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In liebevoller Erinnerung an meinen Vater



1 Einleitung

1 Einleitung

Die Mundhéhle eines Menschen wird von einer selof3gn Anzahl verschiedener
Bakterien (mindestens 1000 verschiedene Speziespdmdt, die im Allgemeinen als
.,normale orale Mikroflora“ bezeichnet werden [3@, 82]. Wahrend der groldte Anteil
dieser Mikroflora harmlos ist, wurden einige Baldardavon als Ursache fiir eine Reihe
verschiedener Erkrankungen innerhalb und auf3erdalb Mundhohle erkannt. Diese
Erkrankungen unterteilen sich in solche wie Katied Parodontitis, die sehr oft auftreten
oder jene wie eine infektiosse Endokarditits odeelnonie, die seltener auftreten, aber
lebensbedrohlich verlaufen kénnen [67].

Eine Besonderheit der Mundhdhle ist, dass siclewekerschiedliche Bakterien zu einem
Biofilm, der sog. ,Plaque”, auf der Zahnoberflachesammenschlieen kénnen [105].
Eine Ansammlung dieser Plaque Uber einen langereitradm hinweg verursacht
bakteriell induzierte Erkrankungen wie Karies uratdelontitis. Parodontitis ist inzwischen
die am haufigsten auftretende infektiose Erkrankdeg Menschen. 52,7% der 35 bis 44-
jahrigen leiden unter einer mittelschweren (CPlebadsrad 3) Form der Parodontitis,
20,5% unter einer schweren Form (CPI-Index Gradet)Erkrankung. In der Gruppe der
Uber 65-jahrigen sind 48% von einer mittelschwerend 39,8% von einer schweren
Auspragung der Krankheit betroffen [13]. Die Bareiter einer parodontalen Erkrankung
reicht von der initialen Phase einer akuten Gingiviber die fortgeschrittene Lasion mit
Knochenabbau und Ausbildung einer parodontalen heasbis zum letztendlichen
Zahnverlust. Die Behandlung dieser Erkrankung dddr die mdglichst weitgehende
Entfernung aller parodontopathogenen Keime augpderdontalen Tasche. Dabei werden
sowohl die Konkremente mechanisch entfernt als adieh ,floating plaque® durch
ausgedehntes Spulen der parodontalen Tasche awssip@nal42]. Jedoch ist eine
effiziente Entfernung aller schadigenden Keimeallesn Geweben des Zahnhalteapparates
oftmals nur in Verbindung mit einer antibiotischédehandlung bzw. durch den
unterstitzenden Einsatz von Antiseptika wie Chladieglukonat moglich. Da eine
therapeutisch wirksame Konzentration dieser Substain der Mundhdhle meist schwer
zu erzielen ist, bzw. der Nutzen dieser Substamzenh Resistenzentwicklung bei den
Bakterien oder Schadigung des gesunden Gewebdisliragy, besteht eine Notwendigkeit

zur Entwicklung neuer antibakterieller Strategiemer Behandlung von Parodontitis.
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Als ,neues” innovatives Verfahren ist die bereitafang des 20. Jahrhunderts entdeckte
photodynamische Inaktivierung von Bakterien zu mennDabei werden pathogene
Bakterien mit Hilfe eines Farbstoffes angefarbt dncch Bestrahlung mit Licht geeigneter
Wellenlange in Anwesenheit von Sauerstoff abget@iat Vorteile dieser Methode liegen
darin, dass die Bakterien in sehr kurzer Zeit (8€elkem oder Minuten) abgetdtet werden
konnen und eine Resistenzentwicklung in der Zidzséhr unwahrscheinlich ist [106].
Ein wichtiger Punkt hierbei ist es jedoch, ein #p&utisches Fenster zu finden und
Bedingungen wie Inkubationsdauer, Lichtdosis undizémtration des Photosensibilisators
(PS) zu definieren, bei denen die assoziierten éatt erfolgreich abgetttet werden,

gleichzeitig aber eine Schadigung des umliegendg=urglen Gewebes vermieden wird.
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2 Literaturibersicht

2.1 Geschichte und Definition der photodynamischemherapie

Bereits Anfang des letzten Jahrhunderts wurder &dtenntnisse Uber photodynamische
Reaktionen gegentber Prokaryonten und Eukaryordgemmnen. Im Jahre 1900 legte der
Medizinstudent RAAB [77] den Grundstein fur die sesschaftliche Untersuchung
photodynamischer Erscheinungém Rahmen seiner Dissertation am pharmakologischen
Institut der Koniglichen Universitat zu Miinchen koa er zeigen, dass die Toxizitat von
Acridinhydrochlorid gegentiber Pantoffeltierchétafamecium caudatunvon der Licht-
intensitat abhangig war, mit welcher die Probeniames#elichtet wurden. Obwohl der
genaue Wirkmechanismus damals noch unbekannt warteh sein Doktorvater, v.
TAPPEINER und JESIONEK [98] im Jahr 1903 erste Belhangsversuche am Menschen
mit Eosin als photoaktiver Substanz bei Hautkré&loderkulose und Syphilis durch. Spater
konnten v. TAPPEINER und JODLBAUER [99] zeigen, sldge toxischen Effekte durch
Bestrahlung nicht auf eine Warmeentwicklung zuridaren waren, sondern auf
sauerstoffabhéangige Prozesse. Daflr formuliertenirsi Jahr 1904 erstmals den Begriff
.photodynamische Reaktion®. Unter Photodynamischieerapie (PDT) versteht man die
Beeinflussung von Zellen durch Licht unter Verwenglueines Photosensibilisators in
Gegenwart von Sauerstoff. Die Rolle des Photos#issitors besteht in der Ubertragung
der Lichtenergie auf Sauerstoff. Durch die Enengfielar wird der molekulare Sauerstoff
zu toxischem Singulett-Sauerstoff angeregt. Diesmue®toff-Spezies oxidiert die
unmittelbare Umgebung und induziert dadurch apuioeé bzw. nekrotische Prozesse, die

ein Absterben der Zielzellen bewirken [41, 76].

2.2 Photosensibilisatoren

Porphyrine sind bereits seit Mitte des 19. Jahrbusdekannt. Das Hamatoporphyrin, ein
eisenfreier Hamoglobinabkdmmling, wurde erstmaligch SCHERER [81] 1841 bei
Blutuntersuchungen entdeckt, allerdings erst 18#thdHOPPE-SEYLER [40] als solches
benannt. HAUSMANN [34] am Physiologischen Institlgr Hochschule fir Bodenkultur
in Wien Ubertrug seine Erfahrungen mit fluoresziden Blattfarbstoffen auf das
Hamatoporphyrin. Durch experimentelle Untersuchangen Jahr 1911 entdeckte
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HAUSMANN [34] die sensibilisierendewirkung des Hamatoporphyrins in Kombination
mit Licht, welches 1955 von SCHWARTZ et al. [83]salielfaltiges Gemisch
therapeutisch wirksamer sowie unwirksamer Porpleyicentifiziert wurde. Daraufhin
synthetisierten SCHWARTZ et al. [83] ein Gemischt reinem hoheren Anteil an
hydrophoben, oligomeren Porphyrinen, das sie alsnat@porphyrinderivat (HpD)
bezeichneten und das eine hdhere Wirksamkeit unchomapezifitat aufwies. Dies
bestatigten LIPSON et al. [55] in den 60er Jahred publizierten 1967 erstmals Daten
Uber den Nutzen von HpD. So wurde HpD als ein gestes Mittel fir den Nachweis und
fur die Behandlung von Krebs, v. a. im Halsbereiolder Speiseréhre sowie im Mastdarm
und anderen Regionen bezeichnet. In den 70er Jéefeandelten DOUGHTERY et al.
[24] erstmals mittels photodynamischer TherapieelRten mit Karzinomen verschiedener
Lokalisationen (wie z.B. Brust, Darm und Prostata)l anderen Geschwulsten erfolgreich.
Seither hat eine Vielzahl klinischer Untersuchungeie Wirksamkeit der photo-
dynamischen Therapie mit Hamatoporphyrinderivat uvelterentwickelten Praparaten
wie dem Photofrin Il oder dem Photosan-3 belegt B 104]. Das Oligomerengemisch
Photofrin wurde 1995 fir die klinische PDT bei \@dmngdenen onkologischen Indikationen
wie z.B. der Behandlung von Blasentumoren, Tumaneder Lunge oder im Kopf- und
Halsbereich zugelassen [23]. Photosan, im GegermatPhotofrin ein angereichertes
Oligomerengemisch ohne Monomere, ist seit 2002 @n Huropdischen Union als
Medizinprodukt fir die photodynamische Therapie . uksei Basaliomen, Platten-
epithelkarzinomen der Haut, der Mundhéhle oder lcleynx sowie bei Karzinomen des

Osophagus zugelassen [84].

2.3 Wirkmechanismus der photodynamischen Therapie

Bei der PDT wird zunéchst ein nichttoxischer Phetssbilisator appliziert, der bei
Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange Organismus seine zytotoxische
Wirkung entfaltet(Abb. 1). Durch die Lichteinwirkung geht der Photosenssaitor durch
Aufnahme eines Photons von seinem GrundzustagdifSden angeregten Singulett-
zustand $iber. Die so aufgenommene Energie kann nun dubsirdang des angeregten
Photosensibilisators vom Singulettzustand wiedesemen Grundzustand entweder in

Form von Warme oder als Fluoreszenzstrahlung albgegeverden, oder er geht nicht

! Der Farbstoff muss sich an den Bakterien anlagden von den Bakterien aufgenommen werden.
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strahlungsemittierend in den langlebigeren Triplettand T tGber [51]. Durch die héhere
Stabilitat dieses Triplettzustandes wird somit Einergietransfer auf andere Molekile
wahrscheinlicher.

Von Bedeutung fur die zytotoxische Wirkung der PDBind die photooxidativen
Reaktionen vom Typ | und Il, bei denen das Vorhasda von Sauerstoff notwendig ist
sowie vom Typ lll, der keinen Sauerstoff benot@f][ Bei der photooxidativen Reaktion
vom Typ | kommt es zur Reduktion von Sauerstofieufgildung von Superoxidradikalen.
Hierbei sind als Ursache der Zellschadigung Redktienen und Radikalketten-
reaktionen, die durch Elektronentransfer ausgeitistden, anzusehen [37]. Bei der
phototoxischen Reaktion vom Typ Il findet ein Elekientransfer vom Triplett-Zustand
des PS auf Sauerstoff statt. Dies fuhrt zur eleksichen Anregung vom Sauerstoff im
Grundzustand (ngzg'), Triplett-Zustand) in den niedrigsten Singulje!lg—Zustand. Dieser
hochreaktive Singulef'rAg-Zustand wird auch als Singulett-Sauerstoff Bézeichnet, der
daraufhin mit dem Gewebe in seiner unmittelbarergeloning reagiert und Aminosauren,
Nukleinséuren, ungesattigte Fette und Fettsduretienx[68]. Die Reaktion vom Typ Il
findet in hypoxischen bzw. anoxischen Arealen st@#r angeregte Photosensibilisator
gibt Elektronen ab, die direkt mit Proteinen reegmekdonnen und so deren Struktur und
Funktion beeinflussen [51]. Typ |-, Typ lI- und Typ-Reaktionen laufen wahrend der
PDT nebeneinander ab, wobei das Verhaltnis diesaktidnen zueinander stark vom
Photosensibilisator, vom Gewebe, vom Redoxpoteatiaschen PS und zu oxidierender
Zielstruktur, vom Sauerstoffpartialdruck sowie vdar Konzentration der photoaktiven
Substanz im Gewebe abhangt [33, 60]. Vieles dgetkich bei der Verwendung von
Porphyrinen darauf hin, dass die Produktion vorg@ett-Sauerstoff im Rahmen der Typ
[I-Reaktion hauptverantwortlich fiir die Zytotoxiitder PDT ist [68].
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Abb. 1: Energieschema zur Bildung von reaktiven Saerstoffspezies

Der erste Schritt bei allen photosensibilisierenéaktionen besteht in der Absorption von Lichtcthur
einen Photosensibilisator. Dadurch gelangt diesen Grundzustand (Sn einen angeregten Zustand, bei
dem es sich meist um deg-Zustand handelt. Dieser angeregte Singulett-Zdsistnedoch sehr kurzlebig,
wobei die Energie entweder als Warme oder als Eimanzlicht abgegeben wird. Zuséatzlich ist vomn S
Zustand eine Relaxation Uber sog. Interkombinaflatersystem Crossing, ISC) in einen Triplett-Zusta
moglich @sc). Dabei handelt es sich im Allgemeinen um derZilistand, der eine wesentlich langere
Lebensdauer hat als det-Bustand. Die nun ablaufenden photochemischen Reekt lassen sich in zwei
Gruppen einteilen. Bei der sog. photodynamischeakfRen vom Typ | handelt es sich um eine Reaktion
zwischen einem angeregten Photosensibilisator ##uEtand und einem Substratmolekil, bei welcher ein
Elektron oder ein Wasserstoffatom tbertragen viid. Radikale, welche aus den priméaren Typ |-Praaess
entstehen, kdnnen anschlie3end verschiedene Reakt@ngehen. Typischerweise entstehen dabeida.
Superoxidanion (&) oder das Hydroxylradikal (OH Bei der photodynamischen Reaktion vom Typ Il ist
die Anwesenheit von Sauerstoff zwingend erfordirlind es findet lediglich ein direkter Energieutsagt
vom angeregten Photosensibilisatormolekil auf Sao#rstatt. Dies fihrt zum einen zur Relaxatiors de
Sensibilisators aus demy-Tin den $-Zustand, zum anderen aber auch zur elektroniséfmeagung von
Sauerstoff im Grundzustand 2((@9'), Triplett-Zustand) in den niedrigsten Singul’eﬁtg—Zustand. Dieser
hochreaktive Singulefﬂg-Zustand wird auch als Singulett-Sauerstdfd,] bezeichnet. Dieser gibt nun
hauptsachlich seine Energie durch Relaxation ab.ebtstehende Lumineszenzleistung bei 1270 nmaisrd

Nachweismethode fir Singulett-Sauerstoff verwe [}t
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Aufgrund des eher lipophilen Charakters vieler Bbehsibilisatoren lokalisieren diese
vorwiegend in zellularen Membranen aus Lipid-Doppkichten. Dadurch entstehen durch
Bestrahlung oxidative Schaden an Fettsduren deid-Opppelschicht oder der darin

enthaltenen Proteine. Es entstehen Lipidhydropdepxidenaturierte Proteine oder neue
Protein-Protein-Vernetzungen, die ihrerseits eineitave Schadigung der Zelle oder

funktionelle Beeintrachtigungen verursachen ko3&

2.4 Anwendungsgebiete der photodynamischen Therapie

Die photodynamische Therapie an sich ist ein etde Verfahren in der Dermatologie
zur Behandlung von verschiedenen Tumoren, wie deltn semimalignen oberflachlichen
Basalzellkarzinom oder von Prékanzerosen wie déniakhen Keratose [12]. Dariber

hinaus wird das Indikationsspektrum der PDT audhnaht-onkologische Erkrankungen

ausgeweitet [23, 54]. In diesem Zusammenhang sti#3Anwendung der PDT bei der

Behandlung von infektiosen Erkrankungen auf zuneites Interesse [18, 43, 44, 47, 65,
80, 86, 106].

2.5 Bakterielle Erkrankungen in der Zahnheilkunde wnd Problematik der

bestehenden Therapieverfahren

In der Zahnheilkunde handelt es sich bei pathotbgis Veranderungen der Hartgewebe,
der Pulpa sowie des Zahnhalteapparates vorwiegend hakteriell induzierte
Erkrankungen. So werden bei der Entstehung voneKaria.Streptococcus mutansd
Laktobacillus spals Leitkeime diskutiert [97]. Ziel einer effiziesm Therapie ist hier die
vollstandige Entfernung aller relevanten Keime alen Zahnhartsubstanzen durch
mechanische Exkavation mittels Handinstrumentenr ookgerender Instrumente. Jedoch
kann eine ausreichende Reduktion aller Bakterieahtngewahrleistet und damit ein
erneutes Auftreten von Sekundéarkaries nicht imnegmieden werden. Oftmals ist auch
eine Erdoffnung der Pulpa mit anschlieBender endigtdrer Behandlung nicht
auszuschlieBen, da gerade in tieferen, pulpanahereidden eine Unterscheidung
zwischen infiziertem und nicht-infiziertem Dentiumschwer mdglich ist. Auch hier
werden Misserfolge Keimen wie z.BEscherichia coli Streptococcus intermedius
Enterococcus faecalisnd Porphyromas gingivaligugrunde gelegt.

11
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Als Leitkeime in der Parodontologie hingegen stelfatinobacillus actinomycetem-
comitanssowie Porphyromonas gingivalisn Vordergrund [39, 102]. Oberstes Ziel einer
geeigneten Therapie ist die effiziente Entfernuibey @arodontopathogenen Keime aus der
parodontalen Tasche. Dabei werden sowohl die Konénée mit Hilfe von Hand-
instrumenten, Schallscalern oder Lasern entferataaich die ,floating plagque“ durch
ausgedehntes Spulen der parodontalen Tasche RI&)ch ist auch hier eine effiziente
Entfernung aller schadigenden Keime aus allen Geweates Zahnhalteapparates nicht
gesichert.

Als zusatzliche MalBnahmen werden daher neben demati von Antibiotika die
Anwendung von Antiseptika und Desinfektionsmittele wChlorhexidinglukonat (CHX)
propagiert, um den Erfolg der mechanischen Thekapieepte zu optimieren [9, 31, 72].
Chlorhexidin wurde im Jahr 1954 eingefuhrt und @st weit verbreitetes und das am
meisten gebréauchliche Antiseptikum und Desinfeldioittel [49]. Es handelt sich hierbei
um ein synthetisch hergestelltes kationisches msihid [49]. CHX wirkt antibakteriell
und hemmt in den im klinischen Einsatz Ublichen kKemtrationen von max. 0,2% die
Plaquebildung. Es wirkt bakteriostatisch und bakigrgegen grampositive Bakterien, in
hoéheren Dosierungen auch bakterizid gegen grammedadakterien. Es besitzt weiterhin
eine hohe Substantivitat. Durch die elektrostagsBimdung der kationischen Gruppen an
die negativ geladenen Oberflachen von Zdhnen, Gndilukosa sowie Plaque Uberdauert
die Wirkung von CHX die Spulzeit und bildet ein ,$&svoir” [35].

Obwohl Chlorhexidin bis heute als sog. Goldstandand Mundhdhlenantiseptik und
Plaguehemmung eingesetzt wird, sind einige Risikemeachten. So wirkt Chlorhexidin
unter anderem mutagen, besitzt eine neurotoxis€&twanz und kann bereits nach 14-
tagiger Anwendung tierexperimentell reversible patigme Alterationen in der Mundhdhle
induzieren [88]. Deshalb wird die Auffassung vedre dass eine Anwendung von
Chlorhexidin in der Mundhd@hle nicht langer als zWébchen erfolgen sollte [88].

Hinzu kommt die Moglichkeit allergischer und analakyischer Reaktionen gegeniber
Chlorhexidin [5]. Es wird von verschiedenen Uberéingichkeiten berichtet, meist
verzogerte Reaktionen wie Kontaktdermatitis odehtempfindlichkeiten [49, 109]. Aber
auch eine zunehmende Anzahl von Reaktionen vomri8giowie Kontakturtikaria,
beruflich bedingtes Asthma oder anaphylaktischeo8ich sind dokumentiert [6, 30, 49,
69, 71, 73, 95, 101]. Seit dem Jahr 1983 ist dasmaeelle Risiko anaphylaktischer

Reaktionen hinsichtlich der Anwendung von Chlordéexi wohlbekannt, vor allem

12
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bezogen auf die Applikation auf Schleimhéute. Sordeul1984 vom japanischen
Gesundheitsminister empfohlen, den Gebrauch vomwr@&kidin auf Schleimhéuten zu
vermeiden [49]. Nur der Einsatz von 0,05%-igem CidXler Wunddesinfektion bzw. auf
intakter Haut scheint soweit sicher zu sein [49].

Lokale Nebenwirkungen wie Desquamation von Epittlidn der Schleimhaut,
Geschmacksirritationen sowie gelbbraune Verfarbongen Z&hnen, Fullungen und
Zunge sind zusatzliche limitierende Faktoren [4%9). kam eine klinische Doppelblind-
studie mit zwei verschiedenen Testgruppen zu degelifris, dass das Spulen in der ersten
Testgruppe mit 0,2%-igem CHX ohne Alkohol Uber eWeche hinweg zu wesentlich
mehr Irritationen der oralen Schleimhaut, zu eirgtéinkerem Gefuhl des Brennens auf der
Schleimhaut und zu veranderten Geschmacksempfimdumighrte als das Spuilen mit
einem Placebo in der zweiten Gruppe [32]. Eine smdaoppelblindstudie mit zwei
Testgruppen untersuchte die Nebenwirkungen uncmeahnakzeptanz von Chlorhexidin-
spulungen hinsichtlich der Konzentrationen von 0,8éer 0,1%. Bis auf die bessere
Akzeptanz des Geschmackes von CHX 0,1% wurde Katmstssch signifikanter Unter-
schied in den beiden Gruppen hinsichtlich der Hidit geduR3erter Nebenwirkungen fest-
gestellt. So wird in dieser Studie der Einsatz Ocd?%o-igem Chlorhexidin empfohlen [38].
Auch wies eine Studie, deren Ziel die Untersuchudgr Genotoxizitat von
Chlorhexidindiglukonat im peripheren Rattenblut undZellen der oralen Mukosa war,
eine signifikante Zunahme von primérer DNA-Schadmun Leukozyten und oralen
Mukosazellen nach, die zweimal taglich fur acht &agmit 0,12%-igem
Chlorhexidinglukonat behandelt wurden [79]. MARIOTINd RUMPF [62] zeigten, dass
CHX fir eine dosisabhangige Reduktion der zellularoliferation von humanen
Gingivafibroblasten verantwortlich ist. Auch konntesie demonstrieren, dass
Konzentrationen von Chlorhexidin (1 uM), die nunex sehr geringen Einfluss auf die
Proliferation haben, dennoch signifikant die Prdduk sowohl von Kollagen-Proteinen
(Reduktion um 65%) als auch von nicht-Kollagen &ren (Reduktion um 57%) der
humanen Gingivafibroblasten reduzieren konnen. PBagit dieser Studie war, dass
kommerziell erhaltliche Konzentrationen von CHXspektive 0,12% bzw. verdinnt mit
einer Konzentration geringer als 0,00009%, Gingbrablasten toxisch belasten kénnen
und daher womadglich die Wundheilung negativ beasgén.

Des Weiteren wurde berichtet, dass Chlorhiexith hdchstem MalRe zytotoxisch

gegenuber oralen humanen Fibroblasten sowie Fidgmstdn der Hauh vitro ist, dass aber
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die verschiedenen Funktionen einer Zelle wie Rediion und Proteinsynthese
unterschiedlich beeinflusst werden, je nach Konatioh der verwendeten L6sung. So
zeigte eine 0,002%-ige CHX-L6sung zwar minimale afgxizitat, unterdrickte die
Zellteilung aber beinahe vollstandig. Auch die legkn-Gel-Kontraktion als ein Modell
fur die Wundkontraktion wurde von allen verwendet&onzentrationen (0,002,
0,005%, 0,12%) vielseitig beeinflusst. Die Protgithese z. B. wurde von 0,005%- und
0,12%-igem CHX um 30 bis 50% reduziert, von 0,008%n CHX hingegen nicht
signifikant[75].

In einer anderen Studie wurde dervitro Effekt niedriger CHX-Konzentrationen auf die
Proliferation von primaren humanen Gingivafibrobdsisuntersucht. Die Zellen wurden 24
Stunden lang bei 37°C Konzentrationen von 0,07468isuM (entspricht 3,5 x 10bis
0,002%) ausgesetzt. Bei Konzentrationen bis zu 5 (M0025%) wurden keine
signifikanten Effekte auf das Wachstum festgestilihgegen bei Konzentrationen von 10
und 20 uM (0,0005 und 0,001%) wurde das Zellwachsta Vergleich zu Kontrollzellen
um 75% reduziert [20].

Die Auswirkung einer Behandlung von Wurzeloberf@ehmit Chlorhexidin auf die
Haftung humaner gingivaler Fibroblasten im Rahmarere parodontalen Behandlung
wurde in einer weiterem vitro - Studie untersucht. Hier wurden impaktierte Weisheit
zahne in vier Stucke geteilt, fir drei Minuten @j12%-igem CHX in Kontakt gebracht,
mit destilliertem Wasser abgewaschen und anschice3ait humanen gingivalen
Fibroblasten unter Verwendung gangiger Zellkultuiaieren inkubiert. Im Vergleich zu
den Kontrollgruppen gab es einen signifikanten thaieied hinsichtlich der Anzahl der
anhaftenden Zellen. Der Kontakt der Wurzeloberfégcmit Chlorhexidin verhindert eine
spatere Anhaftung der Fibroblasten, was eine Reggoe des Parodontiums zu
verhindern mag. So réat diese Studie dazu, eineridkbmon CHX mit Wurzeloberflachen
durch physikalische Barrieren zu vermeiden [1].

CLINE und LAYMAN [15] hingegen fanden heraus, dadi®# Haftung parodontaler
Ligamentzellen an der Wurzeloberflache nach eimeminttigen Behandlung mit 0,12%
CHX nicht wesentlich beeinflusst wird, zum anderaber die Zellmorphologie bei
Konzentrationen von 0,2 bis 2,0% stark verandertd wso hatten die Zellen bei 0,2% ein
rundliches Aussehen, bei 2% waren sie gequolles,Zy@oplasma schien aus der Zelle
ausgetreten zu sein. Aul3erdem erzeugte eine diegdgesition von humanen gingivalen
Fibroblasten mit 0,01%-igem CHX (100 pg/ml) einedRion von inkorporiertem 3H-

14



2 Literaturtbersicht

Thymidin, das als selektiver Marker fir die DNA-8yase verwendet wird, um 92%.

In einem weiteren Experiment wurden die zytotoxesthEffekte von Chlorhexidin,
Wasserstoffperoxid und Natriumhypochlorid auf ku#rte humane Fibroblasten sowie
basale Keratinozyten getestet. Konzentrationedgimen diese Antiseptika fur gewoéhnlich
eingesetzt werden, erzeugten alle eine Zellstdrkdic von 100%. Dieses Ergebnis zeigte,
dass sowohl Fibroblasten als auch KeratinozytenZalden, die maf3geblich an der
Wundheilung beteiligt sind, gleich empfindlich gagber diesen Antiseptika reagieren,
wobei Chlorhexidin noch das am wenigsten toxisclgens ist, Natriumhypochlorid das
am meisten toxische [100]. Auch DAMOUR et al. [28] bestétigten einen zytotoxischen
Effekt u.a. von CHX bei therapeutischen Konzenbragn gegentiber humanen Fibro-
blasten und Keratinozyten.

AulRerdem scheint eine intensive Behandlung mit GBEX- die kombiniert wird mit
sorgfaltigsten Mundhygienemalinahmen, womdglichstthe Effekte an der Oberflache
von Gingiva und Mukosa zu induzieren. So wurde hPeAten 2 Wochen lang je 10
Minuten am Tag ein gebrauchliches CHX-Gel auf dehl&@mhaut des Unterkiefers
appliziert. Auf einer Seite des Unterkiefers wurpesatzlich effektive Mundhygiene
betrieben. 8 Patienten entwickelten weil3liche Féecldie nach dem Abldsen ulzerierende
Areale hinterlie3en, aber nur dort, wo beides kaneii wurde [2].

Die geschilderte Problematik vielseitiger Schadgem und Irritationen des gesunden
Gewebes durch den Einsatz von Antiseptika wie Qebodin als Adjuvans zur
mechanischen Therapie zeigt die Notwendigkeit aunieklung neuer Therapiekonzepte
in der unterstitzenden Behandlung von Parodoniites Karies. Als mogliches Verfahren
ist die photodynamische Inaktivierung der Baktenmeih Hilfe eines Photosensibilisators

nach Bestrahlung zu nennen.
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3 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, @exizitat des Photosensibilisators
Photosan auf eukaryontische Zellen der Mundhohté Bestrahlung zu untersuchen.

Die Herausforderung in der antibakteriellen photwiyischen Therapie im Bereich der
Mundhdhle stellt die Suche nach einem geeigneterapieutischen Fenster dar. So missen
Bedingungen wie Inkubationsdauer, Lichtdosis (mWjcrand Konzentrationen des
verwendeten PS definiert werden, bei denen dieogatien Bakterien abgetttet werden,
maoglichst ohne dem umliegenden gesunden Gewebehaalan.

Es soll ein geeignetes Zellkulturverfahren zur Kadrung von priméaren humanen
Gingivafibroblasten etabliert werden, um die Vetsieur Bestimmung der Phototoxizitat
mit diesem Zelltyp durchfihren zu kdnnen.

Zusatzlich sollen Versuche zur Lokalisation desbBtmffes in NHDF-Zellen unéx vivo
Gingivagewebe (Schwein) mittels Fluoreszenzmikrpskaurchgefuhrt und die zellulare
Aufnahme von Photosan in NHDF-Zellen mit Hilfe d8&pektralphotometers bestimmt
werden.

Zudem soll die Toxizitdt von Photosan gegenuber [RFA2llen bzw. ex vivo

Gingivagewebe (Schwein) nach Bestrahlimgitro bestimmt werden.
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4.1 Biologisches Material / Zellen

4.1.1 Neonatale humane dermale Fibroblasten (NHDF)
Cryopreserved Cells CC-2509 von Clonetics® (Sthiehen, Deutschland)
Alter: neugeboren, Geschlecht: mannlich

Anlieferung: tief gefroren in Passage 2

4.1.2 Gingivafibroblasten humaner Gingiva (primar)

Die frischen Patientenisolate (Gewebegrof3e: Y2 eami)den am Universitatsklinikum
Regensburg gewonnen und freundlicherweise vom QiPaTder MKG-Chirurgie zur
Verfigung gestellt. Eingewickelt in eine sterilez8avurden sie Ubergeben und innerhalb

1 Stunde weiterverarbeitet.

4.1.3 Gingiva isoliert vom Schwein

Rasse: Hausschwein

Alter: 6 Monate

Lokalisation: bukkal

Grole: ca. 3cm x 1cm

Die Schweinekieferhélften, die in der ersten Vensueihe verwendet wurden, waren zum
Zeitpunkt der Verarbeitung bereits ca. 6 Stundén Falr die weiteren Versuchsreihen
wurden Schweinekieferhalften aus einer anderen d@ée¢x bezogen, die frisch

geschlachtet zu Versuchsbeginn maximal 2 Stundemaaén.

4.2 Photosensibilisator und Nachweisfarbstoffe

4.2.1 Photosan

Photosan (Seehof-Laboratorium GmbH, WesselburengrkDeutschland) ist ein fur die
klinische PDT bei verschiedenen onkologischen latidnen zugelassenes Medizin-
produkt [84]. Es handelt sich um ein aufgereinigtésematoporphyrin-Equivalent als
Poly-Haematoporphyrin, das als vorwiegend photabgisgerend wirkende Komponente

oligomere Verbindungen mit Gberwiegend Esterbinéwmngnthalt. Hamatoporphyrin ist
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ein proteinfreies Hamodialysat aus Wirbeltierbks. ist ein kiinstliches Abbauprodukt des
Hamoglobins, Hamins oder Hamatins und eisenfrei.s DMolekulargewicht von
Hamatoporphyrin betragt 598,69 g/mol (Monomer).

Abbildung 2 zeigt die Strukturformel von Hamatoporphyrin IXbbildung 3 zeigt die
Strukturformel von Photosan.

Das Absorptionsmaximum von Photosan liegt bei €8 Am (Soretbande), im Bereich
von 500-630 nm liegen die vier Q-Banden von Phat¢aab. 4).
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Abb.4: Absorptionskoeffizient von 5 pug Photosan isgDhh Abhangigkeit von der Wellenlange.
Die Hauptbande ist die Soretbande, IV-I kennzeiohtie vier Q-Banden von Photosan.
Siehe [107].

4.2.2 Lyso Tracker® Green DND-26

Der azidophile Farbstoff Lyso Tracker® Green DND-@&bb. 5), Molecular Probes
(Eugene, OR, USA), ist ein Fluoreszenzfarbstoff,idesauren Kompartimenten der Zelle
akkumuliert und daher zum Anfarben von lysosomale endosomalen Bereichen

verwendet wird.

H,C F F CHECHE—C—NHCHEGHEN{CHS}E

Abb. 5: Strukturformel Lyso Tracker® Green DND-26

4.2.3 Rhodamin 6G
Der Farbstoff Rhodamin 6@\bb. 6) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) ist ein
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Fluoreszenzfarbstoff, der zur Darstellung von Mitoedrien verwendet wird.

Abb. 6: Strukturformel von Rhodamin 6G

4.2.4 Hochst 33342
Der Farbstoff Hochst 3334QAbb. 7), Molecular Probes (Eugene, OR, USA), ist ein

Fluoreszenzfarbstoff, mit dessen Hilfe Nukleinsaurachgewiesen werden kdnnen.

+

HN //\/th
H-C / A \ @O —CH,CH

Abb. 7: Strukturformel von Héchst 33342

4.3 Reagenzien, Puffer und Antibiotika

4.3.1 Reagenzien
Trypsin/EDTA 1xkonzentriert; 1:10 in PBS verdinnt; 0,05% Trypsml 0,53 mM EDTA
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland)

MTT-Reagen3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazambromid) (5 mg/ml in
PBS) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland)
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SDSSodiumdodecylsulfat 20% in (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland)

Formalinals 4%-ige L6sung (Merck, Darmstadt, Deutschland)

BSA Rinderserumalbumin Fraktion V als 10%-ige LoOsungiofiol, Hamburg,
Deutschland)

DNAsel Grad I1 mg/ml in 50 mM TRIS-HCI (pH 7,5), enthéalt 1 mM K&, 1 mg/ml
BSA (Roche, Penzberg ,Deutschland)

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescei25 pl TUNEL-Enzyme (TdT Enzym =
Terminale Deoxynukleotidyl Transferase) + 475 pbéling Reagent; Verd. 1:20 (Roche,

Penzberg, Deutschland)

TUNEL-POD Konverter POD: Anti—Fluorescein—AK, Fab FragmentmvoSchaf,
konjugiert mit Peroxidase (POD) (Roche, PenzberytBchland)

AEC-Chromogen-Substrajebrauchsfertig (ZytoMed Systems, Berlin, Deutsuth)

Triton X-100als 1%-ige LOsung (200 pl Triton X-100 + 19,8 ml HBSigma-Aldrich

Chemie, Steinheim, Deutschland)

Fluorescein FrageEL ™ DNA Fragmentation Detection ¢Galbiochem®, USA)
* Proteinkinase K: 2 mg/ml Proteinase K in 10 mM TpHl 8
« 5xTdT Aquilibrierungspuffer
* Fluorescein FrageL ™ Labeling Reaction Mix
e TdT Enzym (Terminale Deoxynukleotidyl Transferase)
e Mounting Medium (die darin enthaltenen 4,6,-DiAmidino-2-Phenylirelo(DAPI)
erlauben bei einer Wellenléange von 330-380 nm @ibtBarmachung der Zellkerne)

« Kontrollschnitte (Positivkontrolle: HL-60 Zellen, fir 19 h mit 0,5g{ml Aktinomycin
inkubiert, um Apoptose zu erzeugen; Negativkorngraiicht inkubierte HL-60 Zellen)

Tissue TekEinfriermedium (Sakura, Japan)
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4.3.2 Puffer

PBS (Biochrom, Berlin, Deutschland); ,phosphate budfér saline”, physiologischer
Phosphatpuffer mit folgender Zusammensetzung fur 11

8000 mg NaCl, 200 mg KCI, 1150 mg &0, 200 mg KHPO,

Hepes-Agardafir werden 16,68 ml Hepes in 150 ml handwarmeyar Ajelost

Agar: 1,5 g Agar, reinst, gepulvert, (Merck, Daratki Deutschland); mit 150 ml sterilem
aqua destillata gekocht, abgekuhlt, danach Zugahd+epes;

Hepes: 40 g NaCl (Merck) + 1,5 g KCI (Merck) + 91g Hepes (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) + 10 g Glucose (Merckd56 ml aqua destillata (pH 7,55)

TBS 20 mM Tris pH 7,6 + 140 mM NaCl
Tris (Invitrogen, Carlsbad, USA); NaCl (Merck, Dastadt, Deutschland)

4.3.3 Antibiotika — Zusatz zu PBS
Gentamicin(Invitrogen Gibco, Karlsruhe); Gentamicin-Solutia@ ml, Konzentration 50

mg/ml. Bendtigte Endkonzentration: 0,5 pgfnlZusatz von 5 pl / 500 ml PBS

Tylosin(Sigma-Aldrich, Taufkirchen); Tylosin-Solution 20, Konzentration 8 mg/ml
Bendtigte Endkonzentration: 1,8 pg/ml Zusatz von 113 pl / 500 ml PBS

4.4 Zellkulturmedien

4.4.1NHDF-Zellen

Inhalt: 500 ml FBM® + FGM®-2 Single Quots: 0,5 ml Insulin 0,5 ml rhFGF-B (r-
Human Fibroblast Growth Factor-B) + 0,5 ml GA-100@entamicin Sulfate
Amphotericin-B) + 10 ml FBS

* FBM®: Fibroblast Basal Medium, (Clonetics®, Camhréxalkersville USA)
« FGM®-2 Single Quots: (Clonetics®, Cambrex, WalkdleWJSA)

4.4.2primare humane Gingivafibroblasten
Inhalt: 10,17 g/l MEMx + 2,2 g/l NaHCQ@ + 20% FBS + destilliertes Wasser bis zum
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erforderlichen Endvolumen

Auf eine 500 ml Flasche kommen zuséatzlich noch FPeticillin/Streptomycin + 2,5 ml
Antibiotik / Antimycotic + 1 ml Geneticin.

Nach der Herstellung wird das Medium steril aliéitr und Gber Nacht bei 37°C inkubiert
(Sterilprobe).

* MEMa (Gibco, Eggenstein, Deutschland)

*  NaHCGQ; (Merck, Darmstadt, Deutschland)

* FBS (etalBovine Serum) (Gibco, Eggenstein, Deutschland)

* Penicillin/Streptomycin (Gibco, Eggenstein, Deutaol)

« Antibiotic/Antimycotic 100x: 10000 Einheiten Perii (Base) + 10000 pg/ml
Streptomycin (Base) + 25 pg/ml Amphotericin B iB® Kochsalzlésung; 1:200
verdunnt (Invitrogen Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

e Geneticin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
4.5 Technische Gerate und Hilfsmittel
4.5.1 Technische Gerate
4.5.1.1Lichtquelle
Als Lichtquelle wurde die Lampe PDT 1200 von WalemaVedizintechnik (Villingen-

Schwenningen, Deutschland) eingeséibih. 8 zeigt das Emmissionsspektrum der Lampe
PDT 1200 L Eem 600-750 nm).
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Abb.8: Emissionsspektrum der Lampe PDT 1200 L (aus dehmischem Datenblatt der Firma Waldmann)
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4.5.1.2Spektralphotometer
Spektralphotometer DU® 640 (Beckman, Fullerton, JSA

4.5.1.3Zentrifugen
Zentrifuge Multifuge 3-S-R (Heraeus, Nirnberg, Bebtand)
Tischzentrifuge Mini Spin (Eppendorf, Hamburg, Dsaitland)

4.5.1.4Elisa-ReadefEnzyme-linked Immunoabsorbent Assay-Reader)
(MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland)

4.5.1.5Mikroskope
Lichtmikroskop

Mikroskop Laborlux S

(Leitz, Wetzlar, Deutschland)

Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Vario-Axio Tech, Gdgén, Deutschland).

Fur die Anregung und Detektion des Farbstoffes emréblgende Filter von Omega®
Optical, Inc. (Brattleboro, USA) benutzt:

Anregungsfilter dichroider Spiegel Emissioftesf
Photosan 405 DF 40 415 DRLP 600 EFLP
Lyso Tracker® 500 AF 25 25 DRLP 530 ALP
Green
Rhodamin 75 AF 40 505 DRLP 545 AF 35
Hochst 33342 365 WB 50 400 DRLP 450 AF 58
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4.5.1.6Rotationsmikrotom
Microm (Heidelberg, Deutschland) mit Einmalkling885 (Schnittwinkel 35°)

4.5.1.7Kryotom

Microm (Kaltemikrotom) (Heidelberg, Deutschland)

4.5.1.8Medi Maching(79200)
Maschine zur mechanischen Zerkleinerung der hum@iegiva
Dako AIS, Ddnemark; Cod. CN00130

4.5.1.9Medicons
Filter fir die Medi Machine
Dako AlS, Danemark; Codierung 79400S Medicons; 50um

4 5.2 Hilfsmittel

4.5.2.1Stanzen
Biopsy Punch, g 4 mm (Stiefel Laboratorium GmbHeg@thach am Main, Deutschland)

4.5.2.20bjekttrager
Micro Slides, white (Surgipath, Richmond, USA)

4.5.2.3Klvetten
Cuvettes, 10x4x45 mm, No. 67.742 (Sarstedt, Nunmbr&eutschland)

4.5.2.496-Well-Mikrotiterplatte
Cat.No. 3598 (Costar Corning, New York, USA)

4.5.2.5Zellschaber
Cell Scraper 25 cm, 2-postion blade (Sarstedt, NewWtISA)

4.5.2.6Parafilm
Pechiney Plastic Packaging (Chicago, USA)
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5.1 Zellkulturverfahren zur Kultivierung von primér en Gingivafibroblasten

5.1.1 Isolierung und Verarbeitung der humanen Gingia

Nachdem die frisch isolierte humane Gingiva (Gewetiée ca. ¥2 cm?) eingewickelt in
eine sterile Gaze Ubergeben war, wurde das Gewalee sterilen Bedingungen weiter-
verarbeitet. Das Gewebe wurde mit einer Pinzettaoemmen und in eine 6-Well-Platte
Uberfuhrt, je einmal in PBS mit Gentamicin/Tylosimd je zweimal in purem PBS
gewaschen. Eine enzymatische Behandlung wurde digichgefiihrt. Danach wurde das
Gewebe in Medium tberfiihrt und 500 pul davon im M&pparat mechanisch dissoziiert.
Im 1.Versuch wurde dieses Volumen nun direkt ineeli25-Zellkulturflasche tberfuhrt
und sofort mit Medium auf ca. 5 ml aufgefullt, daoei 37°C und 5% COinkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen mikroskopisch bbeteaaund es wurde festgestellt, dass
sie nicht am Boden der Zellkulturflasche adhariergondern im Medium schwammen.
Daraufhin wurde die gesamte Zellsuspension in aledn pipettiert, fir 5 min bei 1200
U/min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und &zllet mit frischem Medium
resuspendiert. Die Suspension wurde in eine neelib2rfihrt und die Zellen somit neu
ausgesat.

Beim 2.Versuch wurde die mechanisch dissoziiertadiva-Gewebe-Mischung in der
offenen T25-Zellkulturflasche ohne zusétzliches Medunter sterilen Bedingungen fur
ca. 30 min angetrocknet, im Anschluss vorsichtig ecai 5 ml Medium Uberschichtet und
bei 37°C und 5% C@®inkubiert. Nach 24 h wurden die adharenten Zellersichtig mit
einem Zellschaber vom Boden der Zellkulturflaschgeddst, die Suspension in ein Falcon
pipettiert und fur 5 min bei 1200 U/min zentrifudieDer Uberstand wurde abgesaugt, das
Pellet mit frischem Medium resuspendiert, die Saspa in eine neue T25 Uberfihrt und

weiter kultiviert.

5.1.2 Vermehrung der Zellen

Zur Anreicherung der primaren Gingivazellen wurdeese am 1., 2., 5. und 6. Tag jeweils
mit Puffer gewaschen und mit frischem Medium (7 diberdeckt, um moglichst wenig
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Keimen die Mdglichkeit zu geben, sich zu vermeh#em. 8., 13. und 14. Tag wurde nach
dem Waschvorgang jeweils 10 ml frisches Medium efifidf. Am 16. Tag sollten die
Zellen in eine neue T25 Uberfuhrt werden. Hierfiurden die Zellen mit PBS gewaschen,
danach wurde versucht die Zellen mit 1 ml TrypsinlQ verdinnt) vom Boden der
Zellkulturflasche abzulésen. Da nach 30 MinutemMKeifolg festzustellen war, wurde ein
weiteres mal 1 ml Trypsin (1:10 verdunnt) fur 10nMien hinzu gegeben, jedoch ohne
erwunschten Effekt. Nach der Zugabe von unverdimnieypsin Ioste sich der Zellklon
vom Boden der Zellkulturflasche ab, die Reaktiorrdeumit 18 ml Medium gestoppt, die
Suspension bei 1200 U/min fir 5 Minuten zentrifugiend mit Medium resuspendiert in
eine neue T25 Uberfuhrt.

Da keine ausreichende Menge an primaren Gingivaflasten gewonnen werden konnte,

wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit NHDF-Zelleerwendet (siehe 5.2).

5.1.3 Foto-Dokumentation der primaren Gingivafibrodasten

Am 5., 6., 8., 13. und 16. Tag der Kultivierung déellen aus Versuch 2 wurden

Fotoaufnahmen zur Dokumentation angefertigt.

5.2 Zellkulturverfahren von NHDF-Zellen

5.2.1 Vermehrung der Zellen

Die NHDF-Zellen wurden in FBM-Medium mit FGM-2-Zugain einer feuchten
Atmosphére bei 5% C{und 37°C kultiviert. Zur Passagierung bzw. flr Bigperimente
sind die Zellen mindestens bis zu einer Konflueman v70% angewachsen. Zur
Vermehrung der Zellen wurden diese mit PBS gewascimel danach mit Trypsin/EDTA
1x konzentriert bei 37°C fur 5-10 min inkubiert, uthe Zellen vom Boden der
Zellkulturflasche abzulésen. Die Reaktion wurdectiuZugabe von Medium gestoppt.
Anschliel3end wurde die Losung bei 1200 U/min un8iC€@ir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Pellet in Medium resdsgt. Die Zellen wurden im
Verhaltnis 1:3 bzw. 1:5 auf neue T75-Zellkulturtthen verteilt.

Die Anlieferung der Zellen erfolgte in Passage anath wurden sie vermehrt und

zwischen Passsage 5 und 14 verwendet.
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5.2.2 Verteilung der Zellen auf die Mikrotiterplatte

Fur die Toxizitatsexperimente wurden die Zellenchtem sie wie oben beschrieben
abtrypsiniert wurden, mit Hilfe der Neubauer Zahtkaer gezahlt und entsprechend mit
Medium verdinnt, so dass bei der Verteilung detedeauf eine 96-Mikrotiterplatte in
Reihe 2-9 pro Vertiefung 100 pl Suspension mit ¥ Zellen waren. Reihe 1 der
Mikrotiterplatte wurde spéater fir den MTT-Test M T-Reagenz beflllt und diente als
Kontrolle. Die Platten wurden tUber Nacht bei 37ACBrutschrank inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschenablanvurde jede Vertiefung mit 100
pl PBS beflllt (siehe 5.2.4).

5.2.3 Verdunnungsreihe des Farbstoffes

Der Farbstoff Photosan wurde mit einer Stammkomagah von 2000 pg/ml in PBS-
Puffer angesetzt. Lichtgeschitzt wurde davon mitSP&ne Verdlinnungsreihe der
Konzentrationen 200 pug/ml, 100 pg/ml, 20 pg/mludml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,2 pg/mi
und O pg/ml hergestellt. Diese wurden mit Alufoldgedeckt und bis zur weiteren

Verwendung bei Raumtemperatur aufbewabhrt.

5.2.4 Phototoxizitatstest von dermalen Fibroblastem vitro

Je 100 pl der jeweiligen Verdinnung (siehe 5.2.8jden davon in die entsprechende
Reihe der 96-Mikrotiterplatte zu den 100 ul der gsghenen Zellen (siehe 5.2.2) gegeben
(Endkonzentration von Photosan nun 100 pg/ml, 50npdlO pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml,
0,5 pg/ml, 0,1 pg/ml und 0 pg/ml), welche anscldrefir 90 Minuten, 15 Minuten oder
5 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert wurd&anach wurden die Zellen einmal
mit PBS gewaschen, in 100 pl PBS resuspendierbasttahlt. Zur Sensibilisierung wurde
die Lampe von Waldmann Medizintechnik verwendee Bestrahlungsdauer betrug 30
Minuten, 10 Minuten oder 2 Minuten bei einer tatdiét applizierten Energiedosis von 40
mW/cmz (72 J/cm?, 24 J/cmz2, 4,8 J/cm?).

Als Kontrollen wurden identisch bearbeitete 96-Milterplatten mitgefihrt, die ebenfalls
mit Photosan inkubiert, aber nicht bestrahlt wur{l@ankelkontrolle).

Nach der Bestrahlung wurde der jeweilige Uberstmgesaugt, danach wurden in Reihe 1
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bis 9 pro Vertiefung 100 pl Medium gegeben und UWacht bei 37°C im Brutschrank

inkubiert.

5.2.5 MTT-Test

Die MTT-Methode wird zur Bestimmung der Photototdrivon Photosan gegeniber
Fibroblasten angewendet [70]. Diese Nachweismethmeteht auf der Reduktion von
Tetrazoliumsalz durch mitochondriale Enzyme zu de&n Formazanen als Indikator fur
die Vitalitat. Der Test erfasst ausschlie3lich lete Zellen, wobei die Signalstarke vom
Aktivierungszustand der Zelle abhangig ist.

Hierfir wurden pro Vertiefung 10 pul MTT-Reagenzedlir zum Medium zugegeben und
fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Proportiomar Aktivitdt der Dehydrogenasen
bildet sich in den Zellen unlésliches Formazan.sBgewird in 100 ul SDS pro Vertiefung

geldst und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert.

5.2.6 Auswertung am Elisareader

Die Auswertung des MTT - Test erfolgte mit dem &lesader bei einer Wellenlange von
540 nm. Hierbei wird die optische Dichte des blaletten Formazan in Abhéngigkeit der
Enzymaktivitat in den Mitochondrien gemessen. d#gr der Wert der optischen Dichte

ist, desto vitaler sind die Zellen.

5.2.7 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Mit den NHDF-Zellen wurden fur jede Bedingung jelseB unabhangige Versuche
durchgefuhrt. Fur eine Farbstoffkonzentration stemgeweils 8 Vertiefungen in der 96-
Mikrotiterplatte zur Verfiigung, so dass man proséeh und pro Bedingung 8 OD-Werte
erhielt. Aus diesen 8 OD-Werten wurde jeweils eiredidn berechnet. Die somit
erhaltenen 3 Mediane (aus 3 Versuchen) wurdenralbhiéingige Daten betrachtet und der
weiteren Analyse zugefiuhrt. Hierbei wurden die prashenden Mediane und
dazugehorigen Quartilen berechnet und grafischesaetit.

Pro Versuch wurden die absoluten OD-Werte der urdddten Kontrollen (Medium +
Zellen) auf 100% normalisiert und alle Werte dareelétiviert. Der EC50-Wert gibt die
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Farbstoffkonzentration an, bei der 50% der Zelldgeddtet werden konnten. Zur
Verdeutlichung wurde der EC50-Wert als horizontatthwarze Linie in die Grafik
eingezeichnet. Wenn das 75%-Quartil unter dem B@B@- lag, wurde die photo-
dynamische Inaktivierung als effektiv angesehen.

Zur Datenverarbeitung und statistischen Analysedeutas Programm SPSS Version 15.0
(SPSS Incorporation, Chicago, lllinois, USA) vengen

5.3 Ex vivo Gingiva-Modell (Schwein)

5.3.1 Isolierung der Gingiva aus dem Schweinekiefemd nachfolgende Bearbeitung

Die Gingiva wurde durcheine marginale Schnittfihrung mit Hilfe von Skalpel
Raspatorium und Pinzette vom Kiefer isoliert. Armdbend wurde dasex vivo
Gingivagewebe je zweimal in PBS und einmal in 70#aBol gewaschen. Danach wurden
die Gewebestucke, beschwert durch mit PBS gef&éwi-Schalen, mit Hepes-Agar in
Petri-Schalen eingebett@bb. 9 A+B).

Abb. 9: (A) Schematische Darstellung der Einbettung elesivoGingivagewebes in Hepes-Agar: (1) Petri-
Schale, befillt mit Hepes-Agar; (2) GingivageweBehwein); (3) kleine Petri-Schale, befillt mit PB&
Beschwerung. (B) Gingivagewebe (Schwein), eingebettet in Hepes-Agdie bukkale Flache der
Gewebestlicke hatte Luftkontakt.
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5.3.2 Phototoxizitatstest€x vivoGingiva)

Fur die Toxizitatsexperimente wurden drei Konzerdren des Farbstoffes Photosan
verwendet. Zum einen die Stammkonzentration vor020§/ml PBS und zum anderen die
in einer Verdiunnungsreihe unter lichtgeschitztemifpingen mit PBS hergestellten
Konzentrationen von 200 pg/ml und 100 pg/ml. DiebBeofflosungen wurden jeweils mit

Alufolie bedeckt gelagert.

Die Versuchsbedingungen wurden hinsichtlich der ub#ionsdauer und der

Bestrahlungsdosis analog zu denen der Zellversabgewahlt.

* In der ersten Versuchsreihe (Dunkelkontrolle, keBestrahlung) wurde daesx
vivo Gingivagewebe nur mit Photosan (2000 pg/ml, 200nkdlO0 pug/ml) fur 90
Minuten, 15 Minuten oder 5 Minuten inkubiert, in uddlie gewickelt bei
Raumtemperatur. Hierflr wurden je ca. 1000 pl derejligen Konzentration auf
das entsprechende Gewebestiick (ohne Ring) auipipéitbb. 10).

* In der zweiten Versuchsreihe wurden daasvivo Gingivagewebe nur bestrahlt,
ohne vorher mit Photosan inkubiert zu werden. ZestBahlung wurde die Lampe
von Waldmann Medizintechnik verwendet. Die Beswabkdauer betrug 30
Minuten, 10 Minuten oder 2 Minuten bei einer takdidh applizierten
Energiedosis von 40 mW/cmz (72 J/cm?, 24 J/cm2J&B2).

* In der dritten Versuchsreihe wurég vivoGingivagewebe mit Photosan inkubiert
(2000 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml) und bestrahlte hkubation dauerte 90
Minuten, 15 Minuten oder 5 Minuten. Hierflr wurdenca. 1000 ul der jeweiligen
Konzentration auf das entsprechende Gewebestlicke (dRing) aufpipettiert
(Abb. 10). Die Praparate wurden in Alufolie gewickelt bei URgemperatur
gelagert. Zur Bestrahlung wurde die Lampe von Waldm Medizintechnik
verwendet. Die Bestrahlungsdauer betrug 30 MinutériViinuten oder 2 Minuten
bei einer tatsachlich applizierten Energiedosis v@& mW/cm? (72 Jicm?, 24
Jicm?, 4,8 J/lcm?).

» Als Kontrollen wurden identisch bearbeitete Prafaraitgefuhrt, die weder mit
Photosan inkubiert noch bestrahlt wurden, jedocht mlufolie vor

Umwelteinflissen geschitzt wurden.
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Abb.10: Ex vivoGingivagewebe (Schwein), eingebettet in Hepes-Agitrlml Photosan (2000pg/ml)
inkubiert (bukkale Flache zeigte nach oben).

5.3.3 Probenentnahme und Histochemie

Nach Versuchsende wurden aus jedem Praparat dersdhiedlichen Versuchsansatze
nach jeweils 0 h, 3 h, 6 h und 22 h Proben miteH#iner Biopsiestanze (g 4mm)
entnommen(Abb. 11) und fur mindestens 24 Stunden in geschlosseneltBemait 4%
Formalin eingelegt.

Die in Formalin eingebetteten Biopsieproben wurd@h h spéter in Einbettkassetten
dberfuhrt und Gber Nacht entwéssert. Nach 24 Stuvderden die Proben in Paraffin
eingebettet und anschlieBend gekihlt, so dassasie ohit dem Rotationsmikrotom in 2
pum dinne Scheiben geschnitten und auf Objektti@ggezogen werden konnten.

Abb. 11: (A) Ex vivoGingivagewebe (Schwein) nach ProbenentnatB)dx vivoGingivagewebe

(Schwein), Probenentnahme mit einer Biopsiestarvaam.
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5.3.3.1 Nachweis von Apoptosmit demIn Situ Cell Death Detection KiFluorescein
und Tunel POD

Nachdem die Objekttrager mit den Gewebeschnitteffiatkenschrank bei 68°C fur 20
min getrocknet wurden, wurden sie in absteigend&oiolreihe (folgende Reihenfolge:
2x5 min Xylol, je 2x3 min 100% EtOH, 95% EtOH, 7@®40H) entparaffiniert. Danach
wurde die endogene Peroxidase fur 20 min in 33,Hgeldst in 70% Ethanol) blockiert
und anschlielBend zweimal mit PBS gespult. Die Qbgeger wurden nun 30 min in 0,1
mol/l Zitronensaure (pH 6,0) gekocht, und fur 3Ghrabgekihlt, danach mit PBS gespiilt.
Die Positivkontrolle (interne Kontrolle) wurde 30inmbei 37°C mit DNAsel (1 mg/ml)
inkubiert, anschliel3end dreimal in PBS gespllt. &zanwurden die Objekttrager mit dem
TUNEL-Reagenz fur 30 min bei 37°C inkubiert, diegagvkontrolle jedoch nur mit dem
Labeling—Reagenz. Nach Abschluss der Inkubatiohsmeide dreimal mit PBS gespllt,
im Anschluss unspezifische Proteinbindungsstellén2% BSA (geldst in PBS) fur 10
min bei Raumtemperatur blockiert, danach die Losabgeklopft. Nun wurden die
Objekttrager mit TUNEL-POD, Verdinnung 1:2 in 2% A&eldst in PBS) fir 30 min
bei 37°C inkubiert, danach dreimal in PBS gespddts Weiteren wurden die Objekttrager
mit AEC-Chromogen-Substrat fir 10 min inkubierteetie Farbung in Aqua destillata
gestoppt wurde. AnschlielBend erfolgte die Gegenfégbin Mayer’'s Hamalaun, die
Objekttrager wurden in lauwarmem Leitungswassetégegpbis das Wasser klar war. Zum
Abschluss wurden die Objekttrager mit Deckglas bkde

5.3.3.2 Nachweis von Apoptosenit dem Fluorescein FrageL ™ DNA Fragmentation

Detection Kit

Das Fluorescein FrageEL™ DNA Fragmentation Detectandient zum Nachweis von
DNA-Strangbriichen in apoptotischen Zellkernen woa. Gewebeschnitten, die in Paraffin
eingebettet wurden. Zellulare Apoptose fuhrt zuhrBmpfung der Zelle, pyknotischen
Zellkernen, Chromatinkondensation und Platzen ddasrRa-Membran. Neben
verschiedensten molekularen und biochemischen Mesini@n wurde die Aktivitat einer
endogenen Endonuklease identifiziert, die DNA iagfente spaltet und an eben diesen
freie 3-OH Gruppen erzeugt. Das Detection Kit nentk diese Hydroxyl—
Gruppen mit Fluorescein—beladenen Deoxynukleotidds.Katalysator dieser Reaktion

33



5 Methoden

fungiert die terminale Deoxynucleotidyl-Transferd&dT).

Angeregtes Fluorescein erzeugt dann ein hellesegr@mgnal (tote Zellen), das mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskopes detektiert werden.kdas im Kit enthaltene Mounting—
Medium ist fir die Photostabilitat von Fluorescerrantwortlich. Die darin enthaltenen
4,6,-DiAmidino-2-Phenylindole (DAPI) farben die Badrne der gesamten Zellpopulation
und erlauben bei einer Wellenlange von 330 bisr@@die Sichtbarmachung sowohl von
markierten (toten) als auch unmarkierten (lebendefikernen.

Nachdem die Gewebeschnitte in absteigender Alkelar (folgende Reihenfolge: 2x5
min Xylen, 2x5 min 100% Ethanol, 3 min 90% Ethar®min 80% Ethanol, 3 min 70%
Ethanol) entparaffiniert und anschliel3end einmdl TBIS gespult wurden, wurden sie mit
einem wasserfesten Stift markiert und danach banmRemperatur fur 20 min mit 2 mg/mi
Proteinase K 1:100 (geldst in 10mM Tris pH 8) inlewb Hierbei wurden pro Schnitt 100
ul verwendet. Dann wurden die Schnitte wieder elinmaTBS gewaschen und vorsichtig
getrocknet.

Um eine Positivkontrolle zu erhalten, wurde das @®evbei Raumtemperatur fir 20 min
mit 1 pg/pl DNase | (gel6st in 1xTBS/1 mM Mgg@kubiert, im Anschluss einmal mit
TBS gespdult und danach die Objekttrager um das Gewetrocknet. Zusatzlich wurde die
Positivkontrolle aus dem Kit verwendet, die HL-68HEn enthalt, die fir 19 Stunden mit
0,5 pg/ml Aktinomycin D inkubiert wurden, um Apop®zu erzeugen.

AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte mit 100qul $xTdT Aquilibrierungspuffer,
der 1:5 in dHO verdiinnt wurde, fir ca. 20 min bei Raumtemperatlubiert, danach
vorsichtig getrocknet. Nun wurden pro Schnitt 60 TdT-Labeling-Reaktion (57 ul
Fluorescein FragEL™ TdT Labeling Reaction Mix + BTdT Enzym) aufgetragen, mit
Parafilm bedeckt und das Gewebe in feuchter KanbaeB7°C 1-1,5 Stunden inkubiert.
Bei der Negativkontrolle wurde das TdT Enzym in dabeling-Reaktion durch di@
ersetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde @arafilm entfernt, die Schnitte je
dreimal fur 1 min mit TBS gewaschen, getrocknet amtlHilfe von Mounting-Medium
und Deckglasern eingedeckelt.

5.3.4 Auswertung

Die Objekttrager, die mit derin Situ Cell Death Detection KiFluorescein und Tunel

POD behandelt wurden, wurden mit dem Mikroskop ausg®teHierzu wurde ein
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jeweils reprasentatives Areal bei einer 40xfachamgvbl3erung ausgewahlt und sowohl
die apoptotischen als auch die lebenden Zellen slbausgezahlt.

Beim Nachweis der Apoptosait dem Fluorescein FragEL™ DNA Fragmentation
Detection Kitfand die Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskayt.sWird ein fir
DAPI spezieller Filter (330-380 nm) benutzt, so kén die Zellkerne der gesamten
Zellpopulation sichtbar gemacht werden, eine Ustesglung zwischen lebenden Zellen
und toten Zellen ist jedoch noch nicht mdglich. Wendet man einen Fluorescein Filter
(465-495 nm), so erzeugen positive gefarbte Zdliete Zellen) ein helles griines Signal.
Dariber hinaus kdnnen aber auch mit einem Lichtsikop charakteristische
morphologische Merkmale zur Interpretation der Brgese herangezogen werden. Bei
apoptotischen Zellen findet eine starke Veranderdeg Zellform statt, es kommt zur
Chromatinkondensation, die Kernmembran rollt siadn €ragmentierung), in der
Zellmembran bilden sich Blaschen, schlieBlich résul daraus die Bildung einzelner
apoptotischer Korper. Da die apoptotischen Vorgéamget synchron verlaufen, sind diese
meist nur vereinzelt in grof3en Zellpopulationerfiaden.

Die Versuche wurden jeweils einmal durchgefihrt wmhbhangig voneinander im
Abstand mehrerer Monate dreimal ausgewertet. Hievioeden die apoptotischen Zellen
(grin) und die lebenden Zellen (blau) anhand dernobeschriebenen Merkmale im
gesamten Blickfeld manuell ausgezahlt und relatir Besamtzahl der Zellen pro
Blickfeld als Prozentzahlen berechnet. Anschlie3enoiden die einzelnen Werte (%)

grafisch dargestellt.

5.4 Experimente zur Aufnahme des Farbstoffes

5.4.1 Zellulare Aufnahme von Photosan

NHDF-Zellen der Passage 5 (T75) wurden einmal Bif Bewaschen, danach mit ca. 2
ml Trypsin/T75 (1:10 verdinnt) im Brutschrank B&FC inkubiert. Diese Reaktion wurde
nach ca. 5-10 Minuten durch die Zugabe von Mediwstappt, anschlieRend wurde die
Zellsuspension bei 1200 U/min und 20°C fur 5 Mimutntrifugiert. Das Pellet wurde
nach Absaugen des Uberstandes in FBM-Medium ohn#-EGusatz (kein FBS)
resuspendiert. Nun wurden die Zellen mit Hilfe dlieubauer Zaéhlkammer gezahlt und so
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verteilt, dass sich in 0,5 ml Zellsuspension je.B00 Zellen befanden.

* Fur die ersten drei Ansatze=@) wurden je 0,5 ml Zellsuspension in einem 1,5 mi
Eppendorf-Cup mit je 0,5 ml Photosan/PBS der Kotration 500 pg/ml im
Dunkeln bei 37°C und 5% Gir 90 Minuten inkubiert.

* Fur weitere drei Ansatze £8) wurden je 0,5 ml Zellsuspension in einem 1,5 mi
Eppendorf-Cup mit je 0,5 ml Photosan/PBS der Kotration 500 pg/ml im
Dunkeln bei 37°C und 5% G@ir 60 Minuten inkubiert.

* FUr weitere drei Ansatze £8) wurden je 0,5 ml Zellsuspension in einem 1,5 ml
Eppendorf-Cup mit je 0,5 ml Photosan/PBS der Kotration 500 pg/ml im
Dunkeln bei 37°C und 5% G@ur 15 Minuten inkubiert.

* Fur weitere drei Ansatze (n=3) wurden je 0,5 mliedpension in einem 1,5 ml
Eppendorf-Cup mit je 0,5 ml Photosan/PBS der Kotration 500 pg/ml im
Dunkeln bei 37°C und 5% GQ@ir 5 Minuten inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Suspmmen einmal fir 5 Minuten bei
10000U/min mit der Tischzentrifuge zentrifugieris ldeutliche Zellpellets zu erkennen
waren. Diese wurden in 1 ml Triton X-100 1% resusjert und fir 30 min auf Eis lysiert.
Anschlieend wurden die Eppendorf-Cups erneut 80Q U/min fir 5 min in der
Tischzentrifuge zentrifugiert und danach die Absiorp im Uberstand mit dem
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 38@BB0D nm gemessen.

Als Blank wurde ein Ansatz mit 1 ml Zellen in FBMddium ohne FGM-2-Zusatz
verwendet, der ebenfalls fir 30 min mit 1 ml Trit&rl00 1% auf Eis lysiert wurde und
wie oben beschrieben zentrifugiert wurde. Danachdendie Absorption des Uberstandes

gemessen. Die verschiedenen Absorptionsspektreshenwurach der Peakhdhe bewertet.

5.5 Fluoreszenzaufnahmen

5.5.1 Lokalisation von Photosan bei NHDF-Zellen miels Fluoreszenzmikroskopie

NHDF-Zellen der Passage 6 bis 9 (T75) wurden eimmalPBS gewaschen, danach mit
ca. 2 ml Trypsin/T75 (1:10 verdinnt) im Brutschrdyé 37°C inkubiert. Diese Reaktion
wurde nach ca. 5-10 Minuten durch die Zugabe vodivie gestoppt, anschliel3end wurde
die Zellsuspension bei 1200 U/min und 20°C fur Siiven zentrifugiert. Das Pellet wurde
nach Absaugen des Uberstandes in FBM-Medium ohne M-EGusatz
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resuspendiert. Nun wurden die Zellen mit Hilfe lieubauer Zahlkammer gezahlt und so
verteilt, dass sich in 0,5 ml Zellsuspension je.B00 Zellen befanden.
Nun wurden sterile Objekttrager mit je 3ml Zellsespion (1,5 Millionen Zellen) bedeckt
und Gber Nacht bei 37°C und 5% gRultiviert. Am nachsten Tag wurde der Uberstand
abgesaugt, die Zellen mit Medium ohne FGM-2-Zuggwaschen und mit 1 ml davon
beschichtet. Eine Ausnahme bildeten hierbei die RtRllen, die 24 h lang inkubiert
wurden: diese wurden mit Medium mit Zusatz bedegkischlieRend wurden die Zellen
mit 1 ml Photosan, verdinnt in FBM-Medium ohne F@Musatz, der Konzentration 100
png/ml inkubiert.
Es wurden folgende Inkubationszeiten gewahlt: 2d0hmin, 15 min und 5 min. Innerhalb
einer Inkubationszeit gab es drei unterschiedl&hsétze.

* Der erste Ansatz wurde lediglich mit 1 ml Photosdubiert,

» der zweite Ansatz sowohl mit 1 ml Photosan als am@éhl ml Lyso Tracker®

Green DND-26 8 puM (2 h) inkubiert und
» der dritte Ansatz neben Photosan mit 1 ml Rhodak® Fluoropure 50 ng/ml (5
min).

AnschlieRend wurden die drei untersdichen Ansatze zur Farbung der Zellkerne

noch mit je 100 pl Farbstoff Hochst 33342, 10 dill,ca. 5 min inkubiert.
Zum Abschluss wurden die verschiedenen Ansatzemalshgewaschen und letztendlich
mit 2 ml Medium ohne Zusatz tberschichtet.
Fur die Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop wurdegefule Filter von Omega®
Optical, Inc. (Brattleboro, USA) verwendet:

Anregungsfilter dichroider Spiegel Emissioftsi
————————————————————————————————————————————
Photosan 405 DF 40 415 DRLP 600 EFLP
Lyso Tracker® 500 AF 25 25 DRLP 530 ALP
Green
Rhodamin 75 AF 40 505 DRLP 545 AF 35
Hochst 33342 365 WB 50 400 DRLP 450 AF 58
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5.5.2 Lokalisation von Photosan inex vivoGingivagewebe (Schwein)

Ex vivo Gingivagewebe (Schwein) wurde, nachdem es in HApges wie oben be-
schrieben (unter Punkt 5.3.1) eingebettet wurdejefireils 1 min, 5 min, 15 min und 90
min mit 200 pg/ml Photosan (1 ml) inkubiert. Diertsgtofflosung wurde so aufgetragen,
dass das gesamte Gewebe Uber die komplette Inkobadit vollstdndig damit bedeckt
war (Abb. 10). Die Petrischalen wurden hierbei mit Alufolie bekte Danach wurden
Proben (g 4mm) gestanzt, diese in Einfriermediunss(ie Tek) eingebettet und auf
Trockeneis durchgefroren. Anschlieend wurde daseBe mit dem Kryotom in 5 um
dinne Scheiben geschnitten, auf Objekttrager atdghb und unter dem Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet.

Fur die Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop wurdgeiotler Filter von Omega®

Optical, Inc. (Brattleboro, USA) verwendet:

Anregungsfilter dichroider Spiegel Emissioftsi

Photosan 405 DF 40 415 DRLP 600 EFLP

5.6 HE-Farbung am Paraffinschnitt —Ex vivo Gingiva — Modell (Schwein)

Die Paraffinschnitte wurden in absteigender Alkogible (folgende Reigenfolge: 2x5 min
Xylol, je 2x3 min 100% EtOH, 95% EtOH, 70% EtOH)tmaraffiniert. Nachdem der
Schnitt mit destilliertem Wasser kurz gespult wyngdarde er fir 7 Minuten in Hamalaun
geblaut, danach unter flieBRendem Leitungswasséarbnt anschlielend kurz in 2%-ige
Essigsaure getaucht. Darauf folgend wurde der 8&ctimi10 Minuten in Eosin getaucht
und mit Leitungswasser gespllt, danach in aufsteige Alkoholreihe fixiert und mit

Entellan eingedeckelt.

Bei der HE-Farbung werden Zellkerne und Zytoplasmeike, die reich an

endoplasmatischem Retikulum sind, durch das Harmghtoklau-violett gefarbt; Eosin

farbt andere Zytoplasmaanteile sowie viele fasezigeazellulare Komponenten rot.
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6 Ergebnisse

Um die Toxizitat von Photosan nach Bestrahlung gager eukaryonten Zellen der
Mundhohle zu testen, sollte ein geeignetes Verfalmer Kultivierung von priméaren
Gingivafibroblasten etabliert werden.

6.1 Primarkultur humaner Gingivafibroblasten

6.1.1 Zeitverlauf der Kultivierung

In einem ersten Versuch wurde die isolierte hum@mgiva mechanisch mit dem Medi-
Apparat zerkleinert und direkt in eine T25-Zellkwftasche tberfiihrt. Allerdings haben
sich bei dieser Methode keine Zellen an die Zellkilasche adhéariert (sind
angewachsen), sondern schwammen nur im Medium riDeétat gezeigt).

In einem weiteren Versuch wurde das ebenfalls rein dViedi-Apparat mechanisch
zerkleinerte Gingivagewebe in die Zellkulturflasclgegeben und angetrocknet. Am
nachsten Tag konnte man mehrere adhérierte Zedhauoit dem Mikroskop erkennen
(Daten nicht gezeigt), die sich auch durch mehmgesali Waschen nicht vom
Zellkulturboden ablésten. An den Tagen 2, 5 und @wden die primdren humanen
Gingivafibroblasten mit Puffer gewaschen und mgdnem Medium (7 ml) Gberdeckt
Vergleicht man nun die Fotoaufnahmen vom 5. und@&y, so erkennt man hier bereits
eine deutliche Veranderung mit beginnender Praiifen der Zeller{Abb. 12/13)

Abb. 12: Primédre humane
Gingiva, 5 Tage alt. Isolierung
von  Gingivdibroblasten au
humanem Gingiagewebe. Da
Gewebe wurde mit dem Medi-
Apparat mechiaisch zerkleiner
und unter stelen Bedingungen i
einer offenen T25 angetrockn

Vergrof3erung 40x.
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Abb. 13: Primare humane

Gingiva, 6 Tage alt. Isolierung

von Gingivdibroblasten au

humanem Gingiagewebe. Da

Gewebe wurde mit dem Medi-
Apparat mechaisch zerkleiner

und unter stelén Bedingungen i

einer offenen T25 angetrockn

VergréRRerung 40x.

Am 8., 13. und 14. Tag wurde nach dem Waschvorgangils 10 ml frisches Medium
aufgefullt. Die Zellen waren angewachsen und hatdbem stetig vermehrt, wie man in den
Fotoaufnahmen vom 8nd 13. Tag beobachten koni#db. 14/15)

Abb. 14: Primare humane

Gingiva, 8 Tage alt. Isolierung

von Gingivdibroblasten au

humanem Gingiagewebe. Da

Gewebe wurde mit dem Medi-
Apparat mechaisch zerkleiner

und unter stelén Bedingungen i

einer offenen T25 angetrockn

VergréRRerung 40x.
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Abb. 15: Primadre humane
Gingiva, 13 Tage alt.Isolierung
von Gingivdibroblasten au
humanem Gingiagewebe. Da
Gewebe wurde mit dem Medi-
Apparat mechaisch zerkleiner
und unter stelén Bedingungen i
einer offenen T25 angetrockn

VergréRRerung 40x.

Abb. 16: Primadre humane
Gingiva, 16 Tage alt.Isolierung
von Gingivdibroblasten au
humanem Gingiagewebe. Da
Gewebe wurde mit dem Medi-
Apparat mechaisch zerkleiner
und unter stelén Bedingungen i
einer offenen T25 angetrockn

VergréRRerung 40x.

Nachdem die Zellen bis zum 16. Tag konfluent gewanhwaren (Zellkulturflasche war
vollstandig mit Zellen bedeckfAbb. 16), wurde versucht, die Zellen zu passagieren und
auf neue Zellkulturflaschen zu verteilen, um so (gemd Zellen fir die
Phototoxizitatsexperimente zu erhalten. Nachdermgeduch eine langere Inkubation (bis
zu 30 min) mit Trypsin zum Abldsen der Zellen keirterfolg brachte, wurde die Reaktion
mit Medium gestoppt, die Suspension abzentrifugimit Medium resuspendiert und in
eine neue T25 Uberfuhrt. Am ndchsten Tag warenZéieen aus dem resuspendierten
Uberstand nicht angewachsen (Daten nicht gezeigt).

Dass die Kultivierung von primaren humanen Ginglwablasten prinzipiell mdglich ist,
zeigte der zweite Versuch. Jedoch stellte es ewbl®m dar, aus einem einzigen
Patientenisolat eine ausreichende Menge an prinGirggivafibroblasten zu gewinnen.
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6.2 Nachweis der Aufnahme von Photosan bei NHDF-4eh und ex vivo
Gingivagewebe (Schwein)

Um eine Inaktivierung von verschiedenen Zellartenieden zu kdnnen, ist es notwendig,
dass ein Photosensibilisator von den Zellen aufgenen wird, bevor die Bestrahlung mit
Licht einer geeigneten Wellenlange erfolgt. Der INaeis der Aufnahme von Photosan bei
NHDF-Zellen undex vivo Gingivagewebe (Schwein) ist mit Hilfe der Fluorasze
mikroskopie mdoglich.

Da keine ausreichende Menge an primaren Gingivaflasten gewonnen werden konnte,
wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit NHDF-Zelldzw. ex vivo Gingivagewebe
(Schwein) verwendet.

6.2.1 Inkubation von NHDF-Zellen mit Photosan

Die Penetration von Photosan in dermale Fibrohtasterde mit Hilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Hierfir wurden NHDF-Zellgm 5 Minuten, 15 Minuten und 90
Minuten mit 1 ml Photosan (100 pg/ml) inkubiert usnaschlieBend der Zellkern mit 100
ul des Farbstoffes Hochst 33342 (10 uM) angefé&bhildung 17 zeigt die Lokalisation

von Photosan zu den drei unterschiedlichen ZeitfmmkNach einer 5-minttigen
Inkubation mit Photosan lasst sich eine Fluoreszemar im Bereich der

Zytoplasmamembran erkennen, wohingegen eine largkodationszeit von 15 Minuten

und 90 Minuten zu einer intrazellularen Akkumulation Photosan fiihrte.
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Abb. 17: Lokalisation von Photosan zu unterschiedlichentpieikten. Die NHDF-Zellen wurden mit
100upg/ml Photosan inkubiert (grin—» ), diellihe wurden mit 10uM Hochst 33342 gefarbt (blau
—> ). (A) 5-minutige Inkubation mit PhotosafB) 15-minultige Inkubation mit Photosa(€) 90-minutige
Inkubation mit Photosan. Alle Aufnahmen Vergro3erd00x.
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6.2.2 Inkubation vonex vivoGingivagewebe (Schwein) mit Photosan

In einem mehr angewandten Modell wurde ren vivo Gingiva verwendet, um die
Penetration von Photosan zu untersuchen. Kompl&tilegivagewebe kommt dén vivo
Situation wesentlich naher als ein Monolayer vohede

Auch hier wurde Gingivagewebe jeweils fur 1 MinuseMinuten, 15 Minuten oder 90
Minuten mit 200 pg/ml Photosan (1 ml) inkubiert urahschlieRend fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht.

Wie in Abbildung 18 gezeigt, findet man hier mit zunehmender Inkubesieit eine
Steigerung der Fluoreszenzsignale. Jedoch beschséotk die Aufnahme von Photosan
auf das Stratum corneum des gingivalen Epithefg Bienetration von Photosan in tiefer

liegende Schichten der Gingiva konnte nicht degektverden.
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Abb. 18: Ex vivoGingiva-Modell: Penetration von Photosan. Gingaxgbe (Schwein) wurde fiimin (A:
Vergr. 100x B: Vergr. 400x),5min (C: Vergr. 100x),15min (D: Vergr. 100x E: Vergr. 400x) ode®0min

(F: Vergr. 400x) mit 200ug/ml Photosan (rot) inkubiend danach fluoreszenzmikroskopisch beurteilt.
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6.2.3 Zellulare Aufnahme und Lokalisation von Photean bei NHDF-Zellen

In einem ersten Schritt konnte qualitativ gezeigérden, dass der Photosensibilisator
Photosan von den dermalen Fibroblasten aufgenonwarein In einem weiteren Schritt
wurde nun mit Hilfe der Spektroskopie tUberprift,iobAbhéngigkeit der Inkubationszeit
eine Anhaufung von Photosan in den Zellen gegedteiine Zunahme der Absorption ist
gleichbedeutend mit einem Anstieg der Photosankuredgon in den Zellen.
Zellsuspensionen von NHDF-Zellen wurden mit 500mid?hotosan fir 5, 15, 60 und 90
Minuten inkubiert, lysiert und anschlieRend wurdéee dAbsorption im Uberstand
spektrometisch gemessen.

In Abbildung 19 zeigt die blaue Kurve die Absorption von Photoban NHDF-Zellen
nach Inkubation bei 37°C und 5% ¢f@r 5 Minuten. Bei langeren Inkubationszeiten von
15 Minuten (pink), 60 Minuten (gelb) und 90 Minut@riin) kommt es zu einer deutlichen
Zunahme der Absorption. So ergibt sich eine zunelimé@ufnahme von Photosan bei den
NHDF-Zellen abhangig von einer steigenden Inkubestiiauer. Insgesamt konnten die

Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie bestatigiever

1,2+

relative Absorption
o
»
|

431 471 511 551 591 631 671 711

Wellenlange [nm]

=5 min =15 min 60 min 90 min

Abb. 19: Absorptionsspektren von Photosan nach Inkibation mit NHDF-Zellen

Auschnitt des Absorptionsspektrums von Photosan deib charakteristischen Q-Banden (IV-1) im
Wellenl&angenbereich von 500-700nm. Blau: 500 gMmat®san fir S5min, rot 500pg/ml Photosan fur 15min,
gelb 500pg/ml Photosan fur 60min, grin 500ug/mit&$en fur 90min.
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Nachdem nun gezeigt werden konnte, dass Photosazefular aufgenommen worden
ist, sollte in einem nachsten Schritt die intradélle Lokalisation genauer bestimmt
werden. Dazu wurden Co-LokalisationsexperimenteRarbstoffen durchgefihrt, die bei
lebenden Zellen spezifisch Lysosomen und Mitochiendiérben.
* NHDF-Zellen wurden fur 5 Minuten, 15 Minuten, 90 rien und 24 Stunden
jeweils mit 100 pg/ml Photosan inkubiert.
« Bei einem weiteren Ansatz wurden die Zellen zugitahit 1 ml Lyso Tracker®
Green DND-26 fiir 2 h zur Farbung der Lysosomen toat
e und bei einem anderen Ansatz wurden die Zellen Rhibtosan und 50 ng/mi
Rhodamin 123 Fluoropure fir 5 Minuten zur Farbungr dvitochondrien
inkubiert.
AnschlieRend wurden die unterschiedlichen Anséatae Earbung der Zellkerne
noch mit 10 uM Héchst 33342 fir ca. 5 min inkubiert
Bei der gleichzeitigen Farbung mit dem Farbstofé@yracker® Green konnte nach einer
5-mindtigen, 15-mindtigen und 90-mindtigen Inkubati mit Photosan keine Co-
Lokalisation in den Lysosomen festgestellt wer@&bb. 20 A/C; Abb. 21 A). Lediglich
eine Farbung der Zytoplasmamembran ist zu erkenmdach einer 24-stiindigen
Inkubation mit Photosan (rot) hingegen zeigte s&he subzellulare Verteilung des
Farbstoffes in den dermalen Fibroblasten. So siedt in Abbildung 21 C eine Co-
Lokalisation (gelb) mit dem Lysosomen-spezifischiéarbstoff Lyso-Tracker® Green
(gran).
Markiert man die Mitochondrien gleichzeitig mit dérarbstoff Rhodamin 6G, so findet
sich hier nach 5-mindtiger, 15-mindtiger, 90-migét und 24-stindiger Inkubation mit
Photosan keine Co-Lokalisation, sondern nur einatéileng des Farbstoffes im
Zytoplasma(Abb. 20 B/D; Abb. 21 B/D). Man erkennt mitochondriale Strukturen, jedoch
keine Co-Lokalisation des Farbstoffes in den Mitmudrien(Abb. 20 B/D; Abb. 21 B/D)
Nur in den Lysosomen kommt es hiermit nach ein&ulationszeit von 24 Stunden mit

Photosan und Lyso-Tracker® Green zu einer Co-Le&abn.
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Abb. 20: Zellulare Lokalisation von Photosan. NHDF-Zellearden mit 200ug/ml Photosan fur 5min oder
15min inkubiert. Die Zellkerne wurden mit Hochst332 angefarbt (blauA) 5-minltige Inkubation mit
Photosan (rot—> ) mit gleichzeitiger Farbuter Lysosomen (grin—  (B) 5-mindtige Inkubation
mit Photosan (grum—> ) mit gleichzeitiger idmg der Mitochondrien (rot—e () 15-minutige In-
kubation mit Photosan (rot—> ) mit gleichigrer Farbung der Lysosomen (griin— (D) 15-mindtige

Inkubation mit Photosan (grim—> ) mit gleichiggr Farbung der Mitochondrien (rot—e ). Alle
Aufnahmen VergréfZerung 100x.
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Abb. 21: Zellulare Lokalisation von Photosan. NHDF-Zellearden mit 100pug/ml Photosan fur 90min oder
24h inkubiert. Die Zellkerne wurden mit Hochst 333dngefarbt (blau)(A) 90-mindltige Inkubation mit
Photosan (rot—> ) mit gleichzeitiger Farbutey Lysosomen (grim—  (B) 90-miniitige Inkubation
mit Photosan (grim—> ) mit gleichzeitiger Farguder Mitochondrien (rot —®  {C) 24-stindige
Inkubation mit Photosan (rot) mit gleichzeitigerrifidgng der Lysosomen (griin), Co-Lokalisation (gelb
— ); (D) 24-stindige Inkubation mit Photosan (grti> ) mit gleichzeitiger Farbung der Mitochondrien
(rot —®@ ). Alle Aufnahmen Vergro3erung 100x
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6.3 Toxizitat von Photosan gegeniiber NHDF-Zellen rwh Bestrahlung

Unter Verwendung von NHDF-Zellen wurde die Toxizn&rschiedener Konzentrationen
(0; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50 und 100 pg/ml) des Fafbss Photosan nach Bestrahlung
getestet. Die Zellen wurden fur 5 Minuten, 15 Meamtoder 90 Minuten mit Photosan
inkubiert und anschlieRend fir 2 Minuten (4,8 J/cA? mW/cm?), 10 Minuten (24 J/cmz,
40 mW/cm?) oder 30 Minuten (72 J/cm2, 40 mW/cm?2} der Lampe PDT 1200 von

Waldmann Medizintechnik bestrahlt. Als Kontrollenungen Zellen in identisch

behandelten 96-Mikrotiterplatten mitgeftihrt, dieeefalls mit Photosan inkubiert, aber

nicht bestrahlt wurden (Dunkelkontrolle).

6.3.1 Inkubationsdauer 5 Minuten Bestrahlungsdauer 2, 10 oder 30 Minuten)

Bei 5-mindtiger Inkubation und 2-minttiger Bestuaind liegt die Konzentration von
Photosan, bei der mehr als 50% der Zellen abstel®e®0 pg/m(Abb. 22 A). Steigt die
Bestrahlungszeit auf 10 Minuten, werden bereiteber Konzentration von 1 pg/ml mehr
als 50% der Zellen abgetotAbb. 22 B). Erhéht man die Bestrahlungsdauer auf 30
Minuten, so sinkt die Uberlebensrate der Zelban einer Konzentration von 0,5 pg/ml
Photosan auf weniger als 50%bp. 22 C).

Betrachtet man bei 5-minttiger Inkubation und 2-miger Bestrahlung die Farbstoff-
konzentrationen von 0 bis 1 pg/ml, so findet mareeiZuwachs der Zellgibb. 22 A).

Eine Inkubation von NHDF-Zellen mit Photosan ohnestBahlung (Dunkelkontrolle)
ergibt bei einer 5-mindtigen Inkubation und 2- bAW-mindtiger Bestrahlung erst ab einer
Konzentration von 50 pg/ml eine Abnahme der Uberesbate um 10%Abb. 22 A/B).
Bei einer 5-mindtigen Inkubation mit 30-minutigere®rahlung findet man bei einer
Konzentration von 100 pg/ml eine Abnahme der Ulberesrate um 3%Abb. 22 C).
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Abb. 22: Phototoxizitdt von Photes
gegeniber NHDFRZellen. Die Zeller
wurden fur 5 Minuten mit verschieden
Konzentratbonen von Photosan inkubie
Graue Baten: Inkubation (Photosar
keine Bestralung (Dunkelkontrolle)
Gelbe Balken: Inkubation (Photosan) t
Bestrahlung fir(A) 2min (4,8J/cm2)(B)
10min  (24J/cm?) oder (C) 30min
(72J/lcm?2). 24h spater wide die Vitalitat
der Zellen mittels MTTFest bestimmi
Die OD-Werte der Dukelkontrolle
wurden auf 100% normalisiert. D
waagrechte schwarze Linie kennzeict
die Uberlebensrate vos0% (n=3, Medial
mit 25% - bis 75%-Perzentile).
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6.3.2 Inkubationsdauer 15 Minuten(Bestrahlungsdauer 2, 10 oder 30 Minuten)

Bei einer 15-mindtigen Inkubation mit 2-minutigere®rahlung zeigt sich bei einer
Konzentration von 10 pg/ml (Photosamhe Uberlebensrate der Zellen von 508bb. 23
A). Bei einer hoheren Bestrahlungsdauer von 10 Mmugterben bereits bei einer
Konzentration von 1 pg/ml mehr als 50% der Zell@bb. 23 B). Werden die Zellen fur
30 Minuten bestrahlt, reicht eine Konzentration @& pg/ml aus, um mehr als 50% der
Zellen abzut6tefAbb. 23 C).

Bei den mitgefiihrten Kontrollplatten (Dunkelkonte)| die nicht bestrahlt wurden, lasst
sich ab 50 pg/ml ein dunkeltoxischer Effekt naclssri(Abb. 23 A-C). Bei der 15-
minutigen Inkubation kombiniert mit einer Bestraiguvon 2 und 10 Minuten findet man
Konzentrationen von 100 pg/ml Photosan, die dierlébensrate der Zellen um mehr als
50% senken, bei einer Bestrahlung von 30 Minuterdere bereits bei einer Konzentration
von 50 pg/ml Photosan mehr als 50% der Zellen @beig¢Abb. 23 A-C).

52



6 Ergebnisse

Uberlebensrate (%)

Uberlebensrate (%)

Uberlebensrate (%)

100 A

180

80 A

60 -

180
A [ unbestrahlt
160 [ bestrahlt
140 A
120 A
100 A
80 A
60 -
40 -
20 1
0 A
0 0.1 0.5 1.0 5.0 10.0 50.0 100.0
PS Konzentration [ug/ml]
180
I unbestrahlt
160 - B [ bestrahlt
140 A
120 A

40 -

20 A

0 0.1 0.5 1.0 5.0 10.0

PS Konzentration [pug/ml]

50.0 100.0

PS Konzentration [pg/ml]

I unbestrahlt

160 - C [ bestrahlt
140 4
120
100
80
60
40 A
20
0 .

0 0.1 0.5 1.0 5.0 10.0 50.0  100.0

Abb. 23: Phototoxizitdt von Photos:

gegeniber NHDFRZellen. Die Zeller
wurden fir 15 Minuten mit verschieden
Konzentrgionen von Photosan inkubie
Graue Baten: Inkubation (Photosar
keine  Bestrahlung (Dunkelkontrolle).
Gelbe Balken: Inkubation (Photosan) t
Bestrahlung fir(A) 2min (4,8J/cm2)(B)
(24J/lcm2)  oder (C) 30min

(72J/lcm?2). 24h spater wide die Vitalitat

10min

der Zellen mittels MTTFest bestimmi
Die OD-Werte der Dukelkontrolle
wurden a@ 100% normalisiert. Di
waagrechte schwarze Linie kennzeict
die Uberlebensrate von 50% (n=3, Med

mit 25%- bis 75%-Perzentile).
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6.3.3 Inkubationsdauer 90 Minuten(Bestrahlungsdauer 2, 10 oder 30 Minuten)

Nach einer 90-minutigen Inkubation mit Photosan w@nter 2-minitigen Bestrahlung
sterben bei einer Konzentration von 5 pg/ml mebr5% der ZellerfAbb. 24 A). Bei
zunehmender Bestrahlungsdauer von 10 Minuten wdrderiner Konzentration von 0,5
ng/ml mehr als 50% der Zellen abgetdigbb. 24 B). Die maximale Bestrahlungsdauer
von 30 Minuten lasst die Uberlebensrate der Zedeneits bei einer Konzentration von 0,1
pnag/ml auf weniger als 50% sinkéfbb. 24 C).

Eine dunkeltoxische Wirkung ist bei der 90-minutigekubation kombiniert mit einer
Bestrahlung von 2 Minuten ab einer Konzentration %0 pg/ml festzustellen. Bei einer
Konzentration von 100 pg/ml sinkt die Uberleberesiaif weniger als 50%Abb. 24 A).
Bei einer hoheren Bestrahlungsdauer von 10 bzwMButen werden bereits bei einer
Konzentration von 10 pg/ml mehr als 50% der Ze#lbgetdte{Abb. 24 A-C).
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Abb. 24: Phototoxizitdt von Photost
gegenuber NHDFzellen. Die Zeller
wurden fir 90 Minuten mit verschieden
Konzentrégionen von Photosan inkubie
Graue Bdten: Inkubation (Photosar
keine  Bestralung  (Dunkelkontrolle)
Gelbe Balken: Inkubation (Photosan) t
Bestrahlung fur(A) 2min (4,8J/cm?),(B)
10min  (24J/cm?) oder (C) 30min
(723/cm?). 24h spéater wurde die Vitatit
der Zellen mittels MTTFest bestimmi
Die OD-Werte der Dukelkontrolle
wurden auf 100% normalisiert. D
waagrechte schwarze Linie kennzeict
die Uberlebensrate von 50% (n=3, Med
mit 25%- bis 75%-Perzentile).
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6.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Phototoit#itstest mit NHDF-Zellen

Vergleicht man jeweils die drei unterschiedlichemkubationszeiten in einem Be-
strahlungsfenster, so kommt es hier zu einer Abmater Uberlebensrate der Zellen in
Abhangigkeit von einer steigenden InkubationsdétUabelle 1)

Bei der jeweiligen Gegeniberstellung der drei Bddtmgszeiten von 2 Minuten, 10
Minuten und 30 Minuten in einem Inkubationsfenségkennt man, dass mit zunehmender
Bestrahlungsdauer die Konzentration des Farbstoties der 50% der NHDF-Zellen
Uberleben, abnimn{fabelle 1)

Zusammenfassend kommt man zu dem Ergebnis, das$odieitdt von Photosan im
Rahmen der photodynamischen Therapie bei neondtaleranen dermalen Fibroblasten
sowohl abhéngig von der Inkubationszeit als auahm der Konzentration des Farbstoffes

und der applizierten Lichtintensitat igtabelle 1)

Reduktion der Zellvitalitat durch Photosan (pg/ml)
von mind. 50%

Bestrahlung
2 min 10 min 30 min
5 min 50 1 0,5
&
T |15 min 10 1 0,5
3
= |90 min 5 0,5 0,1

Tabelle 1 Toxizitat von Photosan gegeniiber NHDF-Zellen nd@sstrahlung — Ubersicht tber die
Konzentrationen von Photosan (ug/ml), die eine Reédo der Zellvitalitdt von mind. 50% erzielen, in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit und Bestragkdauer. Die Daten wurden aus Abb. 22-24 abgelesen
und zusammengefasst: wenn das 75%-Quartil unter H&50-Wert lag, wurde die photodynamische
Inaktivierung als effektiv angesehen. Der EC50-Wght die Farbstoffkonzentration an, bei der 50% de
Zellen abgetottet werden konnten. Zur Verdeutlichungde der EC50-Wert als horizontale schwarze Linie

in die Grafiken der Abb. 22-24 eingezeichnet.
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6.4 Toxizitat von Photosan gegenlubesx vivoGingivagewebe (Schwein) mit und ohne

Bestrahlung

Nachdem nun im vorherigen Kapitel die Toxizitat véthotosan nach Bestrahlung
gegenuber NHDF-Zellen untersucht worden ist, soilli@ in einem mehr angewandten
Modell unter Verwendung explantierter Gingiva auemd Schweinekiefer die
Phototoxizitdt untersucht werden. Hierzu wurde ébe vivo Gingiva mit Photosan
unterschiedlich lang inkubiert und anschliel3endvaischiedenen Lichtdosen bestrahlt.
Aus jedem Préaparat der unterschiedlichen Versusisas wurden nach jeweils 0 h, 3 h, 6
h und 22 h Stanzen entnommen (Probenentnahmej|dgisiche Schnitte hergestellt und
gefarbt.

Die Praparation des Gingivagewebes stellte jedoch Rroblem dar, da sich das
Schleimhautepithel sehr leicht abloéédb. 25).

Abb. 25: Ex vivoGingivagewebe (Schwein): abgeltdstes Stratum corneum

6.4.1 HE-Farbung —Ex Vivo Gingiva — Modell (Schwein)

Aufgrund des sich leicht ablésenden Schleimhautefst wurde bei verschiedenen
Paraffinschnitten exemplarisch eine HE-Farbung hige@ihrt, um die Integritat des
Gewebes festzustellen.

Dazu wurdeex vivo Gingivagewebe (Schwein) unterschiedlich behan@st.wurde ein
Isolat fir 1 Minute mit 200 pg/ml Photosan (1000 imkubiert (Abb. 26 A), ein anderes
Préaparat wurde fur 90 Minuten mit 200 pg/ml Photo€B000 pl) inkubiert und fur 10
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Minuten (24 J/icm2, 40 mW/cm?) bestraliibb. 26 B). Im Anschluss daran wurden
Paraffinschnitte angefertigt und mit Hilfe der HErBung analysiert.
Die HE-Farbung zeigte nach unterschiedlichen Beluagdmustern desex vivo

Gingivagewebes (Schwein) stets eine intakte Gingiva

Abb. 26: HE-Farbung vom Paraffinschnitex vivo Gingivagewebe (Schwein)(A) Gingivagewebe
(Schwein), far 1min mit 200pug/ml Photosan (1000mRubiert. VergroRBerung 20xB) Gingivagewebe
(Schwein), fir 90min mit 200pg/ml Photosan (1000mBubiert und fir 10min (24J/cm2, 40mW/cm2)
bestrahlt, VergréRerung 40x.

6.4.2 Nachweis von Apoptose mit derin Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein
und Tunel POD

Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten, die raindh Situ Cell Death Detection Kit
Fluorescein und Tunel PODbehandelt wurden, wurden mit dem Lichtmikroskop
ausgewertet. Hierzu wurde ein jeweils repraserdatiAreal bei VergréRerung 40
ausgewahlt und sowohl die apoptotischen als aucketienden Zellen manuell ausgezahlt.
Aufgrund der heterogenen Farbstruktur der einzel&ehnitte war mit dieser Methode
keine Auswertung mdglich und somit wurde der Nadewen Apoptose auf diese Art

verworfen (Daten nicht gezeigt).
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6.4.3 Nachweis von Apoptosenit dem Fluorescein FragEL ™ DNA Fragmentation

Detection Kit

Da der Nachweis der Apoptose mit démSitu Cell Death Detection Kiisiehe 6.4.2)
nicht mdoglich war, wurdeim weiteren Verlauf dieser Arbeit mit derRluorescein
FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kgearbeitet. Hierbegrfolgte die Auswertung
mit dem Fluoreszenzmikroskop.

Wird ein DAPI Filter (330-380 nm) benutzt, so kénndie Zellkerne der gesamten
Zellpopulation sichtbar gemacht werden, eine Ustegglung zwischen lebenden Zellen
und toten Zellen ist jedoch nicht moéglich. Verwenhden einen Fluorescein Filter (465-
495 nm), so erzeugen positive gefarbte Zellen (#den) ein helles grines Signal.
Darlber hinaus kénnen aber auch charakteristisclephulogische Merkmale zur
Interpretation der Ergebnisse herangezogen welleinapoptotischen Zellen findet eine
starke Veranderung der Zellform statt, es kommt gZhromatinkondensation, die
Kernmembran rollt sich ein, in der Zellmembran éildsich Blaschen, schlie3lich
resultiert daraus die Bildung einzelner apoptoesctorper. Da die apoptotischen
Vorgange nicht synchron verlaufen, sind diese maist vereinzelt in grofRen
Zellpopulationen zu finden.

Als Positivkontrolle wurden Schnitte bei Raumtengper fur 20 min mit 1 pg/pl DNase |
(gelost in IXTBS/1 mM MgS$) inkubiert, um die DNA zu fragmentieren und somit
positive grin-gefarbte Zellen (apoptotische ZelleahzuweiseifAbb. 27 C/D). Bei der
Negativkontrolle wurde das TdT Enzym in der LabglReaktion durch dyD ersetzt
(Abb. 27 A/B).

Die Versuche wurden jeweils einmal durchgefihrt wmhbhangig voneinander im
Abstand mehrerer Monate dreimal ausgewertet. Hievioeden die apoptotischen Zellen
(grin) und die lebenden Zellen (blau) anhand dernobeschriebenen Merkmale im
gesamten Blickfeld manuell ausgezahlt und relatir Gesamtzahl der Zellen pro
Blickfeld als Prozentzahlen berechnet. Anschlie3enoiden die einzelnen Werte (%)

grafisch dargestellt.
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Abb. 27: Nachweis von Apoptosmit demFluorescein FrageEL ™ DNA Fragmentation Detection. Kie
Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzrogops. Apoptotische Zellen sind griin gefarbt, wabr
lebende Zellen blau (DAPI-Farbung) dargestellt werd-ir eine Negativkontrolle wurde das TdT Enzgm i
der Labeling-Reaktion durch d8 ersetzt:(A) Negativkontrolleals Durchlichtaufnahme; das Gingiva-
gewebe wurde fur 90min mit 200pg/ml Photosan (100Mkubiert und fur 10min (24J/cm2, 40mW/cm?)
bestrahlt, Probenentnahme nach GB) Negativkontrolle als FluoreszenzaufnahmgC) Um eine
Positivkontrolle zu erhalten, wurde das GewebeRaimtemperatur fir 20min mit 1pg/pl DNase | (geldst
1xTBS/ImM MgSQ) inkubiert: Positivkontrolleals Durchlichtaufnahme und Fluoreszenzaufnahme; da
Gingivagewebe wurde flr 90min mit 200pug/ml Photo$a@00ul) inkubiert und fir 10min (24J/cm2,
40mW/cm?) bestrahlt, Probenentnahme nach ZB); Positivkontrolle als Fluoreszenzaufnahme. Alle
Aufnahmen VergréRerung 400x.
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Die Anzahl apoptotischer Zellen nimmt in den Kofischnitten, die weder mit Photosan
inkubiert noch bestrahlt wurden, mit zunehmendgueixnentdauer stetig Zébb. 28 A,
Abb. 29 A/B). Da dieses Ergebnis auf eine zunehmende Apoptaske @iner langeren
Experimentdauer hindeutet, musste dies in den rolge Versuchsreihen mit-
bertcksichtigt werde(Abb. 28 B).

Inkubiert man Gingivagewebe vom Schwein mit 1 mbt®kan der Stammkonzentration 2
mg/ml fir 5 Minuten, I&sst sich im Vergleich zu dartgefihrten Kontrollen eine geringe
Steigerung der Apoptose erkenn@bb. 28 A, Abb. 29 C/D) Beriicksichtigt man die
durch die Experimentdauer bedingte Apoptose, sdefirman hauptsachlich nach 22
Stunden einen Anstieg apoptotischer Zel{@&bb. 28 B). Erfolgt zusatzlich zu der 5-
minutigen Inkubation mit 2 mg/ml eine 10-minutigedBrahlung mit einer Lichtintensitat
von 24 J/cm? (40 mW/cm?), so ergibt sich erneué @ilnnahme der ApoptogAbb. 28 A,
Abb. 29 E/F), vor allem auch dann, wenn man die Werte abzugl@mhApoptose durch
die Experimentdauer (Liegedauer wahrend der Exmaria) betrachtdiAbb. 28 B).
Vergleicht man nun die Ergebnisse der einzelnersd#rsreihen zu den Auswirkungen
der unterschiedlichen Bestrahlungszeiten - nur rBektng, keine Inkubation - von 2
Minuten (4,8 J/cm2, 40 mW/cm?), 10 Minuten (24 FcA0 mW/cm?) und 30 Minuten (72
J/icmz, 40 mW/cm?) ibbildung 28 A und B, so zeigt sich auch hier eine zunehmende
Apoptose abhangig von einer steigenden Bestrahhiegsitat und von einer
zunehmenden Experimentdauy@bb. 30). Ein Anstieg apoptotischer Zellen ist hier vor
allem in einer Gegenuberstellung der 2-minitigenstBdlungsdauer mit langeren
Bestrahlungszeiten von 10 oder 30 Minuten unteri8esichtigung der Liegedauer der
Praparate wahrend der Experimente festzustellen. hiMjegen bei einer
Bestrahlungsintensitat von 4,8 J/cm? anfanglicmé&eipoptose festzustellen ist, zeigt sich
bei 10- und 30-minttiger Bestrahlung schon nachz@.l8 Stunden eine hoher Anteil
apoptotischer Zellen. Analysiert man die Proberamimen nach 6 und 22 Stunden, so
spielt vermutlich der langere Aufbewahrungszeitraaine entscheidende Rolle. Aber auch
hier fallt ein deutlicher Unterschied zwischen larrBestrahlungseinheit mit wenigen
apototischen Zellen und langer Bestrahlungseinhmit einem hoéheren Anteil
apoptotischer Zellen auf.

Verringert man die Konzentration von Photosan fier S-mindtige Inkubationszeit des
Gingivagewebes von 2 mg/ml auf 200 pg/ml und bb#tes ebenfalls fir 10 Minuten (24
J/icm?, 40 mW/cm?), so erkennt man im Vergleich euersuchsreihe mit 2 mg/ml eine
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verringerte Apoptose, jedoch eine Steigerung dezahh apoptotischer Zellenm
Vergleich zu den Kontrollschnitten und tendenzédihliche Werte im Vergleich zu einer
alleinigen Inkubation der Zellen mit 2 mg/ifAbb. 28 A, Abb. 31 A/B, Abb. 32 A/B)
Berucksichtigt man die Apoptose, die durch die Dades Experiments bedingt ist, so
kommt man vor allem nach 6 und 22 Stunden zu eiofitbaren Apoptos@Abb. 28 B).
Inkubiert man das Gingivagewebe nun fir 90 Minuteih einer Konzentration von 200
pg/ml Photosan kombiniert mit einer 10-minutigensBahlung, so findet man weniger
apoptotische Zellen als bei einer 5-minttigen Irdtidn mit 2 mg/ml Photosan und 10-
minutiger Bestrahlung, aber mehr als bei einer Batngen Inkubation mit 200 pg/ml
Photosan und 10-minttiger Bestrahlung und mehbeaisiner alleinigen Inkubation der
Zellen mit 2 mg/ml Photosaii\bb. 28 A, Abb. 31 E/F, Abb. 32 C/D)Werden die Werte
abzuglich der Apoptose der Kontrollschnitte bettathso lasst sich ein allgemeiner
Anstieg apoptotischer Zellen nachweisen, mit eifignahme nach 22 StundéAbb. 28
B). Wird die Bestrahlungszeit bei einer 5-minttigafubation mit 200 pug/ml Photosan
von 10 Minuten (24 J/cm?, 40 mW/cm?) auf 30 Minut@a J/cm?, 40 mW/cm?2) erhoht,
steigt auch die Anzahl apoptotischer Zellen. Imgieich zu einer 5-minttigen Inkubation
mit 200 pg/ml Photosan kombiniert mit einer 10-ntigéin Bestrahlung sowie im
Vergleich zu einer 90-mindtigen Inkubation mit 206/ml Photosan in Kombination mit
einer 10-mindtigen Bestrahlung findet man eine lidghe Zunahme der Apoptog@bb.

28 A, Abb. 31 C/D) Nur bei der Gegenuberstellung mit dem Versuch5dsrinttigen
Inkubation mit 2 mg/ml und 10-mindtiger Bestrahlufiglt zumindest nach der ersten
Probenentnahme eine verringerte Apoptose @Albb. 28 A). Jedoch scheint die
Verlangerung der Bestrahlungseinheit von 10 aufMiQuten im Vergleich zu einer
Verlangerung der Inkubationszeit von 5 Minuten @@ifMinuten ausschlaggebend fur eine
starkere Apoptose zu sein. Werden hier die WerteKamtrollschnitte mit einbezogen,

kommt man auf einen deutlichen Anstieg apoptotisZedien(Abb. 28 B).
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Abb. 28: Toxizitat von Photosan gegenileer vivoGingivagewebe (Schwein). Nachweis von apoptotische
Zellen mittelsFluorescein FrageEL ™ DNA Fragmentation Detectior. Kie Auswertung erfolgte mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskops. Hellgrddontrolle, keine Inkubation, keine Bestrahlungh®arz Ink fir
5min (Photosan 2mg/ml). Roknk fir 5min (Photosan 2mg/ml) und Be fiir 20mg#d/cm2, 40mW/cm3).
Grun Be fur 2min (4,8J/cm2, 40mW/cm?). HellbtaBe fir 10min (24J/cm?, 40mW/cm?). BlaBe fur
30min (72J/cmz2, 40mW/cm?). Dunkelbtamk fir 5 min (Photosan 200pg/ml) und Be fur 16n{24J/cm?,
40mW/cm?). _Lila Ink for 90 min (Photosan 200ug/ml) und Be fur 18n{24J/cm?, 40mW/cm?).
Dunkelgrau Ink fir 5 min (Photosan 200pg/ml) und Be fur 30r(if2J/cmz2, 40mW/cm?2JA) Die Versuche
wurden jeweils einmal durchgefuhrt und unabhangigeinander im Abstand mehrerer Monate dreimal
ausgewertet. Die angegebenen Werte entsprecherelBessungen. Hierbei wurden die apoptotischen
Zellen (grin) und die lebenden Zellen (blau) imageten Blickfeld manuell ausgezahlt und relativ zur
Gesamtzahl der Zellen als Prozentzahjeafisch dargestelltB) Die hier dargestellten Werte entsprechen
den Werten von (A) abziglich des prozentualen Asitder Apoptose, die durch die Experimentdauer

bedingt ist. Ink: Inkubation, Be: Bestrahlung.
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Kontrolle (0h) Kontrolle (22h)

ink 5min 2mg/ml (Oh) ink 5min 2mg/ml " (22h)

ink 5min 2mg/ml be 10min (Oh) ink 5min 2mg/ml be 10min (22h) 100 pun

Abb. 29: Nachweis von apoptotischen Zellen mittElsorescein FrageEL ™ DNA Fragmentation Detection
Kit. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszmikroskops. Apoptotische Zellen sind griin gefarbt
wahrend lebende Zellen blau (DAPI-Farbung) dardiesterden. (A) Oh (B) 22h: Gingivagewebe: nicht
inkubiert, nicht bestrahl{C) Oh (D) 22h: Gingivagewebe: Ink fir 5min (Photosan 2mgyitit) Oh (F) 22h:

Gingivagewebe: Ink fir 5min (Photosan 2mg/ml) urelfBr 10min (24J/cm?, 40mW/cmZlle Aufnahmen
VergréRerung 400x. Ink: Inkubation, Be: Bestrahlung
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be 2min (3h) be 2min (6h)

«e

L)

be 10min (3h)

be 30min (3h) be 30min (6h)

Abb. 30: Nachweis von apoptotischen Zellen mittElsorescein FrageL ™ DNA Fragmentation Detection
Kit. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszmikroskops. Apoptotische Zellen sind griin gefarbt
wahrend lebende Zellen blau (DAPI-Farbung) dardiesterden. (A) 3h (B) 6h: Gingivagewebe: Be fiur
2min (4,8J/cmz2, 40mW/cm3C) 3h (D) 6h: Gingivagewebe: Be fir 10min (24J/cm?, 40mW/¢if) 3h (F)

6h: Gingivagewebe: Be fur 30min (72J/cm?, 40mW/cn&)le Aufnahmen VergroRerung 400x. Be:
Bestrahlung.
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ink 5min 200pg/ml be 10min (Oh)  100um ink 5min 200png/ml be 10min (22h) 100 pm|

ink 5min 200pg/ml be 30min (3h) 100 um ink 5min 200pg/ml be 30min (22h) 100 p

ink 90min 200pg/ml be 10min (3h) 100 pm M ink 90min 200pg/ml be 10min (22h) 100 p

Abb. 31: Nachweis von apoptotischen Zellen mittElsorescein FrageL ™ DNA Fragmentation Detection
Kit. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszmikroskops. Apoptotische Zellen sind griin gefarbt
wahrend lebende Zellen blau (DAPI-Farbung) dardiesterden.(A) Oh(B) 22h: Gingivagewebe: Ink 5min
(Photosan 200ug/ml), Be 10min (24J/cm2,40mW/qi@3)3h (D) 22h Gingivagewebe: Ink 5min (200pg/ml
Photosan), Be 30min (72J/cm2,40mW/cm@E) 3h (F) 22h: Gingivagewebe: Ink 90min (200ug/ml
Photosan), Be 10min (24J/cm2,40mW/cm?2). Alle Aufmahn Vergr. 400x. Ink: Inkubation, Be: Bestrahlung.
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Abb. 32: Nachweis von apoptotischen Zellen mittElsorescein FragEL ™ DNA Fragmentation Detection
Kit. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszmikroskops. Apoptotische Zellen sind griin gefarbt
wahrend lebende Zellen blau (DAPI-Farbung) dardiesteerden. (A) Gingivagewebe: Ink fur 5min
(Photosan 200pg/ml) und Be fur 10 min (24J/cm?, Wdom?) nach 22h; Durchlichtaufname und
FluoreszenzaufnahméB) Gingivagewebe: Ink fir 5min (Photosan 200ug/mijl @e fur 10min (24J/cm2,
40mW/cm?) nach 22h; Fluoreszenzaufnah(@); Gingivagewebe: Ink fir 90min (Photosan 200ug/nmil u
Be fur 10min (24J/cm2, 40mW/cm32), 6h; Durchlichtaatime und FluoreszenzaufnahméD)
Gingivagewebe: Ink fur 90min (Photosan 200ug/mid uBe fir 10min (24J/cm?, 40mW/cm?), 6h;

Fluoreszenzaufnahme. Alle Aufnahmen VergroRerur@x4hk: Inkubation, Be: Bestrahlung.
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7 Diskussion

7.1 Kultivierungsmethode primarer humaner Gingivafibroblasten

Der vorgestellte Versuchsaufbau zeigte, dass dikivierung von priméren humanen
Gingivafibroblasten prinzipiell méglich ist. Hierbwurde die Medium-Gewebe-Mischung
in der Zellkulturflasche nach der Dissoziation migém Medi-Apparat unter sterilen
Bedingungen angetrocknet, was dazu fuhrte, dass Zb#en am Boden der
Zellkulturflasche adhérierten.

Jedoch war es in der vorliegenden Arbeit problesohti aus einem einzigen Patienten-
Isolat eine ausreichende Menge an priméren Gingnadflasten zu gewinnen, um mit
diesen reproduzierbare Experimente durchfihrendmmén. So wurden z.B. fir die Photo-
toxizitatsversuche mit den NHDF-Zellen fur ein Expeent (2 x 96-Mikrotiterplatten) je
ca. 1,4 x 10 Zellen benétigt. Fiir weitere Kultivierungsversuchére es daher sinnvoll,
mehr Ausgangsmaterial zu verwenden, welches mit Bleai-Apparat zu einem Zellbrei
dissoziiert wird, um somit eine gré3ere Zellmasseyewinnen, die in Kultur genommen

werden kann.

7.2 Zellulare Aufnahme und Lokalisation

Die Aufnahme von Photosan bei der untersuclktenivoGingiva (Schwein) beschrankte
sich auf das Stratum corneum, eine Penetratiorefartliegende Schichten der Gingiva
konnte nicht detektiert werden. Méglicherweise kdnnen phedktive Substanzen tiefer
eindringen, jedoch ist das mit dem unter den gewmbeVersuchsbedingungen
verwendeten Nachweisverfahren nicht festzustellen.

Da Photosan als Poly-Hamatoporphyrin aber ein Md&gewicht von ca. 1135 g/mol
hat, zeigt sich nach der ,500-Dalton-Regel” auchsahlechteres Penetrationsverhalten als
fur kleinere Molekdle. Die ,500-Dalton-Regel” pokeut eine geringe bzw. unzureichende
Hautpenetration fir Molektle mit einem Molekulargelt von mehr als 500 Da [8]. Fur
Cyclosporin (MW 1202 g/mol) mit ungefahr identisch@roéfie konnte gezeigt werden,
dass es nicht in der Lage ist, gentgend tief inHhat einzudringen [8]. Demgegentber
zeigt 5-ALA mit einem geringeren Molekulargewichbrv ca. 168 g/mol sehr gute

Penetrationseigenschaften. Benutzt man Penetraémstarker wie z.B. Ethanol, so ist 5-
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ALA  sogar in der Lage, bis zur Basalmembran zedringen
[61]. Betrachtet man aber den SicherheitsaspekereiAnwendung von Photo-
sensibilisatoren in der Mundhéhle z.B. bei der Belhang von Karies und Parodontitis, so
wirde Photosan im Vergleich zu kleineren Molekiénen klaren Vorteil zeigen. Da
Photosan nicht Uber das Stratum corneum hinauseirtiefer liegenden Schichten der
Gingiva eindringt, ist der Farbstoff leichter wegpulen und wirde somit nicht toxisch auf
das darunter liegende gesunde Gewebe wirken.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnten bei den NHI#Hen unterschiedliche
Lokalisationsmuster fiir Photosan abhangig von aleubationsdauer ermittelt werden. Die
Co-Lokalisation von Photosan mit Lyso-Tracker® Greezeigte nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden eine Lokalisatiom ¥@hotosan in den Lysosomen,
wohingegen nach einer Inkubationszeit von 5, 15 8@dVinuten, bzw. nach einer 5-
mindtigen, 15-mindtigen, 90-mindtigen und 24-stigiedi Inkubation mit Rhodamin 6G
keine Co-Lokalisation in den Lysosomen bzw. Mitaootioen festgestellt werden konnte.
Bei dem Photosensibilisator CTP1, der ebenfallsPairmphyrinderivat darstellt, wurde bei
einer gleichzeitigen Farbung mit dem Farbstoff L-fsacker® Green nach einer 4-
stindigen Inkubation eine Co-Lokalisation in dersagomen festgestellt, wahrend eine
gleichzeitige Farbung mit Rhodamin 6G keine Co-liskdéion nachweisen konnte [59].
Andere Photosensibilisatoren wie z.B. XF70 und XMft3gegen zeigten nach einer 4-
stindigen Inkubation mit Rhodamin 6G eine Co-Lddalion in den Mitochondrien,
jedoch keine Co-Lokalisation in den Lysosomen ngldichzeitiger Farbung mit Lyso-
Tracker® Green [59].

7.3 Phototoxizitatsversuche

Unter Anwesenheit von Licht und Sauerstoff zeigearbbtoffe, die vom Porphyrin
abstammen, wie z.B. CTP1, XF70 oder mTHPC, sigaifik photosensibilisierende
Effekte, sowohl gegeniiber prokaryotischen Zellenalch gegeniber Eukaryonten [57,
59, 80]. Die Herausforderung in der antibakteriellghotodynamischen Therapie im
Bereich der Mundhdéhle stellt die Suche nach einemigmeten therapeutischen Fenster
dar. So sollten im Rahmen dieser Arbeit Bedingungén Inkubationsdauer, Lichtdosis
(mW/cm?) und Konzentrationen des verwendeten Pkagikilisators Photosan definiert

werden, bei denen eukaryonte Zellen der Mundhdbéteaben. In einem weiteren Schritt
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muss nun die Phototoxizitat des Photosensibilisajegenkier oralen Bakterien bestimmt
werden, um abschétzen zu kdnnen, ob ein therapkeasisFenster vorliegt, in dem nur
Bakterien abgetttet werden, ohne dem umliegendsaunglen Gewebe zu schaden.

Die Entwicklung eines solchen Systems zur photoaysehen Inaktivierung von oralen

Bakterien, die fur parodontale Erkrankungen verantieh sind, ist mit anderen

Farbstoffen wie z.B. Toluidinblau und Erythrosinrdies erfolgreich untersucht worden
[87, 108]. Auch eine mdgliche alternative Behandluer oropharyngealen Candidiasis,

verursacht durch Candida albicans, mittels PDT Wwaschrieben [21].

7.3.1 Photosensibilisatoren

Damit eine Substanz als Photosensibilisator wirkkann, muss sie folgende

Anforderungen erfullen:

» selektive Anreicherung des PS im Zielgewebe

* geeignete Pharmakokinetik/Penetrationseigenschaften

» geringe Photosensibilisierung des gesunden Gewgthesapeutisches Fenster*)
» geringe Dunkeltoxizitat

* hohe Triplettquantenausbeute (Singulettsauerstuffggtion)

» keine Mutagenitat, Kanzerogenitat und Teratogenitat

Unterschieden werden systemisch anzuwendende hstbdisatoren, wie z.B. Photosan

bzw. HpD von topisch einsetzbaren Substanzen, wieA oder Toluidinblau-O.

Vergleich von Photosan mit 5-ALA

Vergleicht man die Photosensibilisatoren Photosam. iHpD mit dem Farbstoff 5-ALA,
so erkennt man als klaren Vorteil von Photosan direkte photoaktive Wirksamkeit ohne
langere Inkubationsdauer. 5-ALA hingegen, ein Maigé von Protoporphyrin IX (PplX)
in der Hambiosynthese, muss erst zu PpIX umgewamdgten, ehe es photodynamisch
wirksam werden kann. Hier besteht in der sehr igedrBioverfligbarkeit von 5-ALA der
grofdte Nachteil. Bestimmte Zelltypen kdnnen PplX synthetisieren, wenn sie adaquaten

Konzentrationen von 5-ALA ausgesetzt sind. DassosbWwohere Dosen [56, 96] als auch
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langere Inkubationszeiten in Kauf genommen werdéissan, liegt an dem hydrophilen
Charakter des 5-ALA-Molekils, der zu einer erschierePenetration durch biologische
Barrieren mit lipophilen Eigenschaften wie dem tima corneum flhrt.

Ein wesentlicher Nachteil von Photosan und HpDtliageiner langen Halbwertszeit [22]

sowie in einer Anreicherung dieser Substanzen sgstemischer Anwendung in Leber,
Milz, Nieren und der Haut [46]. Bei 5-ALA ist einlurze Halbwertszeit [45] und die

Moglichkeit zur lokalen Applikation ohne schwerwagle systemische Nebenwirkung als
Vorteil zu nennen. 5-ALA induziertes PPIX wird u.aur Behandlung epithelialer

Dysplasien, Prékanzerosen, oberflachlicher Baskézeinome, Plattenepithelkarzinome
und aktinischer Keratosen eingesetzt, sowie fur Metektion von Tumoren in der

Mundhohle verwendet [50, 53].

Toluidinblau-O (TB-0O)

Toluidinblau-O, ein Thiazin-Farbstoff mit antibaktdlen Eigenschaften [7, 87], ist eine
seit Jahrzehnten klinisch erprobte Substanz, defanptindikation sowohl in der
Behandlung der Methdmoglobinamie [17] als auchenidtravitalen Farbung von Magen-
und Cercixkarzinomen [26] bzw. in der Anfarbungkandzeréser Lasionen im Rahmen der
Diagnostik von Mundschleimhauttumoren liegt [27].62B-O besitzt dartber hinaus aber
auch eine photodynamische Potenz. So beobacht&eiKSS et al. [87] in einer Studie
zur Untersuchung der photodynamischen Effekte vBrOTeine konzentrationsabhangige
Dunkeltoxizitat gegen orale Keratinozyten und Fitastenin vitro, aber Sie entdeckten
auch die Mdglichkeit eines therapeutischen Fensitersler Behandlung parodontaler
Erkrankungen. Folgt man dieser Untersuchung, stefiisich bei TB-O im Vergleich zu
Photosan eine wesentlich hodhere dunkeltoxische WNgk Andere klinische
Untersuchungen zeigten, dass TBrQrivo in einer 2000-mal héheren Konzentration ohne
Nebenwirkungen in der Diagnose pramaligner orasianen appliziert werden konnte
[63].

Nach REDMAN et. al [78] besitzt TB-O keine karzimog Wirkung, DUNIPACE et. al
[25] entdeckten jedoch einen mutagenen Effekt. Inere anderen Studie konnte
nachgewiesen werden, dass TB-O einen signifikaAtestieg an Chromosomenschaden
induziert [4].
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7.3.2 Lichtquelle

Zur Photosensibilisierung wurde die Lampe PDT 12@h Waldmann mit einem

Emissionsspektrum im orange-roten Spektralberes€@®-750 nm) und einer konstanten
Bestrahlungsstarke von 40 mW/cm? (tatsachlich appte Energiedosis) verwendet.
Dieses Anregungsspektrum ist sinnvoll, da das Alismrsmaximum von Photosan bei ca.
400 nm (Soretbande) liegt bzw. die vier Q-Bandem Rbotosan im Bereich von 500-630
nm liegen.

Im Wellenlangenbereich von UV bis ins tiefe Infrardmmt die Penetrationstiefe des
Lichts im Gewebe mit hoherer Wellenlange zu. Aussdm Grund erfolgt die Anregung
eines Photosensibilisators generell bei der langglichen Wellenlange. Eine Behandlung
mit HpD wird deshalb im Allgemeinen bei einer Lisleilenlange von ca. 630 nm
durchgefuhrt. Solches Licht entspricht einem wait ioten Spektralbereich liegenden
Absorptionsmaximum. Bei solchen Wellenlangen kane &irkungsvolle Penetration des
Lichts erreicht werden

7.3.3 Toxizitat von Photosan gegeniber NHDF-Zellemach Bestrahlung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssdder Photosensibilisator Photosan
im Rahmen der photodynamischen Reaktion fahiguster bestimmten Bedingungen
toxisch gegenuiber NHDF-Zellen zu wirken. Die Ergeba verdeutlichen, dass die
Photosensibilisierung der dermalen FibroblastetetsiPhotosan sowohl abhéngig von der
Konzentration des Farbstoffes als auch von der Bderelnkubation und der Intensitat der
Bestrahlung ist. Je langer die Inkubationsdauenfjeer die Farbstoffkonzentration und je
starker die Bestrahlungsintensitat ist, desto hdbkerdie phototoxische Wirkung zu
bewerten. Definiert man ein therapeutische Fenéier die antimikrobielle photo-
dynamische Inaktivierung, so ist es erforderlicediBgungen festzulegen, die maximal
erreicht werden durfen, um Bakterien abzutéten,eolabei eukaryonten Zellen zu
schaden.

Bei niedriger Inkubationsdauer von 5 Minuten undirgger Bestrahlungszeit von 2
Minuten liegt die Konzentration von Photosan, bai ehehr als 50% der Zellen absterben,
noch bei 50 pg/ml, bei 5-mindtiger Inkubation un@-rBindtiger Bestrahlung fallt sie

bereits auf 0,5 pg/ml Photosan. Wahlt man die in \d@liegenden Arbeit maximal
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untersuchten Bedingungen einer 90-minutigen Inkabatind 30-mindtigen Bestrahlung
(72 Jlcm?, 40 mW/cm?2), so sinkt die Uberlebenstaecits bei minimalen Farbstoff-
konzentrationen von 0,1 pg/ml auf weniger als 50%.

Zusatzlich wurde die Abhangigkeit von der Inkubasidauer mittels Fluoreszenz-
mikroskopie bestatigt, wobei eine steigende inftalZzee Akkumulation des Farbstoffes in
Abhangigkeit einer zunehmenden Inkubationszeit gewsinesen wurde. Zum anderen
wurde mit Hilfe eines spektroskopischen Nachweisyeens gezeigt, dass Photosan von
den NHDF-Zellen umso starker aufgenommen wirdépger inkubiert wird.

Der anfangliche Zuwachs der Zellen bei geringertdbtungsdauer von 2 Minuten und
niedrigen Farbstoffkonzentrationen bis zu 1 pg/mihke auf immunregulatorische
Prozesse im Rahmen der ,low-dose” PDT hindeuten 108, 110]. Bei einer ,Jow-dose*
PDT wird eine der drei Komponenten Licht, Sauefstodler Photosensibilisator in
reduzierter Form zur Verfiigung gestellt, so dassnaieisten Zellen nicht sofort absterben,
sondern unter Aktivierung transduktorischer Prozesgsiter wachsen. Hier in diesem Fall
sind es die niedrigen Photosensibilisatorkonzeotiah, die wahrend der Bestrahlung
nicht ausreichend toxische reaktive Sauerstoffmoéekerzeugen und somit eher
stimulierend als abtétend wirken. Unterstitzt wiidse Beobachtung durch eine Studie
von ZHANG et al [110], in der Gehirne von athymienhMausen im Rahmen einer ,low-
dose” PDT mit 2 mg/kg Photofrin behandelt und miitee Lichtdosis von nur 2 oder 4
J/cmz2 bestrahlt wurden (vgl. ,high-dose” PDT furmiartherapie: ~ 50-100 J/cm?2). Dabei
zeigte sich, dass sowohl die Anzahl immunreaktiZelien signifikant zunahm, als auch
die Expression des Vascular Endothelial Growth éfadfVEGF) und somit der
endothelialen Zellproliferation. Bei dem Wachstuaksbr VEGF handelt es sich um ein
Signalmolekdl, das u.a. in der Angiogenese (Ausinigd neuer Gefaldstrukturen) seine
Wirkung entfaltet und dort die zur Bildung der Q&f@nde notwendigen Endothelzellen,
Perizyten und glatten Muskelzellen stimuliert. irgiogenese spielt im adulten Leben

eine wichtige Rolle etwa als Reparatur-Prozessl@eiWundheilung.

7.3.4Ex vivoGingiva — Modell (Schwein)

Um die Phototoxizitat von Photosan in einem melgeavandten Modell zu untersuchen,
wurde das in der vorliegenden Arbeit verwend®tevivoSchweinekiefermodell gewahlt,

da es der Situationn vivo sehr nahe kommt. Bei diesem Modell kam bukkales
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Gingivagewebe von 6 Monate alten Hausschweinen Eumsatz. In der Dermatologie
wird z.B. ein in Hepes-Agar eingebettet®s vivoSchweinevollhautmodell (Rickenhaut)
verwendet, um Phototoxizitatsversuche mit dem Feutsibilisator 5-ALA durchzufiihren
[61]. Hinsichtlich der Permeabilitat fir menschikshGewebe bzw. solches vom Schwein
gibt es keine signifikanten Unterschiede, bis arf Bereich des Mundbode(i&abelle 2)

der bei menschlichem Gewebe durchléassiger sché@l, so dass das in der Arbeit
beschriebeneex vivo Schweinekiefermodell prinzipiell auf den Menschébertragen

werden kann.

Mensch Kp Schwein Kp

Haut 44 + 4 Haut 62+5
bukkale Mucosa 579 £ 16 bukkale Mucosa 634 £19
Mundboden 973 £33 Mundboden 808 = 23

Tabelle 2: Permeabilitat der Mundschleimhaut und der HautMemsch und Schwein
Permeabilitatsktante Kp in cm/min x 10[52]

Als problematisch bei dem angewandten Testverfalstedie unterschiedlich lange und
nur schwer kontrollierbare Liegedauer (ca. 4-6 8&m) der einzelnen Schweine-
kieferhalften vor der Durchfihrung der Versuchelmwerten. So konnte keine exakte
Angabe der Metzgereien Uber den Zeitpunkt der $bhlag bzw. Uber die nachfolgende
Aufbewahrung bis zur Abholung der Schweinekiefétbalerfolgen.

Eine weitere Herausforderung stellte die Prapamnaties Gingivagewebes dar, da sich das
Schleimhautepithel sehr leicht abldste. Dies istnglich ebenfalls auf die Liegedauer der
Schweinekieferhélften zum einen vor Versuchsbeginder Metzgerei und zum anderen
wahrend der Dauer der Experimente zuriickzufihrenkd@nte nicht garantiert werden,
dass die oberflachliche Keratinschicht als Schuted Penetrationsbarriere [14] bei allen
Experimenten vorhanden war. Allerdings zeigten eliemplarische HE-Farbung und die
Fluoreszenzaufnahmen zum einen ein intaktes Stratbmmeum und zum anderen keine
Penetration von Photosan Uber das Stratum cornenaudh Da die Penetration der

Substanzen normalerweise in den keratinisierteeiBeen der Mundschleimhaut aufgrund
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der durch das Stratum corneum bedingten Retentisthwert wird und die

Penetrationsrate an der Mundschleimhaut eben neleenPS-Konzentration und der
Applikationszeit Uberwiegend von der Barrieredichtehangig ist [89-94], misste eine
dadurch bedingte Beeinflussung der Ergebnisse iitesg@ Experimenten untersucht

werden.

7.3.5 Nachweis der Apoptose

Aufgrund der heterogenen Farbstruktur der einzel®eimitte war mit denin Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein und Tunel PQ@®ine prazise und standardisierbare
Auswertung moglich und somit wurde der Nachweis vBpoptose auf diese Art
verworfen.Die Auswertung der Experimente mit de vivoGingivagewebe wurde mit
Hilfe des Fluorescein FrageEL ™ DNA Fragmentation Detectiont urchgefiihrt, das
zum Nachweis der Apoptose verwendet wird [3, @Bgses Verfahren kann als geeignet
betrachtet werden, da mit Hilfe eines Fluoresceites (465-495 nm) eine einfache
Unterscheidung zwischen apoptotischen (also poggdarbten, grinen Zellen) und

lebenden Zellen méglich ist.

7.3.6 Toxizitat von Photosan gegenubeax vivoGinigivagewebe (Schwein) nach
Bestrahlung

Durch die lange Liegedauer (ca. 4-6 Stunden) déwsmekieferhalften vor der Durch-
fuhrung der Versuche lassen sich vermutlich auckigge Unterschiede der Ergebnisse
erklaren. So erzeugte eine alleinige Bestrahlumgsaegivapraparate fur 10 Minuten einen
hoheren Anteil apoptotischer Zellen als in einemnsdeh, in dem die gleiche Bestrahlung
mit einer 5-mindtigen Inkubation mit 2 mg/ml Phaosbzw. 200 pg/ml kombiniert
wurde. Ebenfalls fihrte eine alleinige Bestrahlaeg Praparate fir 30 Minuten zu einer
wesentlich starkeren Apoptose, als wenn die Bdstnghmit einer 5-minutigen Inkubation
mit 200 pg/ml Photosan durchgefuhrt wird. Bei deeg@niberstellung der beiden
Bestrahlungsfenster von 10 und 30 Minuten fiel ®rbitn auf, dass eine deutliche
Zunahme der Apoptose bei Steigerung der Bestraldusgeblieben ist.

Betrachtet man das Kontrollpraparat, dass nacht@2d8n bereits eine Apoptose von ca.

30% aufwies und bertcksichtigt diesen Apoptosekhnterursacht durch die Experiment-
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dauer, bei anderen Bedingungen wie bei der 5-ngaiitinkubation mit 2 mg/ml Photosan
oder der 5-mindtigen Inkubation mit 200 pg/ml Plsat® kombiniert mit einer 10-
minutigen Bestrahlung oder der 2-minitigen Bestmag)] so lasst sich feststellen, dass die
durch die gewahlten Bedingungen erzielte zusarlidipoptose nur sehr gering steigt.
Dies deutet darauf hin, dass der apoptotische Effek niedrig gewahlten Bedingungen
unwesentlich ist und hier durch die Versuchsdauerelaren ist. Steigen jedoch die
Farbstoffkonzentrationen bzw. die Bestrahlungsmeitsn, kommt es auch zu einer
deutlichen Zunahme der Toxizitat. Dies scheint ésiell die Ergebnisse der
Phototoxizitatstests mit Photosan gegeniuber NHDOiZ&u bestatigen, wobei déx vivo

Praparate insgesamt mit hoheren Farbstoffkonzénteat behandelt wurden.

7.4 Anwendung der PDT in der Mundhéhle mit dem Hellp-System

In der vorliegenden Arbeit wurden Bedingungen wiachtdosis (mW/cm?),
Inkubationsdauer und Konzentrationen des Photdsiésators Photosan aufgezeigt und
definiert, unter denen NHDF-Zellen bzw. Gingivatibtasten (Schwein) tberleben kénnen
bzw. absterben. Ziel einer photodynamischen Belagdleiner Erkrankung der
Mundhdhle wie z.B. Parodontitis muss aber das Mutkasein eines therapeutischen
Fensters sein, d.h. dass nur die assoziierten Bakt@abgetttet werden, ohne dem
gesunden umliegenden Gewebe zu schaden.

Ein bereits im klinischen Einsatz befindliches Mibdgellt das Helbo-System (HELBO
Photodynamic Systems GmbH & Co KG, Grieskirchentefdsich) dar. Obwohl bei
diesem System nicht der in der Arbeit verwendetetédensibilisator Photosan, sondern
ein Phenothiazinchlorid verwendet wird, bzw. diewsmdung dieses Systems in der
Mundhdhle erfolgt und somit nicht mit den in derrliegenden Arbeit untersuchten
Bedingungen Ubereinstimmt, wird das Helbo-Systestlweeben, um einen Eindruck zu
verschaffen, wie ein Modell zur Durchfihrung deroRldynamischen Therapie in der
Mundhdhle aussehen kann, bzw. welche klinischereliirigse damit zu erzielen sind.
Untersuchungen, wie sie in dieser Arbeit durchgefitorden sind, liegen zu diesem
System nicht vor, so dass kein Vergleich und soanmie abschlieende Beurteilung
maoglich erscheint.

Das Helbo-System ist nach Angaben des Herstelier§heerapiesystem zur Durchfiihrung

der antimikrobiellen Photodynamischen Therapie (BPDn der Mundhohle bei
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Parodontitis, Periimplantitis und WurzelkanalbeHanden. Bei einer parodontalen
Erkrankung erfolgt zunéchst eine professionelle nlgeng der Zahnfleisch- und
Knochentaschen, um weiche und harte Beldge zu reatfeund die Keimzahl zu
reduzieren.  AnschlieBend wird eine Farblésung deshotd3ensibilisators
(Phenothiazinchlorid, HELBO® Blue Photosensitizemy die Zahnfleisch- und
Knochentasche appliziert, der sich an die Zellwaod Bakterien anheftet und diese
anfarbt. Danach kommt es durch die Belichtung mim@ Diodenlaser (660 nm, 100 mW)
zur Bildung von aktivem Sauerstoff und zur daduredingten Zerstérung der Bakterien.
Zum jetzigen Zeitpunkt wird allerdings empfohleniests Therapiesystem nicht als
alternative Behandlungsmethode bei parodontalenohés zu verwenden, sondern
unterstizend, bzw. im Rahmen parodontalprophylaktischer Maafhen und bei der
Behandlung initialer Parodontitiden. Auch eine Amgeng dieses Systems in schwer
zuganglichen Bereichen scheint sinnvoll. Uber lastifie Wirkungen des Helbo-Systems,
mikrobiologische Effekte und einen evtl. Verzichif antibiotisch wirksame Substanzen
liegen derzeit noch keine klinischen Studien v@j[1

Untersuchungen gibt es aber z.B. zur unterstitzedevendung der aPDT. In einer
Studie hierzu wurde eine Gruppe von 20 Patienten amionischer Parodontitis einer
konventionellen Therapie mittels mechanischer Kéget unterzogen. Patienten in der
Testgruppe wurden in 2 Quadranten zuséatzlich minerei antimikrobiellen
photodynamischen Therapie behandelt. Die WerteStimdierungstiefe, Attachment und
BOP (Bleeding on probing) sind 3 Monate danach &idén Gruppen signifikant
zurtickgegangen, jedoch in der Gruppe mit zuséaeliaPDT wesentlich starker [11].

In einer anderen Studie wurden 10 Patienten mitremggrer Parodontitis entweder
konventionell durch mechanisches Scaling und RdaiRy oder mit einer aPDT unter
Verwendung des Helbo-Systems behandelt [19]. Inddwei Gruppen verlief die
postoperative Wundheilung komplikationslos, wasadahindeutet, dass die aPDT ohne
Schwierigkeiten wie Abszessbildung oder Infektioletiert wird. In beiden Gruppen kam
es 3 Monate nach der Behandlung u.a. zu signifikaduzierten Werten fur die
Sondierungstiefe und zu einem signifikanten Gewmm Attachment, jedoch ohne
signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppewerschiedenen Untersuchungen zu
einer ,Standardtherapie” (manuelle Kirettage undniimierte Antibiotikagabe) bei
aggressiver Parodontitis wurde nachgewiesen, dase 8ehandlungsmethode jedoch nur

durch mehrmaliges und zeitaufwandiges ,Nacharbe#anangfristig zufrieden stellenden
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Ergebnissen fuhrt. Da manuelles Arbeiten zudem alfran schwer zuganglichen Stellen
stattfindet und in einigen Fallen auch Bakterien e wiz.B. Actinobacillus
actinomycetemcomitangrotz manueller Kuirettage und Reinigung in der Tasche
verbleiben, stellt das Helbo-System in diesen Rédime unterstitzende, zeitsparende und
fur den Behandler einfach anzuwendende Alternatiie hoher Effizienz dar [19]. In
Tierversuchen mit Ratten und Hunden wurde zuderh h&tologischen Untersuchungen
des Gewebes gezeigt, dass es nach einer aPDT nenkéilebenwirkungen wie
Ulzerationen oder Entziindungen des benachbarterl@skommt. Der Vorteil von einer
aPDT liegt aber vor allem in der lokalisierten ungtht-invasiven Anwendbarkeit,
aul3erdem ist eine Ausbildung von Resistenzen ursehbimlich, da die Aktivitat gegen
Bakterien durch reaktive Spezies wie Hydroxylratikaustande kommt. Als angenehm

fur den Patienten ist zudem der Verzicht auf eidgthetikum zu erwéhnen [19].
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8 Zusammenfassung

Vielseitige Schadigungen des gesunden Gewebegs iMutedhdhle durch den Einsatz von
Antiseptika wie Chlorhexidin als Adjuvans zur megisahen Therapie in der Behandlung
von Parodontitis und Karies erfordern die Entwickjuneuer Therapiekonzepte. Eine
maogliche Alternative stellt die photodynamische kindaerung der assoziierten Keime
unter Verwendung eines mit Licht angeregten Photibdisators dar.

So wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl die k@&t von Photosan (ein fur die PDT
zugelassenes Medizinprodukt) auf dermale Fibrobtasind ex vivo Gingivagewebe
(Schwein) nach Bestrahlung untersucht, als auckuéiie zur Lokalisation und zellularen
Aufnahme von Photosan durchgefihrt.

Mit Photosan als Photosensibilisator wurde bei atgdan humanen dermalen Fibroblasten
zunachst mittels Fluoreszenzmikroskopie eine steigantrazellulare Akkumulation des
Farbstoffes abhéngig von einer zunehmenden Inkats#eit nachgewiesen, beer vivo
Gingivagewebe (Schwein) kam es ebenfalls zu eigatlidhen Zunahme der Fuoreszenz-
signale, jedoch war eine Penetration des Farbstaier das Stratum corneum hinaus in
tiefer liegende Schichten der Gingiva nicht festzllsn. Die nachgewiesene Co-
Lokalisation von Photosan in NHDF-Zellen mit Lysea¢ker® Green zeigte nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden eine Lokalisatiom Whotosan in den Lysosomevit
Hilfe eines spektroskopischen Nachweisverfahremstegezeigt werden, dass Photosan
von NHDF-Zellen in Abhangigkeit der Inkubationsz&t90 min) aufgenommen wird.
Unterschiedliche Konzentrationen (0-100 pg/ml) Wirotosan, verschiedene Inkubations-
zeiten (5 min, 15 min, 90 min) und unterschiedlitightintensitaten (4,8 J/cmz, 24 J/cm2,
72 J/icm2) wurden benutzt, um die Phototoxizitateggdper NHDF-Zellenmit dem MTT-
Test zu bestimmen. Bei den Versuchen konnte gewgigten, dass die Phototoxizitat von
Photosan abhangig von der Inkubationszeit und wesrapgplizierten Lichtintensitat ist. Bei
niedriger Inkubationsdauer von 5 Minuten und ku&estrahlungszeit von 2 Minuten liegt
die Konzentration von Photosan, bei der mehr a% 8@r Zellen absterben, noch bei 50
pag/ml, bei 5-mindtiger Inkubation und 30-minutigBestrahlung bereits bei 0,5 pg/ml
Photosan. Wéahlt man die in der vorliegenden Arbwakimal untersuchten Bedingungen
einer 90-minttigen Inkubation und 30-minitigen Baistung (72 J/cm?2, 40 mW/cm?2), so
sinkt die Uberlebensrate bereits bei minimalen §aftkonzentrationen von 0,1 pg/ml auf

weniger als 50%.
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Im Rahmen der Untersuchungen der Phototoxizitéimem mehr angewandtex vivo
Modell mit Gingiva vom Schwein konnte exemplarigggreigt werden, dass eine kurze
Inkubations- und Bestrahlungsdauer geringer Tadizind eine langere Inkubations- und
Bestrahlungsdauer steigender Toxizitat zugeordeeden kann.

Die Herausforderung in der antibakteriellen photwiyischen Therapie im Bereich der
Mundhohle stellt die Suche nach einem geeigneterapieutischen Fenster dar, in dem nur
relevante Keime wie z.BStreptococcus mutarabgetdtet werden, ohne dem umliegenden
gesunden Gewebe zu schaden. Wie in den Phototigiarsuchen gezeigt werden
konnte, mussen die Bedingungen deshalb sowohl imi@ekurzer Inkubationszeiten als

auch im Bereich geringer Bestrahlungsintensitéegeh.
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Abb. Abbildung

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

Ak Antikorper

Aqua dest Destilliertes Wasser

BSA Rinderserumalbumin

CHX Chlorhexidin

CO, Kohlenstoffdioxid

CPI-Index Community Periodontal Index
DAPI 4,6,-DiAmidino-2-Phenylindole
dH,O destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiaminintetraessigsaure
FBM Fibroblast Basal Medium

FBS Fetal Bovine Serum

FGM Fibroblast Growth Medium

g Gramm

h Stunde

HCI Chlorwasserstoff

HE Hamatoxylin-Eosin

HL-60 Zellen humane Leukamiezellen Klon 60
H.0 Wasser

HpD Hamatoporphyrinderivat

J Joule

KCI Kaliumchlorid

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

I Liter

m Milli

M Mol

MEMa Minimal Essential Medium alpha
min Minute
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MgC|2

Magnesiumchlorid

MKG-Chirurgie

Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie

MTT

(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyl-tetrazoliumbromid)

NaCl Natriumchlorid

NaHCG Natriumhydrogencarbonat

NaHPOy, Dinatriumhydrogenphosphat

NHDF-Zellen Neonatale humane dermale
Fibroblasten

PBS Phosphate Buffered Saline

PDT Photodynamische Therapie

pH pH-Wert

POD Peroxidase

PS Photosensibilisator

SDS Sodiumdodecylsulfat

sog. sogenannt

125, T75 Zellkulturflasche 25 cm? oder 75 cm?

TBS Tris Buffered Saline

TdT Terminale deoxynukleotidyltransferase

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U Umdrehung

Vergr. Vergro3erung

W Watt

M Mikro

82




10 Literaturverzeichnis

10 Literaturverzeichnis

(1)

(2)

3)

(4)

()

(6)

(7)

(8)

9)

(10)

(11)

(12)

(13)

Alleyn CD, O'Neal RB, Strong SL, Scheidt MJ,Mayke TE, McPherson JC. The
effect of chlorhexidine treatment of root surfages the attachment of human
gingival fibroblasts in vitro. J Periodontol 1991l;J62 (7): 434-8.

Almgvist H, Luthman J. Gingival and mucosal aans after intensive
chlorhexidine gel treatment with or without oralgigne measures. Scand J Dent
Res 1988 Dec; 96 (6): 557-60.

Aravindan N, Aravindan S, Shanmugasundaramh&wSAD. Periods of systemic
partial hypoxia induces apoptosis and inflammatiorat skeletal muscle. Mol Cell
Biochem 2007 Aug; 302 (1-2): 51-8.

Au W, Hsu TC. Studies on the clastogenic effeat biologic stains and dyes.
Environ Mutagen 1979; 1 (1): 27-35.

Beaudouin E, Kanny G, Morisset M, Renaudin 3Mytes M, Laxenaire MC, et al.
Immediate hypersensitivity to chlorhexidine: litenae review. Allerg Immunol
(Paris) 2004 Apr; 36 (4): 123-6.

Bergquist-Karlsson A. Delayed and immediateetyphypersensitivity to
chlorhexidine. Contact Dermatitis 1988 Feb; 18 g)8.

Bhatti M, MacRobert A, Meghji S, Henderson Bil8¥n M. A study of the uptake
of toluidine blue O by Porphyromonas gingivalis ah@ mechanism of lethal
photosensitization. Photochem Photobiol 1998 S8¢3§ 370-6.

Bos JD, Meinardi MM. The 500 Dalton rule foretBkin penetration of chemical
compounds and drugs. Exp Dermatol 2000 Jun; 9&5:9.

Bowden GH. Mutans streptococci caries and tigeidine. J Can Dent Assoc 1996
Sep; 62 (9): 700, 03-7.

Braun A, Dehn C, Krause F, Jepsen S. Antinfilgile Photodynamische Therapie
(aPDT) bei der parodontalen Behandlung. Quintessesam-Journal 2007; 37.

Braun A, Dehn C, Krause F, Jepsen S. Sharm-teimical effects of adjunctive
antimicrobial photodynamic therapy in periodontabtment: a randomized clinical
trial. J Clin Periodontol 2008 Oct; 35 (10): 877-84

Buggiani G, Troiano M, Rossi R, Lotti T. Phdymamic therapy: off-label and
alternative use in dermatological practice. Phagdosis Photodyn Ther 2008 Jun;
5(2): 134-8.

Bundesvereinigung K, Bundeszahnarztekammerert®/i Deutsche Mund-
gesundheitsstudie (DMS V) Kurzfassung. 2006; 11-13

83



10 Literaturverzeichnis

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

Bykov VL. [The functional morphology of the idyelial barrier of the oral
mucosa]. Stomatologiia (Mosk) 1997; 76 (3): 12-7.

Cline NV, Layman DL. The effects of chlorheixid on the attachment and growth
of cultured human periodontal cells. J Periodohf82 Jul; 63 (7): 598-602.

Damour O, Hua SZ, Lasne F, Villain M, Roussd#, Collombel C. Cytotoxicity
evaluation of antiseptics and antibiotics on caturhuman fibroblasts and
keratinocytes. Burns 1992 Dec; 18 (6): 479-85.

Daunderer M. [Antidote therapy: toluidine bluemethemoglobinemia]. Fortschr
Med 1980 Apr; 98 (13): 462-4.

de Almeida JM, Theodoro LH, Bosco AF, Nagatd, Bonfante S, Garcia VG.
Treatment of Experimental Periodontal Disease byt&®lynamic Therapy in Rats
With Diabetes. J Periodontol 2008 Nov; 79 (11): 265.

de Oliveira RR, Schwartz-Filho HO, Novaes AB,, Taba M, Jr. Antimicrobial
photodynamic therapy in the non-surgical treatnmdrdggressive periodontitis: a
preliminary randomized controlled clinical studyPériodontol 2007 Jun; 78 (6):
965-73.

Dogan S, Gunay H, Leyhausen G, Geurtsen WecH(f of low-concentrated
chlorhexidine on growth of Streptococcus sobrinaod grimary human gingival
fibroblasts. Clin Oral Investig 2003 Dec; 7 (4)228.

Donnelly RF, McCarron PA, Tunney MM, David Wison A. Potential of
photodynamic therapy in treatment of fungal infec of the mouth. Design and
characterisation of a mucoadhesive patch contaitwilogdine blue O. J Photochem
Photobiol B 2007 Jan; 86 (1): 59-69.

Dougherty TJ, Cooper MT, Mang TS. Cutaneoustgtxic occurrences in
patients receiving Photofrin. Lasers Surg Med 1990(5): 485-8.

Dougherty TJ, Gomer CJ, Henderson BW, JorK&ssel D, Korbelik M, et al.
Photodynamic therapy. J Natl Cancer Inst 1998 90r{12): 889-905.

Dougherty TJ, Kaufman JE, Goldfarb A, WeishakiR, Boyle D, Mittleman A.
Photoradiation therapy for the treatment of malignmors. Cancer Res 1978
Aug; 38 (8): 2628-35.

Dunipace AJ, Beaven R, Noblitt T, Li Y, Zunt Stookey G. Mutagenic potential
of toluidine blue evaluated in the Ames test. MiRat 1992 Jun; 279 (4): 255-9.

Eichelbaum E, Gonzalez Navas A, Colmenaregaxa G. [Toluidine blue and
gastric cancer]. G E N 1977 Apr-Jun; 31 (4): 283-9.

Epstein JB, Scully C, Spinelli J. Toluidinaubland Lugol's iodine application in

the assessment of oral malignant disease and ¢eatorsk of malignancy. J Oral
Pathol Med 1992 Apr; 21 (4): 160-3.

84



10 Literaturverzeichnis

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

Fabreguette A, Zhi Hua S, Lasne F, DamourEvaluation of the cytotoxicity of
antiseptics used in current practice on culturedibobblasts and keratinocytes].
Pathol Biol (Paris) 1994 Nov; 42 (9): 888-92.

Feyh J. Photodynamic treatment for cancerthefhead and neck. J Photochem
Photobiol B 1996 Nov; 36 (2): 175-7.

Fujita S, Sumita S, Kawana S, lwasaki H, Namik[Two cases of anaphylactic
shock induced by chlorhexidine]. Masui 1997 Aug;(8p 1118-21.

Greenstein G, Berman C, Jaffin R. Chlorhexadi\n adjunct to periodontal
therapy. J Periodontol 1986 Jun; 57 (6): 370-7.

Gurgan CA, Zaim E, Bakirsoy I, Soykan E. Skertn side effects of 0.2%
alcohol-free chlorhexidine mouthrinse used as afunatl to non-surgical
periodontal treatment: a double-blind clinical stud Periodontol 2006 Mar; 77
(3): 370-84.

Halliwell B, Gutteridge JM. Lipid peroxidatipmxygen radicals, cell damage, and
antioxidant therapy. Lancet 1984 Jun; 1 (8391):6139

Hausmann W. Die sensibilisierende Wirkung Hésatoporphyrins. alt 1911; 30:
276-316.

Hellwig E, Klimek J, Attin T. Einfihrung in diZahnerhaltung. Urban & Fischer
Verlag Minchen 2003; 3. Auflage: 457-58.

Henderson B, Wilson M. Commensal communism thiedoral cavity. J Dent Res
1998 Sep; 77 (9): 1674-83.

Henderson BW, Dougherty TJ. How does photodyodherapy work? Photochem
Photobiol 1992 Jan; 55 (1): 145-57.

Hepso HU, Bjornland T, Skoglund LA. Side-etieand patient acceptance of 0.2%
versus 0.1% chlorhexidine used as post-operatiephgtactic mouthwash. Int J
Oral Maxillofac Surg 1988 Feb; 17 (1): 17-20.

Holt SC, Ebersole JL. Porphyromonas gingivallseponema denticola, and
Tannerella forsythia: the "red complex”, a prota@ypolybacterial pathogenic
consortium in periodontitis. Periodontol 2000 2088; 72-122.

Hoppe-Seyler F. Med. Chem. UntersuchungenrHabog-Karls-Universitat, Berlin
1871.

Hsi RA, Rosenthal DI, Glatstein E. Photodynartherapy in the treatment of
cancer: current state of the art. Drugs 1999 M&y%: 725-34.

Jentsch H. Parodontitistherapie in der tagiiciPraxis-Hinweise und wesentliche
Gesichtspunkte. ZMK 2009; Ausgabe 6: 414-24.

85



10 Literaturverzeichnis

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

Jori G. Photodynamic therapy of microbial woifens: state of the art and
perspectives. J Environ Pathol Toxicol Oncol 208%(1-2): 505-20.

Jori G, Fabris C, Soncin M, Ferro S, Copptll®, Dei D, et al. Photodynamic
therapy in the treatment of microbial infectionsisie principles and perspective
applications. Lasers Surg Med 2006 Jun; 38 (5):8638

Kennedy JC, Pottier RH. Endogenous protopaiphyX, a clinically useful
photosensitizer for photodynamic therapy. J PhaotiPhotobiol B 1992 Jul; 14
(4): 275-92.

Kessel D. Chemical and biochemical determmaritporphyrin localization. Prog
Clin Biol Res 1984; 170: 405-18.

Komerik N, MacRobert AJ. Photodynamic thera@syan alternative antimicrobial
modality for oral infections. J Environ Pathol Toal Oncol 2006; 25 (1-2): 487-
504.

Kononen E. Development of oral bacterial florayoung children. Ann Med 2000
Mar; 32 (2): 107-12.

Krautheim AB, Jermann TH, Bircher AJ. Chlorltexe anaphylaxis: case report
and review of the literature. Contact Dermatiti®2Mar; 50 (3): 113-6.

Lang K, Lehmann P, Bolsen K, Ruzicka T, Fhts€C. Aminolevulinic acid:
pharmacological profile and clinical indication. gext Opin Investig Drugs 2001
Jun; 10 (6): 1139-56.

Laustriat G. Molecular mechanisms of photosizagion. Biochimie 1986 Jun; 68
(6): 771-8.

Lesch CA, Squier CA, Cruchley A, Williams Dpeight P. The permeability of
human oral mucosa and skin to water. J Dent Re8 $88; 68 (9): 1345-9.

Leunig A, Rick K, Stepp H, Gutmann R, Alwin Baumgartner R, et al.
Fluorescence imaging and spectroscopy of 5-aminbleée acid induced
protoporphyrin IX for the detection of neoplastésions in the oral cavity. Am J
Surg 1996 Dec; 172 (6): 674-7.

Levy JG, Obochi M. New applications in photodgnic therapy. Introduction.
Photochem Photobiol 1996 Nov; 64 (5): 737-9.

Lipson RL, Baldes EJ, Gray MJ. Hematoporphyaarivative for detection and
management of cancer. Cancer 1967 Dec; 20 (125-225

Loh CS, MacRobert AJ, Bedwell J, Regula J,skea N, Bown SG. Oral versus

intravenous administration of 5-aminolaevuliniccafor photodynamic therapy. Br
J Cancer 1993 Jul; 68 (1): 41-51.

86



10 Literaturverzeichnis

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

Ma L, Moan J, Berg K. Evaluation of a new pmis®nsitizer, meso-tetra-
hydroxyphenyl-chlorin, for use in photodynamic #y@y: a comparison of its
photobiological properties with those of two othrotosensitizers. Int J Cancer
1994 Jun; 57 (6): 883-8.

Maisch T, Baier J, Franz B, Maier M, Landthdi Szeimies RM, et al. The role
of singlet oxygen and oxygen concentration in ptgb@mic inactivation of
bacteria. Proc Natl Acad Sci U S A 2007 Apr; 104)(I7223-8.

Maisch T, Bosl C, Szeimies RM, Lehn N, AbelsRBotodynamic effects of novel
XF porphyrin derivatives on prokaryotic and eukaiyaells. Antimicrob Agents
Chemother 2005 Apr; 49 (4): 1542-52.

Maisch T, Szeimies RM, Jori G, Abels C. Anttaial photodynamic therapy in
dermatology. Photochem Photobiol Sci 2004 Oct;(3:(207-17.

Maisch T, Worlicek C, Babilas P, Landthaler Bzeimies RM. A HCl/alcohol
formulation increased 5-aminolevulinic acid skistdbution using an ex vivo full
thickness porcine skin model. Exp Dermatol 2008 @¢t(10): 813-20.

Mariotti AJ, Rumpf DA. Chlorhexidine-inducedhanges to human gingival
fibroblast collagen and non-collagen protein prdduc J Periodontol 1999 Dec;
70 (12): 1443-8.

Mashberg A. Final evaluation of tolonium cldier rinse for screening of high-risk
patients with asymptomatic squamous carcinoma. D&mt Assoc 1983 Mar; 106
(3): 319-23.

Mashberg A, Samit A. Early diagnosis of asyonpatic oral and oropharyngeal
squamous cancers. CA Cancer J Clin 1995 Nov-De(5)328-51.

Meisel P, Kocher T. Photodynamic therapy ferigdontal diseases: state of the art.
J Photochem Photobiol B 2005 May; 79 (2): 159-70.

Men H, Monson RL, Parrish JJ, Rutledge JJ.ebegation of cryopreserved bovine
oocytes via apoptosis during subsequent culturgoliology 2003 Aug; 47 (1):
73-81.

Meyer DH, Fives-Taylor PM. Oral pathogens:niradental plague to cardiac
disease. Curr Opin Microbiol 1998 Feb; 1 (1): 88-95

Moan J. Properties for optimal PDT sensitizdr$?hotochem Photobiol B 1990
May; 5 (3-4): 521-4.

Moghadam BK, Drisko CL, Gier RE. Chlorhexidimeouthwash-induced fixed

drug eruption. Case report and review of the liteea Oral Surg Oral Med Oral
Pathol 1991 Apr; 71 (4): 431-4.

87



10 Literaturverzeichnis

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for celtidrowth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. J Immui¢thods 1983 Dec; 65 (1-2):
55-63.

Nikaido S, Tanaka M, Yamoto M, Minami T, Akaksx M, Mori H. [Anaphylactoid
shock caused by chlorhexidine gluconate]. MasuB1d@ar; 47 (3): 330-4.

Nonato M, Trombelli L, Parma Benfenati S. [@thlexidine in periodontal
therapy]. Minerva Stomatol 1989 May; 38 (5): 547-56

Okano M, Nomura M, Hata S, Okada N, Sato Kako Y, et al. Anaphylactic
symptoms due to chlorhexidine gluconate. Arch DéohEO89 Jan; 125 (1): 50-2.

Piette J, Volanti C, Vantieghem A, Matroule, Ffabraken Y, Agostinis P. Cell
death and growth arrest in response to photodyndh@apy with membrane-
bound photosensitizers. Biochem Pharmacol 200368c{8): 1651-9.

Pucher JJ, Daniel JC. The effects of chlordieel digluconate on human
fibroblasts in vitro. J Periodontol 1992 Jun; 6R 626-32.

Puolakkainen P, Schroder T. Photodynamic gherAnn Chir Gynaecol 1990; 79
(4): 240-3.

Raab O. Uber die Wirkung fluoreszierender fétafif Infusorien. Z Biologie 1900;
39 524-46.

Redman RS, Krasnow SH, Sniffen RA. Evaluatbthe carcinogenic potential of
toluidine blue O in the hamster cheek pouch. Owg®ral Med Oral Pathol 1992
Oct; 74 (4): 473-80.

Ribeiro DA, Bazo AP, da Silva Franchi CA, Maes ME, Salvadori DM.
Chlorhexidine induces DNA damage in rat periphérakocytes and oral mucosal
cells. J Periodontal Res 2004 Oct; 39 (5): 358-61.

Rovaldi CR, Pievsky A, Sole NA, Friden PM, Rstein DM, Spacciapoli P.
Photoactive porphyrin derivative with broad-speetruactivity against oral
pathogens In vitro. Antimicrob Agents Chemother@Oc; 44 (12): 3364-7.

Scherer H. Chemisch - physiologische Untersagkn. Ann Chem Pharm 1841;
40 1.

Schuster GS. Oral flora and pathogenic orgasidnfect Dis Clin North Am 1999
Dec; 13 (4): 757-74.

Schwartz SK, Absolon K, Vermund H. Some relaships of porphyrins, X-rays
and tumours. Univ Minn Med Bull 1955; 27: 7-13.

Seehof L, Entwicklungsgesellschaft F-u. Phareder Photosensibilisator fur die
Photodynamische Therapie, Informationen zu Photdz08.

88



10 Literaturverzeichnis

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

(90)

(91)

(92)

(93)

(94)

(95)

(96)

(97)

(98)

(99)

Sibata CH, Colussi VC, Oleinick NL, Kinsellal.TPhotodynamic therapy: a new
concept in medical treatment. Braz J Med Biol R&302Aug; 33 (8): 869-80.

Soukos NS, Mulholland SE, Socransky SS, Douk&s Photodestruction of
human dental plaque bacteria: enhancement of treogynamic effect by
photomechanical waves in an oral biofilm model.drasSurg Med 2003; 33 (3):
161-8.

Soukos NS, Wilson M, Burns T, Speight PM. Bdghamic effects of toluidine
blue on human oral keratinocytes and fibroblastd &treptococcus sanguis
evaluated in vitro. Lasers Surg Med 1996; 18 (5B-2.

Splieth C, Kramer A. Chlorhexidineinsatz. Bplieth C (Hrsg), Professionelle
Pravention. Quintessenz, Berlin 2000; 129-38.

Squier CA. The permeability of keratinized amzhkeratinized oral epithelium to
horseradish peroxidase. J Ultrastruct Res 1973 #p(]1): 160-77.

Squier CA. Membrane coating granules in noamtkeizing oral epithelium. J
Ultrastruct Res 1977 Aug; 60 (2): 212-20.

Squier CA. Penetration of nicotine and nitrammicotine across porcine oral
mucosa. J Appl Toxicol 1986 Apr; 6 (2): 123-8.

Squier CA, Cox P, Hall BK. Enhanced penetratib nitrosonornicotine across oral
mucosa in the presence of ethanol. J Oral Patl88 May; 15 (5): 276-9.

Squier CA, Hall BK. The permeability of skimdx oral mucosa to water and
horseradish peroxidase as related to the thickokske permeability barrier. J
Invest Dermatol 1985 Mar; 84 (3): 176-9.

Squier CA, Rooney L. The permeability of kevaed and nonkeratinized oral
epithelium to lanthanum in vivo. J Ultrastruct R&¥6 Feb; 54 (2): 286-95.

Staab W, Gangler P. [Allergic reaction to chkxidine gluconate. A case report].
Stomatol DDR 1982 Oct; 32 (10): 700-3.

Szeimies RM, Sassy T, Landthaler M. Penetmngbiatency of topical applied delta-
aminolevulinic acid for photodynamic therapy of &lasell carcinoma. Photochem
Photobiol 1994 Jan; 59 (1): 73-6.

Tanzer JM, Livingston J, Thompson AM. The rmolmplogy of primary dental
caries in humans. J Dent Educ 2001 Oct; 65 (13843¥.

Tappeiner Hv, Jesionek A. Therapeutische \WWrsunit fluoreszierenden Stoffen.
Miinch Med Wochenschau 1903; 50: 2042-44.

Tappeiner Hv, Jodlbauer A. Uber die Wirkungr dphotodynamischen
(fluoreszierenden) Stoffe auf Infusorien. Dtsch AKdin Med 1904, 80: 427-87.

89



10 Literaturverzeichnis

(100)

(101)

(102)

(103)

(104)

(105)

(106)

(107)

(108)

(109)

(110)

Tatnall FM, Leigh IM, Gibson JR. Comparatistudy of antiseptic toxicity on
basal keratinocytes, transformed human keratinecyded fibroblasts. Skin
Pharmacol 1990 3 (3): 157-63.

Thune P. [Two patients with chlorhexidineegrdly--anaphylactic reactions and
eczema]. Tidsskr Nor Laegeforen 1998 Sep; 118 @195-6.

van Winkelhoff AJ, Loos BG, van der ReijdenAWvan der Velden U.
Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus atiter putative periodontal
pathogens in subjects with and without periododestruction. J Clin Periodontol
2002 Nov; 29 (11): 1023-8.

Vancikova Z. Principles of the photodynanmierepy and its impact on the immune
system. Sb Lek 1998; 99 (1): 1-11.

Wilson BD, Mang TS, Stoll H, Jones C, CoopkrDougherty TJ. Photodynamic
therapy for the treatment of basal cell carcinofa@h Dermatol 1992 Dec; 128
(12): 1597-601.

Wilson M. Bacterial biofilms and human diseaSci Prog 2001; 84 (Pt 3): 235-54.
Wilson M. Lethal photosensitisation of orakteria and its potential application in
the photodynamic therapy of oral infections. Phb&m Photobiol Sci 2004 May; 3
(5): 412-8.

Wittke G. Farbstoffchemie. Sauerlander, Frarikam Main 1979.

Wood S, Metcalf D, Devine D, Robinson C. Brgsine is a potential
photosensitizer for the photodynamic therapy of plaque biofilms. J Antimicrob
Chemother 2006 Apr; 57 (4): 680-4.

Yusof WZ, Khoo SP. Mucosal sensitivity to athlexidine mouthwash. Singapore
Dent J 1988 Dec; 13 (1): 39-40.

Zhang X, Jiang F, Zhang ZG, Kalkanis SN, HohgleCarvalho AC, et al. Low-

dose photodynamic therapy increases endothelidl preliferation and VEGF
expression in nude mice brain. Lasers Med Sci Z¥)5 20 (2): 74-9.

90



11 Danksagung

11 Danksagung

Herrn Professor Dr. Schmalz danke ich herzlichstfé Uberlassung des Themas und fiir
seine wohlwollende Unterstitzung bei der wisserfiatteen Durchfihrung und
Erstellung dieser Arbeit im Forschungsbereich delikinik fur Zahnerhaltung und
Parodontologie.

Vor allem danke ich auch Herfarofessor Dr. Dr. h. c. Landthal@ir die gro3zlgige
Bereitstellung von Arbeitsmitteln und die Mogliclikder praktischen Durchfiihrung der
Versuche im Forschungsbereich der Dermatologie.

Bei Herrn Dr. Hiller bedanke ich mich fur die auehilfsbereite Unterstitzung bei der
statistischen Auswertung der Ergebnisse und derektur dieser Arbeit.

Ganz besonders aber moéchte ich Herrn PD Dr. Timséhaifir die erfolgreiche
Zusammenarbeit und die kompetente, unglaublich gtaga sowie freundliche
Unterstitzung und seine unendliche Geduld Gibenesndangen Zeitraum danken.

Bei Petra Unger und Claudia Bosl mochte ich miahdié Anleitung bei der Laborarbeit,
die vielen praktischen Tipps fur die Zellanzuchtdumlie offene und herzliche
Arbeitsatmosphare bedanken.

Dem gesamten Forschungsteam der Dermatologie delnkér den stets netten Beistand
und den vielen Spal3, den wir auch mal au3erhallhalesrs hatten.

Nicht zuletzt gilt mein ausdricklicher Dank auchimes& Eltern, die mich wahrend meines

Studiums und dem Verfassen dieser Arbeit stetdiefievoller Aufmerksamkeit begleitet
und unterstutzt haben.

91



12 Lebenslauf

12 Lebenslauf

o Persodnliche Daten

Name: Sonja Ernst
Geburtsdatum:0831981
Geburtsort: Neukia d.OPf.

o Ausbildungsdaten

1987  Einschulung in dieu@a- und Hauptschule in Postbauer-Heng
1991  Ubertritt auf das @storfer-Gymnasium in Neumarkt i.d.OPf.
Juni 2000  Abitur
Oktober 2000  Immatrikulation an der Usrsitat in Regensburg (Zahnmedizin)
Oktober 2002  Naturwissenschaftliche VYofpng
September 2003  Zahnarztliche Vorprifung
19. Juni 2006  Zahnarztliche Prifung
24. Juli 2006  Approbation als Zahnérzti
bis Oktober 2006  Arbeit an der Promotion anUiaiversitat in Regensburg

o Beruflicher Werdegang

01/11 2006  Anstellung als Vorbenegsassistentin in der Praxis Dr. W. Kick

- 31/10 2008  in Nirnberg
seit 01/11 2008 Angestellte Zahnarztinen Braxis Dr. Th. Rauscher KRollegen

in Hilpoltstein

92









