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Zusammenfassung:

Bisherige Studien haben gezeigt, dass durch subgingivalen Biofilm auf Titanoberflachen
dentaler Implantate, die Regeneration des periimplantdren Gewebes limitiert war. Die
Verwendung von Kunststoffklretten zur Reinigung der Titanoberflachen war zu Beginn der
Studie das Mittel der Wahl. An natlrlichen Zahnen werden abrasive Prophylaxepulver zur
Dekontamination der Wurzeloberflache bereits verwendet. Zum jetzigen Wissensstand gibt
es in der Literatur keinen Konsens in der Periimplantitistherapie zur Anwendung dieser
Substanzen auf Titanoberflachen.

Die aktuelle Studie untersucht zum einen die Effizienz der Behandlung mit verschiedenen,
abrasiven Prophylaxepulvern auf kontaminierten Titanoberflaichen. Zum anderen soll
untersucht werden, inwieweit die Verwendung der Reinigungspulver einen Einfluss auf die
Zellneubildung hat.

In Vitro bewertet wurde neben der Partikelart und —gréBe auch die Distanz und die
Angulation, mit der die verschiedenen, abrasiven Prophylaxepulver auf die Titanoberflache
treffen, bewertet.

Hierfir wurden zuféllig ausgewahlte Probanden gebeten, intraorale Acrylplatten mit
sandgestrahlten und sauregeéatzten Titanscheiben, welche die Titanoberflache dentaler
Implantate simulierten, fiir 48 Stunden zu tragen, um Biofilm zu sammeln. Vier verschiedene
Prophylaxepulver, drei auf Glycinbasis und eins auf Natriumbikarbonatbasis, mit einer
PartikelgréBe von 20-75um wurden einmalig und wiederholt in einem Abstand von 1 und 2
mm verwendet, um den Biofilm auf den Titanplattchen in vitro zu entfernen. Die Angulation
betrug 30 oder 90 Grad.

Die wiederholt gereinigten Titanplatichen wurden fiir sieben Tage mit SaOs-2 Zellen
inkubiert. Als Bewertungsparameter dienten der residuale Biofiim, das MaB der
Oberflachenveranderung des Titans unter dem Elektronenmikroskop und die
Entwicklungsfahigkeit von SaOs-2 Zellen an Hand ihrer mitochondrialen Aktivitat.

Entsprechend der Bedingungen der aktuellen Studie kann festgehalten werden, dass die
Entwicklungsfahigkeit von SaOs2-Zellen als Korrelat zu humanen Osteoblasten
hauptséchlich durch den Partikeltyp abrasiver Pulver bestimmt wird. Die unterschiedlichen
PartikelgréBen der Glycinpulver untereinander schienen keinen signifikanten Einfluss auf
die Ergebnisse zu haben. Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass die PartikelgréBe im
Vergleich der Glycin basierten Prophylaxepulver in diesem eng begrenzten Bereich keine
signifikante Rolle spielt. Distanz- und Angulationsanderungen des Handstickes fuhrten
gleichermaBen zur Reinigung der Titanoberflache. Besonders auffallig war die Darstellung
der Titanoberflache nach Anwendung von Natriumbikarbonatpulver unter dem
Elektronenmikroskop im Vergleich zur Kontrolligruppe. Hier zeigten sich deutliche
Abflachungen des Oberflachenreliefs. Dies hatte keinen Einfluss auf die
Entwicklungsfahigkeit der SaOs-2 Zellen.

Entsprechend der aktuellen Studienlage scheint die Dekontamination der Titanoberflache
als Grundvoraussetzung unabdingbar in der Periimplantitisbehandlung. Abrasive
Prophylaxepulver auf Glycinbasis sind entsprechend der hier durchgefihrten Studie das
Mittel der Wahl und sind den bis dato verwendeten Kunststoffkiretten in ihrer Effizienz
deutlich Uberlegen. Fir zukiinftige Studien sollten weitere in vitro und in vivo Studien in
Betracht gezogen werden.



Abstract:

Previous studies have shown that subgingival biofilm on titanium surfaces of dental implants
has limited the regeneration of peri-implant tissue. The use of plastic curettes to clean
titanium surfaces was the medium of choice at the beginning of the study. On natural teeth,
abrasive powders have already been used to decontaminate root surfaces. To the current
level of knowledge, there is no consensus in literature on peri-implant therapy for the
application of these substances on dental implant titanium surfaces.

On the one hand the current study investigates the efficiency of treatment with various,
abrasive powders on contaminated titanium surfaces. On the other hand it is investigated to
what extent the use of the cleaning powder has an influence on cell regeneration.

Evaluated in vitro, in addition to the particle type and size, the distance and angulation with
which the various abrasive powders hit the titanium surface, are also evaluated.

For this purpose, randomly selected probands were asked to wear intraoral acrylic plates
with sandblasted and acid etched titanium discs simulating the titanium surface of dental
implants for 48 hours to collect biofilm. Four different abrasive powders, three glycine-based
and one sodium bicarbonate-based, having a particle size of 20-75um were used once and
repeatedly at a distance of 1 and 2mm to remove the biofilm on the titanium platelets in vitro.
The angulation was 30 or 90 degrees.

The repeatedly purified titanium platelets were incubated with SaOs-2 cells for seven days.
The evaluation parameters were the residual biofilm, the degree of titanium surface
modification under an electron microscope and the viability of SaOs-2 cells based on their
mitochondrial activity.

According to the conditions of the current study, it can be stated that the viability of SaOs2
cells as a correlate to human osteoblasts is determined mainly by the particle type of
abrasive powders. The different particle sizes of the glycine powder with each other did not
seem to have a significant influence on the results. This allows the conclusion that particle
size does not play a significant role in the comparison of glycine-based abrasive powders in
this narrow range. Spacer and angulation changes of the handpiece also led to the cleaning
of the titanium surface. Particularly striking was the appearance of the titanium surface after
application of sodium bicarbonate powder under the electron microscope compared to the
control group. Here, significant flattenings of the surface relief were evident. This did not
affect the viability of SaOs-2 cells.

According to the current study situation, the decontamination of the titanium surface as a
basic requirement seems indispensable in periimplantitis treatment. Based on the study
carried out here, abrasive powders based on glycine are the medium of choice and are
clearly superior in their efficiency to the plastic curettes used to date. For future
investigations, further in vitro and in vivo studies should be considered.
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1 Einleitung

Die Pathogenese periimplantarer Infektionen und die Besiedlung von
Titanimplantaten mit mikrobieller Plaque scheinen in einem kausalen
Zusammenhang zu stehen (Alcoforado et al., 1991, Mombelli et al., 1988). Eine
Multicenterstudie mit 159 Patienten und 558 dentalen Implantaten zeigte, dass im
zweiten und dritten Jahr nach Implantation ca. 2% der Implantate verloren gingen
und die Verlustrate proportional zur ansteigenden Plagueakkumulation an den
Implantatoberflachen war (van Steenberghe et al., 1993). In der aktuellen Studie
sollen daher Reinigungsverfahren fur Titanimplantate verglichen werden. Ziel der
Reinigungsverfahren ist es, die Plaque bzw. den Biofilm zu entfernen und so

pathologischen Veranderungen des Hart- und Weichgewebes vorzubeugen.

1.1 Was ist ein Biofilm?

Definitionsgeman ist der Biofilm laut Fraunhofer Institut eine Symbiose von
Bakterien, Pilzen und / oder Algen, welche sich auf Oberfliachen am Ubergang von
fest zu flissig oder von flUssig zu gasférmig organisieren. Im Verbund weisen diese
Mikroorganismen verbesserte Eigenschaften und veranderte
Stoffwechselaktivitdten gegenulber freien Zellen auf.

Bereits als van Leewenhoek 1673 (Williamson et al., 1973) das Mikroskop
entwickelte, befasst sich die Wissenschaft mit Bakterien, Viren, Pilzen etc.
Untersuchungen bezlglich der oralen Mikroflora gehen bis in das siebzehnte
Jahrhundert zuriick. Als Biofilm anerkannt gilt diese Art der Bakterienorganisation
seit 1940 durch Heukelekian und Heller.

Kein Biofilm gleicht dem anderen. Jeder Biofilm ist in Zusammensetzung und
Aufbau unterschiedlich. Die Diskrepanzen entstehen in Abhangigkeit von den
Gewohnheiten der entsprechenden Testperson (Wood et al., 2000). So spielt die
Erndhrung, die Zusammensetzung des Speichels und auch die Wahl der
Zahnpflegeprodukte eine entscheidende Rolle (van der Mei et al., 2002).
Gemeinsamkeiten finden sich bezogen auf die Dicke des Biofilmes, die Mikroflora

und die Organisation der einzelnen Bestandteile (Wood et al., 2000).



Ein charakteristischer Adaptationsmechanismus ist das so genannte ,Quorum
Sensing®. Die Bakterien haben Uber diverse Signalmoleklle die Mdglichkeit
miteinander zu kommunizieren und so den Stoffwechsel den gegebenen
Umsténden und Notwendigkeiten anzupassen (Withers et al., 1998, Cvitkovitch et
al., 2001). Diese Regulationsmechanismen spielen sich nicht nur auf der
Zellmembran ab, sondern inkludieren auch die Desoxyribonukleinsdure (DNA)
Replikation (Withers et al., 1998). Quorum sensing gram-negativer Bakterien
erfolgt Uber ein Signalmolekul und ein Regulatorprotein, wobei das Signal in vielen
Fallen Uber Acyl-Homoserin-Lacton vermittelt wird (Parsek et al., 2000). Quorum
sensing gram-positiver Bakterien erfolgt GUber ein Signalmolekil und ein
Regulatorprotein mit einer membrangebundenen Komponente und einer
intrazellularen Komponente (Pestova et al., 1996).

Der Biofilm besteht aus in Mikrokolonien angeordneten Bakterienformationen,
welche in eine Matrix aus Wasser und anionischen extrapolymeren Substanz
(EPS) integriert sind. Wasser bildet hier den Hauptbestandteil (Costeron et al.,
1987). Die extrapolymere Substanz (EPS) wird von den Bakterien gebildet
(Flemming et al., 2010). Die extrapolymere Substanz bindet Molekile wie Kalzium
lonen, Eisen lonen, Kupfer lonen und Zelliberreste (Flemming et al., 2001). Sie
dienen als Brickenbildner innerhalb der Matrix. Die Bakterien liegen kumuliert
innerhalb des Biofilmes vor. Durch die Struktur der Bakterienformationen bilden
sich Wasserkanaéle, welche sowohl Nahrstoffe wie auch Sauerstoff transportieren
und somit fir den Stoffwechsel essentiell sind (de Beer et al., 1994). Der Transport
uber Wasserkanale innerhalb des Biofilmes ist in dynamischer Form {ber
konvektive Diffusion wesentlich effektiver als in statischer Form Gber Diffusion
(Rijnaarts et al., 1993). Daher weisen Biofilme mit dynamischem System eine

héhere Lebensdauer und Resistenz gegenuber Einflissen ihrer Umwelt auf.

Aggregierende, groBe Zellen in der wasserfihrenden Schicht kdnnen das
hydrodynamische System stéren und so den Wassertransport hemmen (Rijanaarts
et al., 1993).



EPS mit Wasser als Hauptbestandteil

-

« Zelldebris

« Bakterium in Kolonie

« Transportkanalchen

orale Oberflache

Abb. 1: Schematischer Aufbau des oralen Biofilmes (modifiziert nach Costeron et al., 1987;
Flemming et al., 2001; Flemming et al., 2010; de Beer et al., 1994)

Experimentelle Studien zur Entwicklung des oralen Biofilmes zeigen folgende
Bestandteile. Proteine des Biofilmes wie die a-Amylase und Immunglobulin A (IgA)
entstammen dem Speichel der groBen Speicheldriisen (Glandula parotidea und
Glandula sublingualis) (Edgerton et al., 1996). Das frihe Pellikel des Biofilmes
(siehe Abb.1) wird vor allem aus den Speichelbestandteilen a-Amylase, Mucin und

Prolin reichen Proteinen geformt.
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Abb. 2: Entstehung des Biofilms (modif. nach Costeron et al., 1999; Flemming et al., 2001)



Das Flussdiagram (Abb. 2) zeigt die Entstehung des Biofilmes auf oralen Flachen.
Bereits wenige Minuten nach Reinigung der Zahnoberflache bildet sich darauf das
sogenannte Pellikel, auch Konditionierungsfiim oder Schmelzoberhdutchen
genannt (Mash et al., 1995). Die Pionierkeime nutzen zur Anhaftung auf der
Oberflache extrazellulare Komponenten wie Flagellen, Pilien und spezielle Fasern.
Auch membrangebundene Proteine helfen bei der Priméarbesiedlung der
Oberflache (Bullitt et al., 1995, Thomas et al., 2004). Uber Fimbrien kénnen einige
Bakterien sich Uber die Oberflache rollen und so anhaften. Dieses Prinzip wird
auch ,stick and role“ Adhéasion genannt (Thomas et al., 2004).

1) — Pellikel 2)

. «— Bakterium .

Zelladhision

orale Oberfliche

3)

Zelladhision & Proliferation
Biofilm

Mikrokolonie
EPS

Abb. 3: Schematische Darstellung der initialen Biofilmbildung
(modifiziert nach Rickard et al., 2003)



Diese ,stick and role” Adhasion findet in der oberen Darstellung (Abb. 3) auf dem
zweiten Bild statt. Bei der Kolonisierung durch Bakterien wird zwischen den
Frihbesiedlern und den Spatbesiedlern unterschieden (Kolenbrander et al., 1993).
In der Auflistung (Abb. 4) ist beispielhaft die Anlagerung verschiedener
Bakterienstamme unterteilt. Bakterien mit einer Vorreiterrolle sind dick
geschrieben. Eine spezielle Auswahl an Frihkolonisierern binden dabei mit ihren
adharenten Oberflachenmolekllen an Rezeptoren des Pellikels. Diese sind mit
einem prozentualen Anteil von ca. 65% vor allem Streptokokkenstdmme (Petersen
et al., 2004). Andere Bakterienstdmme gehen Koaggregationen untereinander ein,
ohne direkt an das Pellikel zu binden. Fusobakterium nucleatum kommt
herausragende Aufgabe zuteil. Es dient als Vermittler zwischen Frih- und
Spatbesiedlern (Abb.4) (Kolenbrander et al., 1993).
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Abb. 4: Friih- und Spétbesiedler (modifiziert nach dem Modell der Kolonisation von

Kolenbrander et al., 1993, 2002)

Zur Anlagerung der Bakterien an orale Oberflachen gibt es verschiedene Theorien.

Zu Grunde liegen den Theorien elektrostatische, hydrodynamische und ionische

Bindungen.

Die Derjagin-Landau-Verwey-Overbeek-Theorie (DLVO) stellt ein dynamisches,

kolloidales System dar, welche einer irreversiblen Bindung der Teilchen im Biofilm



bedingen wirde. Die Bindungen im Biofilm sind nach der DLVO elektrostatische
und Van der Waals Bindungen (Vigeant et al., 2002; Marshall et al., 1971). Nach
Anlagerung der Bakterien Uber die elektrodynamische Anziehung helfen
extrazellulare Zellorganellen (Bullitt et al., 1995, Thomas et al., 2004) den
Mikroorganismen, innerhalb des Pellikels zu verbleiben. Weitere freie
Bindungsgruppen stabilisieren die Position des Bakteriums und schitzen so vor

einer Verdrangung des Bakteriums (Hong et al., 2008).

Andere Forschungsgruppen unterteilen den Biofilm in drei Kompartimente: die
auBere Masse, die oberflachennahe Masse und die oberflachengebundene
Masse. Die Position der Bakterien innerhalb der drei Kompartimente ist abhangig
von hydrodynamischen und physiko-chemischen Effekten zwischen Bakterien, der
extrazellularen Substanz und der Oberflache (Vigeant et al., 2002). Entsprechend
dieser Modelle spielt auch die Oberflachenbeschaffenheit und —energie eine
entscheidende Rolle fur die Biofilmbildung. Die Ladung und Energie der
Oberflache sowie die GroBe und Rauhigkeit haben Einfluss auf die entstehenden
elektrostatischen und hydrodynamischen Bindungen und somit auf die Adh&sion

und Ko-aggregation der Mikroorganismen sowie der extrazellularen Molekdle.

In Folge der Koloniebildung wird der initiale Biofilm Uber die vermehrte
extrapolymere Substanz, die Einlagerung externer Molekile aus dem Speichel und
den Produkten des Bakterienstoffwechsels zu einem weitestgehend
abgeschlossenen geschitzten Lebensraum. Dieser Prozess wird als Maturation
bezeichnet. Der ausgereifte Biofilm zeigt eine Plateauphase, in welcher kein
logharhythmisches ~ Wachstum mehr stattfindet. Biofilme sind  somit
selbstlimitierend entsprechend ihrer Zusammensetzung. Es wird vermutet, dass

auch hier das Quorum sensing eine tUbergeordnete Rolle spielt.

Flemming (2001) unterteilt die oben genannten Stadien der Biofilmbildung in 3
tbergeordnete Phasen ein.



¢ Induktionszeit (initiales Pellikel bis
Phase 1 logarhytmisches Wachstum)

Phase 2 J Wachstumsphase (bis das Plateau erreicht
wird)
Phase 3 » Ausmal} des Biofilmes (Dicke, Ausprigung)

Abb. 5: Stadien der Biofilmbildung (modifiziert nach Flemming et al., 2001)

1.2 Einfluss der Oberflache auf die Biofilmbildung

Besonders bei beeinflussbaren Therapien wie die Versorgung mit Zahnersatz auf
eigenen Zahnen oder Implantaten interessiert die Oberflachenbeschaffenheit der
Materialien.

Aus vorangegangenen Studien geht hervor, dass die Hydrophilie der Oberflache
keine sichtbare Rolle in Bezug auf die Biofilmneubildung spielt, jedoch die
Mikromorphologie der Titanoberflache (Schwarz et al., 2007b). In einer Studie von
Al-Ahmad et al., 2010 wurden verschiedene Implantat Materialien bezogen auf
ihren Einfluss auf die Biofilmbildung getestet. Die Schichtdicke des Biofilmes nach
wenigen Tagen war abhangig vom Material der Implantate. Die Zusammensetzung
des Biofilmes wurde hierdurch nicht agitiert. Keines der Materialien konnte der
Biofilmbildung vorbeugen. Zuséatzlich scheint auch die freie Energie der Teilchen
des Oberflachenmateriales Einfluss auf die Biofilmbildung zu nehmen (Quirynen et
al., 1995).

Entscheidend fur die aktuelle Studie ist es nun herauszufinden, ob die zu testenden
Reinigungsverfahren in vitro mit einer Oberflachenveranderung einhergehen und

ob die Reinigungsverfahren Einfluss auf die Zellneubildung haben.



1.3 Einfluss der Oberflache auf die (Re-) Osseointegration

Uber den Einfluss der Titanoberfl&ache dentaler Implantate auf die Osseointegration
nach Implantatinsertion gibt es eine Vielzahl an Studien (Becker et al., 2006;
Schliephake et al., 2006, Schwarz et al., 2007b; Berglundh et al., 2007, Al-Nawas
et al., 2007). Uber die Re-osseointegration ist die Literatur begrenzter. In einer
Studie am Hund (Persson et al., 2001) konnte gezeigt werden, dass die
Reosseointegration durch Dekontamination der Oberflache limitiert ist. Die
gereinigten Oberflachen wiesen innerhalb der Grenzen der Studie die Tendenz zur
Reosseointegration auf. Die grundlegende Morphologie der Oberflache scheint
eine signifikante Rolle bezogen auf die Reosseointegration zu spielen (Persson et
al., 2001b). In einer Ubersichtsarbeit von 25 Tierstudien (Renvert et al., 2009)
konnte konkludierend festgestellt werden, dass die Summe an Reosseointegration
innerhalb der Studien deutliche Unterschiede in Abhangigkeit der Implantat
Oberflache aufwies. Die Reinigung alleine schien auch hier nicht der

ausschlieBliche Faktor fir die Wiederherstellung zu sein.
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1.4 Die Bedeutung des Biofilmes fiir Erkrankungen der Mundhéhle

Mikro- Karies

Parodontitis

organismen . e
& Periimplantitis

Substrat

Abb. 6: Einflussfaktoren auf die Entstehung bakterieller Entziindungen (modifiziert in
Anlehnung an die Atiologie der Karies und Parodontitis (K6nig et al., 1987)

Wie in der oberen Abbildung (Abb. 6) dargestellt ist die Entstehung von
Erkrankungen in der Mundhdhle (Karies, Parodontitis, Periimplantitis)
multikausalen Ursprungs. Essentiell fiir die Atiologie dieser Erkrankungen sind
Mikroorganismen, die Uber einen gewissen Zeitraum unter Zufihrung von Nahrung
auf einen Organismus und entsprechend sein Immunsystem einwirken (Kdnig et
al., 1987).

Entsprechend der fir orale Erkrankungen festgelegten Parameter nach Kdnig et
al., (1987) spielt der Biofilm eine entscheidende Rolle und vereint diese Parameter.
Umso relevanter scheint die Dekontamination oraler Oberflachen als Pravention
und Therapie. Seit nachgewiesen wurde, dass die Periimplantitis mit
Mikroorganismen assoziiert ist (Leonhardt et al., 1999, Mombelli et al., 1987), wird
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vermutet, dass die Entfernung des auf der Implantatoberflache abgelagerten
Biofilmes als Voraussetzung flr eine erfolgreiche Periimplantitistherapie

unabdingbar ist.

« Implantatkrone

Biofilm
/~ Taschenbildung mit
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polierter Rand des Implantates
« Gingiva
« Kortikalis

. ) entzundete
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Abb. 7: Die Bedeutung der Biofilmbildung fiir die Entstehung der Periimplantitis
(eigene Zeichnung)

Die Abbildung (Abb. 7) zeigt links ein vollstandig osseointegriertes Implantat.
Rechts ist ein Implantat mit angelagertem Biofilm dargestellt. Durch die
Entziindungsreaktion auf die Bestandteile des Biofilmes kommt es zu
Knochenabbau und somit zur Taschenbildung am Implantat (Leonhardt et al.,
1999, Mombelli et al., 1987). Bei letzterer spricht man von einer Periimplantitis.
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1.5 Mikroflora

Mit zunehmender Anzahl an gesetzten Zahnimplantaten steigt auch die Zahl an
periimplantaren Entzindungen. Die Zahl an betroffenen Implantaten ist schwer zu
bemessen, sie liegt in etwa bei 10% der Implantate und 20% der Patienten
(Mombelli et al., 2012). Genauso wie die primare Implantatplanung, die
Implantatinsertion und die Versorgung der Implantate mit Zahnersatz, ist auch die
Behandlung und Nachsorge der Implantate zum Bestandteil des Praxisalltages
geworden. Folglich untersuchten viele aktuelle Studien die Zusammensetzungen
der Bakterienkolonien.

Die Mikroflora in periimplantdren Defekten ist Uberwiegend anaerob (van
Winkelhoff et al., 2000), wobei gram-negative Bakterien die Ubergeordnete Rolle
spielen  (Mombelli et al, 2000). Die Keime  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, und
Treponema denticola sind sowohl im infizierten, wie auch im gesunden
periimplantaren Gewebe nachweisbar (Casado et al., 2011). Wé&hrend die oben
genannten Bakterien keine direkte Korrelation mit einem pathologischen
Geschehen haben, ist der Nachweis der Bakterien Tannerella forsythia,
Campylobacter und Peptostreptococcus micros charakteristisch fir periimplantare
Infektionen. Bei schmerzhaften Lasionen dominieren die Spezies P. micros,
Fusobakterium und Eubakterium (Tabanella et al., 2009). Die plagueinduzierte
Periimplantitis wird demzufolge hauptsachlich durch den orangen Komplex
gepragt. Studien zeigen, dass auch die Spezies der Staphylokokken mit der
Periimplantitis assoziiert ist (Persson et al., 2013, da Silva et al., 2013). Zuséatzlich
wurden in einer aktuellen Studie untypische Keime wie Filifaktor alocis, Dialister
invisus und Mitsuokella dentalis nachgewiesen (Da Silva et al., 2013). Generell
lasst sich sagen, dass die Bakteriendichte vom gesunden periimplantaren Gewebe
beziehungsweise vom gesunden parodontalen Gewebe hin zu Periimplantitis und
Parodontitis ansteigt. Einen Unterschied in der Bakterienzahl von Mukositis zu
Periimplantitis und Parodontitis gibt es nicht (Cortelli et al., 2013). Die
Konzentration von P. gingivalis und Agg. actinomycetemcomitans ist sowohl bei
parodontal geschadigten Zéahnen wie auch bei periimplantaren Lasionen nahezu
identisch. Die Ubrigen Spezies scheinen sich bei der Parodontitis starker zu

manifestieren als bei der Periimplantitis (Cortelli et al., 2013).
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1.6 Ziele der bisherigen Therapieansatze

Ziel aller Therapieansatze der periimplantaren Behandlung sollte eine Restitutio ad
integrum in Form einer Reosseointegration sein. Die Osseointegration ist laut
Branemark et al., (1969) der unter einem Lichtmikroskop sichtbare, direkte
funktionelle und strukturelle Verbund des angrenzenden Knochens mit der
Oberflache des inserierten Implantates. Da die Re-osseointegration bislang ein
utopisches Ziel darstellt, formulieren Forscher folgende Teilziele. Als
Therapieerfolg wird ein entzindungsfreies, langzeitstabiles Hart- und
Weichgewebe um ein klinisch gereinigtes Implantat angesehen. Die
Wiederanlagerung von Hart- und Weichgewebe wird ebenfalls als Therapieerfolg

angesehen.
Folgende Parameter sollen erreicht werden:

e Entfernung des Biofilmes

e Entfernung harter und weicher Beldge, Entfernung subgingivaler
Konkremente

¢ Reinigung ohne Veranderung der Titanoberflache

¢ Reinigung ohne Gewebeschadigung, ohne Fremdkdrperreaktion

e Erhalt der Regenerationsfahigkeit der Zellen des ortstandigen Gewebes
(Knochen, Gingiva

In der S3-Leitlinie (AWMF 2016) der Deutschen Gesellschaft fir Implantologie
(DGIl) und der Deutschen Gesellschaft fir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
(DGZMK) wird die Dekontamination der Titanoberflache als hoch signifikanter
Faktor fur den Erfolg einer Periimplantitisbehandlung angesehen. Dies steht im
Einklang mit den hier definierten Therapiezielen. Beschrieben werden in der S3-
Leitlinie neben dem mechanischen Debridement weitere Behandlungstechniken
zur Entfernung der bakteriellen Plaque sowie adjuvante Therapien zur
Verringerung der bakteriellen Besiedlung.
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1.7 Uberblick iiber die bisherigen Reinigungsverfahren

Grundprinzip einer jeden Therapie ist eine profunde Reinigung der
Implantatoberflache (Lindhe und Meyle 2008).

Uberblick iiber bisherige Reinigungsverfahren

manuelle Reinigung (Kiirretten)

Ultraschall

CO2 Laser, Er:Yag Laser, Nd:YAG, Er:YAG, Er,Cr:YSGG

abrasive Pulver (Bsp. Airflow®)

Abb. 8: Uberblick iiber die bisherigen Reinigungsverfahren

1.8 Reinigungsverfahren

GemaB einer ursachenbezogenen Therapie bestehen mehrere Lésungsansatze,
um den entzindlichen Prozess im umliegenden Hart- und Weichgewebe zu
behandeln. Die Reinigungsverfahren oraler Oberflachen sind mannigfaltig (Abb.
8). Jede Einzelne ist in der Literatur gut umschrieben.

Erste Veroffentlichungen zur manuellen Reinigung an periimplantaren Defekten
gehen auf die frGhen neunziger Jahre zuriick (Mombelli et al., 1992). Hier wurde
erstmals nach Beschreibung der Periimplantitis als anerkannte, orale Erkrankung
der positive Effekt der Dekontamination einhergehend mit verminderter Blutung
(Bleeding on Probing; BOP) und einer Reduktion der Taschentiefe (Pocket depth;
PD) publiziert.

Sowohl mechanische und Ultraschall unterstitzte Reinigung, die adjuvante
Verwendung chemischer Stoffe wie desinfizierende Spilungen, lokale oder

systemische Antibiotika oder Lasertherapie sind nach klinischen Ergebnissen
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effektiv, um eine Progression von Erkrankungen wie Periimplantitis oder
Parodontitis zu verhindern (Blichter et al., 2004, Karring et al., 2005, Schwarz et
al., 2005b). Die Ergebnisse zu Knochenregeneration und Reosseointegration
variieren betrachtlich, teilweise wird eine Re-osseointegration sogar in Frage
gestellt (Schou et al., 2004). Verschiedene Faktoren kdnnten die fehlende
Reintegration erklaren. Allem voran ist per Plastikkirette und Schall-
/Ultraschallscaler keine absolute Dekontamination der rauen Titanoberflache
maoglich (Schwarz et al., 2005; Schwarz et al., 2006a). Kunststoffkiretten zeigen
im Vergleich zu Stahlkiretten keine Oberflachenverdnderungen an der Implantat
Oberflache (Fox et al., 1990). Die mechanische Bearbeitung der Titanoberflache
mit Instrumenten, die eine hdéhere Harte haben als Titan, koénnte
Abnutzungserscheinungen und Ermidung derselben zur Folge haben und somit
in die Bildung eines Attachments negativen Einfluss ausiben (Schwarz et al.,
2003). In der genannten Studie wurde exemplarisch das Vector®
Ultraschallsystem mit Arbeitsspitzen aus Carbonfaser verwendet. Hier zeigten sich
deutliche Veranderungen auf der Titanoberflache, sodass ein klinischer Einsatz an
Titanimplantaten nicht indiziert ist (Schwarz et al., 2003). In Bezug auf die
Effektivitat zeigen sich keine Unterschiede zwischen der klassischen manuellen

Reinigung mit manuellen Kiretten und dem Vector® System (Karring et al., 2005).

In einer vorangegangenen Studie wurde der Unterschied zwischen einer
Reinigung mit einem Natriumchlorid getrankten Wattepellet und einem
Polierblrstchen am Hund getestet (Persson et al., 1999). Beide Verfahren zeigten
ahnliche Ergebnisse im Bezug auf die Reintegration. Es wurde nur eine minimale

Verbesserung der Gewebeanhaftung erreicht.

Aktuell zeigen verschiedene Verfahren zur Sauberung der Titanoberflachen
ahnlich gute Ergebnisse. Sowohl die Dekontamination mit einem
Kohlenstoffdioxidlaser (CO2 Laser)(Deppe et al., 2001, Mouhyi et al., 2000) als
auch mit einem Erbium-Yttrium-Aluminium-Granatlaser (ER:YAG) (Schwarz et al.,
2005b, Schwarz et al.,, 2006b) zeigen gute Ergebnisse bezogen auf die
Reintegration und Entziindungsfreiheit. Die Laserapplikation scheint unbedenklich
in Bezug auf die Oberflachenstruktur des Titans zu sein (Schwarz et al., 2003).

Publikationen zur Anwendung photodynamischer Therapie an Tumorzellen gehen
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auf die sechziger Jahre zurlick (Hunter et al., 1967). Das Behandlungsprinzip lasst
sich auch fur die Therapie dentaler und implantéarer Entziindungen anwenden. In
einer Studie von Woods et al.,, von 1999 wird die Anwendung der
photodynamischen Therapie in vivo beschrieben. Der hier verwendete
Photosensibilisator Zink(Il)phthalocyanine lagert sich in den Biofilm ein. Durch die
Laserapplikation wird der Zelltod der Bakterien hervorgerufen und so der Biofilm
gestort. Eine Studie zur Verwendung der photodynamischen Therapie unter der
Anwendung eines Helium-Neonlasers konnte eine signifikante Reduktion der
Bakterienstamme  Propionibacterium acnes, Actinomyces odontolyticus,
Porphyromonas gingivalis und Prevotella intermedia zeigen. Insgesamt konnte die
Formung von Bakterienkolonien um ca. 50% inhibiert werden (Kénig et al., 2000).
Die erste Publikation zur Verwendung des bis heute unter anderem Ublichen
Farbstoffes Toluidin blau ist von Dértbudak et al., 2001. Der Photosensibilisator
wurde fir 60s auf die Titanimplantate aufgetragen und anschlieBend fir 60s mit
einem Diodenlaser bei 690nm behandelt. Die Studiengruppe konnte eine
signifikante Reduktion der Bakterien Actinomyces actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, and Prevotella intermedia nachweisen, jedoch konnte

auch hier keine absolute Dekontamination erzielt werden.

Im Vergleich weisen sowohl die Behandlungen mit dem Er:Yag Laser als auch die
photodynamische Therapie gute Ergebnisse auf. Jedoch kann bei keiner der oben
genannten Therapien eine vollstdndige Bakterienelimination nachgewiesen

werden.

1.9 Bisherige Erkenntnisse zur Verwendung abrasiver Pulver auf

Titanoberflachen

Frihere Studien haben gezeigt, dass sich auch die Applikation abrasiver Pulver
mit einem Pulverwasserstrahlgerat fir die Behandlung periimplantarer
Entziindungen eignen kénnte (Augthun et al., 1998, Chairay et al., 1997, Kreisler
et al., 2005, Mengel et al 1998). Erste Publikationen, die dieses Verfahren als
potentiell effektiv erachten, gehen ebenfalls auf die friihen neunziger Jahre zurlck
(Singh et al., 1993, Dennison et al., 1994). Diese Systeme, welche mit abrasiven

Pulvern arbeiteten, schienen die Plaque vorhersagbar zu entfernen, jedoch zu
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mikroskopisch sichtbaren Oberflachenveranderungen zu fiihren (Kreisler et al.,
2005, Mengel et al., 1998).

Leider existieren bis dato keine einheitlichen signifikanten Daten und
Empfehlungen zur Verwendung der abrasiven Pulver auf Titanoberflachen. Die
verschiedenen Ergebnisse dieser Studien kénnten auf die unterschiedlichen
Parameter wie Partikelart und GrdB3e, sowie auch die Entfernung und Angulation
des Handstlckes zurtickzuflihren sein. Experimentelle in vitro und in vivo Studien

sind flr eine reproduzierbare Therapie zwingend erforderlich.

Es besteht bei falscher Anwendung der Pulverwasserstrahlgerate die Gefahr der
Emphysembildung nach Anwendung (Van de Velde et al., 1991). Eine profunde
Schulung der Anwender ist daher zwingend erforderlich.

Im Einklang bisheriger Studien lasst sich die Aussage treffen, dass bisherige
Verfahren der Pulverwasserstrahlgerate gute Ergebnisse bezogen auf die
Dekontamination zeigen, jedoch einheitlich Oberflachenverédnderungen des Titans

nachweisbar sind.
1.10 Bereits verwendete Prophylaxe Pulver

Der Erfinder der Pulverwasserstrahlgerate im urspringlichen Sinne war R.B. Black
(1945). Damals noch in anderer Funktion dienten die Gerate der
Kavitatenpraparation. Erst Jahre spater (Willmann et al., 1980) wurde diese
Technik flr die Prophylaxe und Parodontitistherapie weiterentwickelt. Zusatzlich
zu Druckluft und Pulver wurde nun Wasser appliziert. Das abrasive Pulver damals
z.B. aus Aluminiumoxiden wurde durch Natriumbikarbonat und spater auch durch

Pulver auf Glycinbasis ersetzt.

Zu Beginn der aktuellen Studie waren bereits zwei der zu testenden Produkte gut
in der Literatur umschrieben und haben sich in der Praxis bewahrt. Dies war zum
einen das Clinpro ® Prophy Powder von 3MEspe (Petersilka et al., 2003b) und
zum anderen das Airflow® Classic von EMS (Schwarz et al., 2006a). Sowohl
Pulver auf Glycinbasis wie auch auf Natriumbikarbonatbasis sind beziglich ihrer
Gewebevertraglichkeit fir das umliegende Gewebe und Effizienz an natirlichen
Zahnen bereits umfassend getestet worden (Petersilka et al 2003; Petersilka et al
2003b).
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Natriumbikarbonat

Glycin

Chemische NaHCOs C2HsNO2
Formel
Molare Masse 84,01 g/mol 75,07g/mol
PH-Wert 7,8 6,2
pKs Wert 10,33 pKCOOH 2,34
pKNH2 9,6
Dichte 2,22 g/ml 1,6 g/ml
Loslichkeit 96 g/l 250 g/I
Geschmack Leicht salzig suBlich
Aussehen Farbloses, Farbloses,
kristallines Pulver kristallines
Pulver

Abb. 9: Chemische Eigenschaften der Grundsubstanz der Prophylaxepulver
(umschrieben durch den Hersteller)

1.11 Die Entwicklung bis zum aktuellen Studiendesign

Die aktuelle Studie ist Teil eines Studienprojektes welches bereits April 2003 zur
Genehmigung durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf mit der Studiennummer 2157 vorlag (Anhang) und
bereits 2005 verdffentlich wurde. Das Thema dieses Projektes lautete:
,Juntersuchung zur Entfernung bakterieller Biofilme von verschiedenen,
beschichteten Titanimplantaten mit Hilfe eines Er:Yag Lasers®. Hier wurden die
Reinigungseffekte von einem ER:Yag, einem Ultraschallgerét, einer PlastikkUrette
und einer Spulllésung getestet (Schwarz et al., 2005b). Obwohl der Er:Yag Laser
die besten Ergebnisse in der Reinigungsfahigkeit zeigte, konnte keines der
Verfahren eine signifikante Biokompatibilitdt und Anlagerung neuer Zellen im Sinne

einer Restitutio ad integrum erreichen.

In einer darauffolgenden Studie (Schwarz et al., 2006a) wurden die
Reinigungseffekte von einem Ultraschallgerat, einem Pulverwasserstrahlgerat,
einer Plastikklrette und einer Spulllésung getestet. Zugrunde lagen Daten friiherer
Studien, welche einen positiven Effekt abrasiver Reinigungspulver implizieren
(Augthun et al., 1998, Chairay et al., 1997, Kreisler et al., 2005, Mengel et al 1998).
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Der Biofilm wurde Uber einen Zeitraum von 72h gesammelt. Nach der
Dekontamination mit dem jeweiligen Verfahren wurde die Biokompatibilitat an
Hand von SaOs2 Zellen (Sarcoma osteogenic-2 Zellen) untersucht. Die
Oberflachen, die mit dem Pulverwasserstrahlgerat gereinigt wurden, zeigten erste
Anlagerungen neuer Zellen auf der Oberflache. Resultierend aus dieser Studie war
die Erkenntnis, dass speziell die Dekontamination als alleiniger Faktor nicht
entscheidend flr die Reosseointegration scheint, jedoch die besten Ergebnisse
bezogen auf die SaOs2 Zellen mit der Reinigung durch ein

Pulverwasserstrahlgerét erzielten.

Signifikant gute Ergebnisse des Studienprojektes (Schwarz et al 2005b; Schwarz
et al., 2006a) warfen die Frage auf, welchen Unterschied verschiedene
Pulverstrahlmaterialien auf die Reossifikation periimplantarer Defekte zeigen.
Weitere Studien schienen essentiell. Basierend auf einer Studie an orthodontisch
versorgten Z&hnen schien auch die Angulation und Dauer der Applikation eine
entscheidende Rolle fir den Erfolg der Therapie einzunehmen (Gerbo et al., 1993).
Applikationsdauer und Angulation des auftreffenden Strahles sind weitere wichtige

Parameter flr zuklnftige Studien gewesen.

1.12 Ziele

Studien haben gezeigt, dass die Bildung eines oralen Biofilmes an konditionierten
Titanoberflachen in die Zelladhasion und Proliferation der umliegenden Gewebe
einzugreifen scheint. Die Entfernung des Biofilmes nach konventionellen
Methoden wurde bereits in vielen Studien getestet, jedoch ist die Regeneration des
umliegenden Gewebes bislang ohne signifikanten Erfolg geblieben. Bislang gibt es

kein adaquates Reinigungsverfahren fir Titanoberflachen in situ.

In der vorliegenden Studie war es das Ziel,

1.) die Effektivitdit abrasiver Prophylaxepulver an kontaminierten
Titanoberflachen zu bewerten und
2.) die Regenerationsfahigkeit der Zellen aus umliegenden Geweben nach

Reinigung mit abrasiven Prophylaxepulvern zu beurteilen.
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2 Material und Methoden
2.1 Auswahl der Probanden

Sechs gesunde Freiwillige (2 Frauen, 4 Manner; 29,5 +/-1,2 Jahre) wurden nach
definierten Kriterien flr die Studie ausgewahlt. Jeder Teilnehmer bekam eine
detaillierte Beschreibung des Versuches wund wurde gebeten, eine

Einverstandniserklarung zu unterzeichnen.
Far die Auswahl der Probanden galten folgende Kriterien:

e keine systemische Antibiose wahrend der letzten 6 Monate

e gute Mundhygiene (Plaqueindex < 1)

e kein Anzeichen einer Parodontitis oder einer Entzindung des
Weichgewebes

¢ Nichtraucher

2.2 Splints und Titanplattchen

Vor Versuchsbeginn bekamen alle Probanden eine professionelle Zahnreinigung.
Der fur die Studie erforderliche Biofilm wurde von den Probanden auf einer
Acrylplatte mit 4 oberflachenkonditionierten Titanplattchen (Institut Straumann AG,
Basel, Schweiz) gesammelt. Die Acrylplatte wurde im Oberkiefer mit kleinen
Halteklammern am Zahnbogen fixiert. Die Probanden wurden angehalten, diese
fir 48h zu tragen, ohne dabei ihre reguldre Ernahrung umzustellen. Der Splint
sollte die gesamte Zeit in situ verbleiben, ausschlieBlich zur Zahnpflege durfte er
herausgelegt werden. Die Zahnpflege durfte nur mit Wasser und Zahnburste
durchgefiihrt werden. Weder Zahnpasta noch Mundspulungen waren erlaubt.
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Abb. 10: Acrylplatte mit Titanplattchen (eigenes Foto)

Titanplattchen: @ 15mm, 1,5mm Dicke
sandgestrahlt mit grober Kérnung 0,25-0,5mm
Sauregeéatzt mit HCI/H2SOa4 (SLA)

Oberflachenrauhigkeit (RA) 3,22 +/-0,88um

Abb. 11: Titanplattchen (eigenes Foto)

Die Probeplattchen wurden am harten Gaumen mit 1mm Abstand auf der
Acrylplatte befestigt. Der Abstand diente zum einen der Schaffung einer feuchten

22



und nahrhaltigen Umgebung fir die Plagueakkumulation ohne stérende

Einwirkung der Zunge.

Die Plattchen wurden direkt nach Entnahme mit Erythrosinfarbstoff gefarbt. Nur
Proben mit einem initial homogenen Biofilm (IB) konnten in die Studie mit
einbezogen werden (n=160). Zur Uberpriifung wurden die Plattchen mit einem
Lichtmikroskop untersucht (Olympus BX50, Olympus, Hamburg, Deutschland). n
= 32 Probeplattchen mussten aus der Auswertung herausgenommen werden, da
der Biofilm inhomogen auf dem Plattchen aufgelagert war. Direkt nach der Farbung
wurden die Titanplattchen entsprechend der Zuordnung mit einem abrasiven
Pulver behandelt. Die zufallige Zuordnung der Proben erfolgte mittels einer
Computer generierten Liste (RandList1, Datinf GmbH, Tabingen, Deutschland).

2.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Gesamtmenge aller auswertbaren homogenen Proben lag bei n = 160.

Abb. 12: Pulverstrahlgeréat (eigenes Foto)

Zur Reinigung der Titanplattchen wurde ein Pulverwasserstrahlgerat (Airflow S1®
EMS, Nyon, Schweiz) mit einem Standardhandstiick (Airflow ® EL-308/A EMS,
Nyon, Schweiz) verwendet.
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Abb. 13: Das Pulversortiment (eigenes Foto)

Die Proben wurden entweder mit Pulvern auf Glycin oder auf
Sodiumbicarbonatbasis aus zwei verschiedenen Entfernungen (1 & 2mm),
Angulationen (30° & 90°) und entsprechend der Herstellerangabe mit 4,5 bar und

60ml Wasser pro Minute behandelt.

Pulver auf Glycinbasis:

e Air-Flow1 Soft, Air-Flow1 Perio, EMS, Nyon, Schweiz
e Clinpro1 Prophy Powder, 3M ESPE AG, Seefeld, Deutschland

Pulver auf Sodiumbicarbonatbasis
e Airflow® Classic EMS

Ein standardisierter Versuchsaufbau stellte die Reproduzierbarkeit des Versuches
sicher.
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Abb. 14: Versuchsaufbau 1 (eigenes Foto)

Insgesamt n=8 Titanplattchen waren in jeder Gruppe und n=16 Gruppen wurden
in der Auswertung berucksichtigt. Jedes Titanplattchen wurde zweimal behandelt.
Die Reinigung erfolgte vom Zentrum in Richtung Peripherie in kreisférmigen
Bewegungen (Abb.16). Als Dauer wurde eine Zeitangabe von 20s gesetzt (1x20s;
2x40s). Im Anschluss wurden alle Titanplattchen mit Kochsalzlésung abgespiilt,
um Ruckstdnde des Pulvers zu entfernen. Als Kontrollgruppe dienten nicht
kontaminierte, unbehandelte Titan-plattchen (n=8).

Abb. 15: Versuchsaufbau 2 (eigenes Foto)
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In der Abbildung 16 ist die Reinigung der Titanplattchen vom Zentrum in Richtung
Peripherie in kreisférmigen Bahnen dargestellt. Die Applikation des Prophylaxe

Pulvers erfolgte Uber ein Zeitintervall von 20s (1x20s; 2x40s).

Abb. 16: Reinigungsschema von zentral
nach peripher (eigene Zeichnung)

Die Behandlung wurde ausschlieBlich durch den Doktoranden durchgefihrt. Ein
Teil der Proben wurde zur Bewertung des verbliebenen Biofilms und der
Uberlebensfahigkeit der Zellen verwendet, wahrend der andere Teil der Proben
mittels Elektronenmikroskop ausgewertet wurde.

Ein Teil der Proben (n=128) wurde zur Ausmessung des verbliebenen Biofilmes
(RB) und der Entwicklungsfahigkeit von Zellen verwendet. Der andere Teil der
Proben (n=32) wurde unter dem Elektronenmikroskop ohne Zusetzung von SaOs2
Zellen ausgewertet.

2.4 Charakteristika der verwendeten Pulver

Alle Partikel der verwendeten Materialien waren rhomboid und zylindrisch geformt.
Die PartikelgréRe wurde mit einem Malvern Mastersizer S abgeschétzt (Malvern
Instruments, Malvern, GroBbritannien). Es wurden drei Pulver auf Glycinbasis

getestet und ein Pulver auf Sodiumbicarbonatbasis. Untersucht wurde das Pulver
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Clinpro® Prophy Powder, Air-Flow® Perio, Air-Flow ® Soft und Air-Flow® Classic.
Die Pulver unterscheiden sich nicht nur durch die variierende Basissubstanz,
sondern zuséatzlich durch den Anteil an differierenden PartikelgroBen am
Gesamtvolumen. Dv10 stellt die PartikelgroBe dar, die unter 10% des
Gesamtvolumens liegt. Dv50 stellt die PartikelgréBe dar, die unter 50% des
Gesamtvolumens liegt. Dies entspricht einer mittleren PartikelgréBe. Dv90 stellt

die Partikelgré3e dar, die unter 90% des Gesamtvolumens liegt.

2.5 Vermessung des verbliebenen Biofilmes (RB)

Die Bildauswertung erfolgte mit Hilfe einer auf einem Lichtmikroskop (Olympus
BX50, Olympus, Hamburg, Deutschland) angebrachten Kamera (ColorView lII,
Olympus, Hamburg, Deutschland). Als Softwareprogramm wurde SIS AnalySIS
Auto Software 3.2 (Softimaging System GmbH, Minster, Deutschland) verwendet.
Zur Auswertung wurde der verbliebene Biofilm mit den Werten des initialen Biofilms
verglichen, wobei der initiale Biofilm als 100% definiert wurde. Nach jeder
Behandlung wurde flr jedes Titanplattchen der verbliebene, angefarbte Biofilm in
20 zufallig gewahlten Bereichen auf dem Titanplatichen prozentual zur
Gesamtflache ausgewertet. Die Auswertungen wurden vom Doktoranden ohne

Kenntnis Uber die Verteilung der Plattchen durchgeflhrt.

2.6 Prazision der Auswertung

Fanf Titanplattchen wurden zur Kalibrierung verwendet. Die Auswertung erfolgte
in einem Abstand von 48h zweimal. Die Kalibrierung war erfolgreich, wenn beide

Auswertungen um bis zu 90% Ubereinstimmten.
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2.7 Zellkulturen

Nach der Vermessung des Biofilmes (RB) (n=128) wurden die Proben autoklaviert
(F. Schwarz et al., 2005, F. Schwarz et al., 2006a, F. Schwarz et al., 2006b) und
in Inkubationskammern gelegt (Lap Tek Chamber Slide, Nalge Nunc, Naperville,
IL, USA). Die Autoklavierung war notwendig, um die Kontamination der
Inkubationskammern auszuschlieBen. SaOs2 Zellen (ATCC, No. HTB 85,
Manassas, VA), die ahnlich wie humane Osteoblasten auf die Titanoberflache
reagieren und schatzungsweise zweidrittel mehr Kalzifizierung zeigen (Ahmad et
al.,, 1999). Die Zellen waren in einem McCoy’'s 5A Medium (MCM, Gibco No.
21017-025, Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Deutschland) geldst. Das
Nahrmedium beinhaltet folgende Bestandteile.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Nahrmediums

1% Penicillin/ Streptomycin (Gibco1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

10% fetales Rinderserum (Gibco1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

DMEM 1g/I Glucose (Gibco1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

DMSO Sigma (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

PBS (Gibco 1 Invitrogen Karlsruhe, Deutschland)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)1% Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Die suspendierten Zellen wurden bei 37°C in den Inkubationskammern bei
feuchten Bedingungen (95% Luft, 5% CO2) kultiviert. Das Medium wurde alle drei
Tage gewechselt.
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2.8 Hintergrund zu SaOs2-Zellen

Urspriinglich konnten die SaOs2-Zellen aus einem primaren Osteosarkom eines 11-
jahrigen Madchens aus dem Kaukasus isoliert werden (Fogh et al., 1977). Seit Rodan
et al., 1987 herausgefunden haben, dass SaOs2-Zellen &hnlich den humanen
Osteoblasten sind, werden diese Zellen fur zahlreiche Studien verwendet (Murray et al.,
1987, Farley et al., 1991). Wegen der Produktion von extrazelluldrer Matrix und der
Exprimierung von Rezeptoren wie sie auch bei Osteoblasten exprimiert werden, gelten

die SaOs2-Zellen als attraktive Zellkultur. Sie folgen keinen Passagierungsvorgangen.

Die Verwendung von SaOs2-Zellen zu Forschungszwecken ist heutzutage ein
standardisiertes Verfahren. Die dafur erforderlichen Zellkulturen sind im Rahmen

naturwissenschaftlicher Forschungsprojekte kauflich zu erwerben.

2.9 Versuch zur Entwicklungsfahigkeit von Zellen

An Tag 7 wurde die mitochondriale Aktivitat von SaOs2 Zellen mittels ,CellTiter-
Glo luminescent cell viability Test® (Promega, Madison, WI, USA) gemessen.
Dieser Test quantifiziert die Anwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP). Die
Prasenz von ATP ist ein Signal fiir die metabolische Aktivitat von Zellen, welches
durch die luciferasekatalysierte Reaktion von Luziferin und ATP entsteht (Crouch
et al., 1993). Im Speziellen ist es so, dass die Monooxygenierung von Luziferin
durch das Enzym Luciferase unter der Anwesenheit von Mg2+, ATP und
molekularem Oxygen katalysiert wird. 100 uL CellTiter-Glo ® Lésung und 100 uL
MCM wurde in die leeren Kammern gegeben und fir 10min bei Raumtemperatur
inkubiert. Wie vom Hersteller empfohlen, wurde das lumineszierende Signal 1s pro
Kammer aufgenommen (Top Count, Canberra-Packard GmbH, Dreieich,
Deutschland).
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2.10 Hintergrund zu Luciferin

Das Luciferin-Luciferase-System wurde erstmals in biolumineszierenden Organismen
gefunden (Neufeld et al., 1975). Seit einigen Jahren wird dieses System als Marker
Reaktion fur die Anwesenheit von ATP und somit als Nachweis verschiedener
Bakterienstamme angewendet (Kricka et al., 1988, Rinsho Byori et al., 2004). Diese
Nachweismethode findet in vielen Fachbereichen Anwendung, so z.B. in der Medizin
und Zahnmedizin, wie auch in der Biologie und Lebensmittelindustrie. In einer Probe
werden die Bakterienwande zerstdrt und das freigewordene ATP Uber den Luciferin-
Luciferase-Test nachgewiesen. In einer Reaktion abhangig von ATP und Mg?+ wird das
Luziferin durch die Luciferase oxidiert. Das hierbei entstehende Oxiluciferin emittiert ein

Photon, welches in der Messkammer erfasst wird.

Die Reaktion im Uberblick:

HO s N_ _COOH
[ I,@ <sj/ + ATP + 0

D-Luciferin

Luciferase
+ Mg2+

Lichtgmission — Bakteriennachweis

'0\(18 N o
N> <sj + PPi + AMP + CO,
Oxyluciferin

Abb. 17: Luciferin-Luciferase-System (Kricka et al., 1988, Rinsho Byori et al., 2004)
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2.11 Elektronenmikroskopische Auswertung

Die Proben (n=32) wurden anhand von aufsteigenden Acetonreihen dehydriert
(von 40%-100%, in 10% Schritten). Nach Trocknung der Proben in
Hexamethyldisilazan wurden die Proben mit Gold bespriht (sputter coater
108auto, Cressington, Scientific instruments, Watford, England) und von einem
Elektronenmikroskop (SEM) ausgewertet (S-8000N, Hitachi, Pleasanton, CA,
USA). Die Oberflachenmorphologie von behandeltem und unbehandeltem Titan

wurde ausgewertet.

2.12 Statistische Analyse

Ein Softwareprogramm (SPSS 15.0, SPSS, Chicago, IL, USA) wurde fir die
statistische Auswertung verwendet. Das Titanplattchen wurde dabei als
statistische Einheit definiert. Mittelwert und Standardabweichung wurden flr jede
Gruppe berechnet. Durch die Analyse von Streuung und Signifikanz (Post hoc
Test) an Hand der Bonferroni Methode wurden Vergleiche innerhalb und zwischen
den Gruppen dargestellt. Die Ergebnisse gelten als signifikant mit p < 0,05.
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2.13 Zusammenfassung der Anteile des Doktoranden Jan-Kristian Popovski

a) selbsterbrachte Leistungen

- Literaturrecherche, Zusammentragen bisheriger Erkenntnisse

- Versuchsaufbau, Erarbeitung einer geeigneten Hilfsapparatur

- Erstellung der Acrylplatten mit Titanplattchen zur Sammlung von Biofilm
- Erstellung der Splints zum Abstrahlen der Titanplattchen

- Probandenakquise und Betreuung

- Fotodokumentation

b) selbsterbrachte Leistungen nach Anleitung

- Anfarben der Titanplattchen zur Darstellung des Biofilmes

- Untersuchung des Biofilmes unter Auflichtmikroskop

- Abstrahlen der Titanplattchen mit einem Pulverwasserstrahlgerat
- Lichtmikroskopische Analyse nach mechanischem Debridement

- Datenerhebung der Studie

c) Assistenz bei Leistungen

- Assistenz bei der Kultivierung von SaOs2-Zellen auf der Titanoberflache
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3 Ergebnisse
3.1 Verbleibende Plaque Biofilm Areale

Nach 48h waren alle Titan-plattchen mit einem geféarbten, homogenen Biofilm
bedeckt. Der initiale Biofilm war in allen Gruppen 100% +/- 0% (p > 0,05) (Abb.18).

L

Abb. 18: unbehandelte Kontrollgruppe (40x)

Direkt nach der ersten Behandlung mit einem abrasiven Pulver zeigten alle
Gruppen einen signifikant geringeren Prozentsatz an Biofilm (p<0,001). Die Werte
des verbliebenen Biofilmes nach der ersten Behandlung (RB1x) sind in Tabelle 3-
6 dargestellt.

Vornehmlich zeigten alle untersuchten Pulver sowohl aus 1Tmm als auch aus 2mm
Entfernung und sowohl mit 30° wie auch mit 90° vergleichbare RB1x Werte
(p>0,05). Die lichtmikroskopische Analyse zeigte nur wenige verbliebende Areale
des Biofilmes (Abb.19)
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Abb. 19: Air-Flow ® Classic Pulver nach einmaliger
Behandlung (40x)

Diese Areale waren nach der zweiten Behandlung RB2x nicht nachweisbar (RB2x
0,00% +/- 0,00%) (Abb. 20) Die Unterschiede zwischen den Gruppen war nicht
signifikant (p > 0,05) (Tabelle 2-5).

Abb. 20: Ai-FIow ® Perio Pulver nach 2
Behandlungen (40x)
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3.2 Entwicklungsfahigkeit der Zellen

Wahrend der experimentellen Phase gab es keine Anzeichen fir eine bakterielle
oder fungale Kontamination der Inkubationskammern. Fir den Nachweis der
Entwicklungsfahigkeit von Zellen wurden hier die SaOs2-Zellen verwendet. Die
mitochondriale Aktivitat der SaOs2-Zellen wurde durch den lumineszierenden
Ausstol3 (Zahlimpulse pro s) in den verschiedenen Gruppen gemessen. Das
Prinzip der Biolumineszenz beruht hier auf dem Nachweis von ATP durch die
Luciferin-Luciferase-Reaktion. (Abb. 17)

In der statistischen Analyse wurden die hdchsten Werte in der unbehandelten,
nicht kontaminierten Gruppe gemessen (p>0,001). Das Sodiumbicarbonatpulver
zeigte signifikant héhere Werte als das Aminoglycin (p < 0,001). Obwohl der
Lichtaussto3 mit der Partikelgré3e der Aminoglycinpartikel anstieg, zeigten diese
Unterschiede keine statistische Signifikanz (p>0,05). Die statistische Analyse
zeigte keine Unterschiede innerhalb der Gruppen (p>0,05) (Abb. 21).

Das Sodiumbikarbonat mit einer molekularen Masse von 84,01g/mol und einer
Dichte von 2,22 g/ml weist eine Léslichkeit von 96 g/l auf. Dieses Pulver (hier Air-
Flow ® Classic) ist bereits durch die physikalisch und chemisch gegebenen
Grundparameter aggressiver im Vergleich zu Glycinhaltigen Pulvern (hier Clinpro
® Prophy Powder, Air-Flow ® Perio, Air-Flow ® Soft). Die molekulare Masse von
Glycin liegt bei nur 75,07g/mol und einer Dichte von 1,6g/ml. Die Léslichkeit ist im
Vergleich zu Natriumbikarbonat mit 250¢/I deutlich Gberlegen. In Bezug auf die
Ergebnisse (Abb. 21) scheinen beide Pulvermaterialien die Entwicklungsfahigkeit
der Zellen zu beglnstigen. Die verschiedenen Materialien mit ihrer
elektronenmikroskopischen Darstellung sind im Folgenden aufgelistet.
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Abb. 21: Entwicklungsféahigkeit von Zellen auf biologisch kontaminierten Titanimplantaten
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3.3 Charakteristika der verwendeten Pulver

Abkiirzung: CP

Pulverart: Glycinbasis
dy10 (pm): 5

dy50 (um): 20

dyoQ (um): 63

Abkiirzung: P

Pulverart: Glycinbasis
dy10 (pm): 5

dy50 (um): 20

dyoQ (um): 63

Abkiirzung: M

Pulverart: Glycinbasis
dy10 (um): 10

dy50 (um): 50

dyoQ (um): 125

Abkiirzung: EMS

Pulverart: Sodiumbikarbonat
dy10 (pm): 20

dy50 (um): 75

dyoQ (um): 150

Abb. 25: Air-Flow ® Classic 1000x
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3.4 Oberflachenmorphologie

Die Oberflache wurde entsprechend mit der nicht kontaminierten und
unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Die elektronenmikroskopische Analyse
konnte keine sichtbaren Verdnderungen der sauregeatzten, sandgestrahlten
Oberflache (SLA) nach einmaliger Behandlung nachweisen. Sowohl die
untersuchten Test- wie auch Kontrollgruppen zeigten ein in seiner Mikrostruktur
unverandertes Relief mit Furchen und Gruben umrandet von scharfkantigen
Erhebungen (Abb. 26+27).

¥
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Abb. 26: REM Analyse der Oberflachen-
beschaffenheit, nicht kontaminierte und
unbehandelte Kontrollgruppe 1000x

Die Pfeile markieren die scharfkantigen Erhebungen der Kontrollgruppe (Abb.26).
Sie umranden Vertiefungen in der Oberflache.
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Abb. 27: REM Analyse de
beschaffenheit (Air-Flow® Perio Pulver —
Winkel: 30°, Abstand: 2 mm) 1000x

Eine vergleichbare Oberflachen-morphologie wurde auch nach einmaliger
Behandlung in allen Gruppen nachgewiesen. Hier (Abb. 27) dargestellt die Test-
gruppe nach einmaliger Behandlung mit Air-Flow ® Perio Pulver bei einem Winkel

von 30° und einem Abstand von 2mm.

Nach zweimaliger Behandlung zeigten die mit Natriumbikarbonat behandelten
Plattchen unabhangig von Abstand und Angulation eine deutliche Veranderung der
Oberflache. Wahrend die unregelmaBig angeordneten Furchen und Gruben
generell unveréndert geblieben sind, scheinen die scharfkantigen Erhebungen
deutlich abgeflacht zu sein (Abb. 28).

i, ."-\ ] ﬁ-ﬂ,. - ¥ ';.'I [

Abb. 28: REM Analyse der Oberflachen-
beschaffenheit nach zweimaliger
Behandlung mit Air-Flow® Classic Pulver
(Winkel 90°, Abstand 2mm) 1000x
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Nach wiederholter Anwendung des Air-Flow ® Classic Pulvers in den jeweiligen
Winkeln und Abstanden resultierte in einer sichtbaren Oberflachenveranderung.
Insbesondere wurden die scharfkantigen Erhebungen deutlich geglattet. Dies wird
hier (Abb. 28) mit den gelben Pfeilen markiert.

Im Gegensatz dazu zeigten die Titanplattchen nach zweimaliger Behandlung mit
Aminoglycinpulver keine Veréanderung der Oberflache. Die
elektronenmikroskopische Analyse (OriginalvergréBBerung 1000x) konnte keine
Pulverrickstande auf den behandelten Oberflachen nachweisen.

3.5 Ergebnisse des Reinigungsverfahrens

Die Tabellen 2-5 zeigen Mittelwert und Standardabweichung des residualen
Biofilmes nach einmaliger und wiederholter Behandlung der Oberflache aus
verschiedenen Abstanden (n=8 Plattchen/Gruppe) und Angulationen (30° & 90°).

Nach einmaliger Behandlung der Titanplattchen in einem Winkel von 30° ist der
Unterschied zwischen den Abstédnden gravierender. Die Anwendung in 1mm
Entfernung zeigt eine deutlich bessere Beseitigung des Biofilmes als in einem
Abstand von 2mm. Zudem sind die Ergebnisse fir die Pulver auf Glycinbasis Air-
Flow ® Perio und Air-Flow ® Soft sowie das Pulver auf Sodiumbicarbonatbasis Air-
Flow ® Classic deutlich besser als die Ergebnisse des Clinpro ® Prophy Powder.
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Tabelle 2: Ergebnisse bei der Angulation von 30° bei einmaliger Behandlung

Abstand Winkel Pulver Residualer Biofilm (1x)
1 mm 30° CP 0,5+/-0,5

EMS 0,1 +/- 0,1

M 0,1 +/- 0,0

P 0,1 +/- 0,0
2 mm 30° CP 1,2 +/- 0,1

EMS 0,4 +/- 0,0

M 0,3 +/- 0,0

P 1,1+/-0,0

Vergleich zwischen und innerhalb der Gruppen: p > 0,05; ANOVA

Bei einer Behandlung in wiederholter Sequenz bei 30° zeigen alle Gruppen eine
vollstandige Eliminierung des Biofilmes unabhangig davon, ob der Abstand 1 oder
2mm betragen hat.

Tabelle 3: Ergebnisse bei der Angulation von 30° bei zweimaliger Behandlung

Abstand Winkel Pulver Residualer Biofilm (2x)
1 mm 30° CP 0,0 +/-0,0

EMS 0,0 +/- 0,0

M 0,0 +/- 0,0

P 0,0 +/- 0,0
2 mm 30° CP 0,0 +/- 0,0

EMS 0,0 +/- 0,0

M 0,0 +/- 0,0

P 0,0 +/- 0,0

Vergleich zwischen und innerhalb der Gruppen: p > 0,05; ANOVA
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Tabelle 4: Ergebnisse bei der Angulation von 90° bei einmaliger Behandlung

Abstand Winkel Pulver Residualer Biofilm (1x)
1 mm 90° CP 0,1 +/- 0,1

EMS 0,0 +/- 0,0

M 0,0 +/- 0,0

P 0,0 +/- 0,0
2 mm 90° CP 0,9 +/-1,2

EMS 0,1 +/- 0,1

M 5,7 +/- 5,7

P 0,0 +/- 0,0

Vergleich zwischen und innerhalb der Gruppen: p > 0,05; ANOVA

Bei einer Behandlung in wiederholter Sequenz bei 90° zeigen alle Gruppen ahnlich
der Behandlung bei 30° eine vollstandige Eliminierung des Biofilmes unabhéangig
davon, ob der Abstand 1 oder 2mm betragen hat.

Tabelle 5: Ergebnisse bei der Angulation von 90° bei zweimaliger Behandlung

Abstand Winkel Pulver Residualer Biofilm (2x)
1 mm 90° CP 0,0 +/-0,0

EMS 0,0 +/- 0,0

M 0,0 +/- 0,0

P 0,0 +/- 0,0
2 mm 90° CP 0,0 +/- 0,0

EMS 0,0 +/- 0,0

M 0,0 +/- 0,0

P 0,0 +/- 0,0

Vergleich zwischen und innerhalb der Gruppen: p > 0,05; ANOVA
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4 Diskussion

4.1 Der Einfluss von Angulation und Entfernung auf die Reinigungseffizienz

Die aktuelle Studie wurde durchgefihrt, um den Effekt von verschiedenen
abrasiven Prophylaxepulvern an biologisch kontaminierten Titanoberflachen von
Zahnimplantaten auf die Entwicklungsfahigkeit von Zellen umliegender Gewebe an
Hand von SaOs-2 Zellen zu bewerten. Generell zeigte sich, dass alle untersuchten
Pulver den Biofilm an konditionierten Titanoberflachen gleichermal3en entfernen.
Nach einmaliger Behandlung lagen die Werte zwischen 0,0% +/- 0,0% und 5,7%
+/- 5,7%. Nach zweimaliger Behandlung war der Biofilm vollstédndig entfernt 0,0%
+/- 0,0%. Des Weiteren wurde festgestellt, dass der Behandlungserfolg
unabhangig von Distanz und Angulation des Handstlckes zur Titanoberflache war.

Sowohl der Abstand des Handstickes, wie auch die Angulation wurden
entsprechend klinischer Behandlungsvorschlage zur Verwendung von abrasiven
Pulvern an exponierten Titanoberflachen ausgewahlt (Augthun et al., 1998,
Chairay et al., 1997, Kreisler et al., 2005, Mengel et al., 1998, Van de Velde et al.,
1991). Eine anatomische Grenze flr die Behandlung stellt die umliegende Gingiva
dar, welche ein erhdhtes Verletzungsrisiko mit Blasenbildung aufweisen kann (Van
de Velde et al., 1991). Das Verletzungsrisiko ist zum einen abhangig von Distanz
und Angulation des Handstlckes, als auch von der Konfiguration periimplantarer
Knochendefekte, welche meist mit einem zirkumferenten Knochenverlust
einhergehen (Schwarz et al., 2007). Bei ordnungsgemaBem Gebrauch erachten
Experten das Verfahren als sicher (Tastepe et al., 2013, Petersilka et al., 2003b).

4.2 Die Entfernung des Biofilmes durch Pulverwasserstrahlgerate im
Vergleich zu anderen Behandlungsmethoden

Nach unseren Erkenntnissen sind dies die ersten Ergebnisse Uber die Entfernung
von Biofilm an konditionierten Titanoberflachen durch abrasive Pulver. Andere
Studien verwendeten das gleiche Splintsystem (F. Schwarz et al.,, 2005, F.
Schwarz et al., 2006a, Schwarz et al., 2006b) In diesen Studien wurden die
Titanplattchen mit einem Er:Yag Laser, einem ER,CR:YSSG Laser, einem
modifizierten Ultraschallgerat oder mit Plastikkiretten und Chlorhexidin Diglukonat
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behandelt. Alle Studien wiesen anschlieBend einen héheren verbliebenen Biofilm

auf als in dieser Studie.

ER:Yag Laser 5,8% +/- 5,1%

ER,CR:YSSG Laser bei 9,8% +/- 6,2% to 53,8% +/- 2,2%
Ultraschallgerat 28,3% +/- 2,0% to 36,8% +/- 4,5%
Plastikklretten 58,5% +/- 4,9% bis 61,1% +/- 11,4%

Alle Daten kumuliert ausgewertet zeigen, dass alle untersuchten abrasiven Pulver
der aktuellen Studie ein hdheres Potential aufweisen, den oral angelagerten
Biofilm auf konditionierten Titanoberflachen zu entfernen, als alle vorab getesteten
Behandlungsalternativen. Aus klinischer Sicht ist es wichtig zu bedenken, dass
supragingival gesammelter Biofilm nach 24-48h nicht mineralisiert ist, wahrend
subgingival angesammelter Biofilm mineralisierte Plaque durchsetzt von
Kalziumphosphatkristallen ist (Schroeder HE 1965). Es ist chemisch und
physikalisch davon auszugehen, dass die Entfernung des subgingivalen Biofilmes
eine hdéhere Herausforderung stellt als die supragingivale Entfernung des kinstlich
gesammelten Biofilms. Beobachtungen zeigen, dass eine SLA Titanoberflache
eine erhdhte Plague Akkumulation aufweist. Dies geht Konform mit anderen
Studien, welche ebenfalls zeigen, dass angeraute Oberflachen innerhalb von 24h
einen homogen ausgereiften Biofilm anlagern (Schwarz et al., 2005, Schwarz et
al., 2006a, Schwarz et al., 2006b, Rimondini et al., 1997, Siegrist et al., 1991).

4.3 Der Einfluss der getesteten Substanzen auf die Entwicklungsfahigkeit der
Sa0S2-Zellen

In allen Gruppen war die Aktivitdt der SaOS2 Zellen niedriger, als in der
Kontrollgruppe. Speziell die mit Aminoglycin behandelte Gruppe zeigte signifikant
niedrigere Zellaktivitat im Vergleich zum Sodiumbikarbonat. Ahnliche Ergebnisse
zeigten auch die im oberen erwahnten Studien zu Erbium-Yttrium-Aluminium-
Granatlaser (ER:Yag), Erbium, Chromium doped Yitrium Scandium Gallium
Garnet (ER,CR:YSSQG), Ultraschallgeraten und Plastikklretten mit Chlorhexidine
Diglukonat (F. Schwarz et al., 2005, Schwarz et al., 2006a, Schwarz et al., 2006b).
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Die mitochondriale Aktivitat in dieser Studie wurde mit dem ,CellTiter-Glo
luminescent cell viability Test* (Promega, Madison, WI, USA) ausgewertet. Dieser
Test zeigt eine besonders hohe Spezifitdt und Sensitivitdt gegeniiber anderen
Testverfahren (Machara et al., 1987, Retty et al.,, 1995). Das wahrend der
Zellteilung generierte lumineszierende Signal ist proportional zur Anwesenheit von
ATP. ATP ist wiederum proportional zur Anwesenheit von Uberlebensfahigen

Zellen in der entsprechenden Zellkultur (Crouch et al., 1993).

4.4 Welche Faktoren haben Einfluss auf die Aktivitit der Sa0S2-Zellen

genommen?

Verschiedene Faktoren spielen fur den Mangel an entwicklungsféhigen Zellen
nach Applikation von abrasiven Pulvern eine entscheidende Rolle. Vor allem
anderen ist es wichtig herauszustellen, inwieweit Aminoglycinpulver und Sodium
Bikarbonat Pulver in die Zellentwicklung an Titanoberflachen eingreifen kdnnen.
Wenngleich der Nachweis von Pulverriickstanden mittels
elektronenmikroskopischer Analyse in dieser Studie nicht ausreichend war, ist es
fragwdirdig, ob diese Nachweismethode fir diese Studie angemessen ist, um
kleinste Partikel der Pulver auf einer konditionierten Titanoberflache zu
detektieren. Zum anderen ist es immer noch unbekannt, inwieweit ein exponiertes
Titanimplantat nach Abtragung des Biofilms mittels Pulverstrahlgerat noch eine
suffiziente Oberflache fur die Knochenneubildung ist. Zur jetzigen Studienlage gibt
es noch keine signifikanten Daten zur Regeneration des Knochen-
Implantatkontaktes. Eine vorangegangene experimentelle Studie stellte heraus,
dass der Biofilm den Gehalt an Carbon an der Titandioxidschicht reduziert. Die
elementare Zusammensetzung von unbenutzten kommerziell erhaltlichen

Titanfolien Betrug:
9% Titan (Ti)
48% Kohlenstoff (C)
40% Sauerstoff (O)
10% Stickstoff (N)
Chlor (Cl)

45



Im Vergleich dazu zeigten bereits intraoral kontaminierte Folien eine

Zusammensetzung aus:

70% C
20% O
10% N
< 1% Titan (Mouhyi et al., 2000).

Studien zeigen, dass adsorbiertes Hydrogenkarbonat und Karbonat die freie
Energie auf SLA Oberflachen signifikant beeinflussen (Zhao 2005). Es besteht
daher die Annahme, dass die Entwicklungsfahigkeit der Zellen in der aktuellen
Studie durch die chemische Zusammensetzung der Titanoxidschicht beeinflusst
wurde. Alle diese Daten implizieren, dass die reine Dekontamination der
Titanoberflache nicht zum entscheidenden Erfolg in der Periimplantitistherapie
fuhrt (Schwarz et al., 2006a). Studien zum Verhalten von Knochenzellen an bereits
behandelten Implantaten sowie zur chemischen Veranderung von
Titanimplantaten nach Exposition und Dekontamination scheinen zwingend
erforderlich.

4.5 Der Einfluss der PartikelgroBe und -zusammensetzung auf die
Knochenneubildung

Die Bikarbonat Pulver zeigten einen deutlich héheren Lichtaussto3 als die
Aminoglycinpulver. Es bestehen Unterschiede in der Zusammensetzung
(Bikarbonat oder Glycin) und auch PartikelgréBe (dv50 = 75, 50 oder 20um) der
Materialien. Die unterschiedlichen GréBen der Glycinpulver mit dem Faktor 2,5
schienen keinen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse zu haben. Diese
Schussfolgerung erlaubt auch den Ausschluss, dass die PartikelgroBe im
Vergleich der beiden Grundpraparate eine wichtige Rolle spielt, da sich dieser im
Rahmen von 1,5 zwischen Bikarbonat und Aminoglycin bewegt. Aus diesem Grund
wurde die Pulverzusammensetzung als mdglicher Einflussfaktor genauer
untersucht. Beide Materialien unterschieden sich in Hartegrad und Dichte (z.B.
Dichte Bikarbonat = 2,16 g/cm3; Dichte Glycin 1,61 g/cm3). Obwohl der Hartegrad
von Glycin nicht aufgefiihrt ist, scheint es aber im Vergleich zu Bikarbonat weniger
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abrasiv zu sein (Petersilka et al., 2003). Der entsprechend héhere Lichtausstol3 bei
Bikarbonat kann also durch gréBere Partikel und einen hdheren Hartegrad
ausgeldst werden. Dies flhrt entsprechend der héheren Abrasionswerte nach
zweimaliger Behandlung bereits zu Veranderungen der Oberflache. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch von Kreislet et al., (2005) festgestellt, der
mikroskopische Verdnderungen der SLA Oberflache nach Behandlung mit
demselben Bikarbonatpulver nachweisen konnte. Nach Inkubation der Proben mit
humanen Fibroblasten war die Zellproliferation an kontaminierten, unbehandelten
Oberflachen (Porphyromonas gingivalis) niedriger als an sterilen, behandelten
Oberflachen der Kontrollgruppe. Das Zellwachstum an mit abrasiven Pulvern
behandelten Oberflachen war nicht signifikant hdher als in der Kontrollgruppe.

4.6 Klinische Indikationen nach heutiger Studienlage

Jedes der getesteten Prophylaxepulver ist auch heute noch im klinischen Einsatz.
Je nach Klinischer Indikation wird das passende Produkt verwendet. So gilt das
Pulver auf Natriumbikarbonat weiterhin als Goldstandard in der Prophylaxe-
Behandlung der eigenen Zahne. Prophylaxepulver auf Glycinbasis, in dieser
Studie das Airflow ® Soft, zeigen unter anderem in der aktuellen Studie einen
deutlich héheren Patientenkomfort in der Behandlung supragingivaler
Verunreinigungen. Die beiden genannten Prophylaxepulver sind bezlglich ihrer
Gewebevertraglichkeit flr das umliegende Gewebe und Effizienz an natlrlichen
Zahnen bereits umfassend getestet worden (Petersilka et al 2003; Petersilka et al
2003b), jedoch nicht in Bezug auf die subgingivale Implantat Reinigung. Geman
der aktuellen Studie scheint die klinische Indikation klar beschrieben. Mit Riicksicht
auf die aktuellen Ergebnisse, scheinen Prophylaxepulver auf Glycinbasis und
Natriumbikarbonatbasis in die Entwicklungsfahigkeit von Zellen der Hart- und
Weichgewebe einzugreifen. Alle vorliegenden Ergebnisse zu diesen Produkten
implizieren, dass die reine Dekontamination der Titanoberflache unabhangig von
der Therapiemethode nicht ausschlieBlich zum entscheidenden Durchbruch in der
Periimplantitistherapie fuhrt. In der Reinigungskraft unterscheiden sich beide
Pulver nicht.
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Ist eine subgingivale Dekontamination mittels Pulverwasserstrahlgerates
gewlinscht, so ist das Airflow ® Perio auf Glycinbasis indiziert. Die besonders feine
Kérnung von 25um schont das umliegende parodontale und periimplantare

Gewebe.

Eine sowohl supra- wie auch subgingvale Reinigung lasst sich mit dem Airflow ®
Plus erzielen, einem Pulver auf Erythritolbasis (ein Zuckerersatzstoff). Durch die
minimale PartikelgréBe lasst sich das Pulver fir beide Indikationen nutzen (Hagi et
al., 2013; Mdiller et al., 2014). Weitere klinische Studien sind notwendig. Aktuelle
Daten zur Reinigung dentaler Implantatoberflachen bei nachgewiesener
Periimplantitis mit Prophylaxepulvern auf Erythritolbasis liegen nicht vor.
Korrelierend zur aktuellen Studie waren auch hier die gleichen Kiriterien
anzuwenden. Studien zur Entwicklungsfahigkeit von Knochenzellen sowie die
Reinigungskraft korrelierend zum Auftreffwinkel fehlen bislang. Des Weiteren
liegen noch keine Ergebnisse bezogen auf die Oberflachenmorphologie nach

Reinigung mit Erythritol an Titanoberflachen vor.

Die aktuelle Studie zeigt eine verbesserte Reinigungswirkung nach zweimaliger
Behandlung, so dass im klinischen Gebrauch ein Konzept mit mehrmaligen
Reinigungen wie beispielsweise auch im Bereich der Parodontitis Behandlung
optimal scheint. Zwischen den Abstdnden 1 und 2mm zeigten sich leichte
Unterschiede in der Dekontaminationsrate. Diese Ergebnisse implizieren die
Techniksensitivitdt und fordern somit die Anwendung durch einen erfahrenen

Zahnarzt bzw. eine erfahrene Prophylaxekraft oder Dentalhygienikerin.

In Einklang mit aktueller Literatur 1&sst sich annehmen, dass Prophylaxepulver auf
Glycinbasis das Potential haben kénnten, Titanoberflachen in situ adaquat zu
dekontaminieren, obgleich die Ergebnisse dieser und weiterer Studien keine
signifikante Uberlegenheit gegeniiber anderen Methoden aufweisen konnten
(Schwarz et al., 2015). Adjuvante Therapien (AWMF 2016) wie beispielsweise eine
begleitende Gabe von Antibiotika oder antibakteriellen Spullésungen kdnnten den
antiinflammatorischen Effekt der Reinigung zusatzlich beginstigen (John et al.,

2015), diesen jedoch nicht ersetzen.
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4.7 Vorteile der getesteten Prophylaxepulver im Vergleich zu
Behandlungsalternativen

Die Verwendung von Prophylaxepulver generell im Vergleich zu anderen
Methoden wie die Reinigung mittels Handinstrumenten oder Ultraschallgeréten
zeigt eine deutlich héhere Patientenzufriedenheit. Die Behandlung wird von den
Patienten als schonend und schmerzarm empfunden (Mdller et al., 2014). Zudem
ist der finanzielle Invest in der Praxis geringer als bei Alternativtherapien mittels
Laser oder photodynamischer Therapie. Entsprechend vielfacher Literaturstellen
scheinen Nebenwirkungen in der Verwendung von Pulverstrahlgeraten bei

geschultem Fachpersonal vernachlassigbar zu sein (Schwarz et al., 2015).

4.8 Zukunftsperspektiven in der Entwicklung von Prophylaxepulvern

Neben den in der aktuellen Studie getesteten Prophylaxepulvern ist nun ein
Produkt mit der Grundsubstanz Erythritol auf dem Markt erhaltlich. Der neuartige
Stoff wird nicht nur in der Prophylaxe verwendet. Es ist bereits als
Zuckeraustauschstoff in vielen Produkten enthalten. Fir den menschlichen Kérper
ist Erythritol nahezu nicht zu verwerten. Es besitzt einen glykdmischen Faktor von
nahezu 0 (Livesey 2003). Ahnlich verhélt es sich in der Mundhéhle. Erythritol kann
von den Bakterien nicht als Energielieferant genutzt werden. Es ist antikariogen
(Honkala et al., 2014).

Der Produktbeschreibung der Firma EMS nach, liegt die spezielle Wirkung des
Stoffes Erythritol an seiner Morphologie (Abb. 25). Mit einer Kérnung von 14 Mikron
ist es deutlich feiner als andere Prophylaxepulver. In unterschiedlichen aktuellen
Studien wird Prophylaxepulvern auf Erythritolbasis eine mindestens vergleichbare
Wirksamkeit zugesprochen wie den Prophylaxepulvern auf Glycinbasis (Drago et
al.,, 2014). Zusatzlich wird eine Zusammensetzung des Prophylaxepulvers aus
Erythritol und Chlorhexidin propagiert. Diese Kombination schien in der genannten
Studie von Drago et al., eine signifikant bessere Wirksamkeit zu erzielen, als das
Pulver auf Glycinbasis.
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Natriumbikarbonat Glycin Erythitol

Chemische NaHCO3 C2H5NO2 C4H1004

Formel

Molare Masse 84,01 g/mol 75,07g/mol 122,12 g/mol

pH-Wert 7,8 6,2 7,0

Dichte 2,22 g/ml 1,6 g/ml 1,45 g/ml

Loslichkeit 96 g/l 250 g/I 100 g/l

Geschmack Leicht salzig suBlich suBlich

Aussehen Farbloses, Farbloses, Farbloses,
kristallines Pulver kristallines Pulver kristallines Pulver

Abb. 25: Vergleich der Substanzen Natriumbikarbonat, Glycin und Erythritol

Weitere abrasive Prophylaxepulver befinden sich in der Testphase. Mit
zunehmender Akzeptanz in der Bevdlkerung steigt das Interesse von Industrie und
Wissenschaft nach wirksamen, optimierten Alternativen. Neben den bereits
genannten Substanzen werden nun auch Zusatze mit Hydroxylapatit,
Calciumphosphat oder Titandioxid in vitro getestet (Tastepe CS. et al., 2013).
Jedoch scheint es hier bislang kein medizinisch suffizientes Produkt zu geben, da
Veranderungen der Titanoberflache nachweisbar waren. Die Reinigungswirkung
scheint, gegenulber den bisherigen Produkten verbessert zu sein. Als Resultat der
zitierten Studie scheint Calciumphosphat als abrasives Prophylaxepulver,
vielversprechende Ergebnisse zu zeigen. Jedoch sind weitere Studien zwingend
erforderlich. Anzuregen waére zusétzlich, ob eine gezielte Veranderung der

Titanoberflache eine Reintegration geplant steuern kann.
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4.9 Schlussfolgerung und klinische Relevanz der Ergebnisse

Alle zusammengetragenen Daten und die aktuelle Studie implizieren, dass eine
Ablation der SLA Oberflache mit einem gewissen positiven Einfluss auf die
Zellproliferation an Titanoberflachen einhergeht. Es sind jedoch weitere Studien
erforderlich, um die Ergebnisse zu verifizieren. Entsprechend der Bedingungen der
aktuellen Studie kann festgehalten werden, dass die Entwicklungsfahigkeit von
Sa0s2-Zellen als Korrelat zu humanen Osteoblasten hauptséchlich durch den
Partikeltyp abrasiver Pulver bestimmt wird. Die unterschiedlichen PartikelgréBen
der Glycinpulver schienen keinen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse zu
haben. Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass die PartikelgréBe im Vergleich der
beiden Prophylaxepulver in diesem eng begrenzten Bereich keine signifikante
Rolle spielt.

Entsprechend des oben formulierten Zieles der Studie wurde nachgewiesen, dass
die Anwendung abrasiver Pulver eine negative Wirkung auf die
Entwicklungsfahigkeit von Zellen der umliegenden Gewebe im Vergleich zur
Kontrollgruppe hat. Speziell die mit Aminoglycin behandelte Gruppe zeigte eine
signifikant niedrigere Zellaktivitdt im Vergleich zum Sodiumbikarbonat. Alle
vorliegenden Daten implizieren, dass die reine Dekontamination der
Titanoberflache unabhangig von der Therapiemethode nicht zum entscheidenden
Erfolg in der Periimplantitistherapie fihrt.

Grundsatzlich zeigte sich, dass alle untersuchten Pulver den Biofiim an
konditionierten Titanoberflachen gleichermaBBen entfernen, unabhangig von
Distanz und Angulation des Handstlickes. Weitere Studien in vitro wie in vivo,
sowie die Betrachtung weiterer Behandlungsmethoden scheinen erforderlich, um
eine signifikante Verbesserung der periimplantaren Therapie zu erreichen. Die hier
dargestellte Therapie steht im Einklang mit der aktuellen S3-Leitlinie zur

Behandlung oraler, periimplantarer Entziindungen (AWMF 2016).
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6 Anhang

Abbildungsverzeichnis:

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

1: Schematischer Aufbau des oralen Biofilmes (modifiziert nach
Costeron et al., 1987; Flemming et al., 2001; Flemming et al.,
2010; de Beer et al., 1994)

2: Entstehung des Biofilms
(modif. nach Costeron et al., 1999; Flemming et al., 2001)

3: Schematische Darstellung der initialen Biofilmbildung
(modifiziert nach Rickard et al., 2003)

4: Frih- und Spétbesiedler (modifiziert nach dem Modell der
Kolonisation von Kolenbrander et al., 1993, 2002)

5: Stadien der Biofilmbildung
(modifiziert nach Flemming et al., 2001)

6: Einflussfaktoren auf die Entstehung bakterieller Entziindungen
(mod. In Anlehnung an die Atiologie der Karies und Parodontitis
(Konig et al., 1987)

7: Die Bedeutung der Biofilmbildung fir die Entstehung der
Periimplantitis (eigene Zeichnung)

8: Uberblick (iber die bisherigen Reinigungsverfahren

9: Chemische Eigenschaften der Grundsubstanz der
Prophylaxepulver (umschrieben durch den Hersteller)

10: Acrylplatte mit Titanplattchen (eigenes Foto)
11: Titanplattchen (eigenes Foto)
12: Pulverstrahlgerat (eigenes Foto)
13: Das Pulversortiment (eigenes Foto)
14: Versuchsaufbau 1 (eigenes Foto)
15: Versuchsaufbau 2 (eigenes Foto)

16: Reinigungsschema von zentral nach peripher
(eigene Zeichnung)

17: Luciferin-Luciferase-System
(Kricka et al., 1988, Rinsho Byori et al., 2004)
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Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

18: unbehandelte Kontrollgruppe (40x)

19: Air-Flow ® Classic Pulver nach einmaliger Behandlung (40x)

20: Air-Flow ® Perio Pulver nach 2 Behandlungen (40x)

21: Entwicklungsfahigkeit von Zellen auf biologisch
kontaminierten Titanimplantaten

22: Clinpro ® Prophy Powder 1000x

23: Air-Flow ® Perio 1000x

24: Air-Flow ® Soft 1000x

26: REM Analyse der Oberflachenbeschaffenheit, nicht
kontaminierte und unbehandelte Kontrollgruppe 1000x

27: REM Analyse der Oberflachenbeschaffenheit (Air-Flow®
Perio Pulver — Winkel: 30°, Abstand: 2 mm) 1000x

28: REM Analyse der Oberflachenbeschaffenheit nach
zweimaliger Behandlung mit Air-Flow® Classic Pulver
(Winkel 90°, Abstand 2mm) 1000x

Tabellenverzeichnis:

Tabelle 1: Zusammensetzung des Nahrmediums
Tabelle 2: Ergebnisse bei der Angulation von 30° bei 1x Behandlung
Tabelle 3: Ergebnisse bei der Angulation von 30° bei 2x Behandlung
Tabelle 4: Ergebnisse bei der Angulation von 90° bei 1x Behandlung

Tabelle 5: Ergebnisse bei der Angulation von 90° bei 2x Behandlung
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ETHIKKOMMISSION der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat, Moorenstr. 8, 40225 Diisseldorf

Herrn

Dr. med. Frank Schwarz Prof. Dr. H.-G. Lenard

Poliklinik fiir zahnérztliche Chirurgie ——_— SR80
Sekretariat: (0211)81-19591

HIER Telex: (0211)81-19592

Ethikkommissionf@med.uni-duesseldorf.de

22. Apr. 2003

Studiennummer: 2157
Therapie periimplantiirer Infektionen mit einem Er:YAG Laser

Sehr geehrter Herr Kollege Schwarz,

zu der 0.g. Studie, die unsere Kommission am 03.04.2003 bereits positiv beurteilt hat, haben
Sie einen ausfiihrlicheren DFG-Antrag nachgereicht, der den Titel trigt

sUntersuchungen zur Entfernung bakterieller Biofilme von verschiedenen beschichteten
Titanimplantaten mit Hilfe eines Er:YAG Lasers*,

Zusitzlich zu dem bereits vorliegenden Protokoll sind in dem Antrag Untersuchungen von

Biofilmen vorgesehen, die auf Implantatscheiben im Mund freiwilliger wissenschaftlicher
Mitarbeiter geziichtet werden.

Die Kommission nimmt diese Erweiterung des Studienprotokolls zur Kenntnis. Die bei der
Beurteilung des Erstprotokolls beteiligten Kommissionsmitglieder wurden telefonisch infor-
miert. Eine nochmalige formale Begutachtung des Antrages erscheint nicht erforderlich.

Mit freundlichen kollegialen Empfehlungen

Thr

Prof. Dr. med. Hans-Gerd Lenard

1.A. der Kommission
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