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Vorwort 

Bestandteil vorliegender Dissertation sind zwei Originalpublikationen, welche in der 

Fachzeitschrift Frontiers in Microbiology erschienen sind. Die vorliegende Arbeit ist 

entsprechend dieser beiden Publikationen in zwei Teile gegliedert, wobei beide Teile 

gleichermaßen jeweils in eine Zusammenfassung und einen Ausblick bezüglich 

zukünftiger Forschungsmöglichkeiten gegliedert sind sowie den Abdruck der 

englischsprachigen Originalpublikation enthalten. 

In der ersten Arbeit wird anhand der photodynamischen Inaktivierung von 

Monospezies-Biofilmen eine Formel vorgestellt, welche es erlaubt, die Zahl der von 

einem bestimmten Photosensibilisator pro Sekunde absorbierten Photonen zu 

berechnen. Im zweiten Teil erfolgt die Anwendung der im ersten Teil vorgestellten 

Methodik zur Angleichung der Belichtungsparameter anhand eines Modells bestehend 

aus extrahierten humanen Zähnen und simulierten zahnumgebenden Geweben aus 

Kunststoff. 

 

Nachfolgend aufgeführt die Titel der beiden Publikationen:  

 

Fabian Cieplik, Andreas Pummer, Johannes Regensburger, Karl-Anton Hiller, 

Andreas Späth, Laura Tabenski, Wolfgang Buchalla, Tim Maisch:  

The impact of absorbed photons on antimcrobial efficacy.  

Front. Microbiol. 2015; 6: 706 

 (Impact Factor 2015: 4,165) 
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Fabian Cieplik*, Andreas Pummer*, Christoph Leibl, Johannes Regensburger, 

Gottfried Schmalz, Wolfgang Buchalla, Karl-Anton Hiller, Tim Maisch: 

Photodynamic inactivation of root canal bacteria by light-activation through 

human dental hard and surrounding soft tissue. 

Front. Microbiol. 2016; 7: 929 

(Impact Factor 2015: 4,165) 

 

(* = gleichberechtigte Erstautorschaft) 
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Teil I:   Der Einfluss absorbierter Photonen auf die 

antimikrobielle photodynamische Wirksamkeit 

 

Zusammenfassung 

In einer kürzlich erschienenen Stellungnahme erklärten die "Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC) of the United States of America", dass 

antibiotikaresistente Bakterien allein in den USA als Ursache für mindestens zwei 

Millionen Krankheits- und 23 000 Todesfälle pro Jahr anzusehen sind [1]. Als Reaktion 

darauf veröffentlichte das Weiße Haus im September 2014 ein Strategiedokument, in 

welchem der Anstieg antibiotikaresistenter Stämme als ernsthafte Bedrohung für die 

öffentliche Gesundheit und die gesamte Wirtschaft erklärt wird. Als einige der Ziele, 

welche in diesem Dokument ausdrücklich erwähnt  werden, sind der nachhaltige 

Umgang mit Antibiotika sowie die Beschleunigung der Grundlagen- und 

Zweckforschung und die Entwicklung neuartiger Strategien zur Bekämpfung 

bakterieller Resistenzen zu nennen [2]. 

Speziell auf dem Gebiet der Zahnheilkunde sollte es ein vorrangiges Ziel sein, die 

Anwendung lokaler und systemischer Antibiose weitgehend zu vermeiden. So ist es 

z.B. zur Behandlung von schweren Formen der Parodontitis heute üblich, eine 

Kombination aus Amoxicillin (500mg) und Metronidazol (400mg) als Zusatz zur 

konventionellen mechanischen Therapie (scaling and root planing) einzusetzen (so 

genannter ĂVan Winkelhoff ï Cocktailñ) [3,4], was zunehmend kritisch gesehen wird 

[5]. Darüber hinaus werden Zahnärzte vermehrt mit Erkrankungen parodontaler oder 
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endodontaler Genese konfrontiert, die durch antibiotikaresistente Pathogene 

verursacht werden [6,7]. 

Angesichts dessen stellen alternative Therapieverfahren wie die photodynamische 

Inaktivierung von Bakterien (PIB) eine vielversprechende Möglichkeit dar. PIB besteht 

aus der Applikation eines an sich nicht-toxischen Moleküls, dem sog. 

Photosensibilisator (PS), und dessen darauffolgender Bestrahlung mit sichtbarem 

Licht geeigneter Wellenlänge in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff. Die 

Absorption des Lichts durch den PS bewirkt dessen Anhebung auf das Triplett-

Energieniveau, von welchem zwei Möglichkeiten bestehen, wieder in den 

Grundzustand zu gelangen: beim Typ-I-Mechanismus wird Ladung auf ein Substrat 

oder auf molekularen Sauerstoff übertragen, wobei reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 

wie Wasserstoffperoxid (H2O2), Sauerstoffradikale wie das Superoxid Anion (O2·-) 

sowie Hydroxylradikale (HO·) gebildet werden. Im Gegensatz dazu wird beim Typ-II-

Mechanismus Energie direkt auf molekularen Sauerstoff übertragen, wobei der 

hochreaktive Singulettsauerstoff (1O2 ) gebildet wird [8,9]. Das Verhältnis der beiden 

PIB-Mechanismen ist für jeden PS unterschiedlich, wobei die Singulettsauerstoff-

Quantenausbeute ūȹ den Anteil des Typ-II-Mechanismus beschreibt [10]. 

Aktuell werden in der Zahnmedizin hauptsächlich PS klinisch angewandt, welche 

strukturell den Phenothiazinen zuzuordnen sind [11]. Methylenblau, welches als erster 

klinisch eingesetzter Farbstoff aus dieser Gruppe anzusehen ist, wurde Ende des 19. 

Jahrhundert im Zuge einer florierenden deutschen Textilindustrie entwickelt [12]. MB 

besteht aus einem Dreiring- -́System mit angehängter auxochromer Seitengruppe 

und ist einfach positiv geladen. Es zeigt hohe Absorptionswerte im roten 

Spektralbereich (ɚabs=600-680 nm) [13]; seine Singulett-Sauerstoff Quantenausbeute 

ūȹ  liegt bei 0,52 [14]. 
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Kürzlich stellte unsere Arbeitsgruppe SAPYR als Vertreter einer neuen Klasse von PS 

vor, basierend auf einer Phenalen-1-one-Struktur mit positiv geladenem Methyl-

Pyridinium-Substituenten. SAPYR absorbiert Licht im ultravioletten bis blauen 

Wellenlängenbereich (ɚabs=360-420 nm) und weist eine Singulett-Sauerstoff 

Quantenausbeute von ūȹ=0.99 auf, was bedeutet, dass dieser PS nahezu vollständig 

gemäß dem Typ-II-Mechanismus reagiert [15,16]. SAPYR zeigt ein ausgezeichnetes 

desinfizierendes Potenzial nicht nur gegen Bakterien in Suspension [16], sondern auch 

gegen solche, die in Mono- oder Polyspezies-Biofilmen organisiert sind [15]. 

Trotz der bereits sehr vielversprechenden Ergebnisse früherer Studien scheint es vor 

einer klinischen Anwendung sinnvoll, die antibakterielle photodynamische Effektivität 

von SAPYR direkt mit der eines klinischen Standards, wie zum Beispiel MB, zu 

vergleichen. Aufgrund verschiedener Absorptioncharakteristika dieser PS müssen 

jeweils passende Lichtquellen verwendet werden. Daher ist es nötig, die 

Bestrahlungsparameter derart anzugleichen, dass ein direkter Vergleich der jeweiligen 

antibakteriellen photodynamischen Effektivität möglich wird.  

In der vorliegenden Arbeit wurde deswegen die antibakterielle PIB-Effektivität von 

SAPYR mit der von MB bezüglich der Inaktivierung von Monospezies-Biofilmen 

verglichen. Dabei wurden zwei Methoden zur Anpassung der Bestrahlungsparameter 

gewählt: im ersten Fall wurden die Lichtdosen, welche durch die entsprechenden 

Lichtquellen appliziert werden, angepasst; im zweiten Fall hingegen wurde die Zahl 

der Photonen, welche von den PS bei Bestrahlung mit der entsprechenden Lichtquelle 

absorbiert werden, unter Anwendung der folgenden dafür entwickelten Formel 

abgestimmt: 
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In die Berechnung der Zahl der von einem PS pro Sekunde absorbierten Photonen 

gehen der Extinktionskoeffizient Ů des PS sowie dessen Konzentration c (hier 100 ɛM) 

und die Schichtstärke d der Lösung (hier 1,3 mm) ein. Außerdem gehen die von der 

Lichtquelle emittierte Wellenlªnge ɚ sowie die Strahlungsleistung P bei einer 

bestimmten Wellenlªnge ɚ (P(ɚ)) mit ein. Zuletzt benutzt man noch die physikalischen 

Konstanten der Lichtgeschwindigkeit (c0) sowie des Planckôschen Wirkungsquantums 

(h).   

Mit Hilfe der in dieser Arbeit präsentierten Formel zur Berechnung der von einem 

bestimmten PS pro Sekunde absorbierten Photonen kann die Effektivität 

verschiedener photodynamisch-aktiver Systeme unter Einbeziehung der jeweiligen 

spektralen Charakteristika von PS und Lichtquelle verglichen werden; dies erscheint 

notwendig, da gemäß dem Prinzip der Photodynamik ein PS-Molekül genau dann in 

seinen angeregten Zustand gelangt, wenn es ein Photon absorbiert. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die antimikrobielle Effektivität des Phenalen-1-one 

PS SAPYR mit der des klinischen Standards MB auf Monospezies-Biofilme von 

Enterococcus faecalis und Actinomyces naeslundii verglichen. Im Falle von SAPYR 

zeigte sich bei einer applizierten Lichtdosis von 30 J/cm², was 6,78x1018 absorbierter 

Photonen pro Sekunde entspricht, für beide Mikroorganismen ein desinfizierender 

Effekt (Reduktion um 5,1 log10  -Stufen bzw. 6,5 log10  -Stufen jeweils für E. faecalis 

und A. naeslundii); MB wies im Vergleich zu SAPYR bei Gleichsetzung der Lichtdosis 

(30 J/cm²) eine geringere antibakterielle Wirkung auf (Reduktion um 3,4 log10 -Stufen 

und 4,2 log10 -Stufen jeweils gegen E. faecalis und A. naeslundii). Nach Anpassung 
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der Zahl der absorbierten Photonen (Anwendung der Formel; 6,78x1018 absorbierte 

Photonen pro Sekunde), zeigte sich bei MB kein antimikrobieller photodynamischer 

Effekt (siehe Abbildung 1). 

 

 

 

Abbildung 1: Photodynamische Inaktivierung von E. faecalis und A. naeslundii 

Monospezies-Biofilmen mit SAPYR und MB 

Photodynamische Inaktivierung von E. faecalis und A. naeslundii Monospezies-Biofilmen mit 

beiden PS-Lichtquellen-Systemen. Alle PIB-Versuche in dieser Grafik sind als CFU-Mediane 

mit 25%- und 75%-Quantilen dargestellt. Die durchgezeichneten bzw. gestrichelten Linien 
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! !

! !
!
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MB 
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stellen jeweils CFU-Reduktionen um 3 log10- bzw. 5 log10-Stufen im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrollgruppe PS-L- dar. 

(A) PIB von E. faecalis Monospezies-Biofilmen mit SAPYR (Zahl der pro Sekunde absorbierten 

Photonen: 6,78x1018; Lichtdosis: 30 J/cm²): Die PIB-Gruppe PS+L+ (gelb) zeigt eine Reduktion 

von 5,1 log10-Stufen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe PS-L-. 

(B) PIB von A. naeslundii Monospezies-Biofilmen mit SAPYR (Zahl der pro Sekunde 

absorbierten Photonen: 6,78x1018; Lichtdosis: 30 J/cm²): Die PIB-Gruppe PS+L+ (gelb) zeigt 

eine Reduktion von 6,5 log10-Stufen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe PS-L-. Die 

Lichtkontrolle PS-L+ zeigt eine Reduktion von 0,5 log10-Stufen im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe PS-L-. 

(C) PIB von E. faecalis Monospezies-Biofilmen mit MB (angepasste Lichtdosis von 30 J/cm², 

Zahl der pro Sekunde absorbierten Photonen 56,5x108): Die PIB-Gruppe PS+L+ (blau) zeigt 

eine Reduktion von 3,4 log10-Stufen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe PS-L-. 

(D) PIB von A. naeslundii Monospezies-Biofilmen mit MB (angepasste Lichtdosis von 30 J/cm; 

Zahl der pro Sekunde absorbierten Photonen 56,5x108): Die PIB-Gruppe PS+L+ (blau) zeigt 

eine Reduktion von 4,2 log10-Stufen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe PS-L-. Die 

Lichtkontrolle PS-L+ zeigt eine Reduktion von 1,2 log10-Stufen im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe PS-L-. 

(E) PIB von E. faecalis Monospezies-Biofilmen mit MB (angepasste Zahl absorbierter 

Photonen pro Sekunde: 6,78x1018 Lichtdosis 3,6 J/cm²): Die PIB-Gruppe zeigt keine Reduktion 

im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe PS-L-. 

(F) PIB von A. naeslundii Monospezies-Biofilmen bei Verwendung von MB (angepasste Zahl 

absorbierter Photonen pro Sekunde: 6,78x1018; Lichtdosis 3,6 J/cm²): PIB-Gruppe zeigt keine 

Reduktion im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe PS-L-. 

 

 

Es ist daher sinnvoll, die Zahl der absorbierten Photonen in künftige Arbeiten zum 

Vergleich von verschiedenen PS miteinzubeziehen, da sich beträchtliche 

Unterschiede in der antibakteriellen photodynamischen Effektivität der PS einstellen, 

je nachdem ob man die Zahl der absorbierten Photonen oder nur die Lichtdosen 

verschiedener PS anpasst.  
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Ausblick  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es beim Vergleich verschiedener PS 

sinnvoll ist, nicht nur die applizierten Lichtdosen, sondern die spektralen 

Charakteristika der verwendeten Lichtquelle wie auch des PS zu berücksichtigen. 

Dadurch kann das Potenzial von PS, Mikroorganismen zu inaktivieren, genauer 

beurteilt werden. 

Die von uns entwickelte Formel unterstreicht darüber hinaus die Wichtigkeit der 

Bestrahlung mit Licht einer geeigneten Emissionswellenlänge, welche eine breite 

Überlappung mit den Maxima des Absorptionsspektrums eines PS zeigt. Eine 

effiziente photodynamische Inaktivierung von Mikroorganismen kann nur bei 

suffizienter Aktivierung des jeweiligen PS erfolgen. 

In der hier vorgestellten Arbeit fand die von uns entwickelte Formel Anwendung bei 

der PIB von Bakterien in vitro. Nachdem die Anwendung dieser Formel unter diesen 

Bedingungen zum Vergleich der Effektivität verschiedener PS etabliert werden konnte, 

soll als nächster Schritt die Anwendung der Formel in einem ex vivo Zahnmodell 

erfolgen. Ein derartiges ex vivo Modell zum Einsatz in der Endodontie unter Vergleich 

der Effektivität verschiedener PS bei gleicher Zahl absorbierter Photonen wird 

nachfolgend im zweiten Teil dieser Arbeit vorgestellt. 
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