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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Die marginale Parodontitis gilt als Hauptursache Zéahnverluste im Erwachsenenalter.
Als entzindliche Erkrankung des Zahnhalteappamtésteht sie auf der Grundlage von
Plaqueanlagerungen, einem Faktor, der als consiiti®e qua non zu betrachten ist. Die
Akkumulation von Plaque bedeutet jedoch nicht zwéingig die Entstehung einer

Parodontitis; vielmehr reicht das klinische Bildi besrgleichbarer Plaquemenge von
volliger Gesundheit Uber geringe Entzindungszeicten Gingiva bis hin zu einer

schweren Parodontitis mit massivem Knochenabbaiifi{as et al., 1988; Seymour et al.,

1991). Eine etablierte Lasion der Gingiva kann olwegtere Konsequenzen jahrelang
bestehen bleiben oder aber auch in eine Parodorititergehen. Es ist jedoch nicht
geklart, welche Faktoren den entscheidenden Zusabmmeh der tieferen knoéchernen
Parodontalgewebe ausldsen, der schliel3lich zuydschrittenen parodontalen Lasion mit
Knochendestruktion, tiefen Taschen und Zahnloclkgfihrt (Renggli, H.R.,1990).

Bei Gingivitis und Parodontitis handelt es sich emtztindliche Erkrankungen des
Zahnhalteapparates. Werden die den Zahnen anhaft&akterien der fakultativ
pathogenen Standortflora der Mundhdhle nicht entfeio reifen sie im Verlauf von etwa
sieben Tagen zunachst supragingival zu einer etadti Plaque heran, die mit
zunehmender Anheftungsdauer zur Entstehung eimggi@is fuhrt. Mit fortschreitender
Entztindung lockert sich das gingivale Gewebe dBakterientoxine und entziindliche
Prozesse auf, so dass ein Fortschreiten der Péaguein subgingivale Bereiche mdglich
wird. Bakterien und Immunreaktion sind dann auctienLage, die Resorption des
Alveolarknochens zu bewirken; man spricht nun vioereParodontitis.

Zudem wird diskutiert, dass exzessive Belastungen biberbelastungen des
Parodontium als Kofaktor die Progredienz von badédidnedingten Entziindungen des
Zahnhalteapparates beschleunigen kdnnen. Als feodger mechanischen
Uberbeanspruchung kénnten moglicherweise auch Edtrigsprozesse in Gang gesetzt
bzw. bereits bestehende akute bakterielle Inflanamah beschleunigt werden, so dass es
letztendlich zum progredienten Attachmentverlushkd. Interaktionen von bakteriellen

Stoffwechselprodukten, wie z.B. Lipopolysaccharifi#imren zur Freisetzung von



Zytokinen, wie Interleukin-1 (IlI-1) und Tumor-Negis-Faktore (TNF-o) aus
Entztindungszellen. Diese binden an die Oberflagzemtoren der Fibroblasten, was zu
einer Stimulation der Produktion von IlI-1, Prostaglin & (PGE) und
Matrixmetalloproteinasen (MMP) durch die Fibrob&stuhrt. Durch die MMPs wird die
extrazellulare Matrix der Gingiva und des Parodiigeaments abgebaut, was dann zum

Verlust von parodontalem Gewebe (Attachment) fuhrt.

1.2 Zytokine

Obwohl Wirkungen, die wir heute auf Zytokine zurfidken, schon sehr friih
beschrieben wurden, ist der Begriff Zytokin, ddat $874 existiert, erst sehr spat benannt
worden. Alle Zytokine sind Polypeptide, die vonsahiedenen Zelltypen gebildet
werden. Sie haben unterschiedliche Zielzellen widen zum Teil Gberlappende oder
divergierende Wirkungen. Die Zytokine sind eineghegene Gruppe, zu denen Stoffe wie

Lympholine, Wachstumsfaktoren, Interleukine odemidkine zéhlen.

1.2.1 Interleukin-1 (II-1)

Die Interleukine Il-r und 1I-183 werden als 31 kDa-Vorlauferproteine synthetisiernd
als 17 kDa-Proteine sezerniert. Die Geneodemdp-Form zeigen nur 26 % Homologie
in der Aminosauresequenz, aber sie teilen 7 hodewative Exons und sind auf dem
Chromsom 2 der Maus lokalisiert (Bochner et al.7)98terleukin-1 ist bekannt als
wichtiger Mediator bei der Koagulation bei Verletgen und bei der Fibrose. II-1
stimuliert Fibroblasten in Kultur und Chondrozytamr Prostaglandin- und latenten
Kollagenase-Synthese. Mit Ausnahme weniger Zelled #+1 im gesunden
Kdrperzustand nicht produziert. Als Reaktion adéktionen, mikrobielle Toxine und
Komplementreaktionen kommt es allerdings in vielerschiedenen Zelltypen zu einem
dramatischen Anstieg der Il-1-Expression (Ishizéka,1992).

Wahrend fur II-x noch keine Ergebnisse im Zusammenhang mit eifeaBkung der
Mundschleimhaut vorliegen, scheint -bei der Immunreaktion wahrend einer
Parodontitis eine besondere Rolle zu spielen. tEsnidiberaus potentes,

multifunktionales Zytokin, das als zentraler Re¢ranflammatorischer und



immunologischer Prozesse angesehen wird. Es eh#aite biologische Aktivitat bereits
in einem Konzentrationsbereich vorr £ bis 10" M, und beinahe jeder Zelltyp
vermag II-B zu produzieren, aber auch auf Anderungen def-kdnzentration zu
reagieren.

Das Interesse an lIgthinsichtlich seiner Rolle im Knochenmetabolismstsgewachsen
seitdem seine Ubereinstimmung mit dem Osteokla&tgivierenden-Faktor bekannt
wurde (Dewhirst et al., 1985) und damit auch fesidt dass Il{i der potenteste
osteoklastenaktivierende Faktor des menschlichgar@smus ist (Stashenko et al.,
1987). Der Nachweis von erhdhten lokalenfHdonzentrationen im Bereich einer
Parodontitis gelang sowohl in parodontalen Gewedigpr erkrankter Patienten (HOnig et
al., 1989; Stashenko et al., 1991) als auch irbdéusflissigkeit betroffener Zahne (Lee
et al., 1995; Preiss & Meyle, 1994; Wilton et 4B93). Ebenso liel3en sich erhdhte
Konzentrationen von IIf1in der Sulkusflissigkeit an Stellen mit subgindggvdrasenz
der parodontopathogenen Keime Actinobacillus aotywetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis und Eikenella corrodens beobachten (Raaidt et al., 1993). Daruber hinaus
konnte ein Absinken lokaler lIgtSpiegel nach erfolgter Parodontalbehandlung
nachgewiesen werden (Masada et al., 1990). Derwsteiner positiven Korrelation
zwischen lokaler Il-f-Konzentration und zukinftigem Knochenabbau (Caugheaet al.,
1998; Lee et al., 1995; Stashenko et al., 1991glspitir einen direkten Zusammenhang
zwischen II-B und dem kndchernen Attachmentverlust bei der malgn Parodontitis.

Im Zusammenhang mit der Pathogenese der Parodantiss die starke
knochenresorbierende Wirkung des fplifh den Vordergrund gestellt werden (Alexander
& Damoulis, 1994). II- induziert auch die Produktion von Prostaglandin-E
Kollagenase. Prostaglandine hemmen unter andereiraichenkollagenbildung und
fordern die Knochenresorption. Durch diese Stotkangn das bestehende Gleichgewicht
zwischen Knochenauf- und -abbau zu Gunsten derutkéisen Vorgange verschoben
werden. Bei Zugabe von IBlzu Knochenzellkulturen kommt es zu dramatischen,
resorbierenden Prozessen und zum Schwund der Kmoettiex (Heasman et al., 1993).
Agarwal, K. (1998) konnten zeigen, dassfilduch Effekte auf die parodontalen
Ligamentzellen (PLZ) hat, die fUr die Verbindungigehen Zahn und Alveolarknochen
sorgen. Im gesunden Korperzustand sind die PLZ aotKenaufbau beteiligt und sind
unempfindlich gegentber bakteriellen Produkten.Aevesenheit von II-i kommt es
jedoch zum Stillstand der knochenaufbauenden Téitigler PLZ und zur plotzlichen

Sensitivitat gegeniber bakteriellen Produkten.



Somit kann festgestellt werden: je mehr Interletdin/on Zellen des eigenen
Immunsystems produziert und sezerniert wird, destoher und tief greifender verlauft

die Progredienz einer Parodontitiserkrankung.

1.2.2 Interleukin-6 (11-6)

Interleukin-6 wird von T-Zellen, Fibroblasten, Turmellen und Monozyten produziert
(Tosato et al., 1988). Das Vorlauferprotein ist2lr2 Aminosauremolekul, das als 21 kDa
Glykoprotein mit 184 Aminosauren sezerniert wirdsdGen enthalt 4 oder mehr Exons
(Zilberstein et al., 1986). Es wirkt als B-Zell Bifenzierungs- und als hepatozytenstimu-
lierender Faktor. Als wachstumsinhibitorisches Zydimitiert I-6 die

Zellproliferationsinduktion von TN

1.2.3 Tumor-Necrosis-Faktore (TNF-a)

Der Tumor-Necrosis-Faktar{TNF-a) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das
hauptséachlich von Makrophagen/Monozyten nach Emdardschittung synthestisiert
wird. Es ist ein Multimer aus 17 kDa Untereinhejtdas als inaktives Propeptid
synthetisiert wird. TNFe ist fir eine Anzahl von Tumoren ein zytotoxiscAgsokin
(Carswell et al., 1975). Es induziert weiterhineeBreite von biologischen Effekten, z.B.
die Modulation der Endothelzellen (Camussi etl#87) und der Granulozytenfunktion
(Gambile et al., 1985), die Differenzierung myeather Zelllinien (Trincheri et al., 1986),
das Wachstum von B-Lymphozythen (Jelinek et al87)9die Induktion der
Kollagensynthese von Mesenchymalzellen und die Imoéitthe Aktivierung von
Makrophagen und Osteoblasten.

Der schwache mitogene Effekt von TNFauf Fibroblasten resultiert aus der Stimulierung
der 1I-6-Produktion der Fibroblasten. TNHnteragiert synergistisch mit 1l-1 bei der
Prostaglandinproduktion der Lungenfibroblasten (&s#het al., 1986). Die
Prostaglandine, besonders E2, die als Antwort eufi-d und TNFe Stimulation
produziert werden, fungieren als ,second messenger‘die Fibroblastenproliferation zu

inhibieren.



1.3 Wirkung von Laserstrahlung auf Gewebe

Sofort nach der Entwicklung des ersten Lasers imeJd960 begann die medizinische
Forschung mit dieser neuen Strahlungsquelle. Dasélwritt war anfangs besonders in
der Augenheilkunde rasant. Inzwischen hat die ltasknik in nahezu alle medizinische
Fachgebiete Einzug gehalten.
In den ersten Jahren nach der Erfindung wurde dseiLhauptsachlich als Laserskalpell
in der Chirurgie eingesetzt. Hinzu kam die Anwerglimder Augenheilkunde zur
Verhinderung der Netzhautablésung. Durch die Erktlwity neuer Lasertypen wurden
spater neuartige biologische Effekte entdeckt. Diemafbauend wurden medizinische
Methoden entwickelt, so dass man heute folgendé&kiem in der Lasermedizin einsetzt:

» Koagulieren zur Gewebsvernichtung (thermische Widju

* Verschweil3en von Schichten und Gefalien (thermiddhaing),

* Schneiden mit dem Laser (thermische Wirkung),

* Abtragen von Gewebe (Photoablation),

e Zerreil3en von Strukturen (Photodisruption),

* Bestrahlen von Gewebe (photochemische Wirkung),

» Biostimulation (photochemische Wirkung).
Heutzutage werden Laser in der Medizin mit Wellagkn im ultravioletten Bereich (ab
200 nm), im Sichtbaren (400 bis 700 nm) und imdrdten (bis 10000 nm) eingesetzt.
Laserstrahlung vom nahen ultravioletten bis zumanaten Bereich (3 um) kann durch
Glasfasern geleitet werden. Damit kann die Stranhurch in Blutgefal3e, den Magen und
andere Korperhohlen eingefihrt werden. Dies gebltbig in Verbindung mit
Endoskopen und Operationsmikroskopen, so dasgeimelt Behandlung auch im
Kdrperinnern moglich ist.
Inzwischen gibt es vereinzelt Hinweise auf die bgidche Wirksamkeit von
niederenergetischem infrarotem Laserlicht (Laseaing 1996). Insbesondere im Bereich
der Wundheilung scheint Laserlicht Gber eine méglimduktion von
Zellproliferationsprozessen bei Fibroblasten undatirozyten der Haut eine
therapeutische Wirkung zu besitzen (Grossman 1306, Mester A., 1996).
Mehrere Arbeiten in den letzten Jahren konntenpaesitiven Einfluss von
niederenergetischem Laserlichts auf die Proliferation Fibroblasten nachweisen. So
konnten Almeida-Lopes et al. (2001) bei der Bestradn mit Laserlicht verschiedener
Wellenlangen (670-786 nm) eine verbesserte in-Widiferation von Gingiva-

8



Fibroblasten gegeniber den unbestrahlten Kontrakggen. Andere Arbeitsgruppen
(Bednarska et al., 1998; Webb et al., 1998; Schendl., 2003) fanden ebenfalls eine
erhohte Proliferation verschiedener Zellen durcktiédlung mit niederenergetischem
Laserlicht (660 bzw 670 nm).

Dagegen zeigten andere Arbeiten (Pogrel et al.7;1@&bb et al., 2003; Marques et al.
2004) keine signifikanten Unterschiede im Wachstom humanen Fibroblasten nach
Bestrahlung mit einem Ga-Al-As Laser (830 bis 96%).rAuch Hallmann et al. fanden
bei der Bestrahlung von humanen Fibroblasten méraiHe-Ne Laser weder einen
stimulierenden noch inhibitorischen Effekt.

Yu et al. (1994) konnten zeigen, dass die Wirkuog niederenergetischem Laserlicht
von der Dosis abhangt. Sie fanden bei der Bestnghton Fibroblasten mit 2,16 J/ém
eine deutliche Stimulation des Zellwachstums, wédhteei 3,24 J/cfkeine gesteigerte
Proliferation zu beobachten war.

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten auch die Wgkuaderenergetischer
Laserstrahlung auf die Synthese von Kollagen ut#dtlagen in humanen Fibroblasten.
Dabei fanden Abergel et al. (1987) eine deutlich@Bung der Kollagenexpression
sowohl in-vitro in Fibroblastenkulturen als auchvirmo in Tiermodellen durch
Bestrahlung mit einem He-Ne Laser. Auch Yamamota.gt1996) konnten durch
Laserbestrahlung eine um 50 % erhohte Prokollageth8se in humanen Fibroblasten
unter serumfreien Bedingungen nachweisen. Dagegebachteten Pereira et al. (2002)
zwar einen deutlichen Anstieg im Fibroblastenwaamstaber keinen Effekt bei der
Synthese von Prokollagen.

Das in der Literatur beschriebene Prinzip Lasetliclder Zahnpflege einzusetzen, beruht
im Wesentlichen auf den zuvor beschriebenen pesitBefunden. Bei
Entziindungsprozessen im Zahnfleisch soll diesexfigmie, niederenergetische infrarote
Laserlicht zu einer deutlich beschleunigten Aushmgjifiihren. Als biologische Grundlage
wird die Aktivierung von Zellproliferationsprozesspostuliert, die zur Regeneration der
Gingiva fuhren soll. Allerdings fehlt diesen Hinwen generell detaillierte,
wissenschatftliche zell- und molekularbiologischaddsuchungen, um die
Wirkmechanismen anhand reproduzierbarer Ergebeis$&ren zu kbnnen. Fir solche
Untersuchungen bieten vor allem Fibroblasten derstidichen Gingiva ein ideales

Testsystem.



1.4 Das Fibroblastenzellsystem

Zell- und molekularbiologische Analysen konntergeei, dass das Fibroblastensystem
des Menschen ein differenzierendes Stammzellsydtestellt, das aus mitotisch aktiven
Vorlauferfibroblasten (MFI, Il und 111) und postrotischen, nicht mehr teilungsfahigen
Funktionszellen, den Fibrozyten PMFIV, V und VI tedg (Bayreuther et al., 1988;
Rodemann et al., 1984, 1995, 1996). Die mitotiddlvan Vorlauferfibroblasten stellen
den Regenerationspool des Fibroblasten-/Fibrozgtlystems dar. Vorlauferfibroblasten
haben eine gewebespezifische Gesamtzellteilungskapaon ca. 15 ZTG (Niere) bis ca.
70 ZTG (Lunge). Menschliche Gingiva-Fibroblastebdraahnlich wie Hautfibroblasten
eine Zellteilungskapazitat von ca. 40-50 ZTG. Dusgmmetrisches Teilungsverhalten
kénnen sich die mitotischen Vorlauferfibroblastegenerieren oder durch asymmetrische
Teilungen Uber Differenzierungsteilungsschritte mhstmitotischen, nicht mehr
teilungsfahigen Funktionsfibrozyten bilden. Die osotischen Funktionsfibrozyten
haben eine speziesspezifische, genetisch detenminbegrenzte Lebensspanne
(Bayreuther et al., 1988; Rodemann et al., 1988519996). Nach Auslaufen dieser
Lebensspanne sterben die Funktionsfibrozyten dimshEinsetzen von so genannten
Apoptoseprogrammen ab. Um die Gewebehomeostafirdéggewebe verschiedener
Organe aufrechtzuerhalten, muss jeder abgestofardionsfibrozyt durch eine
Aktivierung des Vorlauferpools der mitotischen eiblasten tber die Induktion von

Differenzierungsteilungen regeneriert werden.

Durch detaillierte in vivo-/in vitro-Untersuchung&onnte gezeigt werden, dass im
Bindegewebe der Haut, der Niere, der Lunge undvileskulatur ein konstantes
Verhéltnis von mitotischen Vorlauferfibroblastengstmitotischen Fibrozyten von 2:1
besteht und somit eine stdndige Regenerationskapéini den Funktionspool der
Fibrozyten durch die Vorlauferfibroblasten gegelsnDie Regeneration der
Vorlauferfibroblasten und die konstante Nachliefeyund Differenzierung der
Funktionsfibrozyten erfolgt Gber die geregelte Agéovon symmetrischen bzw.
asymmetrischen Zellteilungen (Bayreuther et al38 ®Rodemann et al., 1984, 1995,
1996)

Die Modulation oder eine Veranderung dieses ausgemn&n Verhaltnisses von
Vorlauferfibroblasten zu Funktionsfibrozyten kangngfikante Veranderungen der

zellbiologischen Funktion der Bindegewebszellerhmsich ziehen. Beispielsweise kann
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durch eine Induktion einer frihzeitigen Differenzieg der Vorlauferfibroblasten in
Funktionsfibrozyten eine "Ausdinnung" des Reger@rapools erreicht werden,
wodurch das Bindegewebe einem vorzeitigen Alterprayess unterliegen wirde
(Rodemann et al., 1995, 1996).

Veranderungen des Proliferations- und Teilungsvtrha dieser Zellen - z.B. im Zuge
der postulierten Aktivierung durch infrarotes Ldiehit - konnten einerseits zu einer
Erh6hung des Regenerationspools fliihren und damspibésweise
Wundheilungsprozesse im Falle einer Gingivitis kuxiz mittelfristig positiv
beeinflussen. Andererseits besteht die Moglichkiaiss durch eine Aktivierung der
Proliferationsrate der Vorlauferzellen der Reget@napool langfristig durch eine
gleichzeitig erhdhte Differenzierungsrate reduamrtt und damit die Funktionsfahigkeit
des Systems nachhaltig gestort wird. Darlber hibagteht dadurch die Mdglichkeit,
dass insgesamt durch eine Veranderung des gewelfesjieen Verhaltnisses von
Vorlaufer- zu Funktionszellen die zellulare Homasstund damit die Interaktion

verschiedener in der Gingiva vertretener Zellpopaheen beeintrachtigt wird.
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1.5 Ziel der Studie

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es,\Wieksamkeit niederenergetischen
infraroten Laserlichtes auf das Proliferations- Refjenerationsverhalten von humanen
Gingiva-Fibroblasten zu analysieren.

In einer ersten experimentellen Serie sollte hiegbee Dosisfindungsstudie hinsichtlich
der zu applizierenden Intensitat (1-5 mW bei 630 it Hilfe klonaler Testsysteme
durchgefuhrt werden.

In Rahmen dieser Untersuchungen sollten auf staiiesdr Basis Aussagen daruber
ermoglicht werden, inwiefern das vorgeschlageneinfe Laserlicht tatsachlich eine
Beeinflussung von Gingivazellen im Sinne einer wieiung von
Zellproliferationsprozessen induziert.

In einem zweiten Ansatz sollte Uberprift werdere gytokine und hier insbesondere die
Interleukine, alleine und in Kombination mit derdBahlung auf die Gingiva-Fibroblasten
wirken. Diese Experimente sind insbesondere urger Aspekt zu sehen, dass eine
potentiell denkbare "Ausverdinnung" des Regenerspiools der Gingiva-
Vorlauferfibroblasten durch die Zytokine verstankdrden und somit potentiell negative
Langzeitfolgen der Zytokine auf die Gingiva durciskrbestrahlung vermieden werden
konnte.

Fur die Findung der optimalen Zytokin-Konzentragarwurden 0,1, 1, 10 und 25 ng/ml
eingesetzt. Die optimale beste Hemmungs-Konzeatrater Zytokine wurde unter
alleiniger Behandlung und in Kombination mit Laggtt in die Experimente eingebracht.
Werden hierbei Daten erhoben, die auf eine komobrisathe Wirkung und Nutzung in der
Mundpflege hinweisen, sind diese Ergebnisse Gegedsines auszuarbeitenden

Patentes.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellmaterial

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurdea@harent wachsenden in vitro
Zellkulturen von normalen menschlichen Zellen dgefiihrt. Als Testzellen werden 3-5
verschiedene normale menschliche Gingiva-FibrobtaZiellstamme, die in
Zusammenarbeit mit der Zahnklinik des Universitéitskums in der Sektion fur
Strahlenbiologie und Molekulare Umweltforschung &pendermaterial etabliert wurden,

herangezogen.

2.2 Kulturbedingungen

Die Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungenchgeftihrt. Alle bei der Kultur
verwendeten Materialien und Loésungen wurden entweeeil vom Hersteller geliefert
oder im Labor autoklaviert bzw. steril filtrierti®Zellkulturen wurden im Brutschrank
(Heraeus 6000) unter kontrolliert gleich bleiben@&ealingungen bei 37 °C in einer mit
Wasserdampf gesattigten Atmosphare mit 5 % @&ubiert.

2.3 Zellkulturgefal3e

GroRRe Gewebskulturschalen (75 cm?), 250 ml Faloactdh Dickinson
Kleine Gewebskulturschalen (25 cmz?), 50 ml FalcextBn Dickinson
Petrischalen, 5 cm Falcon Becton Dickinson
6-Well-Makroplatten Falcon Becton Dickinson
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2.4 Medien, Puffer und Lésungen

2.4.1 Kulturmedium

Als Kultivierungsmedium fir die Gingivafibroblasteurde Dulbecco’s Modification
von Eagle's Medium in Pulverform (DMEM 12,04 g/@rwendet. Dem Medium wurde
zur Pufferung Bikarbonat NaHG@3,33 g/l) beigefugt. Das Medium wurde auf ein pH-
Wert von 7,2 eingestelllt.Zur Vermeidung baktegelKontaminationen wurde dem
Medium Penicillin (320 mg/l) und Streptomycin (10@/l) zugesetzt. Als
Serumkomponente wurde fir alle Versuche eineridlFotales Kalberserum (FCS)
derselben Charge verwendet, um so eine Gleichb&irander Zellen und eine
Vergleichbarkeit der Experimente zu gewéhrleisten.

Je nach Verwendungszweck der Zellen wurden deniMednterschiedliche Mengen an

Serum zugegeben.

Massenkultivierungsmedium: DMEM + 10 % FCS
Klonierungsmedium: DMEM + 20 % FCS
2.4.2 Puffer

Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich dieb&ngauf 1 Liter Losung in 4.
PBS.: 8,0 g NaCl

0,2 g KClI

0,2 g KRPOy

1,1 g NaHPQ,
Sdrensen A: 9,078 g KHPO,
Sdorensen B: 11,0876 g NsHPOy

Sorensen Puffer: 380 ml S6rensen A

612 ml S6rensen B
pH 7,0
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2.4.3 Trypsin-Losung

Um adhéarent wachsende Zellen zahlen oder subleréinizu kdnnen, missen sie
maoglichst schonend von der Wachstumsflache gelésien. Im Rahmen dieser Arbeit
geschah dies durch Behandlung der Zellen mit dirléy verdiinnten Trypsin/EDTA
Losung (Seromed, L2153).

2.4.4 Fixative

- 3.7 % Formaldehyd in PBS
- 70 % Ethanol

2.4.5 Farbelosungen

- Coomassie: 0.05 % Lsg.: 200 ml Methanol
75 ml Eisessig
725 ml deion. $©
0,5 g Coomassie G250 (Serva)

- Giemsa: 4 % Giemsalosung (Serva) in Sérensespuff

2.5 Subkultivierung von Massenkulturen

Es wurden Massenkultursysteme und klonogene Kaylstieme flir die Analyse der
verschiedenen biochemischen, molekularbiologiscimehzellbiologischen Parameter
eingesetzt. Normale nicht transformierte Zelllin{&ingivafibroblasten ) wachsen als
Monolayer, sie bilden daher in der Gewebekulturkchar eine Zellschicht aus. Eine
Subkultivierung von Monolayerkulturen ist dannoederlich, wenn die Kulturflasche
konfluent mit Zellen bewachsen und die stationaeehgtumsphase erreicht ist. Treten
die Zellen untereinander in Kontakt, sinkt die Reohtionsrate stark ab, was zum

Absterben der Kultur fUhren kann.
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Bei normalen Fibroblastenstammen wurden jeweilx@,@ in 10 ml Medium als
Erhaltungskultur in 75 cm? (250 ml) gro3e Kultusithen ausgeséat. Die Zellen wurden
alle sieben Tage passagiert.

2.5.1 Passagieren konfluenter Zellkulturen

Aussaat der Zellen erfolgte mit einer konstantesgmmngszelldichte ()l von 700.000
Zellen pro 75 cm? grof3e Kulturflasche. An jedenTdg nach Aussaat erreicht die Kultur
aufgrund der Zellvermehrung eine bestimmte Endtitd (N) (unter
Kontrollbedingungen ca. 2 Mio. Zellen pro 753nie aufgrund spezifischer
Kontaktregulationsmechanismen kein weiteres Waah&iiaubt. Um ein weiteres
Wachstum zu erméglichen, muss die Kultur dann gasdaund mit verdinnter Zelldichte
neu ausgesat werden.

Zunéchst wurde der dicht bewachsene Zellrasen deeBekulturflasche zweimal mit
vorgewarmtem PBY37 °C) gewaschen, um Medium- und Serumreste ¢aimzu
entfernen. Zum Lésen vom Flaschenboden wurdend@myorgewarmten Trypsin-
Losung zu den Zellen gegeben. Da 37° C die optifialaperatur zur Wirkung von
Trypsin ist, wurden die Kulturflaschen fur wenigenMten in den Brutschrank gestellt.
Eine zu lange Inkubation der Zellen in Trypsinlégkann die Lebensfahigkeit der Zellen
irreversiebel schadigen, daher wurde die protesaiig Ablésung unter dem
Lichtmikroskop kontrolliert. Sobald sich alle Zelleom Flaschenboden geldst hatten,
wurden mindestens 4 ml Kultivierungsmedium zugegebée Zugabe von
Zellkulturmedium bewirkt die Inaktivierung von Trsim und beendet die proteolytische
Reaktion. Anschlieend wurden noch lose an derifidssche haftende Zellen mit Hilfe
einer 10 ml Glaspipette abgespilt und die Zellsasipe mehrmals gut durchpipettiert,
um Zellverklumpungen zu vermeiden und eine homogatgerteilung zu erzielen. Um
die Zellzahl mittels Hamocytometer (Fuchs-Rosenthalbestimmen, wurde mit einer
sterilen Pasteurpipette etwas Zellsuspension emtremHieraus liel3 sich die Zellzahl
pro ml Zellsuspension und daraus die Gesamtzeleabthnen. Anschliel3end wurden die
Zellen in definierter Zahl wieder in neue KulturgBe ausgesat.

24 h nach Aussaat und dann jeden dritten Tag weirdMediumwechsel durchgefiihrt.
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2.5.2 Mediumwechsel

Ein regelmafiger Mediumwechsel bei Monolayerkuhust erforderlich, da Bestandteile
des Mediums und dessen Zusétze von den Zellenaweiir oder bei 37 °C im Laufe der
Zeit inaktiviert werden. Die Haufigkeit eines Metiwechsels ist abhéngig vom
Metabolismus und von der WachstumsgeschwindigleziZe:llen und daher von Zelllinie
zu Zelllinie unterschiedlich. Ein im Medium entleader Phenolrot-Indikator zeigt durch
einen Farbwechsel die Notwendigkeit eines Mediunmsels an. Bei Massenkulturen
wurde 24 h bis 48 h nach Aussaat ein Mediumwedahsehgefuhrt; wenn noétig nach 4 -5

Tagen ein weiterer.

2.5.3 Kryokonservierung von Zellen

Da sich das Proliferationsverhalten und das Differerungsmuster der Zellen (v.a.
normaler Fibroblasten) mit zunehmender Kulturdawerandert, wurden fir die
vorliegenden Experimente innerhalb derselben faédllnur Zellen ahnlicher Passagezahl
(+/- 7 Passagen) verwendet. Um immer wieder aupdpllationen der gleichen Passage
zurtckgreifen zu kénnen, wurden die Zellen tiefgedn. Dazu wurden die Zellen
zunachst mehrmals subkultiviert, um eine ausreidhleohe Zellzahl zu erhalten und
anschlie3end bei —196 °C in flussigem Stickstofiderviert.

Die Zellen wurden wie folgt aufbereitet:

Abtrypsinieren der konfluenten Zellen

Zellzahlbestimmung

Abzentrifugieren der Zellsuspension bei 1200 rpm/fiir 2 min

Pellet in Medium (20 % FCS) und 10 % DMSO aufnehmed mehrmals
resuspendieren

Aliquots von | Mio. Zellen in vorgekuhlte Kryoréhren steril pipettieren
Unverzlglich einfrieren, da DMSO bei einer Tempearatro3er 4°C als Zellgift wirkt

Um die Zellen mdglichst schonend einzufrieren (ople Kuhlungsrate: -1 °C/min),
wurden die Kryorohrchen in speziellen Gestellen &nst fur zwei Stunden in der
Gasphase uber dem flussigen Stickstoff aufbewatnit dann sukzessive in vorgebene

Positionen gebracht, bis sich die R6hrchen ganthiissigen Stickstoff befanden.
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2.5.4 Auftauen tiefgefrorener Zellen

Um kryokonservierte Zellen aufzutauen, wurden digdkohrchen aus dem Stickstoff-
Behalter entnommen und direkt ins 37 °C warme Whsskliberfuhrt. Die Zellen

wurden hierbei nur kurz angetaut, dann in sterilddedium (20 % FCS) mehrmals
resuspendiert, bis alle Eisklimpchen verschwundahehdie Zellen homogen

verteilt waren. Anschlie3end erfolgte die Aussaat dAellen in Gewebekulturflaschen;
nach etwa 3 h wurde mikroskopisch die Angehrate dellen ermittelt und ein
Mediumwechsel durchgefiihrt, um das im Einfriermeadienthaltene Zellgift DMSO zu
entfernen. Es wurde nun normales Kultivierungsmad{l0 % FCS) zugegeben. Vor
Verwendung der aufgetauten Zellen in einem Expertmaairden sie mindestens zweimal

passagiert.

2.5.5 Bestimmung der Populationsverdopplungen

Mit jeder Passagierung der Zellen wurde die kunivdafnzahl der
Populationsverdopplung (CPD) rechnerisch bestinina.zwischen zwei Transfers
entstandenen Zellzuwachsraten wurden nach folgdratenel in

Populationsverdopplungen (PD) umgerechnet:

INN—-InN,

PD =
In 2

N gibt die Zahl der geernteten Zellen,die Zahl der ausgesaten Zellen an.

Die Populationsverdopplungen wurden fortlaufendaddfert und so die Kumulative
Populationsverdopplung (CPD) ermittelt. Um einegleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit der einzelnen Versuche zu gdeigten, wurden alle Experimente

mit Zellen durchgefuhrt, deren CPD sich auf annaheleichem, festgelegtem Niveau
befand. Es wurden deshalb fir jeden Zellstamm mel8abkulturen der gleichen
Passage in flussigem Stickstoff eingefroren. Diedblasten wurden nur in den Passagen
P8-P12 bei einer CPD zwischen 13 und 18 fir Vemswenwendet.

Die Erhaltkulturen aller Zellen wurden regelmalidgtets DAPI (4’,6-Diamidino-2-

phenylindol-2-HCL) und Fluoreszenzmikroskopie awtamination getestet.
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2.6 Koloniebildungstest

Ein Klon stellt definitionsgemal} eine Populatiom\#ellen dar, die aus einer Einzelzelle
durch mitotische Teilung hervorgegangen sind. Qikigkeit von Zellen, Kolonien zu
bilden, bezeichnet man als Klonierungseffizienz: Reloniebildungstest ist ein Test-
verfahren zur Ermittlung der KlonierungseffizienavZellen einer bestimmten Zelllinie
und ist geeignet, um Substanzen oder Behandlungsot auf deren Toxizitat oder

wachstumshemmende Wirkung zu untersuchen.

2.6.1 Aussaat eines Koloniebildungstests

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

Zellen einer konfluenten Massenkultur wurden alsnyjert und die Zellzahl bestimmt
Aussaat der Zellen in einer bestimmten Dichte abigavom Versuchaufbau:

= 300 bzw. 500 Zellen pro Well (insgesamt 3 Wells @edingung) fur
Versuche mit alleiniger Interleukinbehandlung

= 400 Zellen pro 50 cASchale filr Bestrahlungsversuche

Da einer homogenen Verteilung der Zellen weserdliBedeutung zukommt, wurde
zwischen den Pipettiervorgdngen die Zellsuspensiafsuspendiert und bei der
Aussaat auf eine kreisformige Pipettenfiihrung gedch

Nach der Zellaussaat wurden die Platten/SchalenForm einer 8 vorsichtig

geschwenkt, um eine homogene Verteilung der Zelleerreichen

Bis zur Weiterverwendung inkubierten die Zellen@@,-Brutschrank

An den ersten Tagen nach Behandlungsbeginn wurde kéanipulation an den 6-Well-

Platten vorgenommen, auch keine mikroskopische &dahng der Klonkulturen. Je nach
Zelllinie inkubierten die Zellen unterschiedlicmtge im Brutschrank.

Ab dem 5. Tag nach Versuchsbeginn wurden die Kelndi3e und die Zellmorphologie
mikroskopisch kontrolliert, da die Ausbildung der omfluenz zwischen den

Einzelkolonien die Auswertung des Experiments ke@ihtigt, andererseits aber eine
gewisse Koloniegréf3e erreicht werden sollte.

Nach ausreichender Inkubationszeit wurde die Rixigrder Zellen mit Formaldehyd,
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sowie die Zellfarbungen durchgefihrt.

2.6.2 Fixierung der Zellen

Um Zellen eines Koloniebildungstests zu fixieremyee das Medium abgesaugt und die
Zellen zweimal gut mit PBjewaschen, um Mediumreste zu entfernen.

Anschlie3end inkubierten die Zellen fur 10 min 7 36-iger Formaldehydlésung; dann
wurde die Fixierldsung abgekippt und fur 10 min%e€ger Alkohol zugegeben. Danach
wurden die Platten unter Leitungswasser gespultzuna Trocknen in den Warmeschrank
(37° C) gestellt.

2.6.3 Farbung der Zellen

Zur Darstellung des Cytoplasmas wurden die Zellpmpnen mit eine vorher
angesetzten 0.05 %-igen Coomassie-Losung wie f@firbt: fir 30 - 40 sec. wurden 2
ml der Coomassie-Farbelésung auf jedes Well odds jeulturschale gegeben. Danach
wurden die Platten mit Wasser mehrmals abgespdlimnVarmeschrank getrocknet.
Danach wurde eine zweite Farbung mit einer Gientsathg durchgerihrt. Diese
Farbung diente der Zellkerndarstellung. Die Zellsarden 30 min mit der LOsung
gefarbt, dann gespult und getrocknet. Anschliel3emohten die Kolonien unter dem

Mikroskop ausgezahlt werden.

2.6.4 Bestimmung der Klonierungseffizienz

In die Auswertung aufgenommen wurden nur Kklonalellpdpulationen einer

Mindestzellgré3e von 50 Zellen. Aus der ermittelk&lonienanzahl von Wells gleicher
Behandlungsbedingung erfolgte die Berechnung désireetischen Mittelwertes, sowie
der zugehorigen Standardabweichung. Der Mittelwlert unbehandelten Kontrollzellen
wurde als 100 %, die anderen Werte als relativeni€loingseffizienz angegeben. Die

Signifikanzprufiing erfolgte mit Hilfe der einfach®farianzanalyse (p < 0.05).
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Bei der Auswertung der Koloniebildungstests wurdedem auf morphologische

Veranderungen der Zellen im Sinne eines verand®iéerenzierungsmusters unter der

jeweiligen Behandlungsmodalitat geachtet.

2.7 Bestrahlung

2.7.1 Physikalische und technische Parameter desektromagnetfeldes

Die Laserbestrahlungsapparatur (infrarotes Lasgrs80 nm, 1-5 mW) wurde durch die
Firma BRAUN AG entsprechend der erforderlichen jgtaisschen und technischen
Parameter erstellt und der Sektion fur Strahlewoigiel und Molekulare Umweltforschung
zur Verfigung gestellt. Wellenlangen: 635 nm bzw®0 éim; Dosen: 0, 10, 27, 74, 200
mJ/cnf und 0, 1, 5, 10, und 27 mJ/cm2.

2.7.2 Expositionsdauer

Um die verschiedenen Zellkulturen (Kontrolle- ungsBahlungskulturen) unter
gleichartigen Abschirmbedingungen gegeniber demmalovorhandenen Sonnenlicht zu
halten, wurden die Kontroll- sowie die Expositionkldren in speziell dafur vorgesehenen
Raumen, die eine Abschirmung gegenuber dem Sorhébki Entnahme aus dem
Brutschrank garantieren, gehalten. Die zu expongae Kulturen wurden unter dafur
vorgesehenen Abschirmbedingungen in dem Laserlnatsk mit dem entsprechenden
Laserlicht behandelt. Die Kontrollkulturen wurddseafalls im Laserbrutschrank fir die
Expositionszeitrdume gehalten, allerdings wurdersesiabgedeckt, dass sie keine
Laserstrahlung abbekamen.. Die zu untersuchend@ogelationen wurden einmal
taglich einer 2,5 mindtigen Exposition mit versatf@aen Dosen von dem zu
applizierenden Laserlicht unterzogen. Diese maxarixipositionsdauer der
Gingivafibroblasten soll die Benutzungszeit einggyhchen mit Laserquelle
ausgerusteten Zahnpflegegerétes und die darausereswe Bestrahlung der Gingiva

simulieren.
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2.7.3 Vorbereitung der Zellen zur Bestrahlung

Konfluente Zellkulturen wurden abtrypsiniert, dielZahl bestimmt und die Zellen in 2
ml Klonierungsmedium ausgesat. Als Kulturgefal3eigie 50 cm?2 Schalen. In jede
Schale wurden 400 Zellen eingesét. Um ein gleichgeslfAnwachsen der Zellen zu
ermdglichen, wurden die Schalen zunachst in eilmemalen Brutschrank gestellt. Nach
24 h wurden die Schalen dann zwecks Bestrahluggmolermal3en in den

Laserbrutschrank umgesetzt (siehe Abb. 1):
Reihe A:  Kontrollreihe mit 8 Schalen
Reihe B: 200 mJ/cm2 mit 8 Schalen
Reihe C: 74 mJ/cm2 mit 8 Schalen
Reihe D: 27 mJ/cm2 mit 8 Schalen
Reihe E: 10 mJ/cm2 mit 8 Schalen

Reihe G: Kontrollreihe mit 8 Schalen

w b

(9]

m m

@

- 0000000
- 0000000
- 0000000
- 0000000 -
- 0000000 -
- 0000000 -
-0000000 -
: o

A
1

Abb. 1: Anordnung der Proben im Trager bei der Bestrahlombaserbrutschrank
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2.7.4 Durchfuhrung der Bestrahlung

Die Bestrahlung der Klonkulturen erfolgte nach démsetzen in den Laserbrutschrank in
Form einer 11-tdgigen Dosisapplikation. WahrendRlkestrahlung inkubierten die Zellen

in 20 %-igem Medium. In jedem Bestrahlungsdurchg&ongnten bis zu 48 Schalen

gleichzeitig bestrahlt werden, wobei die erste lgtdte Reihe (Kontrollreihen) durch

Abdeckung vor den Laserstrahlen geschiitzt wurdeuizh wurden nur die Reihen B
bis E bestrahlt, d.h. 32 Schalen. Dazu wurden t#dn in 8 x 6 Reihen angeordnet und
mit dem Trager in den Laserschrank eingebrachtbg¢sfdbl).

Um die Zellen gleichmafiig, aber mit verschiedenek@ssen zu bestrahlen, wurde die
Laserbestrahlung Gber einen Computer gesteuert.

Die Zellen wurden von unten bestrahlt. Nach dertaefung verweilten die Zellen bis

zur néchster Bestrahlung im Laserbrutschrank.
Um Vergleiche mit den unbestrahlten Zellen anstetie kénnen, wurden die Kontrollen

bis auf die eigentliche Bestrahlung gleich behandeh. die Schalen wurden auch fir den

gleichen Zeitraum im Laserbrutschrank deponiert.

2.7.5 Ermittlung der Strahlungsinaktivierungskurve

Die Auswertung der bestrahlten Koloniebildungstestterschied sich nicht von der
Auswertung "normaler" Koloniebildungstests. Die Ahk an Kolonien einer Zellgrof3e
von mindestens 50 Zellen wurde bestimmt, der Mittet und die Standardabweichung

fur jede Bestrahlungsdosis angegeben.

2.7.6 Statistische Berechnung

Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppesien mittels einfacher Varianz-
Analyse "Anova" auf statistische Signifikanz unterist (Box et al., 1972).
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2.8 Behandlung mit Zytokinen

Die Behandlung der Fibroblasten erfolgte mit dear iytokinen:
Interleukin-1 alfa (ll-1a),
Interleukin-1 beta (II-1p),
Interleukin-6 (ll-6) und

Tumor Necrosis Factor-alfa(TNF-o).

Dabei wurden die Zytokine in den Konzentrationeh @, 5 und 10 ng/ml eingesetzt und
die Zellen nach drei unterschiedlichen Schematarait.

2.8.1 Einmalige Behandlung im Koloniebildungstest

Aus einer Massenkultur wurden Koloniebildungstast$-Well-Platten ausgesat (siehe
2.6.1). Eine Behandlung der Klonkulturen mit dersehiedenen Interleukinen erfolgte 24

h nach der Aussaat im Rahmen eines kompletten Medachsels.

2.8.2 Einmalige Behandlung in Massenkultur

Zunéchst wurden jeweils 300.000 Zellen pro Bedimggureine Petrischale ausgesat.
Nach 48 h wurde die Kultur mit verschiedenen Konzionen des entsprechenden
Zytokins behandelt, nach weiteren 24 h die Schiaigasiniert und die behandelten Zellen
in 6-Well-Platten ausgesat.

2.8.3 Behandlung in Massenkultur und Koloniebildungtest

Die Zellen wurden zunachst wie in 2.8.2 in Massémkdir 24 h behandelt und

anschlie3end bei der Aussaat in den Koloniebildigsg®in zweites Mal mit der gleichen

Konzentration des entsprechenden Zytokins.
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2.9 Chemikalien

Calciumdichlorid
Coomassie Brillant Blau
Essigsaure

Ethanol

Formaldehyd

Giemsa

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumlauge

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumlauge
Paraformaldehyd

Penicillin

Streptomycin

Trypsin

2.10 Gerate

CO;, - Inkubator
Fluoreszenzsmikroskop
Freezer (- 86 °C)
Gefrierschrank(- 20°)
Kihlschrank
Lichtmikroskop
Pippeten

Ruttler
Sterilarbeitsbox
Sterilisator

Waage
warmeschrank
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Merck
Merck
Roth

Merck

Merck

Merck

Serva
Serva

Serva

Serva
Serva
Serva

Sigma
Merck

Biochrom
Biochrom

Biochrom

Hereaus
Leitz
Forma Scientific
Bosch
Siemens
Leitz
Eppendorf
Bohler
BDK
Hereaus
Sartorius

Hereaus



Wasserbad Julabo

Zentrifugen Eppendorf

2.11 Sonstiges Material

Deckglaschen Langenbrinc
Glaspipetten Fortuna
Kryoréhrchen Nunc
Pasteurpippeten Fortuna
Sterilfilter Millipore
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3 Ergebnisse

3.1 Bestrahlung von Gingiva-Fibroblasten mit infrarotem Laserlicht

3.1.1 Dosisfindung

In einer ersten experimentellen Serie wurde einsi€liadungsstudie hinsichtlich der zu
applizierenden Intensitat (1-5 mW bei 630 nm) nstidonaler Testsysteme durchgefihrt.
Zur Bestimmung der optimalen Laserdosis wurden dustd menschliche Gingiva-
Fibroblasten eines Spenders in friher Passage {(B3-R den Koloniebildungstest
ausgesat (400 Zellen/Well) und 24 h nach der Audsaer einen Zeitraum von 11 Tagen
einer taglichen Exposition der entsprechenden dases (10, 27, 74 oder 200 mJ/cm?)
unterzogen. Dieser Test wurde 6-mal wiederholt. Degen wurden zu Diagrammen
zusammengefasst, aus denen das Zell-Uberleben imangmgkeit von der

Bestrahlungsdosis wiedergegeben wird (siehe Abb. 2)
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Abb. 2: Klonierungseffizienz der Gingiva-Fibroblasten imh&ngigkeit von der Laser-
dosis; Die dargestellten Werte sind Mittelwerte Gusrabhangigen Experimente

mit jeweils 8 Parallelansatzen (n=48).
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Vergleicht man die Klonierungseffizienz der Gingivilbroblasten bei den verschiedenen
Dosen mit der unbestrahlten Kontrolle, so sieht maailen Fallen ein besseres
Uberleben nach der Bestrahlung. Dieses ist bet €nsis von 10 mJ/cfram
signifikantesten, was also bedeutet, dass die Grlgibroblasten durch die Bestrahlung

mit dieser Dosis am starksten aktiviert werden.

3.1.2 Bestrahlung mit niedrigen Dosen

Nachdem die optimale Laserdosis von 10 mJ/cm? giefurworden war, wurde die

Laserapparatur so verandert, dass man die Zelieingech mit kleineren Laserdosen von
1 und 5 mJ/cm? bestrahlen konnte, um zu sehen,ibhaoh kleinerer Strahlenintensitét
auch eine noch hoéhere Konierungseffezienz erfolfie Aussaat und die

Bestrahlungsdauer der Gingiva-Fibroblasten erfolgte zuvor in 3.1.1 beschrieben.
Dieser Test wurde 3-mal wiederholt. In AbbildungsBd die Uberlebensraten der
Fibroblasten bei den unterschiedlichen Laserdosegedtellt. Uberraschenderweise ist
kein weiterer Anstieg der Klonierungseffizienz d&ngiva-Fibroblasten mit niedrigeren

Dosen zu erkennen, sondern ein vergleichbares édmriwie auch bei der Kontrolle.
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Abb. 3: Klonierungseffizienz der Gingiva-Fibroblasten Atbhangigkeit von der Laser-
dosis; Die dargestellten Werte sind Mittelwerte ausrabhangigen Experimente
mit jeweils 8 Parallelansatzen (n=24).

Dieses Ergebnis bedeutet also, dass die Gingivebldsten bei einer Dosis von 10

mJ/cnt am besten aktiviert werden und somit diese Ddsislie kombinierte Behandlung

verwendet wird.

3.2 Behandlung von Gingiva-Fibroblasten mit Zytokiren

Im Rahmen dieser Teilstudie sollte der Einfluss ¥gtokinen, insbesondere von
Interleukinen alleine und in Kombination mit derskea-Bestrahlung auf Gingiva-

Fibroblasten tberprift werden.

Da eine Parodontitis immer einen Entziindungsprazes&rundlage hat und die durch
die Plaque aktivierten Zellen des Immunsystems ifrangsmediatoren produzieren
wie zum Beispiel Zytokine wurde diese Studie mit deer Zytokinen

* Interleukin-Tu,

* Interleukin-13,

* Interleukin-6 und

» Tumor-Necrosis-Faktos-
durchgefuhrt.
Fur die Behandlung mit den verschiedenen Zytokmessten zunachst die optimalen
Bedingungen wie Behandlungsschema und Konzentratisgetestet werden. Damit
sollte das Zytokin mit dem grél3ten Effekt auf dim@dva-Fibroblasten gefunden werden.
Dieses Zytokin wurde dann fur die kombinierte Batiang mit dem Laserlicht in der

optimalen Konzentration verwendet.

3.2.1 Einmalige Behandlung im Koloniebildungstest

Zunachst wurden die Gingiva-Fibroblasten mit urdieiesdlicher Zellzahl (300 bzw. 500
Zellen/Well), um einen Einfluss der Zelldichte auszhlieRen, fir den

Koloniebildungstest in 6-Well-Platten ausgesat.eEBehandlung der Klonkulturen mit
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den Zytokinen (0,1, 1, 10 und 25 ng/ml) erfolgtet2dach der Aussaat im Rahmen eines
kompletten Mediumwechsels.

In Abb. 4 sind die Uberlebensraten der Gingiva-#litsisten nach der Behandlung mit
den verschiedenen Zytokinen dargestellt.
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Tumor-Necrosis-Faktor-a:
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Abb. 4: Klonierungseffizienz der Gingiva-FibroblastenAbhangigkeit von der Zytokin-
Konzentration; Die dargestellten Werte sind Mittefte aus 4 unabhangigen

Experimente mit jeweils 3 Parallelansatzen (n=12).

Bei allen Zytokinen auRRer bei Interleukin-6 isteestarke Wirkung auf das Uberleben der
Fibroblasten zu erkennen. Im Gegensatz dazu idntexieukin-6 bei allen Konzentratio-

nen kein signifikanter Unterschied zur Kontrollstitellbar.

Wahrend Interleukind bei allen Konzentrationen einen signifikanter Effauf die
Fibroblasten zeigt, ist dieser bei Interleukihind TNFe nur bei den héheren Konzen-

trationen vorhanden.

3.2.2 Einmalige Behandlung in der Massenkultur

Zunachst wurden jeweils 300.000 Zellen pro Bedimgureine Petrischale ausgesat.
Nach 48 h wurde die konfluente Massenkultur misekredenen Konzentrationen des
entsprechenden Zytokins behandelt. Nach 24 h wulttebehandelten Gingiva-
Fibroblasten trypsiniert und in den Koloniebildutegd ausgesat.
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In Abb. 5 sind die Uberlebensraten der Gingiva-®ltmsten nach der Behandlung mit
den verschiedenen Zytokinen und Zytokin-Konzerdragn in Massenkultur dargestelit.

Uberraschenderweise zeigt bei dieser Behandlungsmetinterleukin-6 den starksten
Effekt auf die Fibroblasten, wahrend bei Interleuki die Wirkung am schwachsten ist.
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Interleukin-13:
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Tumor-Necrosis-Faktor-a:
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Abb. 5: Klonierungseffizienz der Gingiva-FibroblastenAbhangigkeit von der Zytokin-
Konzentration; Die dargestellten Werte sind Mittefte aus 4 unabhangigen

Experimente mit jeweils 3 Parallelansatzen (n=12).

Auch bei der Behandlung mit TN&zeigen die Fibroblasten bei allen Zytokin-
Konzentrationen nur ein geringes Uberleben im \&chl zur unbehandelten Kontrolle.

Dagegen ist bei InterleukinBlnach Behandlung der Fibroblasten mit 1 ng/ml sa&gar
besseres Uberleben im Vergleich zur Kontrolle zoblaghten.

3.2.3 Behandlung in Massenkultur und im Koloniebildingstest

Die Aussaat und die Behandlung in MassenkulturFdleroblasten erfolgte wie zuvor in
3.2.2 beschrieben. Allerdings wurden die Zellendiesem Experiment ein zweites Mal
bei der Aussaat der Koloniebildungstests mit deroldgen in den entsprechenden

Konzentrationen behandelt.
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Interleukin-6:
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Abb. 6: Klonierungseffizienz der Gingiva-FibroblastenrAbhhangigkeit von der Zytokin-
Konzentration; Die dargestellten Werte sind Mittette aus 4 unabhangigen
Experimente mit jeweils 3 Parallelansatzen (n=12).

In Abb. 6 sieht man, dass bei dieser Behandlundsrdetdie Wirkung der Zytokine auf

die Gingiva-Fibroblasten in allen Féllen am stékstist, so dass selbst bei der

Behandlung mit den kleinen Zytokinen-Konzentrationaur noch wenige Zellen

uberleben.

Eine Ausnahme ist hier Interleukinsl bei dem die Uberlebensrate bei einer Kon-

zentration von 0,1 ng/ml am groRten ist. Da diedg®kin auch bei dem vorherigen

Experiment, der Behandlung in Massenkultur, diengste Wirkung aufwies, wurde es

fur die kombinierte Behandlung verwendet.

3.2.4 Kombinierte Behandlung von Gingiva-Fibroblasén

Um den Effekt des Laserlichtes auf die mit Zytokifehandelten Gingiva-Fibroblasten
zu Uberprifen, wurden die Zellen zunachst in Madegémr wie in 3.2.2 beschrieben mit
Interleukin le (0,1 ng/ml) fir 24 h behandelt, anschlie3end im ideloniebildungstest
ausgesat und 24 h nach der Aussaat uber eineautaitvon 11 Tagen einer taglichen

Exposition der entsprechenden Laserdosis (10,£2dd@&r 200 mJ/cm?) unterzogen.

3,5

@ Bestrahlung allein
34 EBestrahlung + Il-1alfa

+ p<0.05
xx Pp<0.01

0 200 74
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Abb. 7: Vergleich der Klonierungseffizienz der GingivébFfoblasten nach alleiniger
Laserbestrahlung und nach kombinierter Behandlurity Imerleukin-lo und
Bestrahlung; Die dargestellten Werte sind Mittehweaus 2 unabh&ngigen
Experimente mit jeweils 4 Parallelansatzen (n=8).

In Abb. 7 sind die Uberlebensraten der Gingiva-®liteisten nach alleiniger

Laserbestrahlung und nach der kombinierten Behagdtut Interleukin-& und

Bestrahlung dargestellt.

Bei den héheren Dosen ist kein Unterschied zwiscleenbeiden Behandlungen zu

erkennen. Dagegen ist bei einer Dosis 10 mJ&mminimal besseres Uberleben nach

alleiniger Bestrahlung im Gegensatz zur kombinreBehandlung zu erkennen. Dieses

Ergebnis lasst vermuten, dass das Laserlicht beediDosis eventuell die negative

Wirkung der bei der Entziindung freigesetzten Zyielabschwéchen kann.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Wirksaihkon niederenergetischem
infraroten Laserlichtes auf das Proliferations- Retjenerationsverhalten von humanen
Gingiva-Fibroblasten untersucht. Frihere Studiemken zeigen, dass die Bestrahlung
mit niederenergetischem Laserlicht stimulierendel&é auf Zellen haben kann, wahrend
bei héheren Dosen eine inhibitorische Wirkung bebbet wurde (Basford, J.R., 1995,
Conlan et al., 1996, Walsh, L.J., 1997).

Um diese These zu uberprifen, wurden die Gingivaebiasten mit unterschiedlichen
Dosen (10-200 mJ/cm?) bestrahlt und das UberlelieHlitfe des Koloniebildungstests
ermittelt. Es zeigte sich, dass mit abnehmendeerdasis, die Klonierungseffizienz der
Fibroblasten anstieg und die Zellen bei 10 mJ/am3tirksten aktiviert werden.

Eine weitere Verringerung der applizierten Dosisiftl 5 mJ/cm?) ergab keinen Effekt im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. Dies begtadiie allgemein in der Literatur
akzeptierte These, dass es fur die Wirkung nie@egetischer Laserstrahlung auf Zellen
ein spezifisches Fenster gibt. Dieses Fensteblsiragig von der Dosis und Wellenlange
des verwendeten Laserlichtes (Karu, T.1., 1990)ta®den Webb et al. bei der
Bestrahlung verschiedener Fibroblasten-Zellstamnmmaa eine signifikante Erhohung
des Zellwachstums nach Bestrahlung mit Laserliehtlellenlange 660 nm (Webb et al.,
1998), aber nach Bestrahlung der gleichen Zellstémmit einem 880 nm-Laser eine
deutliche Abnahme der Zellzahl nach 5 Tagen (Wélath.£2003).

Auch andere Arbeitsgruppen konnten bei der Bestrahinit Laserlicht héherer
Wellenlange (> 800 nm) weder eine Stimulation deltpfoliferation (Pogrel et al., 1997)
noch Unterschiede in der Proteinexpression vondiiagen (Marques et al., 2004) im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle nachweisegreia et al. fanden zwar nach
Bestrahlung mit einem 904 nm-Laser eine um 3-5 Fdiltere Zellzahl, allerdings nur bei
einer Dosis von 3 J/chund nicht bei 5 J/cfnIn beiden Fallen war aber kein Anstieg der
Prokollagensynthese zu beobachten. Auch Kreislak. €2002, 2003) beobachteten bei
verschiedenen Fibroblastentypen eine gesteigeotddpation bis zu 72 Stunden nach
Bestrahlung mit Laserlicht von 809 nm Wellenlangei mehrmaliger Bestrahlung war
der Unterschied zur unbestrahlten Kontrolle nacls@dden am gréf3ten. Es ergab sich
allerdings kein weiterer Anstieg der Fibroblastetifgration an den darauffolgenden
Tagen, trotz der zusatzlichen Bestrahlung. Desbhadimuten die Autoren einen gewissen

Sattigungseffekt bei mehrmaliger Laserbestrahlung.
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Yu et al. (1994) konnten zeigen, dass die Wirkuog kaserlicht niedrigerer Wellenlange
(660 nm) ebenfalls von der Dosis abhéngt. Bei destahlung von Fibroblasten mit 2,16
Jlent war eine deutliche Stimulation des Zellwachstum$eobachten, wahrend bei 3,24
Jlent keine gesteigerte Proliferation nachzuweisen war.

Im Gegensatz dazu fanden mehrere Arbeitsgruppdneine positive Wirkung von
Laserlicht bei der Bestrahlung mit verschiedenesddo So konnten Bednarska et al.
(1998) bei Dosen von 2 und 12 Jfcumd Schindl et al. (2003) bei Dosen zwischen 2 und
8 J/cnt nach der Bestrahlung von humanen Zellen mit ei@hnm-Laser eine
signifikante Steigerung der Proliferation zeigen.

Diese Ergebnisse zeigen die Schwierigkeiten dierghk Dosis und Wellenlange des
Laserlichtes fur die Behandlung von Patienten aden.

Bei einer Entziindungsreaktion, wie Gingivitis uratdontitis werden nach Kontakt mit
dem entziindlichen Reiz unter anderem Histamin w@rdt8nin von geschadigten Zellen
freigesetzt und fuhren im lokalen Endstromgebie¢iner Durchblutungsstérung, die
letztlich in einer Verlangsamung des Blutstroms Wigndstandigkeit der im Blut
befindlichen Leukozyten resultiert. Ebenfalls voistamin beeinflusst, ermdglichen
Zytokine als Mediatoren des Immunsystems, insbes@nkhterleukin-1 und Tumor-
Necrosis-Faktory, bereits nach wenigen Minuten durch die Ausbilduog
Adhasionsmolekilen an Gefallwand und im Interzelalem, die Anheftung und
Diapedese von Leukozyten aus dem Blut in das Geviztne reifen sie unter dem
Einfluss von Interferonen und gelangen durch Chamstzum Herd der Entziindung, wo
sie groRere Mengen von Interleukin-1, Tumor-Ne&dsktore. und ProstaglandinE
bilden und freisetzen. Immunglobuline werden dufgtokine ebenfalls zum
Entziindungsherd geflihrt, wo sie biologische Antggerarkieren und somit die
Phagozytose unterstiitzen (Bocking, A., 1994).

Wegen dieser besonderen Rolle der Zytokine beillwhzngsreaktionen wurde in der
vorliegenden Arbeit neben der alleinigen Laserlagdiing ebenfalls untersucht, welchen
Einfluss Zytokine und hier insbesondere die Intgdee, alleine und in Kombination mit
der Bestrahlung auf die Gingiva-Fibroblasten imevitaben.

Fur die Behandlung mit den verschiedenen Zytokmessten zunachst die optimalen
Bedingungen wie Behandlungsschema und Konzentré@idn1, 10 und 25 ng/ml)

ausgetestet werden. Damit sollte das Zytokin nmt ded3ten Effekt auf die Gingiva-
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Fibroblasten gefunden werden. Dieses Zytokin wadiaten fir die kombinierte
Behandlung mit dem Laserlicht in der optimalen Kamization verwendet.
Es wurden folgende Behandlungschemata ausgetestet:

* Einmalige Behandlung im Koloniebildungstest,

* Einmalige Behandlung in Massenkultur,

e Behandlung in Massenkultur und im Koloniebildungtte
Bei der Behandlung im Koloniebildungstest war BiraZytokinen aul3er bei Interleukin-
6 eine starke Wirkung auf das Uberleben der Filasibh zu erkennen. Wahrend
Interleukin-Ju bei allen Konzentrationen einen signifikanter Effeuf die Fibroblasten
zeigte, war dieser bei Interleukifi-lind TNFe nur bei den hoheren Konzentrationen
vorhanden. Im Gegensatz dazu war bei Interleukiei@llen Konzentrationen kein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle feststeliba
Uberraschenderweise zeigte aber Interleukin-6 &eeshmaligen Behandlung in
Massenkultur den starksten Effekt auf die Fibraielaswahrend bei Interleukinzidie
Wirkung am schwachsten war. Auch bei der Behandiond NF-a zeigten die
Fibroblasten bei allen Zytokin-Konzentrationen eur geringes Uberleben im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Dagegen war bei latdih-13 nach Behandlung der
Fibroblasten mit 1 ng/ml sogar ein besseres Ubenlétn Vergleich zur Kontrolle zu
beobachten.
Bei der zweimaligen Behandlung in Massenkultur imdKoloniebildungstest war die
Wirkung der Zytokine auf die Gingiva-Fibroblastenallen Fallen am starksten, so dass
selbst bei der Behandlung mit kleinen Zytokin-Kamzationen nur noch wenige Zellen
uberlebten. Eine Ausnahme war hier Interleukintiei dem die Uberlebensrate bei einer
Konzentration von 0,1 ng/ml am grof3ten war. Da&Besytokin auch bei der Behandlung
in Massenkultur, die geringste Wirkung aufwies, deues fur die kombinierte
Behandlung mit dem niederenergetischen Laserliehwendet.
Bei dieser Behandlung war bei htheren Dosen keterdchied zwischen den beiden
Behandlungen zu erkennen. Allerdings war bei elisis von 10 mJ/cfrein minimal
besseres Uberleben nach alleiniger Bestrahlungeége@satz zur kombinierten
Behandlung zu erkennen. Dieses Ergebnis lasst venndass eventuell bei einer Dosis
von 10 mJ/crhweniger Interleukin-d freigesetzt wird und somit die negative Wirkung
bei der Entziindungsreaktion abgeschwacht wird. Alimizu et al. (1995) fanden eine
inhibitorische Wirkung von niederenergetischem Itid® auf die Produktion von

Prostaglandin Eund Interleukin-§ in menschlichen parodontalen Ligamentfibroblasten.
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Abschlie3end lasst sich sagen, dass in der vorlaige Arbeit der positive Effekt von
niederenergetischem Laserlicht auf das Klonieruagsalten von Gingiva-Fibroblasten
deutlich nachweisbar war. Diese Wirkung ist allegsi stark von der Dosis und
Wellenlange des verwendeten Laserlichtes abhangig.

Desweiteren konnte ein geringer Einfluss des Lateds auf die mit Interleukinel
behandelten Fibroblasten bei Bestrahlung mit démapen Dosis gezeigt werden.
Bevor allerdings niederenergetisches Laserlichedéssig bei der Behandlung von
Entziindungsreaktionen des Zahnhalteapparates etagg®rden kann, missen in
Zukunft auch klinische Studien durchgefiihrt werden,die in-vitro gezeigten
Ergebnisse zu bestatigen.
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5 Zusammenfassung

Niederenergetische Laserbestrahlung wird schorcaeMitte der 70er Jahre in der
Medizin und Zahnmedizin eingesetzt. Inzwischen gbvereinzelt Hinweise auf die
biologische Wirksamkeit von niederenergetischenetlaht. Insbesondere bei
Entziindungsprozessen im Zahnfleisch, bei dererktiatuZytokine und insbesondere
Interleukine eine entscheidene Rolle spielen,rdgetiierenergetisches infrarotes Laserlicht
zu einer deutlich beschleunigten Ausheilung fihAds.biologische Grundlage wird die
Aktivierung von Zellproliferationsprozessen postulj die zur Regeneration der Gingiva
fuhren soll. Da diesen Hinweisen generell der tietde, wissenschaftliche zell- und
molekularbiologische Unterbau fehlt, um die Wirkmagismen anhand reproduzierbarer
Ergebnisse erklaren zu kdnnen, wurde in der vazhelgn Arbeit die Wirksamkeit von
niederenergetischem infraroten Laserlicht auf mieindte Gingiva-Fibroblasten, die zur
Uberpriifung dieses Postulates ein ideales Testaysitten, untersucht.

Die Fibroblasten wurden mit verschiedenen Dosetrdtds und das Uberleben anhand
des Koloniebildungstests analysiert. Dabei ergelh sine signifikant bessere
Klonierungseffizienz bei einer Dosis von 10 mJ/eama/ergleich zur unbestrahlten
Kontrolle. Da bei geringeren Dosen kein besseresrleben zu beobachten war, wird
angenommen, dass es fur die Wirkung von Lasemrichspezifisches Fenster gibt, das
von der Dosis und Wellenlange abhangt.

AuBRerdem wurde untersucht, ob niederenergetiscassrlicht einen Einfluss auf die
negative Wirkung von Zytokinen nimmt. Deshalb wurdite Gingiva-Fibroblasten
sowohl mit verschiedenen Zytokinen alleine als andiombination mit dem Laserlicht
behandelt. Es ergab sich nur bei einer Dosis vomd/@nf ein etwas besseres Uberleben
im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle.

In der vorliegenden Arbeit konnte die positive Winy von niederenergetischem
infrarotem Laserlicht auf Gingiva-Fibroblasten itr@ deutlich gezeigt werden.
Allerdings sind weitere Untersuchungen nétig, uesdiErgebnisse auch in-vivo zu

Uberprifen.
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