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Abstract 1

1. Abstract

Zielsetzung: Das Ziel dieser Laborstudie war es, die Bakterienadhasion und Anlagerung von
gingivalen Epithelzellen (TIGK, Telomerase immortalized gingival Keratinocytes) und Paro-
dontalligamentfibroblasten (PDL-Fibroblasten) an Polylaktid-basierten Membranen im Ver-

gleich zu Kollagenmembranen zu untersuchen.

Material und Methode: Als Testprodukt wurde eine bioresorbierbare Membran aus Polylak-
tid (GUIDOR® Bioresorbable Matrix Barrier; Sunstar; Etoy, Switzerland) verwendet. Die Ver-
gleichsgruppe bestand aus einer bovinen Kollagenmembran (Cytoplast® RTM Collagen
membrane; Osteogenics Biomedical, Lubbock, TX, USA) sowie aus einer porcinen Kol-
lagenmembran (Collprotect® botiss materials GmbH, Zossen, Germany). Folgende Mikroor-
ganismen wurden verwendet: Streptococcus gordonii ATCC (American Type Culture Collec-
tion) 10558, Actinomyces naeslundii ATCC 12104, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,
Tannerella forsythia ATCC 43037, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Parvimonas
micra ATCC 33270. Als Zelltypen wurden in die Studie PDL-Fibroblasten und gingivale
Epithelzellen (TIGK) einbezogen. Die Studie war in drei Hauptversuche unterteilt.

Im ersten Versuch wurde die antimikrobielle Aktivitat der Membranen auf planktonische Bak-
terien untersucht. Die Membranproben wurden auf Wilkins-Chalgren-Agarplatten mit einem
definierten Inokulum von Mikroorganismen platziert. Nach 18 h (Anaerobier 42 h) wurden die
Hemmzonen gemessen.

Der zweite Versuch beinhaltete die Biofilmanlagerung an die Membranen. Die Membranpro-
ben wurden in Suspensionen der sechs verschiedenen Bakterienstdamme gegeben. Nach
einer Inkubationszeit von 6 h und 48 h unter anaeroben Konditionen wurde die Gesamtzahl
der Bakterien sowie die Zahl an P. gingivalis, T. forsythia, P. micra und F. nucleatum im Bio-
film ermittelt.

Im dritten Versuch wurde die Anlagerung von PDL-Fibroblasten und gingivalen Epithelzellen
(TIGK) an Membranen mit und ohne Anwesenheit von Mikroorganismen untersucht. Dazu
wurden die Membranproben zusammen mit den Zellen in 24-Well-Platten gegeben und wah-
rend 6 h bzw. 48 h (TIGK) bzw. wahrend 72 h (PDL-Fibroblasten) mit 5% CO: inkubiert. Da-
nach wurden die angehafteten TIGKs respektive PDL-Fibroblasten gezahlt. Um einen poten-
ziellen Einfluss von Mikroorganismen auf die Adhasion von gingivalen Epithelzellen bezie-
hungsweise PDL-Fibroblasten zu untersuchen, wurde in einer zweiten Serie von Untersu-
chungen eine Mischung bestehend aus den sechs Bakterienstdmmen hinzugefligt. Wie beim

Versuch zuvor wurde die Anzahl adharenter Zellen ermittelt.
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Abstract 2

Resultate: Es konnte fir keine der getesteten Membranen eine antimikrobielle Aktivitat
nachgewiesen werden. Bei der Biofilmbildung an Membranen haben nach 6 h statistisch
signifikant weniger Bakterien die Polylaktid-Membran als die porcine und die bovine Kol-
lagenmembran (jeweils p<0,01) besiedelt, jedoch betrug der Unterschied maximal 0,49 log1o.
Nach 24 h konnten keine signifikanten Unterschiede betreffend der Anzahl Bakterien an den
unterschiedlichen Membranen gefunden werden. Die geringste Anzahl adharenter TIGKs
wurde nach 6 h und 48 h Inkubation auf der Polylaktid-Membran ermittelt. Entgegen der Er-
wartungen war die Anzahl adharenter TIGKs an den Probemembranen héher in Gegenwart
von Bakterien als ohne.

Die Anlagerung der PDL-Fibroblasten an die getesteten Membranen nach 72 h war an den
(bovinen) Kollagenmembranen am grdssten. In Anwesenheit von Mikroorganismen war die

zellulare Anlagerung der PDL-Fibroblasten an allen Membranen signifikant geringer.

Schlussfolgerungen: Innerhalb der Limitationen dieser Studie kdnnen folgende Schlussfol-
gerungen gezogen werden: Eine bakterielle Anlagerung an Membranen kann stattfinden und
Mikroorganismen haben auch einen Einfluss auf die zellulare Anlagerung. Die Beschaffen-
heit der Membranen spielt dabei eine wesentliche Rolle. Bezuglich der Biofilmbildung auf
den Membranen kénnte die Verwendung einer Polylaktid-Membran in der Anfangsphase
einen leichten Vorteil bringen, da die bakterielle Besiedlung in den ersten 6 h auf diesem
Material signifikant geringer war. Jedoch scheint dieser Effekt von kurzer Dauer zu sein,
denn bereits nach 24 h war kein Unterschied zwischen den drei verschiedenen Membranty-
pen mehr zu erkennen. Was die zelluldre Adhasion betrifft, zeigen die In-Vitro-Resultate die-
ser Studie, dass die Verwendung einer kollagenbasierten Membran vorteilhaft ist, auch dann,
wenn eine bakterielle Exposition vorliegt. Uberraschenderweise zeigte sich bei Anwesenheit
von Mikroorganismen eine verstarkte Anlagerung von TIGKs im Vergleich zu den Versuchen

ohne Mikroorganismen.
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2. Einleitung

Parodontitis ist eine haufig vorkommende Erkrankung in der Gesellschaft mit einer Pravalenz
von 15% (schwere Auspragung der Erkrankung) bis 50% (leichte bis mittlere Auspragung der
Erkrankung) (Mombelli et al., 2014).

Bei Anwesenheit mikrobieller Plaque reagiert das gingivale Gewebe innert zwei bis vier Ta-
gen mit einer klassischen akuten exsudativen Gingivitis (Page et al., 1976). Dieser Prozess
wird durch Page und Schroeder als initiale Lasion definiert (Page et al., 1976). Bakterien
oder ihre Produkte interagieren mit dem Epithel und penetrieren in das darunterliegende
Bindegewebe (Page et al., 1997). Zahlreiche kleine Blutgefasse und eine grosse Anzahl
neutrophiler Granulozyten, welche aus dem Bindegewebe via Saumepithel in den gingivalen
Sulkus wandern, sind Zeichen einer Entziindung (Page et al., 1997). Dies fiihrt dazu, dass
bereits in diesem Stadium ein kleiner Anteil von Kollagen und anderer Komponenten der
perivaskularen extrazellularen Matrix zerstort wird (Page et al., 1997). Im Anschluss an die
initiale Lasion entwickelt sich nach 4-10 Tagen die friihe Lasion (Page et al., 1976). Sie ist
durch ein dichtes Infiltrat von Lymphozyten und anderen mononuklearen Zellen, pathologi-
sche Veranderung von Fibroblasten und kontinuierlichem Verlust von Bindegewebe charak-
terisiert (Page et al., 1976). Aus der frihen Lasion entsteht die etablierte Lasion, welche sich
innerhalb von zwei bis drei Wochen manifestiert und durch die Anwesenheit von Plasmazel-
len gekennzeichnet ist (Page et al., 1976). Dieser Zustand kommt extrem haufig in der Be-
volkerung vor und kann Uber lange Zeit stabil bleiben oder aber sich in eine destruktive Lasi-
on weiterentwickeln (Page et al., 1976). Man bezeichnet dieses Krankheitsstadium auch als
fortgeschrittene Lasion. Es ist durch den Verlust von Alveolarknochen und parodontalem
Ligament bei weiterbestehender Anwesenheit von Plasmazellen charakterisiert (Page et al.,
1976). Wahrend die ersten drei Krankheitsstadien einer Gingivitis entsprechen, ist das letzte

Stadium bereits eine manifestierte Parodontitis (Page et al., 1976).

Die chronische Parodontitis ist eine verbreitete Erkrankung mit mikrobiellem Ursprung (Page
et al., 1976) und ist die weitaus haufigste Form der Parodontitis (Mombelli et al., 2014). Sie
stellt eine Hauptursache fir den Zahnverlust bei Erwachsenen dar (Page et al., 1976).

Risikofaktoren fur parodontale Erkrankungen kdénnen systemisch oder lokal sein (Genco et
al., 2013). Das lIdentifizieren und Modifizieren von diesen Risikofaktoren gehért zum Ma-
nagement von parodontalen Erkrankungen (Genco et al., 2013). Folgende Risikofaktoren
werden im Zusammenhang mit chronischer Parodontitis in der Literatur diskutiert: Mundhygi-
ene (Albandar et al., 2002 und Salvi et al., 1997), Rauchen (Albandar et al., 2002; Genco et
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al., 2013; Aljehani et al., 2014; Van Dyke, 2005 und Pihistrom et al., 2001), schlecht einge-
stellter Diabetes mellitus (Albandar et al., 2002; Genco et al., 2013; Aljehani et al., 2014; Van
Dyke, 2005; Pihlstrom et al., 2001 und Salvi et al., 1997), Alter (Albandar et al., 2002; Al-
jehani et al., 2014 und Van Dyke, 2005), Geschlecht (Albandar et al., 2002; Genco et al.,
2013; Aljehani et al., 2014 und Salvi et al., 1997), Rasse (Albandar et al., 2002 und Aljehani
et al., 2014), genetische Faktoren (Albandar et al., 2002; Genco et al., 2013; Aljehani et al.,
2014 und Van Dyke, 2005 und Pihistrom et al., 2001), soziobkonomischer Status (Albandar
et al., 2002; Aljehani et al., 2014; Salvi et al., 1997 und Timmerman et al., 2006), Stress (Al-
bandar et al., 2002; Genco et al., 2013 und Aljehani et al., 2014), Ubergewicht und metabo-
lisches Syndrom (Genco et al., 2013), Osteoporose (Genco et al., 2013; Aljehani et al., 2014
und Van Dyke, 2005), kardiovaskulare Erkrankungen (Aljehani et al., 2014) und geografische
Region (Albandar et al., 2002).

2.1. Parodontale Wundheilung

Parodontale Regeneration ist als Rekonstruktion oder Reproduktion von verlorenem oder
verletztem Gewebe definiert und hat als Ziel, dessen initiale Form und Funktion wiederher-
zustellen (Wikesjo et al., 1999). Die optimale Wundheilung nach regenerativer Parodontalchi-
rurgie sollte mit der Entstehung von neuem Zement, Desmodont und Alveolarknochen und
einem dichten Abschluss durch gingivales Gewebe enden (Susin et al., 2015). Klinisch ist es
oft nicht eindeutig, ob die beobachtete Verbesserung aufgrund einer funktionellen Kollagen-
narbe, der Bildung von einem langen Saumepithel oder tatsachlich aufgrund parodontaler
Regeneration entstanden ist (Wikesjo et al., 1999). Das Parodont hat ein starkes immanen-
tes Regenerationspotential, welches aber durch lokale sowie systemische Faktoren kom-
promittiert werden kann (Susin et al., 2013). Wundstabilitat, Freiraum und primare Wundhei-
lung sind fur die Regeneration von parodontalem Gewebe nétig, reichen aber nicht immer
aus, um diese zu erreichen (Susin et al., 2013). Wahrend die Regeneration innerhalb Wo-
chen stattfindet, dauert die vollstandige Maturation des Gewebes einige Zeit langer (Susin et
al., 2013). Es koénnen vier verschiedene Phasen unterscheiden werden: Hamostase, Inflam-
mation, Proliferation und Maturation/Remodelling (Hammerle et al., 2014). Die hamostati-
sche Phase wird durch eine Gewebeverletzung initiiert (Sculean et al., 2014). Es bildet sich
ein Blutkoagulum und eine provisorische extrazelluldre Matrix, bestehend aus einem Zell-
konglomerat und fibrinreicher Matrix (Sculean et al., 2014). Dies ist der Start fur die Rekrutie-
rung der Entziindungszellen in den Defekt und stellt somit den Ubergang in die inflammatori-
sche Phase dar (Sculean et al., 2014). Innerhalb der ersten sechs Stunden wird die Wurzel-
oberflache von Neutrophilen belagert, welche das verletzte und nekrotische Gewebe pha-

gozytieren und so die Wunde dekontaminieren (Wikesjo et al., 1999). Nach etwa drei Tagen
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nimmt das Infiltrat von Neutrophilen langsam ab und die Anwesenheit von Makrophagen
nimmt zu (Wikesjo et al., 1999). Die Makrophagen sind einerseits fur die Phagozytose ver-
antwortlich, anderseits spielen sie eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von Wachstums-
faktoren, welche die Fibroblastenproliferation, die Matrixproduktion und die Proliferation der
Muskelzellen férdern (Wikesjo et al.,, 1999). In der abschliessenden Maturations-
/Reifungsphase wird das neu geformte, zellreiche Gewebe entsprechend der funktionellen
Anforderungen remodelliert (Wikesjo et al., 1999). Damit diese vier Phasen ungestort durch-
laufen werden kénnen, ist eine Infektionskontrolle wichtig (Hdmmerle et al., 2014). Sie ist vor
allem auch Grundvoraussetzung fiir den Ubergang von der inflammatorischen in die prolife-
rative Phase (Hammerle et al., 2014).

Abb. 1: Darstellung der friilhen und spaten Phase der Wundheilung/Regeneration (Susin et
al., 2015).

Die Wundheilung endet nicht immer in der Restitutio ad integrum. Es kann auch zur Bildung
von Narbengewebe kommen (Sculean et al., 2014).

So werden verschiedene Heilungsformen unterschieden (Vignoletti et al., 2014). Der haufigs-
te Ausgang ist die reparative Heilung, welche sich durch die Bildung eines langen Saume-
pithels charakterisiert (Vignoletti et al., 2014). Bei der regenerativen Heilung hingegen wer-
den alle Gewebe des Zahnhalteapparates (Zement, Desmodont, Alveolarknochen, Gingiva)
wiederhergestellt (Vignoletti et al., 2014). Welcher Heilungstyp eintritt, hangt nicht nur vom
chirurgischen Vorgehen ab, sondern auch von der Umgebung, in welcher die Wundheilung
stattfindet (Verfugbarkeit von Zelltypen, Zugang zu Signalmolekilen, Absenz von bakterieller
Kontamination) (Vignoletti et al., 2014).
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2.2. Gesteuerte Geweberegeneration (GTR)

Die gesteuerte Geweberegeneration (GTR) wurde in den frihen 1980er Jahren innerhalb
einer Studienserie zum Thema parodontale Wundheilung von Nyman und seinen Mitarbei-
tern in Skandinavien entwickelt (Karring et al., 1993). Dieses Konzept hatte die Regeneration
von parodontalen Geweben zum Ziel, welches aufgrund parodontaler Erkrankungen verloren
gegangen ist (Nyman et al., 1991 und Moser, 2017). Dies ist einer der popularsten chirurgi-
schen Ansatze in der parodontalen Regeneration (Miron et al., 2016). Er basiert auf der Hy-
pothese, dass das Einwachsen von nicht erwiinschten Gewebezellen in die Wunde durch
eine Barrieremembran verhindert werden kann (Nyman et al., 1991 und Moser, 2017). Somit
wird das Epithel von der Wurzeloberflache ferngehalten und die selektive Wiederbesiedlung
der Wurzeloberflache mit multipotenten Zellen geférdert (Kasaj et al., 2008).

Tendenziell wird vor allem die Migration von Epithelzellen verhindert (Vignoletti et al., 2014).
Gleichzeitig werden spezifische Zellen, welche das Potential zur Regeneration des ge-
winschten Gewebes haben, in ihrer Ausbreitung gestarkt (Nyman et al., 1991 und Moser,
2017). Die semipermeable Membran wird zwischen den Mukoperiostlappen, die Zahn- sowie
die Knochenoberflache platziert (Dowell et al., 1991 und Moser, 2017). Somit wird daflr ge-
sorgt, dass die Wunde durch Zellen des parodontalen Ligaments besiedelt werden kann und
die schnell wachsenden Epithelzellen das Wundgebiet nicht infiltrieren und besiedeln (Dowell
et al., 1991 und Moser, 2017). Neuere systematische Ubersichtsarbeiten konnten zeigen,
dass anhand von GTR mit Kollagenmembranen eine Erhéhung des Attachmentlevels von
1,58 mm im Vergleich zu einer konventionellen Lappenoperation ohne regenerative Mass-

nahmen erzielt werden kann (Stoecklin-Wasmer et al., 2013 und Moser, 2017).

2.3. Membranen

Membranen bzw. Barrieren sollen die schnell wachsenden Epithel- und Bindegewebszellen
hindern, die Wurzeloberflache des Zahnes und somit das Blutkoagulum zu besiedeln, bevor
die Durchsetzung des Koagulums durch die desmodontalen Fibroblasten erfolgt (Erpenstein
et al., 2004 und Moser, 2017). Weiter sind die Membranen auch fir die Stabilisierung der
Wunde und vor allem des Fibrinkoagulums wichtig (Erpenstein et al, 2004 und Moser, 2017).
Folgende Charakteristiken missen bei der Herstellung von Barrieremembranen beachtet
werden: Biokompatibilitat, Zellokklusivitat, Platzbeschaffung und Erhalt von Freiraum fur die
Wundheilung, Gewebeintegration, Abbaubarkeit, Wirkung als Barriere, klinisches Handling
(Sheikh et al., 2017 und Lindhe et. al., 2006).

Grundsatzlich gibt es zwei Kategorien von Barrieremembranen: Bioresorbierbare Membra-
nen und nicht resorbierbare Membranen (Erpenstein et al, 2004). Diese beiden Kategorien

beinhalten verschiedene Untergruppen (Erpenstein et al, 2004). Bei den bioresorbierbaren
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Membranen werden kollagenbasierte Membranen (allogene und xenogene Materialien) und
synthetisch hergestellte Membranen unterschieden (Erpenstein et al, 2004).

Nicht resorbierbare Membranen bestehen aus synthetisch hergestellten Materialien wie Poly-
tetrafluorethylen (PTFE, Handelsname Teflon®) (Erpenstein et al, 2004).

Da sie nicht resorbiert werden, mussen sie nach Ende der Regeneration durch einen zweiten
chirurgischen Eingriff entfernt werden (Erpenstein et al., 2004 und Moser, 2017). Dies hat fur
den Patienten Konsequenzen wie héhere Kosten, grdsserer Zeitaufwand, zusatzlicher chi-
rurgischer Eingriff und damit ein zusatzliches chirurgisches Trauma (Erpenstein et al., 2004;
Hugoson et al, 1995 und Moser, 2017).

Bioresorbierbare Membranen wurden zur Verhinderung einer chirurgischen Entfernung der
Membranen entwickelt (Bottino et al., 2015 und Lindhe et al., 2006). Dies hat fur den Patien-
ten folgende Vorteile: Weniger Behandlungszeit, reduzierte Kosten und verminderte Belas-
tung (Erpenstein et al., 2004 und Moser, 2017). Die am haufigsten verwendeten bioresor-
bierbaren Membranen basieren auf Kollagen oder Polylaktid sowie dessen Kopolymere
(Sheikh et al., 2017). Die kollagenbasierten Membranen sind aus Gewebe tierischen oder
menschlichen Ursprungs produziert (Sheikh et al., 2017). Klinisch kdnnen heute bovine, por-
cine und humane kollagenbasierte Membranen sowie polyesterbasierte Membranen wie Po-
lylactid und seine Kopolymere verwendet werden (Bottino et al., 2015). Kollagen besitzt eini-
ge vorteilhafte Eigenschaften wie niedrige Immunogenitat, Anziehungskraft auf gingivale
Fibroblasten und eine hamostatische Wirkung (Sheikh et al., 2017). Der Abbau der Kol-
lagenmembranen findet durch endogene Kollagenasen in Kohlendioxid und Wasser statt
(Sheikh et al., 2017). Bei den synthetischen Membranen findet der Abbau durch Kontakt mit
Wasser und Gewebeflussigkeit statt, was zur Hydrolyse der Polyester flhrt (Erpenstein et al.,
2004 und Moser, 2017): Aus

Polyaktid entsteht Laktid und aus Polyglykolid zunachst Glykolid und spater Pyruvat. Beide
Metaboliten werden via Citratzyklus in Wasser und Kohlendioxid umgesetzt (Erpenstein et
al., 2004 und Moser, 2017).

Die Membranen sollten jegliche Entzindungsreaktionen verhindern und missen ein Abbau-

profil vorweisen, welches zur Bildung des neuen Gewebes passt (Bottino et al., 2015).

Es gibt in der Zahnmedizin verschiedene Anwendungsbereiche fir Membranen (Erpenstein
et al., 2004 und Moser, 2017). Diese haben sich im Laufe der Zeit stark ausgeweitet (Er-
penstein et al., 2004 und Moser, 2017). In folgenden Bereichen kann mit Membranen gear-

beitet werden (Tabelle 1):
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Tabelle 1: Anwendung von Membranen in der Zahnmedizin (Erpenstein et al., 2004 und Mo-
ser, 2017)

- Intraossare Defekte
Parodontologie - Furkationsbeteiligung

- Rezessionen

- Praimplantologische und simultane Knochenregeneration
Implantologie - Sinusbodenelevation

- Knochendegradation nach Periimplantitis

Oralchirurgie - Membrangeschutzte Heilung von Extraktionswunden

- Behandlung von Mund-Antrum-Verbindungen
Kieferchirurgie _
- Abdeckung von Knochendefekten nach Zystektomie

Endodontie - Wurzelspitzenresektion mit umfangreichem Knochenverlust

2.4. Bakterielle Adhasion an GTR-Membranen

Bakterien, welche mit parodontalen Erkrankungen vergesellschaftet sind, kdnnen die Wund-
heilung nach GTR beeintrachtigen (Sela et al., 1999). Wenn ein Patient eine Kolonisation
dieser Bakterien in der Mundhohle aufweist, dann ist die Wahrscheinlichkeit sehr gross, dass
diese auch am Operationssitus nachgewiesen werden kénnen (Sela et al., 1999). Die patho-
genen Mikroorganismen kdnnen aus tiefen Taschen des Parodonts in den Speichel ver-
schleppt und dann auf die Membranen Gbertragen werden (Nowzari et al., 1996). Ausserdem
kénnen Barrieremembranen, welche bei der Applikation die Haut berihren, von dermalen
Pathogenen besiedelt werden (Nowzari et al., 1996). Auch Nahtmaterialien sind bei der
Membranplatzierung anfallig auf Berthrung mit Lippe oder Gesicht (Nowzari et al., 1996).
Daher ist die extraorale, prachirurgische Desinfektion sehr wichtig (Nowzari et al., 1996).
Findet eine Exposition statt, werden die Membranen meist zligig und ausgepragt von Bakte-
rien der Mundhoéhle besiedelt (Zucchelli et al., 1998). Mikroorganismen kénnen Membranen
innerhalb von drei Minuten nach intraoraler Manipulation besiedeln (Nowzari et al., 1996).
Die bakterielle Anlagerung an Membranen zeigt dasselbe Adhasions- und Maturationsmuster
wie Zahnschmelz, Wurzelzement, Titanimplantate sowie andere kiinstliche Materialien (Zuc-
chelli et al., 1998). Auch in vitro ist die bakterielle Adhasion an Membranen sehr gross (Sela
et al., 1999).

Kollagenmembranen werden im Vergleich zu PTFE signifikant dichter besiedelt (Sela et al.,
1999). Weniger bakterielle Anlagerung wurde an Glykolid-Fibre-Membranen gefunden
(Cheng et al., 2015). Verglichen mit Kollagen und Glykolid-Fibre weist jedoch ePTFE (ex-
panded Polytetrafluorethylen) den besten Barriereeffekt gegen Bakterien auf (Hung et al.,

2002). Eine bakterielle Adhasion an Membranen hemmt die Anlagerung von parodontalen
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Ligamentfibroblasten (PDL-Fibroblasten) (Chen et al., 2003). Zuséatzlich sind parodontopa-
thogene Bakterien stark proteolytisch und somit fahig, die Kollagenmembranen abzubauen
(Sela et al., 2003).

Eine postoperative Kolonisation von GTR Membranen mit nachfolgender Infektion kann so-
mit einer der grossten limitierenden Faktoren fir eine erfolgreiche klinische Regeneration
sein (Chen et al., 1997 und Moser, 2017).

Deshalb stellt ein infektionsfreier Heilungsprozess eine Grundvoraussetzung flr den Be-
handlungserfolg dar (Sela et al., 2003 und Moser, 2017). Eine bakterielle Adhasion und Ko-
lonisation von exponierten Membranen, gefolgt von einer Ausbreitung der Infektion ins be-
nachbarte Gewebe, kann einen kompletten Misserfolg oder eine lediglich partielle Regenera-

tion verursachen (Sela et al., 2003 und Moser, 2017).

2.5. Studienziel

Das Ziel dieser In-vitro-Studie war es, die Adhasion von einem Multi-Spezies-Konsortium an
einer synthetisch bioresorbierbaren Membran im Vergleich mit zwei kollagenbasierten
Membranen in Interaktion mit gingivalen Epithelzellen und oralen Fibroblasten zu untersu-
chen. Die Studie bestand aus drei verschiedenen Teilen, wobei im ersten Versuch ein
Screening der antimikrobiellen Aktivitdt von Membranen auf planktonische Bakterien, im
zweiten Versuch die Biofilmbildung auf den Membranen und im dritten Teil die Adh&sion
gingivaler Epithelzellen (TIGK) und PDL-Fibroblasten an die Testmembranen untersucht
wurden. GTR ist ein Goldstandard in der regenerativen parodontalen Chirurgie, welcher aber
eine relativ hohe Komplikationsrate hat. Es ist deshalb ausserordentlich wichtig, dass an-
hand von Forschungsarbeiten wie dieser mehr Erkenntnisse Uber die komplexen Ablaufe
solcher Regenerationsmethoden gewonnen und anhand neuer Erkenntnisse die Therapieer-

gebnisse stetig verbessert werden kénnen.
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3. Material und Methodik

3.1. Membranen

Das Testprodukt war eine bioresorbierbare Membran bestehend aus Polylaktid vermengt mit
Zitronensaureester (GUIDOR® Bioresorbable Matrix Barrier; Sunstar; Etoy, Switzerland). Als
Vergleichsgruppen wurden eine Membran bestehend aus bovinem Typ 1-Kollagen (Cyto-
plast® RTM Collagen membrane; Osteogenics Biomedical, Lubbock, TX, USA) und eine
Membran aus porcinem Kollagen (Collprotect® botiss materials GmbH, Zossen, Germany)

verwendet. Diese Membranen wurden in 5 x 5 mm grosse Probekorper zugeschnitten.

3.2. Mikroorganismen

Folgende Mikroorganismen wurden in die Studie einbezogen:

Streptococcus gordonii ATCC 10558
Actinomyces naeslundii ATCC 12104
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
Tannerella forsythia ATCC 43037
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586
Parvimonas micra ATCC 33270.

I o

S. gordonii ATCC 10558 und A. naeslundii ATCC 12104 reprasentieren die frihen Besiedler,
wahrend P. gingivalis ATCC 33277, T. forsythia ATCC 43037, F. nucleatum ATCC 25586
und P. micra ATCC 33270 klar mit parodontalen Erkrankungen sowie Infektionen um zahn-
arztliche Implantate assoziiert sind. Alle Stamme wurden vor dem Experiment auf Schaedler-
Agarplatten (Oxoid, Basingstoke, UK) mit 5% Schafsblut in einer anaeroben Atmosphéare
oder mit 5% CO: (S. gordonii ATCC 10558) vorkultiviert.

3.3. Zellen

Folgende Zelltypen wurden in die Studie einbezogen:
1. PDL-Fibroblasten
2. Gingivale Epithelzellen (TIGK)

PDL-Fibroblasten sind spindelférmige, lange Bindegewebezellen, die im Parodont lokalisiert
sind (Sokos et al., 2014). Ihr embryologischer Ursprung liegt im Ektomesenchym des Zahn-
follikels (Sokos et al., 2014).
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Sie machen den Hauptanteil der Zellen im Parodont aus und reprasentieren eine heterogene
Zellpopulation, die eine grosse Vielfalt an Proteinen exprimieren kann (Marchesan et al.,
2011). Ausserdem flhren sie wichtige Aufgaben im Bereich der Entwicklung, Funktion und
Regeneration des Zahnhalteapparates aus (Lekic et al., 1996). Die in dieser Studie verwen-
deten PDL-Fibroblasten wurden von zwei gesunden anonymen Spendern wahrend einer
Zahnextraktion aus kieferorthopadischen Grinden gewonnen. Die Durchfihrung und Gewin-
nung der Zellen fand unter Bericksichtigung der anerkannten Richtlinien und Vorschriften

der kantonalen Ethikkommission KEK statt.

Die gingivalen Epithelzellen gehdren zur Schleimhaut der Mundhdhle, genauer zur mastika-
torischen Schleimhaut (Lillmann-Rauch, 2012). Diese besteht aus Epithel mit hohen, dicht
stehenden Bindegewebepapillen und ist unbeweglich mit dem Periost bzw. Zahn verbunden
(Lallmann-Rauch, 2012). Priméare gingivale Epithelzellen (Gingival epithel cells, GEC) haben
in Kultur eine begrenzte Lebenszeit und treten anschliessend in die Seneszenz ein, wo sie
aufhdren sich zu replizieren (Moffat-Jauregui et al., 2013). Telomerase immortalisierte gingi-
vale Keratinozyten (Telomerase immortalized gingival Keratinocytes TIGK) zeigen die glei-
che Morphologie, den selben Karyotyp und die gleiche Proliferationsrate wie die primaren
gingivalen Epithelzellen (Moffat-Jauregui et al., 2013). Auch die Expression der charakteristi-
schen Zytokeratine ist vergleichbar mit den primaren gingivalen Epithelzellen (Moffat-
Jauregui et al., 2013). Was die TIGKs jedoch von den GECs unterscheidet, ist die Robustheit
(Moffat-Jauregui et al., 2013). TIGKs kénnen 36 Replikationsdurchgange ohne Zeichen der
Alterung durchlaufen (Moffat-Jauregui et al., 2013). Zusammenfassend haben diese TIGKs
somit ahnliche Charakteristiken wie ihre Vorlauferzellen, sind aber um einiges widerstands-

fahiger als diese (Moffat-Jauregui et al., 2013).

3.4. Screening der antimikrobiellen Aktivitat auf planktonische

Bakterien

Es wurde ein definiertes Inokulum von Mikroorganismen (McFarland 0,5, Verdinnung 1:100)
vorbereitet. Davon wurden 100 yl auf Wilkins Chalgren-Agarplatten (Oxoid, mit 5% Schafs-
blut) gleichmassig verteilt. Danach wurden die zugeschnittenen Membranproben auf den
Agarplatten platziert. Nach einer Inkubation von 18 h (Anaerobier 42 h) wurde die Hemmzo-
ne gemessen. Der Versuch wurde anhand eines unabhangigen Replikates ein zweites Mal
durchgeflhrt.
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3.5. Biofilmbildung auf den Membranen

Suspensionen der sechs verschiedenen Bakterienstdmme wurden hergestellt und mit Nahr-
bouillon (Schaedler-Bouillon + 5% Schafsblut) vermengt. Die zuvor in Blut getauchten Pro-
ben wurden dann in Wells einer 24-Well-Platte platziert. Nach einer Inkubationszeit von 6 h
und 48 h unter anaeroben Bedingungen wurde der Biofilm von der Oberflache mittels Ultra-
schall und intensivem Vortexen entfernt. Nach Mischen anhand von Pipettieren wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt und die Gesamtzahl der Bakterien (Colony forming units; cfu)
ermittelt. Des Weiteren wurde die Zahl an P. gingivalis, T. forsythia, P. micra und F. nuclea-
tum mittels real-time PCR (Polymerasekettenreaktion) bestimmt.

Die Untersuchungen wurden jeweils in unabhangiger Vierfachbestimmung in zwei verschie-

denen Serien (je acht Einzelwerte) durchgeflhrt.

3.6. Adhasion der gingivalen Epithelzellen und PDL-Fibroblasten

Wie im vorherigen Versuch beschrieben, wurden die Membranproben (je vier Proben a 5 x 5
mm pro zu testende Membran) wieder in 24-Well-Platten gegeben. Gingivale Epithelzellen
(TIGK) beziehungsweise PDL-Fibroblasten wurden hinzugefligt. Die Membranen mit TIGKs
wurden wahrend 6 h bzw. 48 h mit 5% CO. inkubiert. Diejenigen mit PDL-Fibroblasten wur-
den mit 5% CO2 wahrend 72 h inkubiert. Danach wurden die angehafteten TIGKs respektive
PDL-Fibroblasten fixiert und mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) gefarbt.

Die Proben wurden mittels Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan) analysiert.
Die Membranproben wurden in funf verschiedene Bereiche unterteilt, welche separat foto-
grafiert wurden.

Die adhéarenten Zellen wurden dann anhand der Fotos mit dem Multi-Point-Tool der Software
ImageJ (Open Source image processing software, Copyright 2010-2017, Version 2.0.0-rc-
43/1.51g) ausgezahlt.

Dieses Experiment wurde in Form von vier unabhangigen Versuchen durchgefihrt.

Um einen potenziellen Einfluss von Mikroorganismen auf die Adh&sion von gingivalen
Epithelzellen beziehungsweise PDL-Fibroblasten zu untersuchen, wurde in einer zweiten
Serie von Untersuchungen eine Mischung bestehend aus den sechs Bakterienstammen
(McFarland 0,5) in der Verdinnung 1:100 ins Zellkultivierungsmedium hinzugefugt. Wie beim

Versuch zuvor wurde die Anzahl adharenter Zellen gezahilt.
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3.7. Statistische Analyse

Die Anzahl adharenter Zellen und Bakterien wurden logarithmisch dargestellt und anhand
ANOVA mit Post-Hoc LSD analysiert. Weiter wurde der Einfluss von bakterieller Prasenz auf
die Adhasion von TIGKs und PDL-Fibroblasten an die Membranproben mit dem T-Test nach
Student fir unabhangige Proben beurteilt. Das Signifikanzniveau wurde auf p=0,05 gesetzt.
Verwendet wurde die Software SPSS 24.0 (IBM SPSS Statistics, Chicago, IL, USA).
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4. Resultate

4.1. Antimikrobielle Aktivitat

Bei allen drei in die Studie eingeschlossenen Membranen konnte keine potenzielle antimik-
robielle Aktivitdt gegen die ausgewahlten Bakterienstamme nachgewiesen werden. Es waren
keine Anzeichen von Hemmhofen um die auf den Agarplatten platzierten Membranen er-
kennbar.

4.2. Biofilmbildung auf den Membranen

Die Resultate und Statistiken sind in Abb. 2 (Gesamtzahl) und Abb. 3 (P. gingivalis, T. forsy-
thia) dargestellt. Initial haben nach 6 h statistisch signifikant weniger Bakterien die Polylaktid-
Membran als die porcine (p<0.001) resp. bovine Kollagenmembran (p=0.007) besiedelt. Be-
trachtet man lediglich die Kollagenmembranen, dann wurde die bovine Kollagenmembran
signifikant weniger (p=0.001) kolonisiert als die porcine Kollagenmembran. Man muss aber
beachten, dass die Unterschiede im Mittel zur bovinen Kollagenmembran nur 0,27 log1o und
zur porcinen Kollagenmembran nur 0,49 logio betrugen. Nach 24 h konnten keine signifikan-
ten Unterschiede betreffend der Anzahl Bakterien an den unterschiedlichen Membranen ge-

funden werden.

p<0.001

7 _p=0.001
_p=0.007

log 10 cfu
w F~) (0] )]

N

24 h
O PonIaktld Bl Bovines Kollagen W Porcines Kollagen

Abb. 2: Gesamtzahl adharenter Bakterien des 6-Spezies-Biofilms auf den fur die regenerati-
ve Therapie gebrauchten Membranen nach 6 h und 24 h Inkubation.
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Wenn man die Adhasion von Porphyromonas gingivalis und Tannerella forsythia separat
betrachtet, dann ist das Resultat mit jenem der Gesamtanlagerung nach 6 h Inkubation ver-
gleichbar. Die Polylaktid-Membran wurde wiederum am wenigsten und die porcine Kol-
lagenmembran am starksten kolonisiert. Bei P. gingivalis war der Unterschied in der Anlage-
rung von der Polylaktid-Membran zur bovinen und porcinen Kollagenmembran jeweils statis-
tisch signifikant (p<0.001). Bei T. forsythia zeigten die p-Werte folgende statistisch signifikan-
te Unterschiede: p=0.017 fur die bakterielle Anlagerung an die Polylaktid-Membran im Ver-
gleich zur bovinen Kollagenmembran und p<0.001 im Vergleich zu porcinen Kollagenmemb-
ran. Bei beiden Spezies lag auch ein signifikanter Unterschied innerhalb der verschiedenen
Kollagenmembranen vor (p<0.001). Nach 24 h Inkubation sah das Besiedlungsmuster dann
jedoch gegenteilig zu jenem nach 6 h aus. Zu diesem Zeitpunkt war die Anzahl von P. gingi-
valis und T. forsythia am hochsten auf der Polylaktid-Membran und am niedrigsten auf der
porcinen Kollagenmembran. Die Unterschiede der Bakterienzahlen innerhalb der verschie-
denen Kollagenmembranen waren zu diesem spateren Zeitpunkt nicht mehr signifikant. Bei
der Anlagerung von P. gingivalis war eine Signifikanz im Vergleich der Polylaktid-Membran
zur porcinen Kollagenmembran (p=0.029) zu verzeichnen, wahrend sich bei T. forsythia die
Unterschiede von der Polylaktid-Membran zur bovinen (p=0.004) und ebenso zur porcinen

Kollagenmembran (p<0.001) als signifikant erwiesen.

P. gingivalis T. forsythia
7
_ p<0.001 7 <0.001 <0.001
=0.029 —p<0.001 _p<0.001
6 p<0.001 —p=as— 6 p<0.001 p=0.004
. —
. p<0.001 . p=0.017
=]
E 4 ‘g 4
o
- Ll
En 3 i:o 3
2 2
1 1
0 — 0 —
6h 24 h 6h 24 h

B Polylaktid B Bovines Kollagen & Porcines Kollagen

Abb. 3: Anzahl adharenter Bakterien (Porphyromonas gingivalis und Tannerella forsythia)
des 6-Spezies-Biofilms auf den fir die regenerative Therapie gebrauchten Membranen nach
6 h und 24 h Inkubation.

4.3. Adhasion von gingivalen Epithelzellen (TIGK)

Die Resultate und Statistiken sind in Abb. 4 dargestellt. Die geringste Anzahl adhéarenter
TIGKs wurde nach 6 h und 48 h Inkubation auf der Polylaktid-Membran ermittelt. Sie war

statistisch signifikant tiefer (p<0.001) als auf der bovinen Kollagenmembran zu beiden Zeit-
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punkten und auf der porcinen Kollagenmembran (nur nach 6 h Inkubation, p<0.001). Nach
48 h Inkubation hafteten die meisten TIGKs auf der bovinen Kollagenmembran. Die zellulare
Adhasion war signifikant héher nicht nur im Vergleich mit der Polylaktid-Membran (p<0.001),
sondern auch im Vergleich zur zellularen Adhasion auf der porcinen Kollagenmembran
(p=0.007).

Wurde die zellulare Adhasion in Kombination mit Bakterien betrachtet, dann konnten am
meisten TIGKs an der bovinen Kollagenmembran gezahlt werden (statistisch signifikant ho-
her als an Polylaktid-Membranen nach 6 h (p=0.009) und 48 h (p=0.002) und als an der por-
cinen Kollagenmembran nach 48 h (p=0.008)).

Entgegen der Erwartungen war die Anzahl adharenter TIGKs an den Probemembranen in
Gegenwart von Bakterien am hochsten. Der Unterschied im Vergleich zur zellularen Anlage-
rung ohne Bakterien war statistisch signifikant fur die Polylaktid-Membranen nach 6 h Inku-
bation (p=0.022), die porcine Kollagenmembran nach 48 h (p=0.002) und fir die bovine Kol-
lagenmembran nach 6 h (p=0.008) und 48 h (p=0.006) Inkubation.

200 p=0.002
p=0.006
180 p=0.002 P=0:008

£ p=0.008
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60 p=0.009 =

p<0.001 p<Q.001, P
n = i i
2
o mEE = . i

Ohne Bakterien  Mit Bakterien @ Ohne Bakterien Mit Bakterien

o

6h 48 h
B Polylaktid B Bovines Kollagen W Porcines Kollagen

Abb. 4: Adhasion von gingivalen Epithelzellen an den Membranen in An- und Abwesenheit

von Bakterien nach 6 h bzw. 48 h Inkubation.

4.4. Adhasion von PDL-Fibroblasten

Die Adhasion von PDL-Zellen wurde nur nach 72 h Inkubationszeit untersucht. Vor diesem
Zeitpunkt hatten sich nur einige wenige Zellen an die Membranen angelagert. Die Resultate

und Statistiken werden in Abb. 5 dargestellt. Die wenigsten PDL-Zellen hatten sich an die
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Polylaktid-Membran angelagert. Das Resultat war statistisch signifikant tiefer (p=0.023) ver-
glichen mit der Anlagerung an die bovine Kollagenmembran. Keine Signifikanz zeigte es im
Vergleich zur porcinen Kollagenmembran.

Wurde die zellulare Adhasion wiederum in Kombination mit Bakterien betrachtet, war die
Anzahl adharenter PDL-Zellen bei den porcinen Kollagenmembranen deutlich am héchsten
(statistisch nachweisbare Signifikanz bei einem p-Wert von <0.001 im Vergleich zur Polylak-
tid-Membran und zur bovinen Kollagenmembran).

Im Gegensatz zum vorherigen Versuch war hier die Anzahl adharenter Zellen in bakterieller
Prasenz deutlich geringer als ohne bakterielle Prasenz. Der Unterschied war statistisch signi-
fikant fir die Polylaktid-Membran (p=0.006) sowie auch fir die bovine Kollagenmembran
(p=0.024). Bei der porcinen Kollagenmembran konnten ebenfalls weniger PDL-Zellen in An-
wesenheit von Bakterien gezahlt werden, allerdings erwies sich der Unterschied hier als

nicht statistisch signifikant.
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Abb. 5: Adhasion parodontaler Fibroblasten an den Membranen in An- und Abwesenheit von

Bakterien nach 72 h Inkubation.

Adhasion von Bakterien, gingivalen Epithelzellen und Parodontalligamentfibroblasten an
Polylaktid-basierten Membranen im Vergleich mit Kollagenmembranen Corina Moser



Diskussion 18

5. Diskussion

GTR Membranmaterialien per se beeinflussen die Zellproliferation im Heilungsprozess und
somit in der Regeneration von Parodontalgewebe bzw. Knochengewebe (Kasaj et al., 2008).
Barrieremembranen helfen bei der Platzerhaltung und schaffen Freiraum, wo sonst eine
Weichgewebeinfiltration stattfinden wirde, da die Erneuerung des Weichgewebes schneller
als jene des Knochen- und Parodontalgewebes stattfindet (Sheikh et al., 2017). Das Ziel
dieser Studie war es, das Verhalten einer synthetischen bioresorbierbaren Membran
(GUIDOR® Bioresorbable Matrix Barrier; Sunstar; Etoy, Switzerland) bezlglich bakterieller
Anlagerung und zellularer Adhasion in Anwesenheit von Mikroorganismen im Vergleich zu
zwei verschiedenen Kollagenmembranen (Cytoplast® RTM Collagen membrane; Osteoge-
nics Biomedical, Lubbock, TX, USA und Collprotect® botiss materials GmbH, Zossen, Ger-

many) zu untersuchen. Die Studie war in drei Versuche unterteilt.

In einem ersten Versuch wurde die antimikrobielle Aktivitat der zu testenden Membranen auf
planktonische Mikroorganismen untersucht. Keine der Membranen zeigte dabei einen
Hemmhof. Somit geht von den untersuchten Membranen auch keine antimikrobielle Aktivitat
aus. Dieses Resultat war zu erwarten, denn die Membranen sind weder mit Antibiotika noch

mit anderen antimikrobiellen Substanzen beschichtet, sondern wurden rein nativ verwendet.

Der zweite Versuch war der Biofilmbildung an den Membranen gewidmet. Hier konnte ge-
zeigt werden, dass in der Anfangsphase (nach 6 h) die bakterielle Anlagerung an die porcine
Kollagenmembran signifikant héher als an die Polylaktid- und bovine Kollagenmembran war
und die bovinen Kollagenmembranen ihrerseits signifikant starker besiedelt werden als Po-
lylaktid-Membranen und signifikant weniger als porcine Kollagenmembranen. Die Unter-
schiede waren jedoch eher gering und nach 24 h nicht mehr erkennbar. Diese Resultate
kénnen anhand der Ergebnisse der Studie von Cheng et al. (2015) bestatigt werden. Sie
haben ebenfalls gezeigt, dass die bakterielle Anlagerung an Kollagenmembranen signifikant
grésser im Vergleich zu einer synthetischen bioresorbierbaren Glykolid-Fibre-Membran war
(Cheng et al., 2015). Auch die Arbeitsgruppe von Sela et al. (1999) zeigte eine signifikant
héhere Anlagerung an Kollagenmembranen, dies allerdings im Vergleich zu nicht resorbier-
baren Membranen. Eine Ursache daflr konnte sein, dass Kollagen hydrophiler als die ande-
ren Membranmaterialien ist, was zu einem Milieu fihrt, welches die bakterielle Adhasion
beglnstigt (Cheng et al., 2015). Im Gegensatz zu diesen Resultaten steht die Studie von der
Arbeitsgruppe um Chen (1997). In dieser Studie konnte kein signifikanter Unterschied in der

bakteriellen Anlagerung an Membranen zwischen den verschiedenen Materialien (Kollagen,
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ePTFE und Polylactid acid) gefunden werden (Chen et al., 1997). Kollagen wurde zwar ten-
denziell bevorzugt besiedelt, aber das Resultat zeigte keine Signifikanz (Chen et al., 1997).
Nebst der bakteriellen Anlagerung des Multi-Spezies Konsortiums wurde in diesem Versuch
auch ein Augenmerk auf die Anzahl von P. gingivalis und T. forsythia innerhalb des Konsor-
tiums gelegt. Beide Spezies waren in grosserer Anzahl an den Kollagenmembranen im Ver-
gleich zur Polylaktid-Membran zu finden, wahrend nach 24h eine gegenteilige Situation vor-
lag. Mdglicherweise wurde eine initiale Kolonisierung beider Spezies durch ungunstige Mili-
eubedingungen bei der Polylaktid-Membran zunadchst unterdriickt, zu einem spéateren Zeit-
punkt war dieser Effekt offensichtlich nicht mehr vorhanden.

Im dritten und letzten Versuch wurde die zellulare Anlagerung an GTR-Membranen unter-
sucht. Dabei wurde die Adhasion von PDL-Fibroblasten und gingivalen Epithelzellen (TIGK)
einerseits ohne bakterielle Prasenz und anderseits in Anwesenheit von Bakterien getestet.
Betrachtet man die Anlagerung der PDL-Fibroblasten an die getesteten Membranen nach 72
h, ist deutlich ersichtlich, dass sich diese am meisten an den (bovinen) Kollagenmembranen
anlagerten. Dieses Resultat wird gestitzt durch die Forschungsergebnisse von Hung et al.
(2002) sowie von Kasaj et al. (2008). Die Arbeitsgruppe um Kasaj schlussfolgerte daraus,
dass Kollagenmembranen die Zellproliferation von humanen gingivalen Fibroblasten, welche
gemass Solmi et al. (1996) normalerweise bei zwei bis drei Tagen liegt, und PDL-
Fibroblasten fordern (Kasaj et al., 2008).

In Anwesenheit von Mikroorganismen war die zellulare Anlagerung an alle Membranen signi-
fikant geringer, was ebenfalls mit den Ergebnissen von Hung et al. (2002) Gbereinstimmt,
welche die zelluldre Anlagerung in Anwesenheit von S. mutans und A. actinomycetemco-
mitans untersucht haben. Eine Erklarung dafir kénnte die bakterielle Zytotoxizitat sein, wel-
che zum Zelltod fihrt (Hung et al., 2002).

Im Allgemeinen scheinen bioresorbierbare Membranen eher als nicht resorbierbare Memb-
ranen zur Stimulation der Zellproliferation geeignet (Kasaj et al., 2008). Die ePTFE Membra-
nen stellten das schlechteste Substrat fur die Anlagerung von PDL-Fibroblasten dar (Hung et
al., 2002), wahrend Kollagen als Substrat fir Membranen chemotaktisch auf PDL-
Fibroblasten wirkt (Yaffe et al, 1984 und Postlethwaite et al, 1978) und die DNA-Synthese
der Fibroblasten stimuliert (Sheikh et al., 2017).

Allerdings gibt es hier in der Literatur auch kontroverse Meinungen. Die Arbeitsgruppe um
Rothamel (2004) hat die Anlagerung von PDL-Fibroblasten an vier verschiedene Kollagen-
membranen getestet und diese mit ausplattierten Zellen auf Kulturplatten verglichen. Dabei
fanden sie heraus, dass alle der getesteten Membranen die Anlagerung und Proliferation von
PDL-Fibroblasten limitieren oder sogar inhibieren.

Wie zuvor schon erwahnt, wurde in diesem Versuch nicht nur die Adhasion von PDL-

Fibroblasten, sondern auch von gingivalen Epithelzellen (TIGK) an Membranen untersucht.
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Im Unterschied zu den PDL-Fibroblasten wurden die Zellzahlungen nach 6 h und 48 h
durchgefiihrt. Die Kollagenmembranen wurden in Anwesenheit sowie in Abwesenheit von
Mikroorganismen signifikant starker als die synthetisch bioresorbierbare Membran von Zellen
besiedelt. Interessanterweise war die Anlagerung in Anwesenheit von Mikroorganismen ho-
her als ohne bakteriellen Einfluss. Ein Erklarungsansatz fur dieses Ergebnis kdnnte sein,
dass Bakterien die Fahigkeit haben, Adhasine zu exprimieren, die einerseits Einfluss auf die
Epithelzellen selbst und anderseits auch auf die Membranen haben. Wie schon erwahnt
kann eine gewisse epitheliale Anlagerung an Membranen in gewissem Masse nutzlich fur die
Klinik sein, aber grundséatzlich ist das Ziel eine epitheliale Infiltration ins Wundgebiet durch
eine Membran zu verhindern. Vergleiche mit anderen Studien zu diesem Thema sind auf-
grund der Heterogenitat der Studienprotokolle schwierig. Teixeira et al. (2010) untersuchten
in ihrer Studie die Anlagerung von Keratinozyten an zwei verschiedene Membranen (PTFE
und Poly (vinylidenfluorid-trifluorethylen)Bariumtitanat-Komposit) und fanden keinerlei Evi-
denz von Zellausbreitung, was sich somit nicht mit den Ergebnissen der unseren Studie
deckt. Es sollte jedoch, wie zuvor schon erwahnt, beachtet werden, dass sich die Studien-
protokolle erheblich unterscheiden und auch nicht dieselben Membranmaterialien verwendet

wurden, was das gegensatzliche Resultat erklaren koénnte.

Eine der haufigsten postoperativen Komplikationen ist die Membranexposition in die Mund-
hohle (Sheikh et al., 2017 und Selvig et al., 1992). Meist geschieht dies aufgrund einer post-
operativen Weichgewebedehiszenz (Sheikh et al., 2017). Wie diese Dissertation und weitere
Studien zeigen, haben Mikroorganismen das Potenzial, Membranen zu besiedeln (Cheng et
al., 2015; Sela et al., 1999; Zucchelli et al. 1997; Chen et al., 1997; De Sanctis et al., 1996;
Wang et al., 1994) und auch einen Einfluss auf die zellulare Adhasion (Hung et al., 2003).
Die bakterielle Adhasion an Membranen kann den Erfolg einer gesteuerten Geweberegene-
ration beeinflussen (Hung et al., 2002). Grundvoraussetzung fiur den Behandlungserfolg ist
ein infektionsfreier Heilungsverlauf (Sela et al., 2003 und Moser, 2017). Bakterielle Adhasion
und Kolonisation von exponierten Membranen, gefolgt von der Ausbreitung der Infektion ins
benachbarte Gewebe, kann einen kompletten Misserfolg oder eine lediglich partielle Rege-
neration verursachen (Sela et al., 2003).

Es stellt sich somit die Frage, welche Massnahmen einen optimalen Regenerationsverlauf
begunstigen.

Eine erste Strategie ist die Senkung der Expositionsrate und somit der Komplikationsrate. So
hat zum Beispiel die Wahl des Lappendesigns erwiesenermassen einen Einfluss. Der Papil-
lenerhaltungslappen hat den Vorteil, dass er den Wundverschluss optimiert und einer Memb-

ranexposition vorgebeugt werden kann (Tsesis, 2014 und Cortellini et al., 2005).
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Eine weitere Losungsstrategie kénnte die Beschichtung von Membranen sein. In dieser Dis-
sertation konnte anhand eines Screenings gezeigt werden, dass native Membranen keinen
antimikrobiellen Einfluss auf Bakterien haben. Die Beschichtung von Kollagenmembranen
mit bone conditioned medium (BCM) erhoht signifikant das Attachment von Osteoblasten im
Vergleich zu nativen Kollagenmembranen (Fujioka-Kobayashi et al., 2017). Ausserdem wur-
de auch die Differenzierung der Osteoblasten und die Mineralisation verstarkt (Fujioka-
Kobayashi et al., 2017). Weiter zeigte die Einarbeitung von Chlorhexidin in GTR-Membranen
Vorteile bei der Reduktion des bakteriellen Einflusses auf die Zelladhasion (Chen et al.,
2003). Die mit Chlorhexidin geladenen Membranen kénnen dies in hohen Konzentrationen
freigeben und somit Parodontopathogene eliminieren (Chen et al., 2003). Gemass dieser
Studie hatte die Menge an Chlorhexidin, die zur Inkorporation der Membranen gebraucht
wurde, keine Auswirkung auf die Anlagerung der PDL-Fibroblasten an die Membranen (Chen
et al., 2003). Weiter zeigte die Beschichtung von Membranen mit Antibiotika eine deutliche
Reduktion der bakteriellen Anlagerung im Vergleich zu Membranen ohne Antibiotika (Cheng
et al., 2015). Hier drangt sich allerdings die Frage auf, ob mit dem aktuellen Wissen um die
Problematik der Resistenzbildung gegen Antibiotika ein entsprechendes Vorgehen ernsthaft
in Betracht gezogen werden darf (Moser, 2017). Nebst all diesen erfolgreichen Ansatzen der
Membraninkorporation mit verschiedensten Substanzen, gibt es auch solche, die keine Wirk-
samkeit gezeigt haben. Zum Beispiel testeten Sela et al. (1999) die Auswirkungen einer Al-
buminbeschichtung der Membranen (Moser, 2017). Es konnte jedoch kein signifikanter Un-
terschied in Bezug auf die Bakterienadhérenz erkannt werden (Sela et al., 1999 und Moser,
2017). Somit entfallt dieses Vorgehen zur Reduktion der bakteriellen Adhasion (Moser,
2017).

Abschliessend sollte bemerkt werden, dass bei der Interpretation der Ergebnisse einer In-
vitro-Studie Vorsicht geboten ist. Faktoren wie Zelltyp, Heterogenitat interindividueller Fib-
roblasten sowie Komplexitat der oralen Umgebung kdénnen eine beeinflussende Rolle spie-
len.

Die vorliegende Laborstudie zeigt, dass eine bakterielle Anlagerung an Membranen stattfin-
den kann und dass Mikroorganismen auch einen Einfluss auf die zellulare Anlagerung ha-
ben. Die Beschaffenheit der Membranen spielt dabei eine wesentliche Rolle. Bezlglich der
Biofilmbildung auf den Membranen kdnnte die Verwendung einer Polylaktid-Membran in der
Anfangsphase einen leichten Vorteil bringen, da die bakterielle Besiedlung in den ersten 6 h
auf diesem Material signifikant geringer war. Jedoch scheint dieser Effekt von kurzer Dauer
zu sein, denn bereits nach 24h war kein Unterschied zwischen den drei verschiedenen

Membrantypen mehr zu erkennen. Betrachtet man die beiden Bakterienspezies P. gingivalis
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und T. forsythia separat, dann ist sogar eine erhéhte Bakterienbesiedlung nach 24h auf der
Polylaktid-Membran zu erkennen.

Was die zellulare Adhasion betrifft, zeigen die In-vitro-Resultate dieser Studie, dass die Ver-
wendung einer kollagenbasierten Membran vorteilhaft ist, auch dann, wenn eine bakterielle
Exposition vorliegt. Uberraschenderweise zeigte sich bei Anwesenheit von Mikroorganismen
eine verstarkte Anlagerung oder Proliferation von TIGKs im Vergleich zu den Versuchen oh-
ne Mikroorganismen. Dieser Effekt ist tendenziell als negativer Einfluss zu beurteilen, denn
grundsatzlich sollten die Membranen als Barrieren eine Epithelinfiltration vermeiden, was bei
einer erhdhten Proliferation erschwert sein kann.

GTR reprasentiert die am besten dokumentierte Regenerationsmethode fir intraossare De-
fekte und Klasse Il Furaktionsbefall (Lindhe et al., 2006). Eine regenerative Therapie mit Kol-
lagenmembran und xenogenem bovinen Fuller resultiert in signifikant grosserem Attache-
mentgewinn als eine Lappenoperation allein (Sculean et al., 2003). Dank GTR ist der Zahn-
erhalt von stark kompromittierten Zahnen bei mehr als 96% wahrend einer Periode von lan-
ger als 10 Jahren mdglich (Cortellini et al., 2004). Das durch regenerative Therapie gewon-
nene Attachment bleibt somit wahrend langer Zeit stabil (Cortellini et al., 2004). Eine Memb-
ranexposition und Kontamination ist mit reduziertem Erfolg assoziiert (Cortellini et al., 2005
und Ling et al., 2003). An Stellen ohne Exposition konnte ein Attachmentgewinn von 75-
100% erzielt werden, wahrend der Gewinn an Stellen mit Membranexposition nur 30-59%
war (Ling et al., 2003). Tendenziell resultiert nach Membranexposition somit weniger Atta-
chmentgewinn und mehr Rezession (Ling et al., 2003).

Gerade, weil bei der gesteuerten Geweberegeneration die Membranexposition eine haufige
Komplikation ist, erscheint es umso wichtiger, dass im Bereich der bakteriellen und zellularen
Anlagerung an Membranen weitere Forschungsprojekte durchgefiihrt werden. Nur so kann
langerfristig eine optimale Strategie zur Vorbeugung mikrobieller Kolonisation und Férderung
der selektiven zellularen Anlagerung an die Membranen erreicht und die Therapieergebnisse

nach Regeneration mit GTR weiter verbessert werden.
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