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1. Einleitung

Seit den letzten 30 Jahren spielt die Erhaltung von Zahnen nach Knochenverlust immer mehr
eine wichtige Rolle. Die gesteuerte Geweberegeneration (Guided Tisssue Regeneration) und
die gesteuerte Knochenregeneration (Guided Bone Regeneration) ist in der heutigen
chirurgischen Parodontaltherapie zur Standardtherapie geworden. Dabei wird eine
Barrieremembran eingesetzt, um die langsam profilierenden regenerativen Zelltypen wie
Osteoplasten und die parodontalen Zellen von den schnell profilierenden Epithel- und
Bindegewebszellen zu trennen und dadurch eine vorhersehbare Regeneration des

verlorengegangenen Gewebes zu schaffen.

In der Anfangszeit (die erste Generation von Membranen) wurden ausschlie3lich
Barrieremembranen  aus  nicht  resorbierbaren  Materialien  wie  expandiertem
Polytetraflourethylen (ePTFE) und Celluloseacetat oder Titan verwendet. Fiir diese Art von
Membranen ist es entscheidend, dass sie einen Hohlraum schaffen, diesen abschirmt und der
Technik entgegenkommt. Die entscheidenden Eigenschaften sind ihre Biokompartibilitat,
Gewebeintegration, Nahrstofftransfer, Zellokklusivitat, Raumschaffung und Erhalt sowie die
Handhabung. Leider ist die geringe Biokompatibilitdit und Gewebeintegration der
nichtresorbierbaren Membranen nachteilig. Aus diesem Grund kommt es sehr haufig zur
Membranfreilegung und folglich zu einer verminderten Knochenregeneration. Dariiber hinaus
muss man in einer Zweitoperation die Membran wieder entfernen, was ein erneutes Trauma des

Patienten bedeutet.

Seit 1982 stehen alternativ resorbierbare Membranen zu Verfiigung. Die erste Verwendung
einer chemisch vernetzten bovinen Kollagenmembran bei der Behandlung von
Parodontaldefekten wurde 1990 von Blumenthal ( Periogen, Collagen Cooperation, Palo Alto,
USA) veroffentlicht.

Resorbierbare Membranen aus Polylactiden, Polyglycoliden, Copolymeren sowie chemisch
vernetzte Kollagenmembranen wurden Anfang der 90iger Jahre entwickelt und klinisch
erforscht.

Wegen ihrer besseren Handhabung, des einmaligen chirurgischen Eingriffs und einer besseren
Biokompartibilitat haben sich bis heute die resorbierbaren Membranen durchgesetzt. Doch auch

bei ihrem chirurgischen Einsatz kommt es zur Exposition der Membran und somit zu einer
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beschleunigten Auflésung dieser in der Mundhohle. Dies hat nattirlich Auswirkungen auf das
Klinische Ergebnis, abgesehen von der Entziindungsreaktion, die gleichzeitig stattfindet. Wie
weit dieser Abbau von den Bakterien in der Mundhohle, die sich im Biofilm an der
expositionierten Membran anheften, beschleunigt wird, bzw. inwieweit er eine Rolle fiir das
Klinische Ergebnis spielt, sollte in vitro in der folgenden Studie mit dem resorbierbaren
Membranmaterial Poly (D, L) lactid-polyglycolid Copolymer (klinische Membran Vicryl-

Netze) untersucht werden.
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2. Literaturubersicht

2.1 Parodontale Erkrankungen

Unter Parodont wird der Zahnhalteapparat verstanden, dessen wesentliche Elemente der
Kieferknochen (Alveolarknochen), das Zahnfleisch (Gingiva), die Wurzelhaut (Desmodont
oder Parodontalligament) und das Wurzelzement sind. Das Parodont hat die Aufgaben, den
Zahn zu ernéhren, im Kieferknochen zu halten und bei Belastung abzufedern.

Die Parodontitis ist eine chronische, multifaktorielle entztndliche Erkrankung des
Zahnhalteapparates, die letztlich durch Attachmentverlust, also durch einen destruktiven Abbau
des Zahnhalteapparates, gekennzeichnet ist. Die mannigfaltigen Wechselwirkungen zwischen
Bakterien, unserem Immunsystem, genetischen Pradispositionen und verschiedenen
umweltbedingten oder erworbenen Faktoren sind urséchlich fir die Progression der Erkrankung
(Albandar 2002).
Es herrscht Einigkeit darlber, dass Bakterien eine entscheidende, aber nicht ausreichende
Voraussetzung zur Ausbildung einer Parodontitis sind (Page 1991). Zusétzlich bedarf es
Risikofaktoren, welche die Entstehung einer Parodontitis beglnstigen. Dazu konnen
Stoffwechselerkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes mellitus oder Infektionskrankheiten,
wie AIDS/HIV gehoren (Genco und LoOe 1993). Weitere wichtige Risikofaktoren sind
Nikotinabusus, Adipositas, Osteoporose und Stress (Albanda 2002; Al-Shammari et al. 2005;
Boyapati und Wang 2007; Genco 1996; Ogawa et al. 2002). Die Parodontitis ist eine
Entzlindungserkrankung als Folge einer opportunistischen Infektion, die je nach Aggressivitat
der Pathogene und individuellen Fahigkeiten der Immunabwehr eine direkte
Gewebsschadigung induziert oder aber durch eine UberschieBende Immunantwort eine
autodestruktive Entziindungsreaktion stimuliert (Genco 1992; Page und Kornman 1997).
Aktuellere Studien, die sich mit der dtiologischen Betrachtungsweise beschéftigen, richten ihr
Augenmerk vermehrt auf die Genetik sowie die Immunologie der Parodontitis.
Der Fokus liegt auf molekularer Ebene der lokalen und systemischen Abwehrmechanismen
(Meyle und Chapple 2015). Es wurde nachgewiesen, dass Bakterienprodukte die Zellen der
angeborenen Immunabwehr zu einer unspezifischen Immunantwort provozieren kénnen, was
die These belegt, dass die Pathogenese der Parodontitis eine Abfolge einer angeborenen
entziindlichen Antwort und einer folgenden spezifischen, erworbenen Immunantwort ist
(Takashiba et al. 1999).
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Abb. 2.1: Pathogenese der Parodontitis (modifiziert nach Meyle und Chapple 2015)
(aus: Kanev 2019, S. 14)

Die parodontalen Erkrankungen gehdren zu den héufigsten Zivilisationskrankheiten. In einer
Querschnittsstudie des Instituts der Deutschen Zahnarzte (IDZ)/K6In, die 1997 aus
bevolkerungsreprasentativen Zufallsstichproben verschiedener Altersgruppen erhoben wurde,
wurde bei 14,1% der Erwachsenen und bei 24,4% der Senioren eine schwere Form der
Parodontitis festgestellt (DMS I1ll, 1999). Parodontitis ist eine Erkrankung, die nicht
ausschlieBlich den Zahnhalteapparat schadigt. In der Studie wird unter anderem festgestellt,
dass ,,der Bezug zu koronaren Herzerkrankungen...sehr deutlich war®. In der Kurzfassung der
Vierten Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS 1V, 2006) wird von einer deutlichen
Zunahme von Parodontalerkrankungen seit der letzten Erhebung 1997 berichtet. Danach leiden
heute unter den Erwachsenen 52,7% unter mittelschweren und 20,5% unter schweren Formen
der Parodontitis. Bei den Senioren sind 48% von einer mittelschweren und 39,8% von einer

schweren Erkrankung betroffen.

Beim Vergleich &lterer Untersuchungen verschiedener Institutionen muss bertcksichtigt
werden, dass es bis vor wenigen Jahren keine einheitliche, international anerkannte Definition
der parodontalen Erkrankungen gab. Deshalb hat der ,International Workshop for
Classification of Periodontal Diseases* — eine internationale wissenschaftliche Gruppe von
Parodontologen — sich 1999 auf eine neue Einteilung der vielféltigen Formen wvon
Zahnfleischerkrankungen weltweit verstandigt. Diese Klassifikation mit acht Kategorien
(Kleber 2001) wurde Anfang 2001 von Seiten der deutschen Hochschullehrer Gbernommen.
Die acht Hauptpunkte dieser Einteilung, die jeweils in viele Unterkategorien gegliedert sind,

lauten:
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e Gingivale Erkrankungen

e Chronische Parodontitis

e Aggressive Parodontitis

e Parodontitis als Symptom einer systematischen Erkrankung
o Nekrotisierende parodontale Erkrankungen

e Abszess des Parodontiums

e Kombinierte parodontale endodontale L&sionen

e Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zusténde

Bei den gingivalen Erkrankungen (1) wird unterschieden zwischen Plaque induzierten
Erkrankungen ohne Stutzgewebeverlust oder mit Stiitzgewebeverlust ohne Progression und
solchen, die nicht durch Plaque induziert sind. Chronische Parodontitis (1) zeichnet sich aus
durch vorwiegend langsame Progression, wobei allerdings Aktivitatsschibe vorkommen
kdnnen. Bei der aggressiven Parodontitis (I11) ist der Patient sonst klinisch gesund, zeigt aber
eine rasch fortschreitende Gewebsdestruktion.

Die derzeit aktuelle Klassifikation der Parodontopatienten ist das Resultat eines langen
Nomenklaturstreits, der darauf zurlickzufiihren ist, dass das Verstdndnis der Parodontitis im
letzten Jahrhundert — und im Grunde auch noch bis heute — stdndigen neuen, wissenschaftlichen

Erkenntnissen unterliegt und damit einem steten Wandel unterzogen ist.

Der Wissenszuwachs der letzten Jahrzehnte und das verbesserte Verstandnis der Paradontitis
fuhrten schlieBlich zu einer neuen Klassifikation, welche kirzlich publiziert wurde.

Die Kilassifikation von parodontalen und periimplantdren Erkrankungen und Zustédnden
definiert die parodontale Diagnose.

Dieses komplett neue Konzept der Einteilung der parodontalen Erkrankung wurde auf dem
World Workshop im Jahr 2017 verabschiedet (Caton et al., 2018; Chapple et al., 2018; Jepsen
et al., 2018; Papapanou et al., 2018).

Der Klassifikation folgend ergeben sich die Falldefinitionen (anlehnend an Deutsche
Gesellschaft Parodontologie e.V. (2021) : Die Behandlung von Parodontitis Stadium I-I11. Die
deutsche Implementierung der S3-Leitlinie ,,Treatment of Stage I-11l Periodontitis“der
European Federation of Periodontology (EFP). European Federation of Periodontology
(EFP)):
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e Definition der Parodontalen Gesundheit: Fehlen einer klinisch messbaren Entziindung
(BOP [Bluten auf Sondieren] bei weniger als 10% der Messstellen) bei gleichzeitigen
Fehlen von Knochen- und Attachmentverlust durch eine vorangegangene Parodontitis

e Definition der Gingivitis: Eine gingivale Entziindung liegt vor. Der BOP an > 10 % der
Messstellen bei gesunden Parodont (kein Attachment- und Knochenverlust durch eine
vorangegangene Parodontitis). Man spricht von einer lokalisierten Gingivitis, wenn
BOP an 10 % bis 30 % der Messtellen vorliegt. Eine generalisierte Gingivitis liegt vor,
wenn BOP an > 30 % der gemessenen Stellen entspricht.

e Definition der Parodontitis: Verlust der parodontalen Gewebe. Dies wird durch den
radiologischen Knochenabbau oder klinisch beim Sondieren durch den approximalen
Verlust an Kklinischen Attachementlevel (CAL) bestimmt. Zusétzlich gibt es weitere
wichtige parodontale Befunde: die Anzahl der Zahne mit Knochentaschen, die Anzahl
der Z&hne mit Furkationsbefall Grad Il und Grad 11, die Anzahl der Zahne, die aufgrund
von Parodontitis verloren gegangen sind und letztlich Anzahl und Anteil von Zahnen
mit Sondierungstiefen ab einem bestimmten Schwellenwert (meist > 4 mm mit BOP

und > 6 mm).

Jeder Fall einer Parodontitis sollte durch Staging und Grading der Erkrankung genau
individuell bestimmt werden. Unter Staging versteht man das Stadium bzw.
Ausdehnung der parodontalen Erkrankung (vierstufige Einteilung), wéahrend Grading
die Grade bzw. das tatsachliche oder erwartete Fortschreiten (Progredienz: Grad A-
niedriges Progressionsrisiko bis Grad C-hohes Progressionsrisiko) bestimmit.
Vereinfacht ist das Staging (abhangig vom Schweregrad/Komplexitat der Erkrankung)
die Grundlage fir den spezifischen Behandlungsplan. Dabei ist entscheidend, dass die
wissenschaftliche Evidenz fur unterschiedliche therapeutische Interventionen
bertichsichtig warden. Die Risikofaktoren und die Progressionsrate individuell dem
Patienten zugeordenet, werden durch das Grading erfasst und geben zuséatzliche
Informationen zur Bewertung des Falles. Diese ist daher die Grundlage fir individuelle

Strukturierung der Betreuung (Papanou et al., 2018; Tonetti et al., 2018).
Es gibt keine Unterschiede zwischen ,.chronischer und ,aggressiver Parodontitis.

Wissenschaftlich gibt es keinen Hinweis das es sich dabei tatsdchlich um unterschiedliche

Erkrankungen handelt.
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Zukunft orientiert ist die sowohl fur ein normales als auch ein reduziertes Parodontium
eingefihrte Definition flr parodontale Gesundheit. Es wurde dariiberhinaus eine Klassifikation
fir peri-implantdare Gesundheit und Erkrankung geschaffen. Eine eigene Klassifikation fir die
mukogingivalen Defekte beziehungsweise Rezessionen rundet alles ab.

Der stabiler Parodontitispatient ist nach erfolgreicher Therapie klar charakterisiert durch
gingivale Gesundheit bei reduziertem Parodont (BOP < 10 % der Messtellen, flache
Sondierungstiefen <4 mm und keine Stellen mit Sondierungstiefen von 4 mm und BOP).
Auch ein stabiler Parodontitispatient hat ein erhohtes Risiko fir das Wiederauftreten der
Erkrankung. Daran kann eine Klassifikation und Diagnostik nichts &ndern. Bei Entziindung der
Gingiva mussen geeignete MaRRnahmen zur Kontrolle ergriffen werden. Ein Rezidiv der

Erkrankung ist auf jeden Fall entgegenzutreten.

2.2 Therapieziele

Mit der deutschen Implementierung der S3-Leitlinie ,,Treatment of Stage I-III Periodontitis*
der European Federation of Periodontology (EFP) hat die Fachgesellschaft DG Paro (Deutsche
Gesellschaft Parodontologie e.V.) im Dezember 2021 die neuen Behandlungsrichtlinien ,,Die
Behandlung von Parodontitis Stadium I-III an ihre Mitglieder weitergegeben, um eine
Umsetzung in die Praxis zu erstreben.

Die Behandlungsrichtlinien regeln die formale Ebene der PAR-Therapie (Parodontitistherapie).
Inhaltliche Hilfestellung leistet die S3-Leitlinie der EFP zur Behandlung von Parodontitis
Stadium I-111.

Nach Gillmann (1961) kann eine Wundheilung auf zwei verschiedene Arten erreicht werden:
durch Reparation und durch Regeneration. Eine Reparation liegt vor, wenn Gewebe neu
gebildet wird, das in Struktur und Funktion dem ursprunglichen nicht gleichkommt. Bei einer
Regeneration wird verlorengegangenes Gewebe in seiner Struktur und Funktion

wiederhergestellt.

Das niedrigste Therapieziel beim Vorliegen einer Parodontitis ist die Eliminierung bzw.
Minimierung Klinisch erkennbarer entziindlicher Prozesse (Blutung). Durch die Abheilung der
Entziindung kommt es zu einer Schrumpfung der parodontalen Gewebe, aber zu keiner
Geweberegeneration. Die Heilung ist ein Teilerfolg, aber wegen der bleibenden Taschen
besteht die Gefahr einer Reinfektion.
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Das néchste Therapieziel ist das Aufhalten des Attachmentverlusts auf dem bestehenden
Niveau. Es kommt zu einer Heilung mit langem Saumepithel. Das Ergebnis ist eine etwas
verringerte Sondierungstiefe bei unverandertem Attachment. Dabei besteht weiterhin die

Gefahr eines Wiederaufflammens des Infekts.

Das dritte Therapieziel kann mit den Begriffen ,,Reattachment und ,,New Attachment*
beschrieben werden. Reattachment bedeutet das Wiederanheften desmodontaler Strukturen von
teilweise zerstortem, aber noch nicht infiziertem Gewebe. New Attachment bedeutet die echte
Neubildung parodontaler Strukturen auf einer vorher bearbeiteten Wurzeloberflache (Nyman
et al. 1982 und Isidor et al. 1985). Ein New Attachment kann mit der Methode der Guided

Tissue Regeneration (GTR; ilibersetzt ,,gesteuerte Geweberegeneration®) erreicht werden.

Eine vollstandige Wiederherstellung des Parodonts (restitutio ad integrum) umfasst neben der
Gingiva den Zement, die Wurzelhaut und den Kieferknochen. Dabei wirde es sich um eine
echte Regeneration und nicht wie in den zuvor beschriebenen Féllen meist um eine Reparatur
handeln. Dieses Fernziel zu erreichen wird mit dem sog. ,,Tissue Engineering™ angestrebt
(Lynch et al. 1999). Dabei sollen Signalmolekiile (Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren)

eine Matrixbildung und Gewebsneubildung ermdglichen.

Das Ziel einer Parodontitisbehandlung wird aus gegenwdrtiger Sicht mittels des
Therapieablaufs der Parodontitis der Stadien I, 11 und Il definiert und eindeutig abgegrenzt.
Nach der Festlegung des klinischen Behandlungspfades (Tonetti & Sanz, 2019) hinsichtlich
der Diagnose von Parodontitis der folgenden vier aufeinanderliegenden Stufen:

1. Erkennen eines Patienten mit Verdacht auf Parodontitis,

2. Verifizierung der Verdachtsdiagnose
3. Staging des Parodontitisfalls,
4

Grading des Parodontitisfalls

und nachdem im Zuge der Differenzialdiagnose eine Abgrenzung dieser von anderen
Erkrankungen erfolgt ist, wird ein Therapiekonzept durchgefiihrt, das stufenweise ablauft und
aufeinander aufbaut. Die folgende nicht vollstandige Liste fihrt die abgegrenzten
Erkrankungen auf:

e Zahnhalskaries (Jepsen et al., 2018)
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Zementablésungen (Jepsen et al., 2018)

vertikale Wurzelfraktur (Jepsen et al., 2018)

externe Wurzelresorptionen (Jepsen et al., 2018)

Tumoren oder andere systemische Erkrankungen, welche das Parodont betreffen
kdnnen (Jepsen et al., 2018)

endodontal-parodontale Lasionen (Herrera et al., 2018)

Gingivitis (Chapple et al., 2018)

parodontale Abszesse (Herrera et al., 2018)

nekrotisierende Parodontalerkrankungen (Herrera et al., 2018)

traumatisch induzierte lokale Rezession (Jepsen et al., 2018) traumatisch induzierte

lokale Rezession (Jepsen et al., 2018)

Die Therapiestufen hangen vom Schweregrad ab, wobei jedes Stadium unterschiedlicher

Interventionen bedarf.

Das Ziel der ersten Therapiestufe liegt darin, das Verhalten des Patienten dadurch zu verandern,

dass er zu der Umsetzung von Mafinahmen zur Entfernung des supragingivalen Biofilms und

der Kontrolle von Risikofaktoren angeregt wird. Die MaRRnahmen sind:

Kontrolle des supragingivalen Biofilms

MaRnahmen zur Verbesserung der Effektivitat der Mundhygiene

unterstttzende Therapien bei gingivaler Entziindung

fachménnische mechanische Plaquereduktion

Kontrolle der Risikofaktoren, zusitzlich MaBnahmen zur Anderung des
Gesundheitsverhaltens des Patienten

Diese erste Stufe der Therapie sollte stadiumunabhéngig bei allen Parodontitispatienten

durchgefiihrt und das Ergebnis der Behandlung regelmaRig reevaluiert werden.

Die Ziele der ersten Therapiestufe:

Kontinuierlicher Aufbau der Adharenz und Motivation des Patienten bzw. Sondierung der
Alternativen, mit deren Hilfe Barrieren abgebaut werden kdnnen.
Verbesserung der Kompetenz des dentalen Biofilms, und sofern nétig, modifizierende

Einwirkung
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- Ermdglichung einer angemessenen Reaktion fur die folgenden Therapiestufen

Bei der zweiten Therapiestufe (ursachenbezogene Therapie) geht es darum, den subgingivalen
Biofilm und den Zahnstein (subgingivale Instrumentierung) zu kontrollieren (Reduktion/

Elimination). Daruber hinaus konnen die folgenden Interventionen erforderlich sein:

e systemisch wirksamer Antibiotika
e unterstiitzende Anwendung physikalischer oder chemischer Mittel,
e immunomodulatorischer Mittel,

¢ indie Parodontaltasche eingebrachte lokale Antibiotika,

Auch fir die zweite Stufe der Therapie gilt, dass sie unabhéngig vom Stadium der Erkrankung
bei sémtlichen Parodontitispatienten erfolgen sollte, allerdings lediglich an Z&hnen, die einen
Verlust von parodontalem Stlitzgewebe aufweisen und/oder parodontale Taschen ausgebildet
haben. Das Ziel ist die Ausheilung des parodontalen Gewebes. Es gilt, die Reaktion auf die
zweite Therapiestufe zu bewerten, erst dann kann noétigenfalls eine dritte Therapiestufe

durchgefuhrt werden; eine parodontale Reevaluation sollte erfolgen.

Nach einer erfolgreichen zweiten Therapiephase mit Erreichen aller Therapieziele, ist es

wichtig den Patienten in einer unterstltzenden Parodontaltherapie (UPT) weiter zu betreuen.

Eine dritte Therapiestufe wird erst dann in Erwégung gezogen, wenn die zweite Therapie nicht
erfolgreich war (keine parodontalen Taschen >4 mm mit BOP oder keine tiefen parodontalen
Taschen > 6 mm) Diese beschrénkt sich auf die Behandlung der Bereiche der Dentition, welche
nicht wie geplant auf die zweite Therapiestufe reagiert haben (Taschentiefe > 4 mm mit BOP
oder tiefe parodontale Taschen > 6 mm). Dabei muss das Ziel sein, den Zugang fir die
subgingivale Instrumentierung zu verbessern oder die Lé&sionen, die zur Schwere der
Parodontitis und Parodontalbehandlung beitragen (Knochentaschen und Furkationsbefall),
regenerativ und resektiv zu therapieren.
Die Malinahmen sind folgende:

e wiederholte subgingivale Instrumentierung mit/ohne zusatzliche Therapien

e Parodontalchirurgie: Zugangslappen

e resektive Parodontalchirurgie,
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e regenerative Parodontalchirurgie.
Im Fokus der dritten Therapiestufe steht die Indikation fiir ein chirurgisches Vorgehen. Bei
Parodontitis Stadium I11 kdnnen die Ziele der Therapie moglicherweise nicht bei samtlichen
Zahnen erreicht werden. Das Ziel der unterstlitzenden Parodontaltherapie nach den drei
Therapiestufen (UPT) ist die Aufrechterhaltung der parodontalen Stabilitat bei samtlichen

Parodontitispatienten.

2.3 Nichtchirurgische und chirurgische Therapiemethoden

Heute ist es klar geregelt, wann wir nichtchirurgische und chirurgische Therapiemethoden
einsetzen. Die Regelung erfolgt im Therapieablauf einer Parodontitis der Stadien I, 11 und III.
In der ersten und zweiten Therapiestufe kommen nur nichtchirurgische Therapiemethoden zur
Auswahl. Erst in der dritten Therapiestufe werden chirurgische Therapiemethoden eingesetzt.
Die Wahl der Therapiemethode héngt davon ab, ob die Ziele der Therapiestufen (1.
Therapiestufe, 2. Therapiestufe) erreicht wurden oder auch nicht.

Nattrlich spielt die der Schwere und Ausdehnung der Erkrankung eine Rolle. Es wird Wert
gelegt auf minimal-invasive Methoden, d.h. auf eine gré3tmogliche Schonung nicht erkrankter
Gebiete. Ein solches Vorgehen fuhrt in der Regel zu einer erhohten Compliance des Patienten
fiir den Eingriff und sollte nattrlich vor einem chirurgischen Geschehen abgeklart werden.

H&aufig angewandte nichtchirurgische Behandlungsmethoden sind das subgingivale Scaling
(geschlossene Wurzelreinigung) und die gingivale Kirettage. Bei seichten Taschen genuigt das
subgingivale Scaling, bei sehr tiefen oder ungtnstig gelegenen Taschen ist das Arbeiten ohne
Sicht problematisch. Dann wird eine offene Wurzelreinigung chirurgisch durchgefihrt, z.B. mit
der sog. modifizierten Widman-Operation (access flap). Dabei wird ein direkter Zugang zu den
paradontitisch befallenen Wurzeloberflachen gebildet. Nach dem eigentlichen Eingriff wird der
Lappen wieder in seiner urspriunglichen Position verndht. Man unterscheidet zwischen
Mukoperiostlappen, welche mit dem darunterliegenden Periost (Knochenhaut) fest verbunden
sind und sog. ,,Spaltlappen®, bei denen nur die Schleimhaut — nach trennender Préparation vom
Periost — mobilisiert wird.

Bei der gingivalen Kirettage wird das Taschenepithel und das eventuell infizierte Bindegewebe
ausgeschélt. Diese MalRnahme ist keine alleinige Parodontitistherapie, sondern wird im

Zusammenhang mit einer geschlossenen oder offenen Wurzelbehandlung durchgefiihrt.
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Wegen der Vielzahl spezieller Anforderungen gibt es eine Vielzahl chirurgischer
Spezialmethoden bis hin zu rein &sthetischen Eingriffen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ist die sog. regenerative Parodontalchirurgie von Bedeutung. Sie dient der (teilweisen)
Wiederherstellung des Aufbaus und der Funktion des Zahnhalteapparates durch chirurgisches
Einbringen von Knochenersatzmaterialien und/oder der gesteuerten Geweberegeneration
(GTR) mittels Membranen zur Beseitigung von tiefen Zahnfleisch- und Knochentaschen.
(Siehe Kap. 1.2 ,,New Attachment®).

Gallmann et al. (2004) haben in einer klinisch kontrollierten 5-Jahres-Split-mouth-Fallstudie
allerdings gezeigt, dass fir die parodontale Regeneration der chirurgische Eingriff allein nicht
ausreicht. RegelmaRige Nachuntersuchungen und eine gewissenhafte Zahnpflege sind fir einen

dauerhaften Heilungserfolg unerlasslich.
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»Dieses Flowchart wurde eigens fiir dieses Dokument von der DG PARO als adaptiert Version der Originalpublikation (Sanz et al

2020) erstellt und ist nicht Teil der offiziellen Leitlinienversion der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen

Fachgesellschaften e.V. (AWMF).“Erlauterung zu Begriffen und grafischen Elementen: Versorgungslevel steht fiir das Angebot zur

bestmdglichen Versorgung von Patienten Darunter versteht man, dass ein minimales Versorgungsangebot im Sinne einer nicht-chirurgischen

Parodontitistherapie unterbreitet werden sollte. Gegebenen Falles kénnte eine Zuweisung an spezialisierte Kollegen zur weiterfiihrenden

chirurgischen Therapie notig werden. Die gestrichelte Linie mit einem Pfeil zeigt optionale Entscheidungsmdglichkeiten auf. Die

durchgezogene Linie mit einem Pfeil zeigt den néchsten Schritt zur Therapieempfehlung an. Die durchgezogene Linie mit zwei Pfeilen,

zeigt miteinander verbundene MafRnahmen an.
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2.4 Entstehungsgeschichte der Guided Tissue Regeneration (GTR)

Bis Ende der 70er-Jahre wurde das Ziel einer Restitution des parodontalen Stiitzgewebes durch
subgingivale Kurettage und Lappenoperationen versucht. Auch in Kombination mit
Knochenersatzmaterialien wurden diese Verfahren angewandt. Patur und Glickmann (1962)
beschrieben eine rontgenographische Methode zur Evaluation der Ergebnisse solcher
Parodontalbehandlungen. AuRerdem spielten bei dem Vergleich der Befunde vor und nach der
Behandlung klinische Parameter wie Sondierungstiefe und Attachmentlevel eine wichtige Rolle
(Wade 1966, Ellegaard und Loe 1971, Hiatt et al. 1978). Rosling et al. (1976) haben in einer
Zweijahresstudie mit 24 Patienten den Effekt einer systematischen Plaque-Kontrolle auf die
Knochenregeneration im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit nur einmal jahrlich
durchgefuhrter Prophylaxe ausgewertet. Die positiven Befunde dieser frihen Studien
(Elimination der Taschen und Entzindung, Knochenneubildung und damit verbundener
Riickgang der Zahnlockerung) wurden in der Folge kritisch hinterfragt und zum Teil relativiert.
Listgarten (1980) hinterfragte die Zuverléssigkeit der Methoden, mit denen klinisch die
Sondierungstiefe gemessen wurde. Er fand bei zunehmendem Grad einer vorliegenden
Entziindung einen deutlichen Anstieg von Fehlmessungen und vermutete, dass verringerte
Messwerte beim Sondieren der Sulci oder Taschen, die nach einer durchgefihrten
Parodontalbehandlung gefunden wurden, héaufig auf eine verringerte Penetrationsbereitschaft
der ausgeheilten gingivalen Gewebe hindeuten und nicht das Ergebnis eines ,,New Attachment*
waren. Canton et al. (1980) untersuchten an Rhesusaffen vier parodontale, regenerative
Behandlungsmethoden (modifizierte Lappenoperationen nach Wittman mit und ohne
Knochentransplantation, sowie mit der Implantation von Beta Trikalziumphosphat und
auBerdem den Fall einer wiederholten Wurzelglattung und Weichgewebskirettage) auf die
Moglichkeit einer Regeneration des bindegeweblichen Attachments. Sie fanden, dass ,,die
Heilung nach den verschiedenen regenerativen Behandlungsmethoden eine Neuformation des
Epithels als neues Saumepithel erreichte. Es kam jedoch zu keinem neuen bindegeweblichen
Attachment.”“ In einem weiteren Versuch mit Rhesusaffen (Canton et al. 1980) konnte bei
anguléren Knochendefekten bis zu einem gewissen Grad eine Knochenauffullung beobachtet
werden (bone fill). Auch dabei kam es in keinem Fall zur Bildung bindegeweblichen

Attachments.

Wiederum in einem Tierversuch konnten Nyman et al. (1982a) den Beweis erbringen, dass die
Bildung von neuem Zement und einem funktionellen Faserapparat doch moglich ist. Das
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Prinzip dieses Versuchs wurde noch im selben Jahr auf den Menschen Ubertragen (Nyman et
al. 1982b). Es flhrte erstmals zu einer Attachmentneubildung nach chirurgischer Behandlung
parodontaler Erkrankung beim Menschen. Bei einem Unterkieferfrontzahn, bei dem bereits
langere Zeit eine fortgeschrittene Parodontalerkrankung existierte, erfolgte eine Behandlung
mit einer neuartigen chirurgischen Technik. Diese verhinderte, dass es im Heilungsprozess zu
einer Berlhrung des dentogingivalen Epithels und des gingivalen Bindegewebes mit der
klrettierten Wurzeloberflache kam. Erreicht wurde dies mittels eines angepassten Millipore®-
Filters, der nach sogféltigem Scaling fur die Abdeckung und das Verschlielen der
Wurzeloberflache sorgte. Nachdem der Zahn histologisch analysiert wurde, konnte festgestellt
werden, dass sich neuer Zement mit inserierenden Fasern an der zuvor erkrankten Oberflache
angelegt hatte.

Damit war gezeigt, dass eine Attachmentneubildung auch auf einer schon einmal paradontitisch
infizierten Wurzeloberflache moglich ist. In einem weiteren Tierversuch (Isidor et al. 1985)
wurde gezeigt, dass die Neubildungspotenz des fibrosen Attachments an geglatteten
Wurzeloberflachen bei Zahnen mit vorhergegangener Paradontalkrankheit und vorher
gesunden, bei denen das Attachment ebenfalls chirurgisch entfernt wurde, etwa gleich ist.

Mit der hier angewandten operativen Technik wurde hinfort der Begriff Guided Tissue
Regeneration (GTR) verbunden. UberlieRe man nach dem chirurgischen Eingriff die Heilung
sich selbst, so wirde die Wunde mdglichst schnell mit Epithel Gberzogen und dadurch
geschlossen. Die Gewebearten des Parodonts regenerieren mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten. Das Prinzip der GTR beruht auf dem Einsetzen einer physikalischen
Barriere, die das Tiefenwachstum des Epithels verhindern soll. Diese Barriere wird in Form
einer Membran dicht an die zervikale Wurzeloberflache gelegt und dort fixiert. So erhalten alle
geschéadigten Gewebe des Zahnhalteapparates die bendtigte Zeit fir ihre Regeneration.
Technische Weiterentwicklungen bezogen sich seither im Wesentlichen auf die Materialien und
Formen der Abdeckfolien oder Membranen.
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2.5 GTR-Membranen

Grundsatzlich ist zu unterscheiden zwischen zwei Arten von Membranen: nicht resorbierbaren,
die nach einer initialen Heilungsphase von 4-6 Wochen durch einen zweiten chirurgischen

Eingriff entfernt werden mussen, und bioresorbierbaren Membranen.

Zur ersten Art gehort das oben erwdhnte Millipore®-Filter sowie das aus
e-Polytetrafluorethylen (ePTFE) hergestellte Gore-Tex® Periodontal Material der Fa. W. L.
Gore & Associates GmbH, Putzbrunn, Deutschland. Vor allem wegen der Belastung des
Patienten, aber auch des Heilungsprozesses durch die zweite Operation setzt sich mehr und

mehr die zweite Art, die der bioresorbierbaren Membranen durch.

Nach Hutmacher und Hurzeler (1995) unterscheidet man zwei Arten von biologisch
resorbierbaren Polymeren: die synthetischen Polymere (z.B. Polyester) und die natirlichen
Polymere (z.B. Kollagen). In der vorliegenden Arbeit wurden Membranen aus aliphatischem
Polyester untersucht.

Eine solche Membran wird von der Fa. Ethicon unter dem Namen Vicryl® angeboten. Es ist
ein synthetisches Material, welches aus einem Copolymer von Glycolid und Lactid im
Verhaltnis 9 : 1 zusammengesetzt ist. Dies fuhrte zum Namen Polyglactin 910. Vicryl® wird
als feines Filament hergestellt, aus dem Netze geflochten werden. Vicryl® ist ein in der
Chirurgie vielfach bewihrtes Nahtmaterial. Uber Anwendungen von Vicryl®-Netzen in der
Zahnheilkunde berichten unter anderem Schneider et al. (1990); Quinones (1990); Caton et al.
(1990); Schultz et al. (1990); Zappa (1991) sowie Calagione (1992). In diesen Studien wurde
gezeigt, dass Vicryl® wahrend seiner Auflésung nur zu einer milden Gewebereaktion fihrt und
als GTR-Material geeignet ist. Der Abbau erfolgt durch Hydrolyse der Esterbindungen. Dabei
entstehen Glycol- und Milchsdure, die im Zitratzyklus zu CO2 und H20 metabolisiert werden
(Christgau et al. 1995). Es wurden sowohl Tierversuche (Hunde, Affen), als auch Studien an
Menschen durchgefuhrt. Vicryl®-Netze, die nach einem Monat noch sichtbar und
funktionsfahig waren, waren nach drei Monaten vollstdndig resorbiert. Kronenthal (1975)
beschreibt die Polymerdegradation in vivo als einen Prozess, der in vier Stufen ablduft.

Neben Publikationen Uber industriell hergestellte GTR-Membranen (auller Vicryl® ist z.B.
Resolut XT® von W.L. Gore & Associates, Flagstaff, USA zu nennen) gibt es zahlreiche
Publikationen tber selbst hergestellte GTR-Membranen oder -Folien. Mikos et al. (1993 und
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1994) haben ein Herstellungsverfahren fur 50:50 (D, L) lactid-glycolid Membranen
beschrieben. Robert et al. (1993) haben untersucht, wie durch Anderung der Zusammensetzung
von GTR-Membranen deren Resorptionszeit variiert werden kann. Zur hydrolytischen
Degradation dieser Membranen liegen umfangreiche Untersuchungen von Li et al. (1990) und
von Grizzi et al. (1995) vor. Einen Vergleich der In-vitro-Ergebnisse von Li mit In-vivo-
Versuchen bei Kaninchen haben Therin et al. (1992) vorgelegt. Dabei fanden sie vergleichbare

Ergebnisse.

Die Zeit fur den Abbau einer resorbierbaren Membran ist von groBter Wichtigkeit. Eine
Diskrepanz mit der erforderlichen Zeit fir die Regeneration verhindert den Heilungserfolg.

So berichteten Vuddhakanok et al. (1993) (ber einen In-vivo-Einsatz von polylactide:
polyglycolide 50:50-Membranen an 17 menschlichen Z&hnen. Die Barriere war 10 bis 14 Tage
nach dem Einsetzen noch Kklinisch erkennbar, aber nicht mehr nach 17 Tagen. Die
Nachuntersuchung ergab keinen Attachmentgewinn. Dagegen berichteten Canton et al. (1994)
vom erfolgreichen Einsatz von Vicryl®-Membranen, die noch nach 4 Wochen, aber nicht mehr
nach 6 Wochen klinisch erkennbar waren. Sie behandelten mit der GTR-Methode an 20
Patienten Molare mit Furkationsbefall vom Grad Il. Einer gleichen Behandlung, aber ohne
GTR-Membranen wurde eine Kontrollgruppe ebenfalls aus 20 Patienten unterzogen. Das
Ergebnis nach sechs Monaten: In der GTR-Gruppe wurden 15 der 20 Furkationen der Gruppe
Il in solche der Gruppe | umgewandelt, wéhrend in der Kontrollgruppe nur in einem einzigen

Fall eine vergleichbare Verbesserung auftrat.

2.6 Einfluss bakterieller Esterasen

Uber den Einfluss von bakteriellen Esterasen auf den Abbau bioresorbierbarer Polyester gibt es
bislang nur wenige Untersuchungen. Grimm et al. (2004) haben den bakteriellen Einfluss bei
der Degradation und Biofilmbildung auf verschiedenen Kunststoff-Barriere-Membranen in
vitro untersucht. Es wurden sulfat-reduzierende Bakterien (Becher et al. 2005) mit Bakterien
aus dem ,red complex“ nach Socransky et al. (1998) verglichen. Die biochemischen
Eigenschaften verschiedener Spezies Streptococcus aus der dentalen Plaque unter Einschluss
der Esterase wurden von Cvitkovitch et al. (1994) beschrieben. In dieser Arbeit wird aber kein
Bezug auf GTR genommen. Kleeberg (1999) hat den mikrobiellen Abbau von aliphatisch-
aromatischen Copolyestern durch Esterasen bei der Kompostierung untersucht. Umfangreiche
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Studien Uber Esteraseaktivitdten von Bakterien wurden in der Lebensmittelchemie, vor allem
in der Milchwirtschaft durchgefuhrt (Siehe Kap.4: Diskussion).

Es gibt zahlreiche Studien Uber die Anlagerung von Bakterien an GTR-Membranen. Distler et
al. (1995) haben die Bakterienadh&sion an verschiedene GTR-Materialien qualitativ und
quantitativ untersucht. Mit ahnlicher Zielsetzung zeigte Wang et al. (1994) die Anlagerung von
15 verschiedenen oralpathogenen Bakterien an drei unterschiedliche GTR-Membranen. An
diese Studie wurde eine In-vivo-Studie mit 10 Patienten angeschlossen (Chen et al. (1997)).
Unter In-vivo-Bedingungen konnten Unterschiede, die sich in der vorausgehenden In-vitro-
Studie gezeigt hatten, nicht bestétigt werden, und alle drei GTR-Materialien zeigten keine
Unterschiede in der Bakterienanlagerung und ihrem Verhalten. Grimm et al. (2000) haben eine
klinische 18-Monats-Studie mit sulfatreduzierenden Bakterien und zwei verschiedenen
bioresorbierbaren GTR-Membranen verdffentlicht. Hierbei wurden nach 18 Monaten keine
statistisch relevanten klinischen Unterschiede mit und ohne Bakterienbelastung gefunden,

obwonhl eine Bakterienanlagerung auf beiden Membrantypen beobachtet wurde.

Fur die vorliegende Arbeit sind nur solche Bakterien von Interesse, deren Zusammenhang mit
Parodonditis belegt ist. Es wird hier verwiesen auf das Standardwerk ,,Contemporary Oral
Microbiology and Immunology*, herausgegeben von Slots und Taubmann (1992) und den ,,Red

Complex‘ nach Socransky et al. (1998).

In vitro lasst sich der Einfluss einzelner Bakterien auf die Degradation einer GTR-Membran
unter Klar definierten Bedingungen untersuchen. Der Einfluss von Bakterien unter In-vivo-
Verhéltnissen ist allein schon wegen der Vielzahl der dort einwirkenden Bakterienarten und der
undefinierten chemischen Bedingungen nur mit sehr grof3en Unsicherheiten moglich. Darum
sind fur die Bewertung von In-vitro-Ergebnissen nach Mdglichkeit immer auch klinische
Fallstudien heranzuziehen. Als solche sind flr die vorliegende Arbeit die klinisch kontrollierte
5-Jahres-Split-mouth-Fallstudie von Galmann et al. (2004), die 4-Jahres-follow-up-split-
mouth-Studie von Sculean et al. (2001) sowie ein Vergleich der Langzeitergebnisse der GTR-
Therapie mit resorbierbaren und nicht resorbierbaren GTR-Therapien von Eickholz et al.

(2001) zu nennen.
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3. Versuchsplanung

Die vorliegende Kklinische In-vitro-Studie untersuchte die Resorption von Poly (D, L) lactid-
poly GlycolidCopolymer durch pseudopathogene Bakterien.

Die Arbeit beschrankt sich auf In-vitro-Untersuchungen mit GTR-Polyester-Membranen, die
wie Vicryl® auf der Grundsubstanz Poly (D, L) lactide polyglycolide basieren. Den Versuchen
lag die Hypothese zugrunde, dass bakterielle Esterasen, die im Zusammenhang mit der
Parodontitis gefunden werden, die Spaltung des Polyesters Lactid-Glycolid in den Membranen
katalysieren konnen. Dies wirde eine Beschleunigung der Degradation der GTR-Membranen

und eine Verminderung ihrer Standfestigkeit zur Folge haben.

Zuerst wahlten wir Bakterien aus, bei denen Esteraseaktivitaten nachweisbar waren. In einem
zweiten Schritt sollte der Abbauprozess von Membranen des genannten Typs unter sterilen

Kautelen und anaeroben Bedingungen mit und ohne Bakterien in vitro verglichen werden.

In der nachfolgenden schematischen Darstellung (Flussdiagramm) wird der Studienablauf in
die Hauptabschnitte des Versuches Einarbeitungsphase, Hauptversuch und Auswertung Kklar
untergliedert. Die Einarbeitungsphase, in der alle wichtigen Vorbereitungen fir den
Hauptversuch erarbeitet wurden, ist ausschlaggebend dafir, dass der Hauptversuch zielfiihrend

zu einem Ergebnis kommt.
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Schematische Darstellung des Studienablaufes
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4. Material und Methode

4.1 Verwendete Mikroorganismen und Nahrmedien

4.1.1 Auswahl der Bakterienstamme, Charakterisierung und Herkunft der Bakterien

Bei der Auswahl der Bakterienstdmme wurden die folgenden Kriterien zu Grunde gelegt:

1.) belegter Zusammenhang mit Parodontitis

2.) sowohl grampositive als auch gramnegative Bakterien. Bei der Membranexposition

sollte ein moglichst breites Spektrum von Bakterien zum Einsatz kommen.

3.) Aus einem vorhandenen Pool von Mikroorganismen, der die Kriterien 1) und 2) erfllt
(A 90, A 65, Sm 249, SM 441, SS 34, PC 1000, Sm GS 5, H 1 und Sm 10449), wurden

nach Vorversuchen drei

Esteraseaktivitat zeigten.

Bakterien ausgewabhlt,

die am deutlichsten eine

Die fur den Hauptversuch ausgewahlten Bakterien und ihre Herkunft sind in Tabelle 2.1

zusammengestellt.

Tab.4.1: Im Hauptversuch verwendete Bakterienstdamme

Bakterienstamme

Actinomyces 12.1.90 Prof. Schaal Koln
viscosus A 90 grampositiv
Actinomyces 2.9.82/30.6.87 » ,
naeslundi A 65 grampositiv
Capnocytophaga | 1.921: (A 90, A | Dr. Paul E. Bethesada,
gingivalis 65, Sm 249, SM | Kolenbrander Maryland gramnegativ
PC 1000 441, SS 34, PC

1000, Sm GS 5,

H 1 und Sm

10449).85
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4.1.2 Verwendete Nahrmedien und Inkubationsbedingungen zur Herstellung der

Bakterienkulturen

Wir verwendeten das industriell vorgefertigte N&hrmedium Bakto® Hirn-Herz-Glukose-
Bouillion. Dieses stellte sich fiir alle untersuchten Bakterienarten als zufriedenstellendes

Wachstumsmedium heraus.

Inkubationsbedingungen:

Als KulturgeféRe dienten sterile 10ml-R6hrchen und sterile 100ml-Gl&schen, deren Deckel
wahrend der Kultivierung lose aufgeschraubt wurden, um einen Gasaustausch mit der
anaeroben Umgebung zu ermdglichen. Die Inkubation der Bakterien erfolgte anaerob mittels
Gas-Pack-System (BBL Microbiology Systems) in Batchkulturen bei einer Temperatur von

37°C im Brutschrank. Die Anzichtung erfolgte tber Nacht.

Die Reinheit einer Kultur wurde durch mehrmaliges Uberimpfen gewiahrleistet und durch
stdndige Kontrollen im Phasenkontrastpraparat am Laminar Flow im Mikroskop tberpruft
(Laminar Flow von der Fa. Steag). Erfolgreich getestete, gut angewachsene Subkulturen eines
Stammes wurden bei 20°C aufbewahrt und somit sichergestellt, dass genug Keime fur alle

Versuche vorhanden waren.

Dabei wurde entsprechend der folgenden Impfanweisung verfahren: 1ml Baktkultur zum
Uberimpfen auf 10ml fir das Anziichten, 5ml angeziichtete Kultur auf 100ml fir die Versuche.
Aus je 20 ml der angezichteten Bakterienkulturen wurden durch Abzentrifugieren

Bakterienpellets gepresst.

4.2 Nachweis der Esteraseaktivitat von bestimmten Bakterienstammen der Mundhohle

Der Nachweis einer Esteraseaktivitdt der Bakterien wurde durch folgende zwei
Untersuchungsmethoden geftihrt:
1. Enzym-Test mit visuellem Nachweis durch Farbstoffe und Uberpriifung des visuellen
Nachweises durch UV-Absorptionsmessung.
2. Gelelektrophorese
Die Nachweisgenauigkeit mit der Gelelektrophorese ist grof3er als mit der ersten Methode. Die

ersten Untersuchungen, die an zehn Bakterienstdmmen durchgefuhrt wurden, dienten einer
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Groborientierung, in dem Sinne, dass die drei aktivsten Stdmme herausgefunden werden

sollten. Deren Esteraseaktivitat wurde mittels einer Gelelektrophorese tberprft.

4.2.1 Enzym-Test durch Pipettieren mit verschiedenen Farbstoffen

Die Herstellung der Proben aus den geziichteten Bakterienkulturen erfolgte in folgenden
Schritten:

1. Abzentrifugieren von Pellets aus je 20 ml Medium

2. Zweimaliges Waschen der Pellets mit PBS Puffer (50 mmol Phosphatpuffer; ph
7,4).

3. Resuspendierung der Pellets mit PBS auf 1ml.

Fur den Enzymtest wahlten wir zwei Farbstoffe: p-Nitrophenylester und a-Naphtylester. Es
wurden drei Messreihen durchgefihrt, die erste nur fur den Nachweis mit p-Nitrophenylester,
die beiden folgenden mit p-Nitrophenylester und mit alpha-Naphthylester. Nach der ersten
Messreihe mit zehn Bakterienstdammen wurden drei Bakterienstdamme ausgewahlt. Ab der

zweiten Messreihe wurden alle Versuche nur noch mit diesen ausgefihrt.

Um den Grad der Esteraseaktivitat korrelierend zur Farbintensivitat visuell abschétzen zu
konnen, ordneten wir dem verwendeten PBS-Puffer mit dem jeweiligen Farbstoff (Kontrolle 1)
den Grad 1 zu und einer Mischung aus Puffer, Farbstoff und einer zugegebenen Esterase
(Kontrolle 2) den Grad 4. Somit war es moglich, visuell die Esteraseaktivitat den Graden
zwischen 1 und 4 zuzuordnen. Der visuell ermittelte Farbumschlag wurde zusatzlich durch UV-
Spektometrie tberpriift und quantifiziert. Fir die Photometrie wurden die Proben in 1:1 Ethanol
zentrifugiert. Die Versuchsreihe mit a-Naphthylester wurde bei 491 nm, die mit p-
Nitrophenylester bei 398,5 nm gemessen (UV 1202 Spektrometer SHIMADZU). Fir jede
Farbreaktionsmessung wurden je 100 pl aus der jeweiligen Suspension entnommen. Im Fall der

Kontrolle 1 bestand die Probe aus Wasser oder PBS, bei der Kontrolle 2 aus Esterase 1:100.

Tab.4.2: Nachweis der Esterase durch Pipettieren mit Farbstoffen
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Pipettieren mit p-Nitrophenylester

5ml PBS
400 pl p-Nitrophenylester
100 pul Probe

Bis zum Eintritt der Farbreaktion wurden
die Proben abgedunkelt, um evtl.

Lichtreaktionen auszuschliefen.

Farbumschlag ohne/mit Esterase: gelb/weif3

Beurteilung: Einordnung in eine

Farbskala mit den Graden 1 bis 4 oder

photometrische Auswertung

Pipettieren mit a-Naphthylester

2,5 ml PBS
400 pl a-Naphthylester
100 pul Probe

Dann 10 Minuten inkubieren lassen,
mischen, erst danach 400ul Fast-Blue-RR-

Losung zugeben.

Bis zum Eintritt der Farbreaktion wurden
die Proben abgedunkelt, um evtl.

Lichtreaktionen auszuschlielRen.
Farbumschlag ohne/mit Esterase: gelb/rot
Beurteilung: Einordnung in eine

Farbskala mit den Graden 1 bis 4 oder

photometrische Auswertung

4.2.2 Gelelektrophorese

Es wurde die native Gelelektrophorese mit ,,Phast System™ (LKB Pharmacia) verwendet.
Dieses setzt sich aus Polyacrylamide Gelen (Phast Gel Gradient 8-25; Phast Gel Gradient 10-
15; Phast Gel Native Puffer Strips) zusammen. Das Phast Gel 8-25 ist so ausgelegt, dass eine
lineare Beziehung zwischen der Wanderungsdistanz eines Proteins und dem Logarithmus
seines Molekulargewichts besteht. Diese Linearitat besteht fir native Proteine mit
Molekulargewichten zwischen 50000mM und 750000mM. Proteine tiber 750000 sind zu groRB,
um in das Gradientengel einzutreten. Fur kleinere Proteine gilt der lineare Zusammenhang mit

dem Logarithmus des Molekulargewichts nicht mehr. Viele Enzyme (Esterasen) kdnnen mit
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Hilfe eines spezifischen Substrats (z.B. a-Naphthylester) und gekoppelten Diazo-Farbstoff-

Reaktionen direkt im Gel spezifisch und mit hoher Empfindlichkeit nachgewiesen werden.

Die Elektrophorese wurde in einem Puffersystem, das mit 0.112 M Acetat und 0.112 M TRIS
belegt war, bei einem pH-Wert von 6,4 und 400 V bei 170 Vh durchgefiihrt. Im Ubrigen wurde
nach den Beschreibungen der Fa. Pharmacia Biotech zum Phast System vorgegangen. Der
Nachweis der Esterasen auf dem Gel erfolgte durch die oben beschriebenen farbmetrischen

Verfahren.

Beim Aufschluss der Bakterienpellets wurde wie folgt vorgegangen:

Der Aufschlusspuffer bestand aus einem Grundpuffer aus 0,2 M Tris Phosphatpuffer pH 7,5
bei 4°C + 0,02 % Azid, dem die folgenden weiteren Zusatze zugegeben wurden:

DTT: 20mM  entspricht 30,85 mg/10 ml

Lysozym: 0,2 % w/v entspricht 20 mg/10 ml

FDF: 3mM entspricht 156 pul einer1 93mM/10 ml

Pefabloc: 5,0 mM  entspricht 12 mg/10 ml MG = 239.68

Dnase 1: 15000 M/ ml soll 75 M/ml— 50 pl/ 10ml

Né&here Angaben zu den verwendeten Substanzen und die Bezugsquellen der Chemikalien sind

in Anhang A zusammengestellt.

Fur die Herstellung von Rohextrakten aus den Bakterienpellets wurden pro Pellet 5 ml dieses
Aufschlusses und 0,5 g Glasperlen zugegeben. Danach wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, damit das Lysozym wirkte. Als weiterer Schritt wurde 5- bis
10-mal mit dem Ultraschallrissel auf Stufe 8 durchgeriihrt und 15 Sekunden im Eisbad gekdhlt.
Der zentrifugierte zellfreie Uberstand wurde direkt fiir die native Gelelektrophorese mit dem

»Phast System‘ verwendet.

Tab.4.3: Aufschluss der Bakterienpellets fir den Hauptversuch
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A 65 auf Brain Heart Medien gewachsen vom 12.9.95 | Aufschluss 27.9.95

A 90 auf Brain Heart Medien gewachsen vom 29.3.95 Aufschluss 27.9.95

PC 1000 auf Brain Heart Medien gewachsen vom Juli 1995 | Aufschluss 9.10.95

Tab.4.4: Bestiickung des Gels (12.10.95); Gel I und Gel Il 8-25% nativ. (Die Positionen 1, 4, 6

und 7 von den insgesamt acht Positionen sind flir den Versuch nicht von Bedeutung.)

Position 2 A 65
Position 3 A 90
Position 5 PC 1000
Position 8 Esterase der

Schweineleber
1:1000 verdinnt
entspricht 1M

Tab.4.5: Rezeptur fir das Anfarben des Gels zur Sichtbarmachung der aktiven Esterase

Rezeptur fir Phastgele
Gradientengele 8-25 % mit Sammelgel

0,2 M Tris-HCI pH 7,4 (Merk) 0,4 ml

Wasser bidest. 9,4 ml

o- Naphtylacetat (1% in Athanol) | 0,2 ml

Fast Blue RR oder Fast Garnet 5ml

(ergibt gelblichen Hintergrund)

Insgesamt: 10 ml

Bei der Anfarbung der Esterasebanden auf dem Gel waren folgende Vorschriften

beziehungsweise Erfahrungen zu beachten: Die Farbldsung (siehe Tab. 4.5) sollte gegen Ende

der Gellaufzeit frisch zubereitet werden. Da die Reaktion sehr schnell ist, wurde die

Farbldsung schon nach funf Minuten mit Wasser versetzt. Danach wurde das Gel mit Wasser

gewaschen und in einer Losung aus 10% Essigsaure + 8% Glycerin + 82% Wasser fir die

Trocknung konserviert.
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4.3. Versuchsmembranen

4.3.1. Industriell gefertigte Versuchsmembranen

Es standen industriell gefertigte Membranen in Form von Netzen aus Vicryl® von der Fa.
Ethicon zur Verfligung. Diese wurden neben den im ndchsten Absatz beschriebenen
Membranen aus eigener Herstellung in allen Versuchen verwendet. Die Vicryl®-Netze zeigten
nach dem Zerschneiden in quadratische Stiicke von 2cm Kantenlange eine hohe Instabilitat, die
im Lauf der Hydrolyse noch stark zunahm. Dadurch war ihre Handhabbarkeit wéhrend der
Versuche sehr eingeschrankt und eine quantitative Bestimmung der Gewichtsabnahme nicht
mdoglich. Sie konnten daher bei der Auswertung nur fir einen qualitativen Vergleich der

Degradationsabléufe herangezogen werden.

4.3.2 Herstellung der 50:50 (D, L) lactid-glycolid Membran

Die Herstellung unserer Versuchsfolie erfolgte entsprechend der Rezeptur nach Mikos et al.

(1993). Das Grundmaterial bezogen wir von Boehringer.

Fur die Herstellung waren folgende Materialien notwendig:
Polymer (Boehringer Ingelheim D6507) Resomer R RG 503,
Chargen Nr./LotNr.15094
Chloroform
Polyethylenform (zum AusgieRen)
Ultraschallbad
Abzug

Elektronische Prazisionswaage

Fir die Herstellung einer ca. 5 cm auf 10 cm groRen, 1-2 mm starken Folie wurden funf Mal
0,5 g Polymer abgewogen. Jeder Teilmenge wurde in einem Reagenzglas 4 ml Chloroform
zugegeben und anschlieBend die Glaser mit Gummipfropfen fest verschlossen. In einem
warmen Ultraschallbad wurde das Polymer im Chloroform geldst. Dieser Vorgang wurde
innerhalb von ungeféhr einer Minute ausgefiihrt. Die so entstandene leicht z&hflussige
Flussigkeit aus den Reagenzglasern wurde unter dem Abzug in eine Polyethylenform mit den
oben genannten Malen gleichmaRig ausgegossen. Nach 48 Stunden unter dem Abzug wurde
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die Folienplatte von der Polyethylenform durch vorsichtige Unterminierung mittels eines
Metallspatels getrennt. Die Folie kam schlieBlich zum Trocknen fiir mindestens 3 Tage in einen
Exsikkator, um die Restfeuchtigkeit zu entziehen. Durch das Vakuumtrocknen bei 13 Pa
wurden auch Chloroform Rickstande beseitigt. Danach wurde die getrocknete Platte in
Versuchsfolien von 2 cm? GroRe zerschnitten.

4.3.3. Sterilisation der Versuchsmembranen und Vorbereitung fiir den Versuch

An den auf Mal? zurechtgeschnittenen Membranen wurden zur Vorbereitung fiir den Versuch
die folgenden Handhabungen vorgenommen:

Die selbst hergestellten Membranen wurden mit der Kofferdammstanze zentral gelocht.
Durch die zentrale Lochung sollte der Auflosungsprozess spéater optisch besser
abgeschétzt werden konnen und die Handhabbarkeit bei fortschreitender Degradation
besser gewdhrleistet werden. Die Vicryl®-Netze wurden nicht gelocht. Dadurch ware
ihre Instabilitat weiter erhoht worden.

Die erste Wiegung der Membranen erfolgte vor ihrer Sterilisation nach Trocknung im
Exsikkator, weil bei einer Wiegung unmittelbar vor dem Versuch die Gefahr einer
erneuten Kontamination zu gro gewesen ware.

Verpackung der Membran in einem Polyethylentitchen

Polyethylentitchen wurden doppelt in Sterilisationstaschen verpackt und eingeschweif3t
Beschriftung des Sterilisationsgutes

Sterilisation im Zentralsteri der Uniklinik mit Ethylenoxid

Lagerung in einer trockenen Umgebung bei Raumtemperatur, ohne Druck auf die

Verpackung auszuiben.

4.3.4. Inkubationsausrustung fur den Versuch
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Fur die Inkubation der Versuchsmembranen wurden 100 ml-Flaschen mit
Plastikverschraubdeckel vorbereitet. Dazu wurden in die Deckel je 3 Haken unterschiedlicher
Lange aus KFO Draht mit 1 mm Durchmesser eingeklebt. Der Langenunterschied wurde so
gewabhlt, dass die Folien sich nicht berthrten. Die Befestigung erfolgte auf der AuBBen- und —
Innenseite mit Pattern-Resin-Kunststoff. Die Haken wurden auf der DeckelauRenseite durch

eine Beschriftung gekennzeichnet. Anschliefend wurden Flaschen und Deckel sterilisiert.

Abb. 4.1: Inkubationsgefal fur die Versuchsmembranen

4.3.5. Hygieneplan fur die In-vitro-Versuche

Um eine eventuelle Kontamination der angeimpften Bakteriensuspension durch Luftkeime
auszuschlielen, wurden die Versuche unter Einhaltung eines standardisierten Protokolls

durchgefinhrt:

Die Versuchsflaschen mit dem Nahrmedium wurden vor der Impfung mit der Bakterienkultur
sterilisiert. Die Anaerobierbehélter, in denen diese inkubiert wurden, wurden zuvor einer
Oberflachendesinfektion unterzogen. Vor dem Einsetzen der Versuchsmembran wurden die
Kulturen auf Aktivitat und Verunreinigungen durch Luftkeime kontrolliert. Das Einbringen und
die Umsetzung der Membranen erfolgte im Laminar Flow (Fa. Steag, Laminarflow-
Prozesstechnik). Die Ablagen fur die Versuchsglaser und der Laminar Flow wurden vor jedem
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erneuten Versuchsabschnitt einer Behandlung mit Flachendesinfektionsmittel (10 Minuten
Einwirkzeit) unterzogen. Die Versuchsglaser wurden direkt nach ihrer Entnahme (sterile
Handschuhe) aus dem Kulturgefad auf ein steriles Tuch gestellt und mit einem solchen
abgedeckt. Ich selbst kleidete mich wie fir eine Operation (steriler Mantel und Handschuhe,
OP-Haube) ein. Alle fiir den Versuch bendtigten Verbrauchsmaterialien wurden aus der

hausinternen Sterilisation bezogen.

Das Einsetzen der Membrane in die vorab im Autoklav sterilisierten Versuchsglaser erfolgte
mit einer sterilen Pinzette unter den oben genannten Kautelen. Die Versuchsmembranen
wurden genauso wie die industriell gefertigten Membranen aus einer sterilen Doppelpackung

entnommen, um einer Kontamination im Vorfeld vorzubeugen.

Durch das Design der Aufhdnger war gewéhrleistet, dass die Membranen beim Umsetzen nicht
mit dem Versuchsglasrand in Berthrung kommen konnten und ein sehr schneller Wechsel in

das frische Batch mdglich war.

Bebriitung der Glaser
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4.3.6. Kontrolle auf Verunreinigungen und Aktivitat

Die Umsetzung der Membranen erfolgte alle zwei Tage in ein frisch angeimpftes
Kulturmedium.

Der festgelegte Rhythmus, 1. Tag Animpfen (am Abend) - Anwachsenlassen tber Nacht -
Wechsel am 2. Tag, regelte auch die Kontrolle auf Verunreinigungen besonders durch
Luftkeime. Die Kontrollen erfolgten beim Umsetzen in ein neues Versuchsglas durch ein
Abstrichspréparat visuell unter dem Mikroskop. Zusétzlich wurde vor dem Einsetzen der
Membran in das angeimpfte Nahrmedium dessen Aktivitat Gberprift. Die jedes Mal neu
angezichteten Bakterienpopulationen fir das Animpfen und die neu hergestellten sterilen
Né&hrmedien wurden ebenso kontrolliert. Um zu gewéhrleisten, dass der Versuch auch bei einer
Stérung durch eine Verunreinigung fortgesetzt werden konnte, wurden angeimpfte

Reservendhrmedien mitgefihrt.

4.3.7. Ablauf des Hauptversuchs: Einsetzen, Umsetzen und Entnahme der Folien

Im Hauptversuch wurde unter gleichen Bedingungen eine Versuchsreihe mit selbst gefertigten
Lactid-Glycolid-Membranen und eine mit industriell gefertigten Netzen aus Vicryl®
durchgefuhrt. Die Zeitpunkte, an denen Membranen oder Netze fiir Auswertungen entnommen
wurden, sind Tab. 4.6 zu entnehmen. Selbst hergestellte Folien wurden funfmal und Vicryl®-
Netze zweimal fir Auswertungen entnommen. Neben den Versuchslgsungen A 65 +
Né&hrmedium, A 90 + Nahrmedium und PC 1000 + Nahrmedium wurde eine Kontrolllésung
aus reinem N&hrmedium mitgefihrt, um die reine Hydrolyse mit der Zersetzung unter
Bakterieneinfluss vergleichen zu kénnen. Somit wurden von den selbst hergestellten Folien
5x4=20 Stlck und von den Vicryl®-Netzen 2x4=8 Stick fir die Auswertungen benétigt. Da
maximal drei Membranen in einem Versuchsglas Platz hatten, mussten wir fur die selbst
hergestellten Folien 8 Glaser und fir die Vicryl®-Netze 4 Glaser fiir den Hauptversuch

einsetzen.
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Tab.4.6: Versuchsablauf

Versuche mit selbst Versuche mit industriell
hergestellten Folien gefertigten Vicryl®-
(Membranen) Membranen

Gesamtanzahl der bei den 20 8

Versuchen ausgewerteten

Membranen

Umsetzen in frisches Jeden 2. Tag Jeden 2. Tag

Kulturmedium und Kontrollen,

wie in Kap. 2.3.6 beschrieben

Entnahmen fur Auswertungen | Nach 7, 14, 18, 25, 35 Nach 3, 6 Wochen
Tagen

4.3.8 Auswertungsmethode

Der Einfluss der drei ausgewahlten Bakterienstamme auf die Degradation der

selbsthergestellten Folien wurde in drei Teilschritten untersucht:

Zuerst beurteilten wir die Membranen rein qualitativ visuell und palpatorisch mittels einer
Pinzette im nassen und spater im trockenen Zustand. Die Kriterien waren bezlglich der
Oberflachenbeschaffenheit: glatt, rau, aufgequollen, zerfasert, blatterteigartig, porés und
bezlglich der Festigkeit: glasartig, hart, fest, elastisch, gummiartig, weich.

Danach wurde der Gewichtsabbau der degradierten Membranen quantitativ ausgewertet. Bevor
sie zum Trocknen in den Exsikkator gelegt wurden, wurde der Bakterienrasen mit einem sanften
Spulstrahl Aqua dest. aus einer Laborflasche und durch ein vorsichtiges Ultraschallbad
(Membran in einem kleinen GlasgefaR) entfernt. Es sollte dadurch vermieden werden, dass
Bakterienreste das Ergebnis beeinflussen. Je langer die Membranen in der Bakterienldsung
waren, umso intensiver und vorsichtiger musste diese Reinigung vorgenommen werden. Die
Membranen wurden drei Tage getrocknet, um Flissigkeits- riickstdnde ganz zu beseitigen. Das
Wiegen erfolgte wie die Wiegung vor dem Einsatz unmittelbar nach der Entnahme aus dem
Exsikkator.
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In einem letzten Schritt wurden die getrockneten Probenoberflachen einer Charakterisierung
und fraktographischen Untersuchung mit dem REM (Leitz I1SI SR 50® Akashi, Japan)
unterzogen. Dazu wurden Proben mit Leit C® auf Probentrager aufgeklebt und mit Gold
gesputtert, um eine elektronische Aufladung zu vermeiden. Bei der Betrachtung wollten wir die
Unterschiede zur Ausgangssituation aufzeigen und Verdnderungen durch Bakterien

mikromorphologisch dokumentieren.

Bei den industriell gefertigten Membranen war keine quantitative Auswertung der
Gewichtsabnahme maglich.
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5. Ergebnisse

5.1 Nachweis der Esteraseaktivitat von Bakterienstimmen der Mundhohle

5.1.1 Visueller Nachweis im Enzymtest durch Farbstoffe und Quantifizierung der

Farbreaktion durch UV-Absorptionsmessung

Die Reaktionszeiten fiir den Farbumschlag lagen bei ca. einer halben Stunde; nur beim PC1000

war eine Reaktion schon nach wenigen Minuten erkennbar.

In Abb. 5.1 und Abb. 5.2 sind die Ergebnisse des Enzym-Tests mit visuellem Nachweis durch
Farbstoffe dargestellt. Es wurden drei Messreihen durchgefiihrt, die erste nur fiir den Nachweis

mit p-Nitrophenylester, die beiden folgenden mit p-Nitrophenylester und mit alpha-

Naphthylester.
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Abb: 5.1: Visueller Esterasenachweis mit p-Nitrophenylester in einem Enzymtest (Reihe 1 bis
3 bezieht sich auf die Durchgange 1 bis 3). Im ersten Durchgang wurden 10 Bakterienstdmme
untersucht, in den folgenden Durchgéngen nur noch die 3 fir den Hauptversuch ausge- wahlten.

Eine negative und positive Kontrolle wurde mitgefihrt.
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Abb. 5.2: Visueller Esterasenachweis mit alpha-Naphthylester in einem Enzymtest

An den roten Sdulen in Abb. 5.1, der ersten durchgeflihrten Messreihe, sind in sechs der zehn
untersuchten Proben deutliche Hinweise auf eine Esteraseaktivitat zu erkennen. Nach dieser
Messreihe wurde eine Vorauswahl unter den Bakterienstimmen getroffen. Vor dieser
Entscheidung wurde die visuell abgeschatzte Farbintensitat und Einteilung in vier Grade durch

UV-Absorptionsmessung tberprift und quantifiziert (siehe Abb. 5.3).
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Abb. 5.3: Bestatigung der visuellen Auswertung des ersten Durchgangs aus Abb. 5.1 durch UV-

Absorptionsmessung
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Es wurden die visuellen Befunde bestéatigt und fir alle weiteren Untersuchungen die
Bakterienstamme A 90, A 65 und PC 1000 ausgewahlt. Der erste Durchlauf mit alpha-
Naphthylester, das sind die griinen Séulen in Abb. 5.2, wurde ebenfalls einer UV-
Absorptionsmessung unterworfen. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.4 dargestellt und bestatigen
ebenfalls die Befunde von Abb. 5.2.
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Abb. 5.4: Bestatigung der visuellen Auswertung des zweiten Durchgangs aus Abb. 5.2. durch
UV-Absorptionsmessung

In Abb. 5.5 sind fur die ausgewéhlten drei Bakterienstdamme die Mittelwerte der Farbintensitat
mit den Standardabweichungen dargestellt, die sich aus den finf Messreihen ergeben. Auch bei
Berlicksichtigung der Standardabweichungen bleibt ein grofRer Abstand zur negativen

Kontrolle.
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Abb. 5.5: Mittelwerte der Farbintensitaten der untersuchten Proben mit Standardabweichung-

im Vergleich zur negativen und positiven Kontrolle

Das Ergebnis des visuellen Enzymtests kann wie folgt zusammengefasst werden: Aus dem Pool
von Mikroorganismen (Kap.4.1.1), deren Zusammenhang mit Parodontitis belegt ist, konnten
mindestens drei Bakterien ausgewéhlt werden, die einen deutlichen Hinweis auf eine
Esteraseaktivitat lieferten. Ihre Esterasen waren sowohl gegeniber p-Nitrophenylester als auch
gegenlber alpha-Naphthylester aktiv und zeigten bei allen Messungen einen sehr deutlichen
Abstand zur negativen Kontrolle des K PBS Puffers.

Dieser erste Nachweis einer Esteraseaktivitdt von Mundhdhlenbakterien wird im folgenden

Versuchsschritt weiter vertieft.

5.1.2 Nachweis durch Gelelektrophorese

Abb. 5.6 zeigt das Ergebnis einer Gelelektrophorese zur Untersuchung der Esteraseaktivitat von
A 65, A 90 und PC 1000. Die Esterasebanden aller drei Bakterienstimme konnten eindeutig
angeférbt werden. Die Reaktion mit dem Farbstoff beweist das Vorliegen einer Esterase. Als

positive Kontrolle diente die Schweineleber-Esterase. Es féllt auf, dass die Esterasebanden von
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A 65, A 90 und der Schweineleber sich deutlich zur Anode hinbewegt haben, wahrend die von
PC 1000 ,,sitzen geblieben* sind.

Trennael 8%-25%

Sammelael

A65 A9 PC 1000 Esterase Schweineleber
(positive Kontrolle)
Abb. 5.6: Gelelektrophorese mit angefarbten Estertasebanden von A 65, A 90, PC 1000 und der

Schweineleber

5.2 Degradation der Versuchsmembranen und der Vicryl®- Netze durch Hydrolyse
und unter dem zusatzlichen Einfluss von Bakterien

5.2.1 Selbst hergestellte Versuchsmembranen

Die Ergebnisse der visuellen Auswertung der Degradation der Versuchsmembranen sind der
Tab. 5.1 zu entnehmen. Die Folien unter bakterieller Belastung zeigten ein anderes
Degradationsverhalten als die Kontrolle ohne bakterielle Belastung. Zur Auswertung wurden
die in Kap. 4.3.8 -eingefihrten Kriterien herangezogen, also bezuglich der
Oberflachenbeschaffenheit: glatt, rau, aufgequollen, zerfasert, blatterteigartig, porés und

bezlglich der Festigkeit: glasartig, hart, fest, elastisch, gummiartig, weich.
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Tab. 5.1: Ergebnisse der visuellen Auswertung an den selbst hergestellten

Versuchsmembranen
Tage 7 14 18 25 35
PC 1000 | BW leicht wenig | BW: BW: stark N: weich,
N/T:glatt; hart, ver- | starker als | N: aufgequollen; blatterteigartig;
bedingt flexibel andert | bei 7 zahelastisch bis ohne Kraft
(Bruch nach N/T: hart, | gummiartig, nur abnehmbar
Uberschreiten der glasartiges | durch Zug T: brichig,
Elastizitatsgrenze); Brechen entnehmbar, blatterteigartige
Folien sind getriibt (kein Abreil3gefahr. Struktur
Biegen T: hart, briichig BW: dicht
mehr besiedelt
maoglich);
Tribung
stérker;
Entnahme
der Folien
schwierig
A 90 « « « « “
aber BW: starker
als bei PC 1000
A 65 « « « « «
aber BW: starker | Ganz por@s, am
als bei A 90 dichtesten
besiedelt
Kontrolle | Folien auch ohne “ Tribung N: ein wenig Bruchstiicke
Bakterien- stérker; weicher als bei der | weil sehr diinn;
Suspension getrubt noch fest, letzten Entnahme, | N/T: fest, nicht
lasst sich aber noch fest; briichig
gut vom Folie lasst sich
Haken ganz leicht vom
l6sen Haken 16sen

BW = Bakterienwachstum; N = nass /T = trocken

48



Der Tab. 5.2 sind die prozentualen Gewichtsverluste zu entnehmen, die die Versuchs-
membranen unter dem Einfluss nur der Hydrolyse und mit zusétzlicher Belastung durch die
Bakterien erfahren haben. Die Werte wurden nach 7, 14, 19, 25 und 35 Tagen durch Wagung
ermittelt. Da die erste Messung vor der Sterilisation der Folien erfolgen musste, war zuerst eine
Korrektur fur den Einfluss der Sterilisation auf das Gewicht vorzunehmen. Aus 10
Wiegeversuchen, die am Ende der Tab. 5.2 aufgelistet sind, wurde ein Korrekturfaktor von
0,87843 ermittelt. Mit Hilfe dieses Faktors erhdlt man aus den Foliengewichten zu Beginn des
Versuchs die berichtigten Werte in Spalte 3. Um Messfehler auszuschlielen, wurde das
Foliengewicht nach der Entnahme als Mittelwert aus zwei Messungen bestimmt (Spalte 6). Die
Differenz zwischen Spalte 6 und Spalte 3 ergibt die Gewichtsdifferenz zwischen Ende und
Anfang des Versuchs, wobei die Sterilisationskorrektur beriicksichtigt ist. In der letzten Spalte

der Tabelle ist die prozentuale Gewichtsdifferenz angegeben.

Tab. 5.2: Ermittlung des prozentualen Gewichtsverlustes der Versuchsfolien

Degradation der 50:50 Poly Folie (sterilisiert) im wiederholten Batch
1. Entnahme nach 7 Tagen
Gew. Differenz Gew. Differenz
Foliengew. vorher /mg/ Foliengew. nachher /mg/| (nachher-vorher) %
gemessener W. berichtigter W. Messg. 1 [Messg. 2 |Mittelw. mit Steril.Korr. mit Steril.Korr.
Kontrollvers. ohne Bakterien 0,15300, 0,13440 0,13224 0,13196| 0,13210 -0,00230 -1,71
PC 1000 0,13004] 0,11423 0,11102 0,11090| 0,11096) -0,00327 -2,86
A 90 0,10816| 0,09501 0,09221 0,09007| 0,09114 -0,00387 -4,07
A 65 0,17904 0,15727| 0,15406) 0,15402 0,15404 -0,00323 -2,06
2. Entnahme nach 14 Tagen
Foliengew. vorher /mg/ Foliengew. nachher /mg/|
gemessener W. berichtigter W. Messg. 1 |Messg. 2 |Mittelw.
Kontrollvers. ohne Bakterien 0,21349 0,18754 0,18114 0,18113] 0,18114 -0,00640 -3,41
PC 1000 0,21613 0,18986) 0,17917 0,17909 0,17913 -0,01073 -5,65
A 90 0,22333 0,19618 0,18934 0,18935] 0,18935 -0,00683 -3,48
A 65] 0,25275] 0,22202 0,21524 0,21525] 0,21525] -0,00678 -3,05
3. Entnahme nach 19 Tagen
Foliengew. vorher /mg/ Foliengew. nachher /mg/|
gemessener W. berichtigter W. Messg. 1 |Messg. 2 [Mittelw.
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Kontrollvers. ohne Bakterien 0,12656 0,11117] 0,11224 0,11166| 0,11195 0,00078| 0,70
PC 1000 0,18848 0,16557 0,16320 0,16259| 0,16290[ -0,00267| -1,61
A 90 0,22824 0,20049 0,19301 0,19251] 0,19276[ -0,00773| -3,86
A 65 0,21128 0,18559 0,17959 0,17862] 0,17911| -0,00649| -3,50
4. Entnahme nach 25 Tagen
Foliengew. vorher /mg/ Foliengew. nachher /mg/
gemessener W. berichtigter W. Messg. 1 Messg. 2 Mittelw.
Kontrollvers. ohne Bakterien 0,19562 0,17184 0,11916) 0,11788| 0,11852| -0,05332| -31,03
PC 1000 0,19634 0,17247 0,11459 0,11321] 0,11390[ -0,05857| -33,96
A 90 0,18001 0,15813 0,09305 0,09403] 0,09354 -0,06459| -40,84
A 65 0,18118 0,15915 0,10468 0,10317] 0,10393 -0,05523| -34,70
5. Entnahme nach 35 Tagen
Foliengew. vorher /mg/ Foliengew. nachher /mg/
gemessener W. berichtigter W. Messg. 1 Messg. 2 Mittelw.
Kontrollvers. ohne Bakterien 0,21271 0,18685) 0,02745 0,02699| 0,02722| -0,15963| -85,43
PC 1000 0,20209 0,17752 0,02021 0,01828] 0,01925[ -0,15828| -89,16
A 90 0,19159 0,16830 0,02327, 0,02326| 0,02327[ -0,14503| -86,18
A 65 0,20677 0,18163 0,02282 0,02199] 0,02241[ -0,15923| -87,66
Einfluss der Sterilisation auf das Gewicht
Wiegeversuch vor Sterilisation nach Sterilis. Gew. Verh.(nach/vor)
1 0,11361 0,09903 0,87167,
2 0,09860 0,08557 0,86785
3 0,15861 0,13954 0,87977,
4 0,16137, 0,14125 0,87532
(5) 0,16652 0,12960 0,77828))
6 0,16475 0,14421 0,87533
7 0,21314 0,18851 0,88444
0,16146 0,14359 0,88932
0,11242 0,09924 0,88276
10 0,13030 0,11459 0,87943
Mittelw. aus 9 M rten 0,15191 0,13179 0,86806

Wert 5 wegen offensichtlichen Fehlers verworfen

In Abb. 5.7 werden die Gewichtsabnahmen von vier Versuchsreihen miteinander verglichen

und in ihrem zeitlichen Verlauf dargestellt. Es handelt sich um den Kontrollversuch ohne

Bakterien (Reihe 1) sowie Untersuchungen zur Foliendegradation bei Einwirkung der drei

ausgewahlten Bakterienstimme (Reihen 2 bis 4). Wahrend der ersten 20 Tage wurde in allen

Fallen nur eine vernachlassigbare Gewichtsabnahme beobachtet. Diese nimmt aber ab dem 20.

Tag rasch zu und fuhrt nach 35 Tagen zu einer fast vollstandigen Auflosung der Versuchsfolien.
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Statistisch signifikante Unterschiede in der Gewichtsabnahme zwischen den Fallen mit und

ohne Bakterien konnten nicht beobachtet werden.
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Abb. 5.7: Prozentuale Gewichtsabnahme der Versuchsfolien aller vier Versuchsreihen
Reihe 1 = Kontrollversuch ohne Bakterien
Reihe 2 = mit PC 1000
Reihe 3=mit A 90
Reihe 4 = mit A 65

5.2.2 Industriell gefertigte Versuchsmembranen (Netze)

In Abb. 5.8 sind Bilder der Vicryl®-Netze zu sehen. Diese zeigen den Zustand bei der ersten
Entnahme nach drei Wochen. Das Bild links bezieht sich auf die Kontrolle ohne bakterielle
Belastung. Auf den nach rechts folgenden Bildern ist in dieser Reihenfolge der Einfluss von PC
1000, A 90 und A 65 zu erkennen. Der Bakterienbefall ist in allen Féallen mit Bakterien sichtbar,
aber von unterschiedlicher Starke. Die Tribung ist bei PC 1000 am geringsten und bei A 65 am
starksten. Alle Folien sind nach drei Wochen in ihrer Festigkeit schon stark geschwécht, was
auf den Fotografien nur schwer zu erkennen ist. In Abb. 5.9 ist zum Vergleich ein Vicryl®-
Netz in seinem Zustand vor dem Versuch zu sehen.

Aus den in Kap. 4.3.1 ausgefiihrten Grunden konnten an diesem Material keine Gewichts-

abnahmen gemessen werden.
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Abb. 5.8: Vicryl®-Netze bei der Entnahme nach drei Wochen. Von links nach rechts sind die
Falle dargestellt: ohne Bakterien, mit PC 1000, mit A 90, mit A 65.

Abb. 5.9: Vicryl®-Netz vor dem Einsetzen (klare Netzstruktur und hohe Festigkeit)

52



5.3 Veranderung der Oberfléachen der selbst hergestellten Versuchsfolien
wahrend der Degradation (REM-Aufnahmen)

Anhand exemplarisch ausgewahlter REM-Bilder sollen aus der Gesamtdokumentation uber die

Degradation der Versuchsfolien typische mikromorphologische Veranderungen dargestellt

werden.

5.3.1 Versuchsfolien neu, steril

Auf Abb. 5.10 erkennt man eine weitgehend homogene Oberflache ohne Ablagerungen. Die

rechte Bildhélfte ist eine Ausschnittsvergréfierung

5

-ﬁ»

280kwv 1.88kx

Abb. 5.10: Versuchsfolie neu, steril
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5.3.2 Versuchsfolien wahrend der Degradation

Abb. 5.11a: Kontrollfolie ohne Bakterien Abb. 5.11b: Kontrollfolie ohne Bakterien
nach 7 Tagen nach 18 Tagen

Die Oberflache ist auf Abb. 5.11a noch tiberwiegend glatt, auch in der starkeren VergroRerung.
Aber auf dem linken Bild deutet sich eine groRflachige Veréanderung an (Pfeil). Dies kénnte ein
Hinweis sein auf die beginnende Hydrolyse. Das legt jedenfalls das Aussehen der Kontrollfolie
bei ihrer Entnahme nach 18 Tagen nahe, wo ein fortgeschrittener Hydrolysezustand ohne
Bakterien zu erkennen ist (Abb. 5.11b).

Auf Abb. 5.12 ist die Anlagerung der Bakterien deutlich zu erkennen (Pfeil). Es handelt sich
hier um den Bakterienstamm A 65 und eine Entnahme nach 7 Tagen. Im Vergleich zu Abb.
5.11a erscheint die Oberflache deutlich aufgeraut, gleichsam als hétten sich die Bakterien

eingegraben.

Abb. 5.12: Versuchsfolie mit A 65 beimpft nach 7 Tagen
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Die Abb. 5.13 zeigt die gleiche Situation wie Abb. 5.12, aber mit einer Anlagerung des
Bakterienstammes A 90. Auf dem vergroRerten Bildausschnitt erkennt man, dass die

Bakterien in diesem Fall eine ,,zigarrenformige* Form haben.

Abb. 5.13: Versuchsfolie mit A 90 beimpft nach 7 Tagen

Auch das Bakterium PC 1000 in Abb. 5.14 fihrt bereits nach 7 Tagen zu deutlichen
Veranderungen der Oberflachenstruktur. Im Unterschied zur Kontrolle (Abb. 5.11) ist eine
leichte Oberflachenpordésitat zu erkennen. Besonders auffallend ist auf dem oberen Bild die
Ausbildung von Lakunen (Pfeil). Das untere Bild zeigt eine Ausschnittsvergroerung der
besonders ausgepréagten Einsenkung, die im Viertel links oben der vorhergehenden Abbildung
zu erkennen ist.
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Abb. 5.14: Versuchsfolie mit PC 1000 geimpft nach 7 Tagen. Der Pfeil deutet auf eine
Lakunenbildung hin. Das untere Bild ist eine Ausschnittsvergrofierung.

Auf den folgenden Abbildungen wird der Endzustand im Fall reiner Hydrolyse exemplarisch
verglichen mit Aufnahmen vom Endzustand der mit PC 1000 beimpften Folie. Abb. 5.15 zeigt
die stark degradierte Kontrollfolie nach 35 Tagen. Es sind deutliche Zeichen der Auflésung

durch Hydrolyse zu erkennen.

Abb. 5.15: Kontrollfolie ohne Bakterienbeimpfung am Ende ihrer Einsatzzeit nach 35 Tagen

mit deutlichen Zeichen der Auflésung durch Hydrolyse.

Abb. 5.16 zeigt als exemplarischen Vergleich Aufnahmen mit verschiedener VergréRerung von
der mit PC 1000 geimpften Versuchsfolie nach 35 Tagen. Auch hier ist eine sich auflésende

Struktur zu erkennen. Die nach 4 Tagen typischen Lakunen sind nicht mehr zu sehen. Wenn
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man identische VergroRerungen vergleicht, so sind die mikromorphologischen Unterschiede

nicht mehr so charakteristisch verschieden wie nach 7 Tagen.

CRE S

A 108ksx 106 @y 20k v 2.5kx 4.00F 084

Abb. 5.16: Versuchsfolie mit PC 1000 geimpft nach 35 Tagen mit unterschiedlichen
VergrélRerungen. Die beiden ersten Aufnahmen links sind mit denen von Abb. 5.15 zu

vergleichen.
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6. Diskussion

Dieser Arbeit lag die Hypothese zugrunde, dass die Esterverbindungen in bioresorbierbaren
GTR-Membranen vom Poly (D, L) lactid-poly Glycolid Copolymer Typ von
Bakterienesterasen gespalten werden kdnnen. Das hétte zur Folge, dass die Zeit, wahrend der
die Barrierefunktion der GTR-Membran wirksam sein muss, durch die Einwirkung von

Bakterien mit Esteraseaktivitat verkirzt wird.

Es sind bisher keine Nachweise bekannt, dass bakterielle Esterasen die Spaltung des Polyesters
Lactid-Glycolid in GTR-Membranen katalysieren. Wohl aber gibt es Untersuchungen dieser
Art auf anderen, wenn auch entfernten Gebieten. So wurde von Kleeberg (1999) im
Zusammenhang mit dem biologischen Abbau aliphatisch-aromatischer Copolyester durch
Kompostierung ein polyesterspaltendes Enzym isoliert und charakterisiert. Dabei zeigte eine
Gruppe der Actinomyceten besonders aufféllige Hydrolyseergebnisse. Bakterien aus der
Gruppe der Aktinomyceten sind auch im Zusammenhang mit Parodontitis aktiv. Sie gehoren
zu den fakultativ bis obligat anaerobe, grampositive, sporenlose Stabchenbakterien und bilden

nach Schaal (1992) eine ausgesprochen heterogene Mikrobengruppe.

Umfangreiche Untersuchungen (ber Esteraseaktivitaten von Bakterien wurden auch in der
Lebensmittelchemie, vor allem im Zusammenhang mit der Ké&seherstellung durchgefiihrt.
(Morichi et al. (1968); EI-Soda et al. (1993); Harper et al. (1969)).

6.1 Methoden-Diskussion

Der in dieser Arbeit gefiihrte Nachweis von Esteraseaktivitaten bei mehreren Bakterien, die im
Zusammenhang mit Parodontitis gesehen werden, ist also nicht tberraschend. Ihre Esterasen
waren sowohl gegeniiber p-Nitrophenylester als auch gegentber alpha-Naphthylester aktiv und
zeigten bei allen Messungen einen sehr deutlichen Abstand zur negativen Kontrolle des K PBS
Puffers. Zu dem Esterasenachweis durch Gelelektrophorese muss kritisch bemerkt werden, dass
zwar bei allen drei untersuchten Bakterienstdmmen Esterasebanden eindeutig angeféarbt werden
konnten, eine quantitative Erfassung dieser Enzyme aber aullerhalb der Moglichkeiten dieser
Arbeit lag. Eine solche war fur die Fragestellung auch nicht notwendig. Die identische Reaktion
mit dem Farbstoff sowohl bei den Bakterienesterasen als auch bei der Schweineleberesterase
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ist ein deutlicher Beweis fiir das VVorliegen einer Esterase. Die unterschiedlichen Positionen der
Banden in Abb. 5.6. dirften von den unterschiedlichen Molekulargewichten herriihren. Das
Verharren der Bande von PC1000 im Sammelgel legt die Vermutung nahe, dass es sich hier um

membrangebundene Enzyme handelt.

Die Degradation der selbst hergestellten VVersuchsmembranen wurde unter dem Einfluss von
drei verschiedenen Bakterien und ohne Bakterien iber eine Zeitdauer von 35 Tagen verfolgt.
In allen Féllen zeigten sich wahrend der ersten zwei Wochen relativ kleine VVeranderungen. Mit
und ohne Bakterien erschienen die Folien nach 7 Tagen getrubt, was aber auf das mechanische
Verhalten noch keine groRen Auswirkungen hatte. Ab dem 18. Tag war eine verstarkte
Bakterienbesiedlung erkennbar, die bis zum Versuchsende noch weiter zunahm. Es deuteten
sich erste Unterschiede im mechanischen Verhalten zwischen den Féllen mit und ohne
Bakterien an. Unter dem Einfluss der Bakterien schienen die Folien zuerst ihre urspringliche
Flexibilitat zu verlieren. Sie lie3en sich nicht mehr biegen, sondern brachen glasartig. Es zeigten
sich aber noch keine aufféalligen Unterschiede zwischen dem nassen und trockenen Zustand.
Dies &nderte sich ab dem 25. Tag. Hier wirkten die Folien im nassen Zustand aufgequollen und
gummiartig, wurden aber im trockenen Zustand wieder hart und briichig. Bis zum
Versuchsende nach 35 Tagen verstérkten sich diese Eigenschaften noch und die Struktur der
Folien erschien am Ende des Versuchs ,blitterteigartig®. Im Kontrollversuch ohne Bakterien
fiel ebenfalls ein deutlicher Abbau auf. Die Folien waren am Ende sehr diinn und fragil, aber

Veranderungen im mechanischen Verhalten waren weniger stark ausgepragt.

Bei der Bestimmung der Gewichtsabnahme (siehe Abb. 5.7.) zeigte sich ein &hnliches
Verhalten: kaum eine Gewichtsreduktion wéhrend der ersten 19 Tage und danach ein sehr
schneller Abbau bis auf ca. 15% des urspriinglichen Gewichts am Versuchsende. Es war
auffallend und bemerkenswert, dass hier kein signifikanter Unterschied zwischen den Fallen

mit und ohne Bakterienbelastung bestand.

Versuche mit industriell gefertigten Vicryl®-Netzen, die parallel dazu durchgefuhrt wurden,
aber wegen Schwierigkeiten mit der Festigkeit und mechanischen Handhabung nicht
quantitativ ausgewertet werden konnten, widersprachen bei ihrer qualitativen Auswertung den

oben genannten Ergebnissen nicht.
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Vergleicht man die Befunde mit der bekannten Literatur Giber die Degradation von Vicryl®, so
ist an erster Stelle Kronenthal (1975) zu erwédhnen. Nach ihm vollzieht sich der Abbau
bioresorbierbarer Polyester im biologischen Milieu in vier Teilschritten: Zuerst findet
Hydratation statt, wobei es durch Eindiffundieren von Wassermolekillen zum Auflésen
sekundérer  (van der Waalsscher  Bindungen) und tertidfrer  Verbindungen
(Wasserstoffbriickenbindungen) kommt (Phase der Hydratation). In einem zweiten Schritt
werden die kovalenten Bindungen im Grundgeriist zu Oligomeren hydrolytisch gespalten. Die
Folge des dadurch bedingten Molekulargewichtsabbaus ist der Verlust der Zahigkeit und
Festigkeit (Phase der Hydratation und Degradation: Festigkeitsverlust).

Die Spaltung der Oligomere setzt sich weiter fort, bis das Molekulargewichtsniveau fir einen
Form- und Massenzusammenhalt nicht mehr ausreicht. Das Material wird zu einer
gelatineartigen, bréckeligen Substanz. Ab diesem Zeitpunkt kann die Phagozytose von kleinen
Partikeln durch Makrophagen erfolgen (Phase der Degradation: Form- und Masseverlust).
Diese Beschreibung des Ablaufs der Degradation ist in sehr guter Ubereinstimmung mit

unseren Beobachtungen und Messergebnissen.

Die so weit gegebene Auswertung enthalt einen Widerspruch: Im Gesamtablauf wurde die
Degradation durch die Bakterien nicht entscheidend geadndert, aber es waren doch die visuellen
Befunde und das mechanische Verhalten der Proben mit und ohne bakterielle Belastung

verschieden.

Um das aufzuklaren, wurden die Verédnderungen der Oberflachen der Versuchsfolien wahrend
der Degradation mit dem REM untersucht. Dabei zeigten die drei Bakterienstamme bei ihrer
Anlagerung an die Folien sehr auffallende, aber héchst unterschiedliche Zerstérungen auf der
Folienoberflache. Diese breiteten sich an der Oberflache aus und standen in Konkurrenz zur
Hydrolyse, die zwar nicht so dramatisch einsetzte, aber wahrscheinlich schneller in die Tiefe
fortschritt. Diese Vermutung legt jedenfalls das Aussehen der Folien gegen Ende des Versuchs
nahe. Hier bestanden immer noch Unterschiede zwischen den einzelnen Fallen, aber diese
waren nicht mehr so markant wie nach dem ersten Viertel der Einsatzzeit. Das kann so gedeutet
werden, dass die Bakterieneinfllisse mit der Zeit durch den starkeren Hydrolyseeinfluss
uberlagert wurden. Diese Deutung wird auch durch eine Untersuchung von Grizzi et al. (1995)
uber die hydrolytische Degradation von 50:50 (D, L) lactid-glycolid-Membranen gestitzt. Sie
haben durch transversale Schnitte durch solche Membranen festgestellt, dass diese tber den
Querschnitt nicht homogen aufgebaut sind, sondern gewissermafen eine Haut bilden. Die Haut
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und das Innere zeigen ein unterschiedliches Hydrolyseverhalten, was sich z.B. darin &ulert,
dass der zeitliche Verlauf des relativen Gewichtsverlustes von Platten und diinnen Filmen aus
diesem Material unterschiedlich ist. Man kann sich also vorstellen, dass die Membran innerlich
hydrolytisch zerfallt, wéhrend die Bakterien in erster Linie die Haut angreifen. Diese Deutung
wird auch gestutzt durch eine friihere Untersuchung der Hydrolyse von Li et al. (1990), die
ebenfalls ein rascheres Fortschreiten der Degradation im Zentrum als an der Oberflache
feststellten. In ihrer dreiteiligen Studie haben sie auch unterschiedliche Zusammensetzungen
von lactide-glycolide-Kopolymeren sowie morphologische Einflusse durch Kiristallisation
ausgewertet. Die Ergebnisse der Studie von Li wurden unter In-vivo-Bedingungen in

Tierversuchen (Therin 1992) tiberprift und vergleichbare Ergebnisse gefunden.

Die Frage, ab welchem Stadium der Degradation die Membranen flir Bakterien durchl&ssig
werden, wurde von Simion et al. (1997) untersucht. Sie verwendeten Membranen aus
Polyglycol und Polylactat (PLA/PGA-Membranen). Mit kleinen Stiicken davon unterteilten sie
Komposit-Kammern in zwei Teile und setzten sie wahrend einer Zeitspanne von 4 Wochen
abnehmbar im Unterkiefer von 5 Studenten ein. Sie wurden nur fir die tdgliche Mundhygiene
herausgenommen. Simion et al. stellten eine bakterielle Kolonisation auf den Innenseiten der

Membranen nach 3 Wochen fest.

6.2 Ergebnis-Diskussion

Schlussfolgernd kénnen die Ergebnisse unserer Versuche wie folgt zusammengefasst werden:
1. Die ausgewahlten Bakterien zeigen Esteraseaktivitaten.

2. Diese Bakterien bewirkten bei ihrer Anlagerung an bioresorbierbare GTR-Membranen vom
Poly (D, L) lactid-poly Glycolid Copolymer Typ bei Betrachtung mit dem REM aufféllige und
bakterienspezifische Zerstérungen an der Oberflache.

3. Bei visueller Betrachtung der Versuchsfolien waren keine signifikanten
bakterienspezifischen Unterschiede erkennbar, wohl aber Unterschiede in der mechanischen
Handhabbarkeit der Folien im Vergleich zu dem Fall ohne bakterielle Belastung.

4. Eine katalytische Beschleunigung der Degradation durch Bakterienesterasen wurde nicht
beobachtet.

61



Urbani et al. (1997) haben den Effekt des Speichels auf die Resorptionszeit von GTR-
Membranen untersucht. Sie fanden, dass nicht der Speichel die Resorptionszeit z.B. von
Vicryl®-Membranen verkirzt, sondern Bakterien aus dem Speichel. Dabei handelte es sich
aber nicht um eine In-vivo-Studie, sondern um eine Studie mit In-vitro-Bedingungen, die den
unseren extrem entgegengesetzt waren. Statt wie wir einzelne Bakterienstdmme unter
einheitlichen Bedingungen auf die Membranen einwirken zu lassen, haben sie Sputum in
Né&hrlésung gegeben und die Membranen darin ausgesetzt. Zum Vergleich wurde der Versuch
mit abgetoteten Bakterien wiederholt. Es ergaben sich sehr deutliche Unterschiede in der
Degradationszeit, woraus auf einen Einfluss der Bakterien geschlossen wurde. Méglicherweise
gibt es also Bakterien und Enzyme von Bakterien, die einen schnellere Degradation der
Membranen bewirken. Der Versuch legt nahe, dass solche Bakterien auch im Mundraum

vorkommen.

Wie oben gesagt, kann eine abschlielende Bewertung der Ergebnisse nur unter Heranziehung
von In-vivo-Studien erfolgen, da die Verhaltnisse im Mundraum in vivo weder unseren

Versuchsbedingungen noch denen von Urbani et al. entsprechen.

In In-vivo-Studien ist die Notwendigkeit und der Nutzen einer adjunktiven medikamentdsen
Therapie mit Antibiotika strittig (Minabe et al. (2001); Chang und Yamada (2000)).
Insbesondere bei Langzeitfallstudien wie der von Galimann et al. (2004) wurde aber auf eine
Antibiotikatherapie erfolgreich verzichtet. Das bedeutet, dass das Immunsystem des Patienten
in Verbindung mit griindlicher Mundhygiene ausreicht, ein unkontrolliertes Uberhandnehmen
schédlicher Bakterien zu verhindern. Verhaltnisse wie in dem Versuch von Urbani et al. kénnen
daher nach einer GTR-MaRnahme ausgeschlossen werden oder werden im Rahmen der
Nachversorgung rechtzeitig erkannt und verhindert. Wir haben unsere Untersuchung auf
wenige Bakterienstdmme beschrankt, deren Zusammenhang mit Parodontitis belegt ist und die
eine Esteraseaktivitat gezeigt haben. Es ist davon auszugehen, dass schon ein kurzzeitiges
Uberhandnehmen dieser Bakterien den Heilungsprozess besonders schadigen wiirde. Wenn
damit auch noch eine schnelle, katalytisch ablaufende Resorption der GTR-Membran
verbunden waére, so ware der Schaden fur die Heilung noch schwerer beherrschbar. Die
Bedeutung des Versuchsergebnisses liegt darin, dass eine Kkatalytisch beschleunigte

Degradation durch Bakterienesterasen ausgeschlossen werden konnte.
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Ganz Klar ist eine In-vitro-Untersuchung nicht komplett mit den Ereignissen in der Mundhohle
vergleichbar. Jedoch ist es ein interessanter Ansatz fiir neue Uberlegungen in der zukiinftigen
Erforschung von resorbierbaren Membranen bei einer Exposition. Da es im Mundraum ber
500 verschiedene Bakterienarten gibt, ist es sicherlich nicht von der Hand zu weisen, dass diese
einen Einfluss auf resorbierbare Materialien in chirurgischen Techniken haben.
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7. Zusammenfassung

7.1. Deutschsprachige Zusammenfassung

Polylactidemembranen werden in der Parodontalchirurgie zur Regeneration entziindlich
verlorengegangener Parodonts eingesetzt. Ziel der Arbeit war es, in vitro zu untersuchen,
inwieweit Esterase-aktive Keime, die im Zusammenhang mit Parodontitis gefunden werden, in
der Lage sind, Einfluss auf die Degradation und damit Standfestigkeit der Membranen zu
nehmen. Es wurde die Degradation von selbstgefertigten Folien aus 50:50 (D, L) lactid-glycolid
unter anaeroben Bedingungen mit und ohne Bakterienbelastung verglichen und visuell,
palpatorisch, durch Wiegung und mit dem REM mikromorphologisch ausgewertet.

Bei visueller und palpatorischer Betrachtung waren wahrend des finf Wochen dauernden
Versuchs Unterschiede in der mechanischen Handhabbarkeit der Folien im Vergleich der Féalle
ohne und mit Bakterienbelastung aufféllig. Der prozentuale Gewichtsabbau, der durch
Wiegung ermittelt wurde, lieR aber keine statistisch relevanten Unterschiede weder zwischen
den Féllen mit Bakterien noch im Vergleich zur Kontrolle ohne Bakterien erkennen, woraus
auf einen nur marginalen Einfluss der ausgewahlten Bakterien auf die Degradation geschlossen
werden muss. Die Gewichtsabnahme verharrte mit und ohne Bakterien wahrend der ersten 20
Tage im einstelligen Prozentbereich, stieg dann aber steil an und erreichte nach 35 Tagen Werte
um 85%. Die Betrachtung der Folienoberflache mit dem REM wiederum zeigte sehr markante
und auch zwischen den Bakterien unterschiedliche Veréanderungen schon nach den ersten 7
Tagen, die sich aber am Versuchsende nach 35 Tagen nicht mehr so auffallig von der Kontrolle
ohne Bakterien unterschieden. Dies wird so gedeutet, dass die selbst hergestellten Folien tuber
ihren transversalen Querschnitt nicht homogen waren, so dass sie innerlich hydrolytisch
zerfielen, wahrend die Bakterien in erster Linie die hautartige Oberflache angriffen. An den
Vicryl®-Membranen konnte nur ein kleiner Teil dieser Auswertungen durchgefihrt werden. Es
zeigten sich keine Widerspriiche in den Ergebnissen.

Die Bedeutung des Versuchsergebnisses liegt darin, dass eine katalytisch beschleunigte
Degradation von Polylactidemembranen durch Bakterienesterasen ausgeschlossen werden
konnte. Ein Bakterienbefall kann gleichwohl die mechanischen Eigenschaften und damit die
Standfestigkeit einer Membran verandern. Dies ist in Ubereinstimmung mit Ergebnissen von
In-vivo-Langzeitstudien, die gezeigt haben, dass der chirurgische Eingriff nur in Verbindung
mit regelmaRkigen Nachuntersuchungen und gewissenhafter Zahnpflege zu einem dauerhaften

Heilerfolg fuhrt.
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7.2 Englischsprachige Zusammenfassung

Polylactide membranes are used in periodontal surgery for the regeneration of inflammatory
lost periodonts. The aim of the work was to investigate in vitro to what extent esterase-active
germs found in connection with periodontitis are able to influence the degradation and thus the
stability of the membranes. Degradation of self-made 50:50 (D, L) lactide-glycolid films under
anaerobic conditions with and without bacterial exposure was compared and
micromorphologically, visually, palpatorically, by weighing and with the REM.

Visually and palpatorically, differences in the mechanical handling of the foils were noticeable
during the five-week experiment compared to cases without and with bacterial contamination.
However, the percentage weight loss obtained by weighing did not reveal any statistically
relevant differences between the bacterial cases or compared to the non-bacterial control, which
suggests that the selected bacteria have only a marginal influence on degradation. Weight loss
remained in the single-digit percentage range with and without bacteria during the first 20 days,
but then increased steeply and reached levels of 85% after 35 days. Examination of the film
surface with the REM showed very striking and also different changes between the bacteria
after the first 7 days, but at the end of the test after 35 days, these changes were no longer so
conspicuously different from the control without bacteria. This is interpreted to mean that the
self-made films were not homogeneous across their cross-section, so that they decayed
internally hydrolytically, while the bacteria primarily attacked the skin-like surface. Only a
small proportion of these analyses could be performed on the Vicryl® membranes. There were
no contradictions in the results.

The significance of the test result is that a catalytically accelerated degradation of polylactide
membranes by bacterial esterases could be excluded. However, a bacterial attack can change
the mechanical properties and thus the stability of a membrane. This is in line with the results
of long-term in vivo studies, which have shown that the surgical procedure only leads to lasting

healing success in combination with regular follow-up examinations and careful dental care.
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9. Anhange

9.1 Anhang A: Verwendete Chemikalien und Bezugsquellen

Von Merk Vertrieb Diagnostica, Dtl., Frankfurter Str. 250, 64271 Darmstadt stammen:

Tris CHI, Essigsaeure; Chloroform z. A., Ethanol,
Pefabloc, 124839.0100, SC (4-(2-amino. ethyl-) benzolsulfonyl-fluorid Hydrochlorid,
C8H10FNO2S

Von Sigma Chemie GmbH, Gruenwalder Weg 30, Deisendorf stammen (co PO Box 14508

St. Louis USA, D-0632):

Glycerin, fast Blue RR, a-Maphthylacetat, p-Nitrophenylacetat, Fast Garnet GBC,
Esterase EC 3.1.1.1., Nr. 2884 (from Porcine Liver),

1:10in 3,2 M Ammonsulfat E 2884,

DTT (DL-Dithiothreitol 99%) C4H1002S2,

Lysozym (Muramidase, Mucopeptide) No L-6876, N-Acetylmuramoylhydrolase from
Chicken Egg White,

D-Fructose-1, 6-Diphosphate, No 752-1, Trisodiumsalt,

D Nase I, D-5025, Deoxyribonuclease | from Bovine Pancreas

Von der Pharmacia Biotech, Freiburg i. Br., Deutschland stammen:

Phast Gel DNA Code 17-1599-01
Phast Gel®  Code 17-0542-01
Buffer Strips

Phast Gel DANN

Silver staining Kit 17-1596-01

Von Difco Laboratories GmbH, Ulmer Strasse 160a, 86156 Augsburg stammen:

Hirn-, Herz-, Glukose-Bouillon Bacto®
Bestell-Nr. 0037-17 CH.-B. 68143JC
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Von Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Deutschland stammen:

Pulver D 6507, Resomer® RG 50, Poly (D, L) lactid coglycolid 50:50 (CAS 26780-50-7),
Chargen Nr./Lot Nr. 15094

Von der Firma Ethicon GmbH & Co KG, D-22841 Norderstedt stammen:

Vicryl-Netz Parodontal Zuschnitt, 3x2 cm
Steriles Netz Groesse 15 zu 15 cm

Von GC Corporation, Tokyo Japan, GC Belgien NV, Interleuwenlaun 13. 3001 Leuern

stammen:

Pattern Resin Kunstoff

Von der Firma Balzers Union, Postfach 75, FI-9496 Balzers Lichtenstein stammen:

SCD 040 (Kohlesputter)
SCD 050 Sputter Goater (Goldsputter)
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9.2 Anhang B: Geréte

Anaerobe Inkubation:

Ultraschallgerét:

Isotonische Kochsalzldsung:

Inkubationsgefalie:

Eppendorfer Pipettenboxendeckel:

Absorbationsmessung:

Waage:

Flow:

Brutschrank:

GroRes Forschungsmikroskop:

REM:

Phast System:

Gas Pak Anaerobic System, Palladium Catalyst
(H2 + Co2); BBL Microniology Systems,

Division of Becton Dickinson and Company

Braunsonic 300s; B. Braun Melsungen AG, Werk
Apparatebau

Pfrimmer & Roth, Pharmazeutische Werke
Erlangen GmbH & Co

10 ml Schlenkrdhrchen
100 ml Glaeser, Firma Schott, Duranglas, GL 45

Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland, Breite
9 cm, Laenge 13 cm, tiefe 1 cm, glasig,

polyethylen

UV 1202 UV-VIS Spectrophotometer
(Schimadzu)

4-stellige elektrische Praezisionswaage Sartorius

Research

Laminar Flow Steag, Firma STEAG Laminarflow
— Prozesstechnik GmbH, Pliezhausen,
Deutschland

Firma Memmert, Schwabach bei Nuernberg,
Deutschland

Ortholux, Leitz GmbH Wetzlar, Liste 512-40d

Leitz ISI SR 50®, Akashi Japan

Firma Pharmacia LKB, Freiburg i. Br.,
Deutschland
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