanproben in der dritten Schicht H3: 6000 - 9000 um
Statistische Signifikanzniveaus sind durch: p < 0,05 nach dem Mann-Whitney-U-Test dargestellt. Die
vertikale Linie spiegelt die Standardabweichung wider. Natriumchlorid (C); Chlorhexidine (CHX);
photodynamischen Therapie (PDT, Laser); Plasma-Jet (CAPI); Dielectric-Barrier-Discharge-Plasma
(CAPII).
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4.2 Mikro-Computertomographie

In den Abbildungen 15 und 16 sind jeweils eine reprasentative porcine und eine humane
Knochenprobe, vor Beginn der Versuche, in verschiedenen Ansichten in der Mikro-
Computertomographie zu erkennen. Untersucht wurde deskriptiv die dreidimensionale
Variabilitat der Struktur beider Proben.

Abbildung 15 Human Knochenprobe Abbildung 16 Porcine Knochenprobe

2014_MKG_ERONI Voigt. 2014_MKG_BRONI Vo3t

15a Horizontale Ansicht einer humanen 16a Horizontale Ansicht einer porcinen

Knochenprobe Knochenprobe

2014_MKG_BRON) Voist. 2014_MKG_BRONJ Vosat.

/
I I /
— I —
0w

15b Seitliche Ansicht einer humanen 16b Seitliche Ansicht einer porcinen

Knochenprobe Knochenprobe
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,,,,,,,,,,,,,,,,,, 2014_MKG_BRONI Vosat.
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15¢ Querschnitt einer humanen Knochenprobe 16c Querschnitt einer porcinen Knochenprobe

Die Abbildungen 15a und 16a zeigen eine horizontale Mikro-CT-Aufnahme der humanen
sowie porcinen Knochenprobe. Auffallig ist, dass im horizontalen Schnitt die
Knochentrabekel in der humanen Knochenprobe (Abbildung 15a) diinner als die porcinen
Knochentrabekel sind (Abbildung 16a). Betrachtet man den Querschnitt und die seitliche
Ansicht der humanen Knochenprobe (Abbildung 15b, ¢ und 16b, c), so ist hier zu
erkennen, dass die trabekulare Struktur des humanen Knochens im Vergleich zum
porcinen Knochen feinmaschiger ist. In der Gesamtbeurteilung der Maschenweite in allen
Ansichten beider Proben wiesen die Markraume einen vergleichbar dimensionierten

Volumenanteil auf.
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5 Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung interpretiert und
in Bezug zu Forschungsarbeiten anderer Autoren diskutiert. Ziel dieser Studie war es,
unterschiedliche Plasmaquellen hinsichtlich ihres antibakteriellen Potentials auf
infiziertem spongidosem porcinem und humanem Knochen zu untersuchen. Es wurde
angenommen, dass eine Bestrahlung mit dem Plasma-Jet und mit dem DBD-Plasma im
Vergleich zu den Positiv- und Negativkontrollgruppen in beiden untersuchten Arten von
Knochen zu signifikant kleineren CFU-Zahlen, bezogen auf S. mitis fuhrt. Durch die
spongidse Struktur des Knochens wurde weiterhin angenommen, dass die Applikation
von Plasma einen signifikant antimikrobiellen Effekt in der Tiefe der Knochentripletts
aufweist. AulRerdem wurde vermutet, dass die hohe strukturelle Variabilitat des
spongidsen Knochens die Penetrationstiefe von Plasma beeinflusst.

Bei der Verwendung von CAPI kam es im Vergleich zur Negativkontrolle in der obersten
Schicht | (0 — 3000 um) zu einer signifikanten Reduktion der CFU-Zahlen von S. mitis.
Dieser reduzierende Effekt auf die CFU-Zahlen konnte sowohl im spongidsen porcinen
als auch im humanen Knochen nachgewiesen werden. Dass CAP eine antimikrobielle
Wirkung aufweist, wurde bereits in Untersuchungen anderer Autoren mit diversen
Keimen belegt. Hierbei wurden z. B. auf Agarplatten kultivierte Streptokokken und
Staphylokokken mit CAP behandelt und es wurde in Abhangigkeit von der
Applikationszeit und der bakteriellen Spezies eine signifikante Reduktion der CFU-Zahlen
beobachtet (94).

Im vorliegendem Studiendesign hatten beide Plasmaquellen direkten Kontakt zur
Knochenoberflache. Der sichtbare blaue Lichtkegel von CAPI adaptierte sich wahrend
der gesamten Applikationszeit an die inhomogene spongidse Knochenoberflache
(Abbildung 2). CAPII lag auf der Oberflache der ersten Knochenprobe mit einem
Abstandshalter auf. Im porcinen und humanen Knochen wiesen die CFU-Zahlen nach
Anwendung von CAPII in der ersten Schicht | (Abbildung 9 und 12) keinen signifikanten
Unterschied zu den anderen untersuchten Gruppen auf. Es war auch in den tiefer
gelegenen porcinen und humanen spongidésen Knochenproben, d.h. den Schichten |l und
lll keine signifikante antibakterielle Wirkung ersichtlich. CAPI wies im Vergleich zu CAPII
eine starkere antibakterielle Wirkung auf, was in der Schicht | der porcinen und humanen
Knochenproben (0 — 3000 pm) (Abbildung 9 und 12) zu erkennen war. In Schicht | hatte
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CAPI im porcinen Knochen eine hoch signifikant und im humanen Knochen eine
signifikant starkere antibakterielle Wirkung als CAPII. Bei DBD-Quellen wird das Plasma
direkt zwischen der dielektrisch isolierten Elektrode und der Applikationsoberflache
generiert. Dadurch kommt es zu einer Emission von reaktiven Spezies und Photonen an
der bestrahlten Oberflache. Das Resultat ist eine Akkumulation der reaktiven Spezies
und Photonen auf dieser Flache (95). Im vorliegenden Studiendesign war die erste
Schicht direkt gegenuber der Plasmaquelle exponiert, so dass hier durch CAPII eine
antibakterielle Wirkung zu erwarten gewesen ware. Laut aktuellen Studien zeigen DBD-
Plasmen bei Verwendung auf beispielsweise chronisch-infizierten Wunden einen
ausgepragten antibakteriellen Effekt (25, 78). In den zuvor angesprochenen
Untersuchungen war jedoch das gesamte behandelte Areal, also die Wundoberflache,
exponiert und konnte durch CAPII vollstandig bedeckt werden. Es liegt die Vermutung
nahe, dass die Spongiosa des porcinen und humanen Knochens eine Penetration der
von der DBD-Quelle emittierten Agenzien in tiefere Schichten nicht zulie3 oder diese
zumindest nicht ausreichend war, um eine signifikante antibakterielle Wirkung analog zu
CAPI zu zeigen. Das konnte erklaren, weshalb bei CAPIl in den Schichten | bis Il im
untersuchtem porcinem und humanem Knochen keine signifikante Reduktion der CFU-
Zahlen von S. mitis zu erkennen war (Abbildung 9 - 14). Durch fehlende Studien, die
DBD-Plasmen in spongiosem Knochen untersuchen, war der Vergleich mit anderen
Untersuchungen eingeschrankt. Jedoch ergibt sich hier ein potenzieller Ansatz fur
weitere Studien. Die Verwendung von CAPI zeigte weiterhin eine signifikante Reduktion
der CFU-Zahlen in der Schicht | des porcinen Knochens gegenuber dem PDT-Verfahren
(Abbildung 9).Daruber hinaus war hier ersichtlich, dass die Spulung mit CHX gegentber
der Negativkontrolle die CFU-Zahlen hoch signifikant verminderte. Zusatzlich resultierte
die Spulung mit CHX im Vergleich zu PDT in einer signifikanten und in Relation zu CAPII
in einer hoch signifikanten Reduktion der CFU-Zahlen von S. mitis. Allerdings ist zu
bericksichtigen, dass dieser Effekt nur im porcinen Knochen zu sehen war. Eine
entsprechende Wirkung blieb im humanen Knochen aus (p > 0,05). Es lie} sich
erkennen, dass die Verwendung von CHX einen antibakteriellen Effekt in der Schicht | im
porcinem Knochen bewirkte. Der Spulvorgang selbst konnte jedoch ein bedeutender
Faktor fur die Verringerung der CFU-Zahlen in der ersten Schicht sein, sodass

planktonische Zellen von S. mitis in tiefere Schichten gespult worden sein konnten.
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In der zweiten Schicht Il (3000 — 6000 um) im porcinen Knochen besal? CAPI im
Vergleich zu CAPIl eine hoch signifikant antibakterielle Wirkung hinsichtlich der
Reduktion der CFU-Zahlen (Abbildung 10). Im humanen Knochen war in der zweiten
Schicht kein antibakterieller Effekt erkennbar. Es kann vermutet werden, dass durch das
notwendige Tragergas bei CAPI planktonische Bakterien aus der ersten Schicht in die
darunter liegende Schicht Il verlagert wurden und aus diesem Grund CAPI insgesamt
keine signifikante Verminderung der CFU-Zahlen gegenuber der Negativkontrollgruppe
NaCl hatte. Als einzige Testgruppe in Schicht Il im humanen Knochen war die Reduktion
von S. mitis durch PDT gegenuber der Negativkontrollgruppe signifikant. Auch In Schicht
[Il (6000 — 9000 um) fuhrte die Applikation von PDT im porcinen Knochen im Vergleich
zur Negativkontrollgruppe zu signifikant kleineren CFU-Zahlen (Abbildung 11). Da sich
dies jedoch im humanen Knochen nicht bestatigte, kann angenommen werden, dass eine
unvollstandige Ausspulung des Photosensitizers in der Tiefe die mogliche Ursache fur
den beobachteten antibakteriellen Effekt war. Nach der Applikationsphase und bei der
Erstellung der Verdunnungsreihe war eine starkere Blaufarbung im Vergleich zur ersten
Schicht | durch den Photosensitizer erkennbar. Sowohl im humanen- als auch porcinen
Knochen war mit zunehmender Tiefe makroskopisch eine starkere Farbung zu sehen.

Bei der Spulung des porcinen Knochens mit NaCl in der Negativkontrollgruppe fanden
sich im Vergleich zu CAPII in der Schicht Il signifikant kleinere CFU-Werte (Abbildung
11). Da bei den Testgruppen und so auch bei CAPII die Spulung erst nach der Applikation
erfolgte, ist eine Sedimentation von planktonischen Bakterien aus hoher gelegenen
Schichten Uber die Zeit nicht auszuschliel3en. Fur die Behandlung mit CAPI fand sich in
Schicht 1l sowohl im porcinen (Abbildung 11) als auch im humanen Knochen
(Abbildung14) eine hoch signifikant bzw. eine signifikant grof3ere antibakterielle Wirkung
im Vergleich zur Negativkontrolle. Plasma-Jets generieren Plasma innerhalb des
Handstlcks, welches mit Hilfe des Transportgases, zum gewilnschten Ort und damit
auch in tiefere Schichten transportiert wird. Zusatzlich kann mit der Wahl des
Tragergases eine Modifikation der von CAP erzeugten Wirkkomponenten erzielt werden.
Die signifikant verminderten CFU-Zahlen in der CAPI-Gruppe im Vergleich zur
Negativkontrollgruppe in der obersten und der tiefsten Schicht im porcinen (Abbildung
9 - 12) und humanen (Abbildung 11 - 14) Knochen kénnten auf der Synergie zwischen
physikalischen (UV-Strahlungen, leichte Temperaturerh6hung sowie elektromagnetische
Felder) und chemischen Wirkkomponenten von CAP (Induktion von reaktiven Spezies

wie ROS und RNS) beruhen (96). Die Ergebnisse einer anderen Studie illustrieren das
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mikrobiozide Potential von Plasma-Jets in-vitro bis in eine Tiefe von 800 um in
Wourzelkanalen (97). Allerdings zeigte die betreffende Untersuchung auch, dass eine
Reduktion der getesteten Bakterienstamme oberflachlich und bei einer adjuvanten
Verwendung, d.h. in Erganzung zu Chlorhexidin starker war. Eine darauf folgende
Analyse an gekrimmten humanen Wurzelkanalen verifizierte das Erreichen von tiefer
gelegenen Regionen bis zu 1600 uym durch CAPI (22). Basierend auf diesen Studien und
den eigenen erhaltenen Ergebnissen kann angenommen werden, dass der Plasma-Jet
bei infiziertem spongidsen Knochen eine antimikrobielle Wirkung bis zur untersuchten
Schichttiefe von 9000 uym besitzt. Eine vollstandige Reduktion der CFU-Zahlen auf 0
konnte in der vorliegenden Arbeit allerdings weder bei CAPI und CAPII noch bei einer
der anderen getesteten Gruppen erreicht werden, unabhangig von der Schichttiefe. Ein
Losungsansatz, um die Wirkung von CAPI sowie CAPIlI zu verbessern, konnte eine
verlangerte Applikationszeit sein. Es ware moglich, dass eine antibakterielle Wirkung
durch CAP bei bestimmten Mikroorganismen bzw. Biofilmen erst ab einer bestimmten
Wirkdosis innerhalb der therapeutischen Breite erfolgt. Erst durch eine verlangerte
Applikationszeit konnte eine ausreichend hohe Induktion von lonen, reaktiven Spezies
und UV-Strahlen sowohl an der Oberflache als auch in der Tiefe der Knochenzylinder
stattfinden. Die Ergebnisse einer anderen Untersuchung zeigten, dass bei einer
Erhdhung der Applikationszeit auf 10 Minuten eine vollstandige Inaktivierung von
beispielsweise E. faecalis Biofilmen realisierbar war (98). Ferner konnte in derselben
Arbeit gezeigt werden, dass bei einer langeren Applikationszeit keine unerwunscht starke

Temperatursteigerung im Gewebe auftrat.

Grampositive und gramnegative Bakterien zeigen durch ihre unterschiedlich dicke
Zellwand und das Vorhandensein einer zusatzlichen aufleren Lipidmembran bei
gramnegativen Bakterien eine unterschiedlich hohe Empfindlichkeit gegenuber CAP.
Gemeinsam zeigen beide Bakteriengruppen dennoch eine erhohte Inaktivierungsrate
nach verlangerter Applikationszeit (99). Reaktive Spezies, wie ROS oder RNS, kénnten
durch eine verstarkte Akkumulation mit hdherer Wahrscheinlichkeit die Zellintegritat und
die Exposition der intrazellularen Bestandteile beeinflussen (41, 42). Daruber hinaus
konnte eine gesteigerte Dosis der UV-Strahlung eine mikrobielle Inaktivierung
begunstigen. Ein antimikrobieller Effekt von UV-Strahlung und geladenen Teilchen kann
auf verschiedenen Wirkmechanismen beruhen, wie Eingangs dargestellt. Beschrieben
wurde, dass eine Bestrahlung eine direkte Schadigung des Erbguts bewirken kann (100).
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Hierdurch werden DNA-Lasionen herbeigefuhrt, die sich somit negativ auf intrazellulare
Prozesse auswirken und bis zur Apoptose der Zelle fihren kénnen (100). Dartber hinaus
wurde in der zu Grunde liegenden Studie beschrieben, dass UV-Photonen optische
Desorptionen verursachen und somit in der Lage sind, verschiedene Molekule in den
Mikroorganismen zu lysieren. Auch die vom Biofilm produzierte protektive extrazellulare
Matrix kann durch die Einwirkung beider Agenzien desintegriert werden. UV-Photonen
und geladene Teilchen wirken synergistisch mit den generierten reaktiven Spezies, was
das antibakterielle Potenzial von CAP steigert (100). Eine entsprechende Untersuchung
kam jedoch zum dem Resultat, dass eine Inhibition von Mikroorganismen durch im
Plasma generierte UV-Photonen nur in einem limitierten Bereich unterhalb des Plasma-
Jet-Effluents erfolgte (46). Bereits ab einer radialen Entfernung von 2 mm zum
Plasmakegel werden UV-Photonen von der Raumluft absorbiert und hatten daher keinen
Effekt auf Mikroorganismen mehr (46, 101). Eine bakterielle Inaktivierung Uber diesen
umschriebenen Radius hinaus ist aus diesem Grund auf andere Agenzien, insbesondere
die reaktiven Spezies, zuruckzufuhren. Ferner kann man vermuten, dass der Knochen
UV-Photonen bereits oberflachlich vollstandig absorbiert. Entscheidend fur die
antibakterielle Wirkung von CAP ist der synergistische Effekt der chemisch und
physikalisch generierten Agenzien an der Oberflache. Dies kdnnte erklaren, weshalb bei
CAPI kleinere CFU-Zahlen gegenuber der Negativkontrolle in der Schicht | im porcinen
(Abbildung 9) und humanen (Abbildung 12) Knochen als in der Schicht Ill zu erkennen
war. Im humanen (Abbildung 14) und porcinen (Abbildung 11) Knochen der Schicht Il
konnte durch die Absorption des Knochens und die Abwesenheit von CAP induzierten
Agenzien die Inaktivierung der Mikroorganismen reduziert worden sein. In einer Reihe
von Untersuchungen, in denen die Komponenten UV-Strahlung und reaktive Spezies
isoliert voneinander untersucht wurden, zeigte sich, dass eine Reduzierung der CFU-
Zahlen durch die alleinige Wirkung von UV-Photonen erst nach einer verlangerten
Applikationszeit von 6 Minuten erfolgte (101). Bei einer kombinierten Verwendung von
UV-Strahlen und reaktiven Spezies ist hingegen bereits nach einer Anwendungszeit von
30 Sekunden eine Inaktivierung gegen die getesteten E. coli Stdmme zu sehen (101). Im
Resultat bewirkte die Anhebung der Applikationszeit auf bis zu 6 Minuten eine
fortschreitende Reduktion der CFU-Zahlen in allen Gruppen. Die Ergebnisse der In-vitro-
Untersuchung deuten an, dass das antibakterielle Potential von CAP mit einer
Applikationsdauer Uber 180 Sekunden, wie in den vorliegenden Versuchen verwendet,
gesteigert werden konnte. Hierbei lassen auch die Resultate anderer Arbeitsgruppen
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vermuten, dass erst die Kombination aller durch CAP erzeugter Komponenten, wie UV-
Strahlen, geladenen Teilchen und insbesondere den reaktiven Spezies zu einer
signifikanten antibakteriellen Wirkung fuhrt (24, 95, 101). Es erfolgte in den betreffenden
Studien eine Inaktivierung der Mikroorganismen durch Schadigung einzelner oder
simultan mehrerer Zellkomponenten, wie der Zellmembran, den Nukleotiden oder
Proteinen (95, 101). Obwohl diverse Untersuchungen bei einer verlangerten
Applikationsdauer in einer verbesserten antibakteriellen Wirkung resultierten, sollten bei
einer klinischen Anwendung potentielle Nebenwirkungen durch geeignete Studien
evaluiert werden, auch wenn die bisherige Anwendung von CAP am Menschen keine
relevanten unerwlinschten Wirkungen innerhalb therapeutischer Dosen zeigte (102).
Gleichwohl ist zu berucksichtigen, dass durch die generierten reaktiven Spezies
potentielle oxidative DNA-Schaden entstehen kénnten (103). Bisherige Untersuchungen
beschrieben, dass die Wirkung auf Zellen in Abhangigkeit von der Wirkdosis und der
Menge an induziertem ROS steht (104). Obwohl die Wirkung von CAP und die Synergie
der einzelnen von CAP generierten Agenzien nicht vollstandig untersucht sind, ist eine
limitierte Behandlungsdauer und somit eine begrenzte Plasmadosis durch eine
zellstimulierende Wirkung charakterisiert. Hierbei kann sie insbesondere die
Zellproliferation und Migration sowie DNA-Reparaturmechanismen fordern. Da der
zellulare Effekt von CAP von der Expositionszeit auf der bestrahlten Oberflache und der
Mixtur der einzelnen Agenzien abhangig ist, sind hinsichtlich der Nutzung in der Medizin
definierte Einstellungen notwendig. Es musse der Zusammenhang zwischen der
Wirkdosis sowie der Komposition der Wirkkomponenten und der daraus resultierenden
Wirkung eingehend untersucht werden. Basierend darauf ware der Maximaleffekt
individuell im verwendeten Therapiebereich kalkulierbar und eine Reduktion von
potentiell auftretenden Nebenwirkungen moglich bzw. besser vorhersehbar. Aktuelle
Studien zeigen, dass eine intentionierte hohe Konzentration durch Plasma generierter
reaktiver Spezies ein mutagenes Potential aufweisen kann (104, 105). Zudem fand durch
den erzeugten oxidativen Stress eine Initiierung der Apoptose uber verschiedene
Signalkaskaden, eine Veranderung der Membranintegritat, eine beschleunigte
Seneszenz und Inhibition von Proteinen statt (40, 106). Jedoch sind die durch CAP
initiierten DNA-Schaden reversibel (107). In einer klinischen Studie an Mausen wurde die
Anwendung des kINPen zur Wundheilung untersucht. Nach einem Jahr wurden neben
der Stimulation von Zellen zur Wundheilung keine proinflammatorischen Zytokine wie der
TNF-a (Tumornekrosefaktor a) und IL-18 gefunden (108). Darlber hinaus trat eine
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Tumorgenese nicht auf (108). Die Ergebnisse einer anderen Studie machen deutlich,
dass bei der Verwendung von DBD-Plasma zur Wundheilung eine stimulierende Wirkung
nachweisbar war und gleichzeitig ein zytotoxischer Effekt erst bei einer Applikationsdauer
ab 300 Sekunden potentiell auftreten konnte (109). Bisherige In-vivo-Studien in der
Dermatologie zur Behandlung chronisch-infizierter Wunden zeigten aul3erdem, dass bei
der adjuvanten Applikation von CAP bei einer Applikationszeit von 2 Minuten keine
irreversiblen unerwinschten Effekte auftraten (26). Es wurde sogar beobachtet, dass
langzeitliche negative Auswirkungen bei einer Steigerung der Anwendungszeit auf bis zu
11 Minuten nicht auftraten (25). Ferner konnten schadigende UV-Strahlendosen und
Temperaturerhohungen auf der Haut nicht nachgewiesen werden, da das Stratum
corneum der Haut den Grolteil der von CAP generierten UV-Strahlen absorbiert und die
emittierte Dosis nach aktuellem Kenntnisstand bei Limitation der Applikationszeit
unterhalb der fir humanes Gewebe schadigenden GroRenordnung liegt (20). Allerdings
ist eine Ubertragung der Ergebnisse auf die Mundhohle nur bedingt méglich, da die
Mundschleimhaut in Abhangigkeit von der Lokalisation einen variablen histologischen
Aufbau besitzt. Aus diesem Grund mussen weitere Studien folgen, die die Verwendung
von CAP in der Mundhohle untersuchen. Inwiefern eine verlangerte Anwendung von CAP
Langzeitnebenwirkungen verursacht, kann nach heutigem Stand der Forschung jedoch
noch nicht eindeutig gesagt werden und mogliche Pathomechanismen sollten durch
entsprechende Studien untersucht werden. Aufgrund dessen, dass innerhalb der
therapeutischen Breite keine anhaltenden Nebenwirkungen nachgewiesen werden
konnten, erweist sich eine Nutzung von CAP am Menschen fur eine antibakterielle und
wundheilungsfordernde Therapie als wirkungsvoll und vielversprechend. Aulierdem
reduziert im Vergleich zu konventionellen Therapien CAP als non-invasives und
schmerzloses Verfahren die Belastungen fir den Patienten. Ob nun eine erhohte
Anwendungszeit zu einer verstarkten Reduktion der CFU-Zahlen oder sogar eine
vollstandige Biofilm-Elimination erreicht worden ware, kann im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht beantwortet werden und zeigt die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen.
Eine Desinfektion setzt eine Reduktion der Bakterienlast um mindestens funf log-Stufen
und eine Sterilisation um mindestens sechs log-Stufen voraus. Obwohl im vorliegenden
Studiendesign CAP kein desinfizierendes oder sterilisierendes Niveau erreicht wurde,
kann man sagen, dass eine supportive Applikation von CAP bei Knocheninfektionen eine
non-invasive und erfolgsversprechende Therapiealternative darstellt. Insgesamt wies die
Mehrheit der Studien eine Reduktion der CFU-Zahlen und je nach therapeutischem

49



Diskussion

Einsatz von CAP eine starkere oder vollstandige Reduktion der Bakterien auf. Hierbei
wurde eine Inaktivierung der Bakterien sowohl bei direkten als auch indirekten
Plasmaquellen erreicht. Es ist jedoch zu beachten, dass CAP in den vorliegenden
Studien zumeist als Add-on zur Standardtherapie verwendet worden ist, was die Frage
aufwirft, inwiefern CAP als alleinige Therapieform wirksam ist. Eine adjuvante Applikation
von CAP bei z. B. chronischen Bein-Ulzera zeigte eine signifikante Reduktion der
Bakterien auf der Wunde sowie einen bis zum finalen sekundaren Wundverschluss
reichenden heilungsférdernden Effekt nach sieben Wochen (25). Das Ergebnis einer
weiteren Untersuchung war, dass CAP sogar bei kurzen Anwendungen eine
antibakterielle Wirkung auf chronisch-infizierten Wunden besal3, unabhangig von der
bakteriellen Spezies und dem Resistenzlevel der Mikroorganismen (26). Bei verlangerter
Applikationszeit und folglich erhohter Wirkdosis besald CAP uberdies die Fahigkeit,
vollstandige E. faecalis-Biofilme zu inaktivieren (98). In der vorliegenden Arbeit wurde
das antibakterielle Potential in-vitro ausschliel3lich an Biofilmen von S. mitis untersucht,
was, wie zuvor erwahnt, die Vergleichbarkeit einer Anwendung in oralen oder extraoralen
Wunden limitiert. Da infizierter extraoraler oder intraoraler Knochen mit einer Vielzahl von
unterschiedlichen Pathogenen besiedelt ist, sind zur Klarung der antimikrobiellen
Wirkung unter reellen Bedingungen klinische Untersuchung auf infiziertem exponiertem
Knochen mit einem groflen Patientenkollektiv notwendig. Da eine vollstandige
Inaktivierung der S. mitis-Biofilme weder durch die Applikation von Plasma-Jet noch der
DBD-Quelle erkennbar war, sollte vorerst eine adjuvante Applikation von CAP auf
infiziertem spongiésem Knochen erfolgen. Die erhaltenen Ergebnisse veranschaulichen
hierbei die Schwierigkeit einer vollstandigen Knochendesinfektion und das hohe Risiko
einer Reinfektion. Die Verwendung von CAP mit dem Plasma-Jet zur bakteriellen
Inhibition und Remission von infizietem spongidsem Knochen scheint jedoch
erfolgsversprechend.

Als eine Nebenwirkung, die bei einer antiresorptiven Therapie auftreten kann, bei denen
sich unter speziellen Vorerkrankungen eine MRONJ anschlief3t, ist auch eine Inhibition
der Endothelzellproliferation festgestellt worden (110). Eine gestorte Angiogenese
verzogert einerseits die Wundheilung und kann andererseits zu einer avaskularen
Knochennekrose fihren (110). Eine Studie beschrieb, dass bereits eine kurze
Behandlung mit CAP zu einer Induktion der endothelialen Zellproliferation und -migration
fuhren kann und sich so proangiogenetisch auswirkte (86).
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Im Knochen besitzt das Protein VEGF (vascular endothelial growth factor) bei der
Knochenheilung und -regeneration eine wichtige Funktion. VEGF wirkt regulatorisch auf
Osteoblasten, Osteoklasten und Endothelzellen und ist insbesondere ein Initiator bei der
Vaskulogenese im Knochen und zusatzlich bei der Osteogenese beteiligt (111). Eine
hohe Konzentration von VEGF fuhrt zur gesteigerten Vaskulogenese in Knochengewebe
und begunstigt die Osteoblastendifferenzierung sowie die Knochenmineralisation. Ein
Defizit an VEGF wurde eine mangelnde Interaktion zwischen dem Knochengewebe und
den enthaltenen Blutgefallen herbeifihren und sich inhibitorisch auf die Knochenheilung
auswirken (111). Hierdurch kénnte die Ausheilung von Knochenerkrankungen,
Knochenaugmentation und -transplantation oder eine implantare Osseointegration
eingeschrankt werden. Entsprechende Untersuchungen fanden heraus, dass ROS uber
verschiedene Signalkaskaden proangiogenetische Faktoren, u. a. VEGF und FGF,
stimulieren (81, 89). Dies zeigt, dass CAP potenziell in der Lage sein kdnnte, die
Knochenheilung durch eine Stimulation der Endothelzellproliferation und -migration in
das Knochengewebe positiv zu beeinflussen und es somit eine sinnvolle erganzende
Therapie bei der Behandlung von Knochenwunden sein konnte. Hinsichtlich knécherner
Defekte bewirkten die von CAP generierten Agenzien, insbesondere ROS, in-vitro bei
mehrfacher  Therapiesitzung auflerdem eine beschleunigte osteoblastische
Differenzierung (82, 85). Der genaue Mechanismus bleibt unklar. Dennoch zeigen die
Studien und die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, dass CAP in Kombination mit
seinem antimikrobiellen  Effekt und der Moglichkeit einer verbesserten
Knochenregeneration die mikrobielle Besiedlung bei chronischen Knocheninfektionen
vermindern und als Add-on-Therapie eine Ausheilung des Knochens beschleunigen
kénnte (82, 85). CAP kdnnte also durch seine physikalischen und chemischen
Wirkkomponenten bei knéchernen Erkrankungen, wie der MRONJ, den Heilungsprozess
unterstutzen.

Auch bei der Entstehung von Mukositiden oder Periimplantitiden spielen bakterielle
Biofilme auf der Implant- oder Wurzeloberflache eine wesentliche Rolle. Untersuchungen
ergaben, dass CAP einen antibakteriellen Effekt auf Implantatoberflachen besitzt und die
Benetzbarkeit fir u. a. Preosteoblasten-Attachments steigert (112-114). Insbesondere
die Anwendung eines Plasma-Jets bei Periimplantiden erscheint daher sinnvoll (115) .
Da die bakterielle Kolonisation von Knochen eine Relevanz bei der Entstehung von
Knochenerkrankungen hat, sollte aufgrund des aufgeflihrten breitgefacherten

antimykotischen,  antiviralen und  antibakteriellen  Potentials  sowie  der
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wundheilungsfordernden Wirkung die Verwendung von CAP nicht nur bei Infektionen der
Haut, sondern auch des Knochens berucksichtigt werden. Histopathologische
Untersuchungen bei unterschiedlichen Knochenerkrankungen wie Osteomyelititiden,
Osteoradionekrosen oder MRONJ haben gezeigt, dass eine mikrobielle Besiedlung
nachgewiesen werden konnte (7). Dies unterstreicht somit die Notwendigkeit einer
Reduzierung der mikrobiellen Last des Knochens, um eine langfristige Remission der
erkrankten Patienten erreichen zu kénnen (7).

In der vorliegenden Studie wurde S. mitis als alleiniger Bakterienstamm untersucht.
Dieser ist ein in der Mundflora physiologisch auftretender Keim und spielt bei der
Entstehung und Kolonisierung von Biofilmen eine wichtige Rolle (92). Auch wurde gezeigt,
dass S. mitis grundsatzlich opportunistisch als Pathogen wirken kann und in der Lage ist
Resistenzen hinsichtlich Antibiotika zu entwickeln (92). Eine Untersuchung, die die
antibakterielle Wirkung von CAP, CHX sowie PDT auf in-situ gewachsenen Biofilmen auf
Titanplatten vergleicht, kam zu ahnlichen Ergebnissen wie die vorliegende Studie. Bei
jeder der getesteten Gruppen kam es zu einer antibakteriellen Wirkung in Relation zu
einer Negativkontrolle, jedoch erzielte CAP im Vergleich zu CHX und PDT eine starkere
Reduktion des Biofilms (116). Allerdings wurden die Niveaus Desinfektion und
Sterilisation und somit eine komplette Biofilm-Elimination bei allen getesteten Gruppen

nicht erreicht.

In der CHX-Gruppe zeigten sich in der Schicht | im porcinen Knochen (Abbildung 9)
signifikant kleinere CFU-Zahlen im Vergleich zur Negativkontrolle, CAPIl und PDT. In den
tieferen Schichten im porcinen Knochen wurde jedoch keine signifikante Reduzierung der
CFU-Zahlen gefunden. Eine antibakterielle Wirkung im humanen Knochen konnte in
keiner Schicht nachgewiesen werden. Es kann vermutet werden, dass die Reduktion der
Bakterienzellen in der Schicht | im porcinen Knochen allein durch die mechanische
Spulung erzielt worden ist und dieser Effekt mit der Tiefe abschwacht. Daruber kann
diskutiert werden, inwiefern CHX keinen antibakteriellen Effekt zeigen konnte, da die
Bakterien in unempfindliche Biofilme in der Knochenstruktur eingebettet waren (117). Die
Unerreichbarkeit der S. mitis-Biofilme zwischen der sehr variablen und engmaschigen
Spongiosa im humanen- und porcinen Knochen, konnte somit eine antibakterielle
Wirkung durch CHX verhindert haben. Zusatzlich lasst sich der Einfluss von CHX wegen
der hohen Variabilitat der CFU-Zahlen in der CHX-Gruppe nur bedingt beurteilen. Eine
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Ursache konnte das Verbleiben von CHX in den unregelmafligen Hohlraumen des

Knochens sein, die eine zeitlich versetzte Nachwirkung herbeifihren wirde (118).

PDT hatte keinen signifikanten Effekt in der Schicht | im humanen- und porcinen Knochen
(Abbildung 9 und 12), obwohl der Photosensitizer in Schicht | die groRte Lichtmenge
absorbieren konnte. Durch die Applikation des Photosensitizers kam es trotz einer
anschlieBenden Spulung mit NaCl nach der Penetrationszeit zu einer eindeutig
sichtbaren Farbung aller getesteten Praparate in jeder Schichttiefe der PDT-
Versuchsreihen. Die Vermutung liegt nahe, dass der Verbleib von Uberschissigen
Mengen an Photosensitizer nach der Spulung in den Strukturen des Knochens zur
Elimination von S. mitis in Schicht Il und Il fuhrte. Die Persistenz des Photosensitizers in
den Proben lie3 sich ebenso anhand der Blaufarbung der Flussigkeit in den
Verdunnungsreihen verifizieren. Die Schicht Il zeigte im Vergleich zu den
daruberliegenden Schichten die makroskopisch starkste Farbung nach der Spulung mit
NaCl. Eine Studie konnte nachweisen, dass der Photosensitizer ohne eine aktive
Lichtaktivierung zelltoxische Eigenschaften besitzt (119). Aus diesem Grund liegt die
Vermutung nahe, dass der in die Tiefe gespulte, nicht inaktivierte Photosensitizer in der
Schicht 1ll im porcinen Knochen (Abbildung 11) und zweiten Schicht des humanen
Knochen (Abbildung 13) ursachlich fur die signifikante Reduktion gegenlber der
Negativkontrolle war. Da bei der PDT-Therapie das aktivierende Licht eine essentielle
Rolle bei der Aktivierung des Photosensitizer spielt und erst durch die Kombination beider
Komponenten das maximale antibakterielle Potential in Kraft tritt (120), ist die Blockade
des erzeugten Lichts gravierend fur die antibakterielle Wirkung der photodynamischen
Therapie. Daher wurde vermutet, dass die dichte und sehr variable Struktur im Knochen
eine zusatzliche Wirkung verhinderte und in der ersten Schicht kein antibakterieller Effekt

ZU sehen war.

Insgesamt zeigt die Mehrzahl der vorhandenen Untersuchungen einen antibakteriellen
und wundheilungsstimulierenden Effekt von CAP. Allerdings besteht wegen der
unterschiedlichen Plasmaquellen und Gerateeinstellungen in den zitierten Studien keine
standardisierten Bedingungen fur die Anwendung. Andererseits bringt die Anwendung
verschiedener CAP-generierender Gerate und dessen Modifizierbarkeit den grofden
Vorteil, dass CAP an bestimmte medizinische Indikationsbereiche adaptiert werden kann.

Es kann durch die verschiedenen Parameter beispielhaft regenerativ in der Wundheilung
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oder toxisch in der Tumortherapie angewendet werden. Die Anwendung von
unterschiedlichen CAP-generierender Gerate zeigt aber auch die Notwendigkeit vieler
weiterer Untersuchungen, um gewulnschte Effekte und relevante unerwinschte
Wirkungen innerhalb der therapeutischen Breite gezielt differenzieren zu konnen.
Basierend auf dem aktuellen Stand der Wissenschaft und den eigenen erhaltenen
Ergebnissen konnte CAP als alleinige Therapiealternative in Betracht gezogen werden,
wenn keine Notwendigkeit einer mechanischen Keimreduktion zur Absicherung der
Wunddesinfektion und -heilung besteht. Um jedoch eine Aussage daruber treffen zu
konnen, ob die gleiche antibakterielle Wirkung unter klinischen Bedingungen realisiert
werden kann und dabei die kndécherne Wundheilung signifikant verbessert wird, sind
weitere klinische und experimentelle Untersuchungen notwendig. Auch sollte das
antibakterielle Potential von CAP auf im Knochen eingebetteten Mikroorganismen

getestet werden, an denen wie in reellen Infektionen viele Bakterienstamme beteiligt sind.
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6 Zusammenfassung

Kaltes physikalisches Plasma ist neben fest, flussig und gasformig als vierter
Aggregatzustand klassifiziert. Es besitzt die Fahigkeit einen Komplex aus
unterschiedlichen Agenzien wie lonen, elektrische Felder, sichtbares Licht, UV- und
Warmestrahlung sowie reaktive Spezies zu induzieren, welche synergistisch miteinander
wirken. Durch sein nachgewiesenes physikalisches und chemisches antibakterielles
Potential stellt kaltes Plasma durch seine gute Gewebevertraglichkeit eine innovative und
nicht-invasive Therapiealternative in der Medizin und Zahnmedizin dar. Im Gegensatz zu
systemisch und lokal applizierten antibakteriellen Wirkstoffen sind bei CAP bisher keine
Resistenzentwicklungen nachgewiesen worden. Daher ist CAP imstande, multiresistente

Keime effektiv zu reduzieren.

In der vorliegenden Studie wurden jeweils 120 porcine und humane spongiose
Knochenzylinder gewonnen und mit S. mitis-Biofilmen beschickt. Hierbei wurden je drei
randomisiert selektierte Knochenproben in einem Technovitblock vertikal Ubereinander
positioniert, sodass nur die Oberflachen der obersten Proben exponiert blieben. Es
erfolgte die Behandlung mit einem Plasma-Jet (CAPI), Dielectric-Barrier-Discharge-
Plasma (CAPII), Chlorhexidin (CHX), photodynamischer Lasertherapie (PDT) oder
Natriumchloridldsung als Negativkontrolle (C). Im Anschluss wurden die Bakterien
planktonisiert und die Zahl koloniebildender Einheiten (CFU) ermittelt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.

Nach der Applikation von CAPI fand eine signifikante Reduktion der medianen logCFU/ml
in der ersten Schicht | bei den porcinen und humanen Knochenproben im Vergleich zur
Negativkontrolle statt. AuRerdem bewirkte CAPI in der ersten Schicht signifikant
reduzierte CFU-Zahlen sowohl im Vergleich zu DBD-Plasma als auch PDT. In Schicht Il
des porcinen Knochens resultierte die Applikation von CAPI gegenuber CAPIl in
signifikant kleineren CFU-Zahlen von S. mitis. Im porcinen und humanen Knochen in
Schicht Ill war zudem eine signifikante Reduktion der CFU-Zahlen durch CAPI verglichen
mit der Negativkontrolle nachweisbar. CAPIl bewirkte in keiner Schichttiefe eine
signifikante Reduktion der CFU-Zahlen in Relation zu PDT, CHX oder C.
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Zusammenfassung

In Abhangigkeit von der verwendeten Plasmaquelle, deren individuell einstellbaren
Parametern, des verwendeten Tragergases etc. konnen unterschiedliche reaktive
Wirkkomponenten induziert werden. Beruhend auf aktuellen Studien und den erhobenen
Ergebnissen zeigte kaltes Plasma auf unterschiedlichem Gewebe eine antibakterielle
Wirkung. Daher konnte Plasma im Hinblick auf die therapeutischen Moglichkeiten die
Remission von erkrankten Patienten unterstutzen.

Aus der vorliegenden Arbeit ist erkenntlich, dass die antibakterielle Wirksamkeit von der
Art der untersuchten Plasmaquelle abhangig ist und insbesondere der kINPen MED
Plasma-Jet eine antibakterielle Wirkung auf infiziertem spongiésem porcinen und
humanen Knochen bis zu einer Knochenschichttiefe von bis zu 9000 um besitzt. Auch
wenn in keiner der Gruppen eine vollstandige Reduktion der koloniebildenden Einheiten
auf O festzustellen war.

Wissenschaftliche Arbeiten kamen zu dem Resultat, dass von Plasma induzierte
Agenzien ebenfalls einen positiven Effekt auf die Vaskularisierung des Knochens sowie
die Osteoblastendifferenzierung besitzen kann. Hinsichtlich der Therapie bakteriell
assoziierter Knocheninfektionen, wie MRONJ kann die potentielle antibakterielle und
knochenheilungsfordernde Wirkung von CAP unterstitzend sein. Eine begleitende
Applikation von Plasma erscheint anhand der erhobenen Daten vorhandener /n-vitro- und
In-vivo-Studien bei Infektionen des Knochens vielversprechend, auch wenn es aufgrund
der limitierten Evidenz weiterer, insbesondere klinischer Studien bedarf.
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