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1. Einleitung

1.1 Nicht-invasives physikalisches Plasma

Es gibt viele Synonyme flr den Begriff des ,kalten Atmospharendruckplasmas®“ (engl.
»cold atmospheric pressure plasma®). In der Literatur variieren die Bezeichnungen und die
Definitionen fir diese Art der Plasmaanwendung. Beispielsweise zu nennen sind
.Kaltplasma“ oder ,kaltes Plasma“, ,Niedertemperaturplasma“ oder auch ,korperwarmes
Plasma“. In dieser Dissertation wird die Bezeichnung nicht-invasives physikalisches
Plasma (NIPP) verwendet. Der Begriff beschreibt einen besonderen, angeregten
Gaszustand, welcher neben den vertrauten drei Aggregatzustanden fest, flissig und
gasformig oftmals als sogenannter ,vierter Aggregatzustand® bezeichnet wird (Hoffmann
et al., 2013).

Die Pragung des Begriffes ,Plasma“ fir eine Gasentladung erfolgte im Jahr 1928 durch
den US-amerikanischen Nobelpreistrager Irving Langmuir (Langmuir, 1928). Die
Bezeichnung des physikalischen Phanomens des Plasmas hat eine Beziehung zu der
zellfreien Blutkomponente (Metelmann et al., 2016). Die Entladung wirkt wie ein Medium,
welches Teilchen (lonen, freie Elektronen und angeregte Gasmolekile) transportiert.
Dieser Transport erinnerte Irving Langmuir an die Art, wie Blutplasma rote und weilde
Blutkdrperchen sowie Keime transportiert. So schlug er vor, die Entladung als ,Plasma“
zu bezeichnen (Mott-Smith, 1971).

Physikalisches Plasma ist ein ionisiertes, hochreaktives Gasgemisch. Es setzt sich aus
geladenen Teilchen (lonen), elektrisch neutralen Teilchen (Atomen, Molekulen), freien
Elektronen sowie Photonen, Radikalen und elektromagnetischer Strahlung zusammen
(Lendeckel et al., 2015). Diese Komponenten befinden sich in standiger Wechselwirkung
sowohl untereinander als auch mitihrer Umgebung (Moisan et al., 2001). Kaltplasma wird
nur unter bestimmten Bedingungen erzeugt. Die Entstehung ist abhangig von dem Druck,
der Temperatur und der Energiezufuhr (Vajenine, 2010). Kalte Plasmen flr technische
Anwendungen werden in den meisten Fallen durch Anlegen eines elektrischen Feldes an
ein neutrales Gas bzw. Gasgemisch wie z.B. Luft oder Stickstoff erzeugt (von Woedtke et
al., 2013). Die Phasenubergange von fest, flissig uber gasformig hin zum Plasma

bedingen einer Energiezufuhr, z.B. in Form von Warme oder elektrischen Feldern. Im
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Rahmen der Phasenubergange nimmt die Beweglichkeit der Atome und Moleklle stetig
zu, bis im Plasmazustand die Elektronen aus den Atomen und Molekulen dissoziieren.
Die Atome und Molekule werden ionisiert. Durch diese freien beweglichen Elektronen und
ionisierten Atome besitzt Plasma eine erhohte Reaktivitdt sowie eine elektrische
Leitfahigkeit und ist in der Lage, bakterielle und menschliche Zellen zu beeinflussen
(Metelmann et al., 2016; von Woedtke et al., 2013). Die Wirksamkeit des Plasmas beruht
auf weiteren Komponenten, diese setzen sich aus der UV-Strahlung, dem sichtbaren
Licht, elektromagnetischen Feldern, der Warmestrahlung und reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) zusammen. Jeder dieser Komponenten ist in der Lage eine Wirkung auf lebendige
Organismen wie eine Zelle zu erzielen (von Woedtke et al., 2013). Bei der Plasmatherapie
kommen diese Komponenten vermutlich gleichzeitig zur Anwendung, wobei die
Hauptwirkung von der UV-Strahlung, den elektrischen Felder und den ROS erzielt wird
(Gerling und Weltmann, 2016).

O @ ()
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000 2 0o O ¢ o ©
FEST FLUSSIG GASFORMIG PLASMA
Energie @ angeregte Gasmolekiile @ lonen
O Molekiile €. Molekiilfragmente (hoch-energetisch) @ freie Elektronen

Abb. 1: Schematische Darstellung der Aggregatzustande.
(Modifiziert nach Metelmann et al., 2016)

Es werden Hochdruck-, Normaldruck- bzw. Atmospharendruck- und Niederdruckplasmen
sowie heil}e (thermische) und kalte (nicht-thermische) Plasmen unterschieden (Rehman
et al.,, 2016; Weiss et al., 2015). Wenn auch die Plasmamedizin ein neues
Forschungsgebiet darstellt, ist die Plasmatechnik bereits in unseren Alltag eingezogen.
Beispielsweise zu nennen sind hier die Plasmafernseher und die Energiesparlampe
(Suchentrunk et al., 1997). Bei den in der Natur vorkommenden Plasmaformen handelt
es sich um heif3e Plasmen mit Temperaturen bis zu mehreren Millionen Grad Celsius. Als

Beispiele waren Sterne und Gewitterblitze zu nennen (Hoffmann et al., 2013).



13

1.1.1 Quellen des nicht-invasiven physikalischen Plasmas

In der medizinischen Anwendung werden hauptsachlich die Techniken des Plasmajets
und der dielektrischen (elektrisch nicht-leitend) Barriereentladung (DBE) verwendet. Der
Plasmajet verwendet Argon oder Helium als Arbeitsgas. Bei einer DBE wird in der Regel
die Umgebungsluft verwendet. Ein Arbeitsgas kann optional zum Einsatz kommen
(Hoffmann et al., 2013). Im Hinblick auf Temperatur und Druck des Tragergases variieren
physikalische Plasmen. NIPP erzeugt Temperaturen unter 40 °C und gilt daher als
besonders gewebevertraglich (Reuter et al.,, 2018). Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurden mit dem plasma ONE der plasma MEDICAL SYSTEMS GmbH, Nassau
gearbeitet. Bei diesem Plasmagerat handelt es sich um ein DBE. Eine schematische
Darstellung der Arbeitsweise des plasma ONE ist in Abbildung 2 dargestellt. In Abbildung

3 ist die eingeschaltete Plasmasonde mit fadenformigen Mikroentladungen zu sehen.

Hochspannungselektrode

Plasmasonde (Dielektrikum)

Plasma im Spalt

adharente Zellschicht mit Medium (Dielektrikum)

geerdete Elektrode

11

Abb. 2: Schematische Darstellung der DBE (plasma ONE).
(Modifiziert nach von Woedtke et al., 2013)
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Abb. 3: Eingeschaltete Plasmasonde mit fadenformigen Mikroentladungen.

Die DBE gehort zu den direkten Plasmaquellen. Das zu behandelnde Medium (z.B.
Gewebe, Nahrmedium oder Wasser) ist Teil des elektrischen Stromkreises der
Plasmaquelle und Ubernimmt die Funktion der Gegenelektrode (von Woedtke et al.,
2013). Die DBE besteht aus 2zwei flachen Metallelektroden, einer
Hochspannungselektrode und einer geerdeten Elektrode, welche sich durch einen
Gasspalt voneinander getrennt gegenuberstehen (Jantschek, 2022). Mindestens eine der
Elektroden ist von einem Dielektrikum, in diesem Fall Glas, umschlossen. Das Tragergas
zwischen den Elektroden wird ionisiert, wodurch NIPP erzeugt wird. Das Plasma bildet
sich fadenférmig in Form von Mikroentladungen mit einem Durchmesser von bis zu 200
pMm in dem Gasspalt aus (Kogelschatz, 2002). Hierflir sind hohe Spannungen erforderlich.
Mit Wechselstrom erzeugte Hochspannungen treiben im Allgemeinen DBEs mit
Frequenzen im kHz-Bereich an. Die Leistung liegt hierbei zwischen 10 und 100 W
(Eliasson und Kogelschatz, 1991; Pietsch, 2001). Aufgrund dieser Eigenschaften
ermoglicht die DBE die simultane Behandlung grof3erer Oberflachenbereiche (Helmke et
al., 2014).
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1.1.2 Nicht-invasives physikalisches Plasma in medizinischen Anwendungen

Die grolden biomedizinischen Anwendungsfelder des kalten Atmospharendruckplasmas
sind die Oberflachenmodifikation, die biologische Dekontamination, die Blutstillung und
die therapeutische Anwendung am Patienten wie die Wundheilung

(d’Agostino et al., 2005; Daeschlein et al., 2012; Moreau et al., 2008).

Durch den vermehrten Gebrauch von Antikoagulantien kommt es zu verlangerten
Blutungszeiten, welche den Behandelnden im Rahmen von Operation vor
Herausforderungen stellen kann (Langer und Connors, 2020). Eine weitere Aufgabe
besteht in der Versorgung von Nachblutungen, beispielsweise im Zusammenhang mit
Zahnextraktion (Krishnan et al., 2021; Kumbargere Nagraj et al., 2018). Studien zeigen,
dass eine NIPP-Anwendung zu einer signifikanten Verkurzung der Blutungszeit fuhrte
(Aleinik et al., 2017; Nomura et al., 2017).

Interessanterweise scheint NIPP auch eine apoptotische Wirkung auf einige Arten von
Krebszellen zu haben (Nieuwenhuyzen-de Boer et al., 2022). Aufgrund des zunehmenden
Auftretens von Antibiotikaresistenzen ist es ein grofer Vorteil der Dekontamination durch
eine Plasmaanwendung, dass bisher keine Resistenzbildungen von Bakterien bekannt
sind (Larsson und Flach, 2022; Zimmermann et al., 2012). Es sind sowohl gramnegative
als auch grampositve Bakterien in adharenter, planktonischer oder vegetativer Form
sowie Hefen und Pilze erfolgreich abgetoétet worden (Ehlbeck et al., 2010; Helmke et al.,
2014, 2012). Eine antibakterielle Wirkung der Plasmaanwendung konnte auch gegen
multiresistente Mikroorganismen wie methicillinresistente Staphylococcus aureus und
etremophile Gattungen wie Deinococcus radiodurans nachgewiesen werden. Die
Plasmamedizin als neue Entwicklung der Medizintechnik verspricht eine schnelle und
potente antimikrobielle und anti-inflammatorische Wirkung (Cooper et al., 2009; Joshi et
al., 2010; Napp et al., 2016).

Die aktuelle Plasmaforschung beschaftigt sich mit der Erweiterung der bisher bekannten,
letalen Effekte auf Mikroorganismen hin zu einer nichtletalen Plasmawirkung und den
positiven Einfluss auf spezifische zellulare Funktionen wie der Zytokinregulation im
Rahmen der Wundheilung (Scholtz et al., 2015). Die zellularen und molekularen

Mechanismen der Wirkung von NIPP sind noch unklar und Gegenstand aktueller Studien
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(Almeida-Ferreira et al., 2022; Bagheri et al., 2023; Eggers et al., 2023; Faramarzi et al.,
2022).

Die biologischen Effekte von NIPP auf zellularer wie molekularer Ebene werden in
aktuellen Studien erforscht.

Nach den Erkenntnissen des Nationalen Zentrums fur Plasmamedizin spielen in der
aktuellen Grundlagenforschung zur Wechselwirkung von Niedertemperaturplasmen
wesentliche Mechanismen eine Rolle, bei denen biologische Effekte durch
Veranderungen in der flissigen Zellumgebung vermittelt werden. Diese Veranderungen
werden durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) verursacht, die
ursprunglich in der Gasphasenchemie des Plasmas gebildet wurden (Weltmann und von
Woedtke, 2016). Die bei der Anwendung entstehenden verschiedene ROS und RONS
sind vermutlich fur die biomedizinischen Wirkungen verantwortlich (Bagheri et al., 2023).
In den vergangenen Jahren wurde NIPP vor allem im Bereich der Wundheilung und der
Behandlung infektioser Hautkrankheiten eingesetzt (Reuter et al., 2018). NIPP fordert die
Wundheilung bei kurzen Behandlungszeiten und niedriger Intensitat, wobei die
antibakterielle Aktivitat von NIPP vermutlich eine bedeutende Rolle spielt (Isbary et al.,
2013, 2010; Stratmann et al., 2020). Diese wird offenbar durch reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies hervorgerufen, die ein hohes Reduktionspotenzial besitzen (Vatansever
et al., 2013). RONS, insbesondere atomarer Sauerstoff, Ozon, Hydroxyl-Radikale und
Wasserstoffperoxid, die durch NIPP erzeugt werden, konnen die Phospholipid-
Doppelschicht und Proteine innerhalb der Plasmamembran sowie intrazellulare
Strukturen wie Nukleinsduren in Bakterienzellen schadigen und so zum Zelltod fuhren
(Dobrynin et al., 2009; Weidinger und Kozlov, 2015).

Das im Plasma produzierte Stickstoffmonoxid (NO)-Radikal stimuliert hingegen die
Wundheilung und die Geweberegeneration (Kalghatgi et al., 2010; Shekhter et al., 2005).
NO kann das Immunsystem beeinflussen und die Zellproliferation, Angiogenese und
Kollagensynthese anregen, was zur Regeneration geschadigter Haut fuhrt (Suschek und
Oplander, 2016). Studien zeigen, dass das Ozon fir diese Wirkung nicht verantwortlich
ist (Kalghatgi et al, 2012). In Niedertemperaturplasmen entstehen zusatzlich
Gasphasenspezies wie beispielsweise das Hydroxylradikal (OH-), Stickoxide (NO, NOz,
ONOO-), Wasserstoffperoxid (H202) oder Superoxid bzw. Hyperoxid (Oz7), die mit Wasser

reagieren und Sauren bilden kénnen. Dies kann zu einer signifikanten Absenkung des
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pH-Wertes fuhren (Helmke et al., 2009; Oehmigen et al., 2010). Als Folge davon kdnnten
pH-abhangige biochemische Reaktionen im Wundbereich durch den Einsatz von Plasma
beeinflusst werden.

Es wurden zudem keine Hinweise auf ein erhdhtes Risiko bei der Anwendung von NIPP
gefunden, einschlieBlich fehlender gentoxischer Wirkungen. Der Einsatz von NIPP in der
Zahnmedizin sowie in der Wundheilung gewinnt zunehmend an Bedeutung und stellt
wichtige Forschungsfelder der Plasmamedizin dar (Weltmann und von Woedtke, 2016).
Aus bereits publizierten Studien unserer Arbeitsgruppe fir Plasmamedizin in Bonn ist
bereits bekannt, dass NIPP in parodontalen Zellen wie Gingivafibroblasten und
Zementoblasten eine proliferationsférdernde und entzindungshemmende Wirkung hat
und die Wundheilung férdert (Eggers et al., 2022a, 2022b). Die Wirkung von Kaltplasma
bei einer bakteriellen Infektion des Parodonts hingegen ist bisher noch nicht hinreichend

untersucht worden.
1.2 Parodontium

Der Zahnhalteapparat, genannt Parodont, setzt sich aus verschiedenen Gewebetypen
zusammen. Die Bestandteile des Parodonts umfassen neben dem Zahn und dem
knéchernen Zahnfach (Alveole) auch das den Zahn umgebende Zahnfleisch (Gingiva)
und ein spezielles Fasersystem aus Bindegewebe (Desmodont), welches den Zahn mit
Hilfe des Zements (Wurzelzement) verankert (Attachment). Eine schematische
Darstellung des Parodonts ist in Abbildung 4 dargestellt. Seine Funktion besteht nicht nur
darin, den Zahn im Kieferknochen zu verankern, sondern auch einen dichten Verschluss
um den Zahn zu bilden, um das Eindringen von oralen Mikroorganismen in den Korper zu
verhindern (Schroeder, 2000).

Gingiva

~——— Wurzelzement

=+ Desmodont

Alveolarfortsatz

Abb. 4: Schematische Darstellung des Parodonts.
(Modifiziert nach Ramseier 2025)
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1.2.1 Parodontale Ligamentzellen

Die Wurzelhaut (Desmodont) umgibt den im Alveolarknochen verankerten Bereich eines
Zahnes (Zahnwurzel) und ist ein Bestandteil des Zahnhalteapparates. Das Desmodont ist
eine faserreiche Bindegewebsstruktur, die Nerven und Gefalle enthalt und das
Wurzelzement mit dem Alveolarknochen verbindet. Das Desmodont besitzt vor allem eine
Halte- und Stitzfunktion und hat zudem Funktionen in der Remodellierung. Die
Gesamtpopulation desmodontaler Zellen setzt sich aus Fibroblasten, Osteo- und
Zementprogenitorzellen, Osteoblasten, Osteoklasten, Zementoblasten und Dentoklasten,
Epithelzellen und Leukozyten zusammen. Die spezialisierten Bindegewebszellen der
Wurzelhaut werden als Parodontalligamentzellen (PDL-Zellen) bezeichnet (Tomokiyo et
al., 2019). In Abbildung 5 ist ein Fibroblasten-Layer aus unserem Labor abgebildet. In
Abbildung 6 hingegen ist ein Fibroblast in seinem zellularen intrinsischen Faserzement
dargestellt. Unter ihnen befinden sich Stammzellen, die zur Regeneration des
Desmodonts, des Alveolarknochens und des Wurzelzements beitragen. Die PDL-Zellen
kénnen somit alle Gewebe des Attachmentapparats bilden und resorbieren (Marchesan
et al., 2011; Wang und Hua, 2020). Die Fibroblasten des Desmodonts stellen die grofte,
sehr dicht angeordnete Population dar. Ihre Morphologie gleicht den anderen Fibroblasten
im Korper mit ihrer spindelférmigen Gestalt, dem langlich ovalen Kern und zahlreichen
unterschiedlich langen zytoplasmatischen Fortsatzen. Uber diese Fortsatze stehen sie
untereinander in Kontakt. Die Fibroblasten des Desmodonts bilden ein dichtes,
dreidimensionales Netzwerk, welches als morphologische Grundlage der

Fasererneuerung anzusehen ist (Schroeder, 2000).

Abb. 5: Fibroblasten-Layer unter dem Lichtmikroskop in einer Petrischale.
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Abb. 6: Fibroblast im zellularen intrinsischen Faserzement.
Originalvergrof3erung 5000-fach.

(Ubernommen aus Garlet und Thoma, 2022)

(Mit freundlicher Genehmigung von eye of science)

1.2.2 Parodontitis

Parodontale Erkrankungen zahlen zu den weltweit haufigsten Gesundheitsproblemen
(Tonetti et al., 2017). Neben Gingivitis und Parodontitis gibt es weitere Zustande, die das
Parodont beeinflussen kdnnen, beispielsweise systemische Erkrankungen wie Diabetes
mellitus oder das Papillon-Lefévre-Syndrom, aber auch Traumata oder Rauchen (Caton
etal., 2018; Jepsen et al., 2018). Parodontitis hat gravierende Auswirkungen auf die orale
Gesundheit und das Gesundheitswesen. Die Pravalenz der Erkrankung steigt mit dem
Alter, wobei die meisten Falle mild bis moderat verlaufen. Schwere Formen treten
hauptsachlich bei alteren Erwachsenen und Senioren auf. Weltweit wird die Pravalenz
schwerer Parodontitis auf 7,4 % geschatzt, wahrend in Deutschland etwa zehn Millionen

Menschen betroffen sein kénnten (Jordan et al., 2014; Kassebaum et al., 2017).
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Parodontitis ist eine chronische, entzundliche Erkrankung des gesamten
Zahnhalteapparates, die durch die Zerstérung des umgebenden Gewebes eines Zahnes
gekennzeichnet ist und zu irreversiblen Schaden fuhrt (Trindade et al., 2023; Zitzmann et
al., 2013). Versursacht wird diese Erkrankung durch ein dysbiotisches Mikrobiom auf der
Zahnoberflache (Belibasakis et al., 2023; Sanz et al., 2020). Die zugrunde liegenden
Mechanismen dieser Krankheit sind komplex, aber immunologische
Entzindungsreaktionen auf verschiedene orale Bakterien, wie zum Beispiel
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia
oder insbesondere Fusobacterium nucleatum (F.n.) spielen eine entscheidende Rolle und
fuhren zum Abbau von Weich- und Hartgeweben (Papapanou et al., 2018).

Im Gegensatz dazu ist Gingivitis eine reversible Entzindung des Zahnfleisches
(Dannewitz et al., 2021). Die Entstehung von Gingivitis und Parodontitis geht mit der
Ansammlung von Biofilm am Zahnfleischrand einher. Verschiedene orale, 6kologische
Bedingungen fuhren zur Bildung spezifischer mikrobieller Gemeinschaften, die die
Entwicklung von oralen Erkrankungen beeinflussen. Zum Beispiel die nicht abschilfernde
Oberflache der Zahne und die im Speichel und in der Sulkusflussigkeit enthaltenen
Nahrstoffe (Kilian et al., 2016).

Eine gesunde Mundflora ist durch ein Gleichgewicht zwischen Biofilm und Immunantwort
gekennzeichnet. Bei Parodontitis kommt es zu einer Stérung dieses Gleichgewichts, was
zu einem Abbau von Gewebe und Knochen fuhrt (Dannewitz et al., 2021). Die
Unterschiede in den o©kologischen Bedingungen auf den supra- und subgingivalen
Zahnoberflachen fuhren zur Bildung spezifisch angepasster mikrobieller Gemeinschaften
in den Biofilmen dieser Nischen (Mira et al., 2017). Dieses komplexe Gleichgewicht
zwischen verschiedenen Bakterienarten beeinflusst wesentlich die Entstehung von oralen
Erkrankungen wie Karies, Gingivitis und Parodontitis.

Selbst wenn das Parodont klinisch gesund erscheint, zeigen histologische
Untersuchungen eine geringe Entzindung im Bereich des epithelialen Attachments der
Gingiva (Caton et al., 2018). Die bakterielle Besiedlung der Zahnoberflachen 16st zunachst
eine Entzindungsreaktion in der Gingiva aus, die durch das Immunsystem reguliert und
uber langere Zeit aufrechterhalten werden kann. Jedoch kénnen verschiedene Einflisse
das Mundokosystem storen und zu einer Dysbiose im subgingivalen Biofilm fuhren, die

durch das Uberwachsen spezifischer, meist gramnegativer Pathobionten gekennzeichnet
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ist (Hajishengallis, 2014a, 2014b; Hajishengallis und Lamont, 2016). Diese Dysbiose kann
bei anfalligen Personen zu Parodontitis fihren. Begleitet von einer fehlgesteuerten
inflammatorischen Immunantwort, gekennzeichnet durch eine Vielzahl von entzundlichen
Mediatoren, matrixabbauenden Enzymen und osteoklastischen Markern, kommt es zu
einem Abbau von Bindegewebe und Alveolarknochen (Rickard et al., 2003).

Obwohl einer Parodontitis immer eine Gingivitis vorausgeht, entwickelt sich nicht jede
Gingivitis zu einer Parodontitis (Lang et al., 2009). Bisher ist es nicht moglich, solche Falle
zu identifizieren, bevor Schaden am Parodont sichtbar werden (Jin et al., 2011). Die
Erkrankung wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Neben der bakteriellen
Atiologie spielen Diabetes, Nikotinkonsum, Stress, genetische und lokale Faktoren wie
Zahnfehlstellungen eine wichtige Rolle. Durch sie wird das dynamische Gleichgewicht
zwischen den Mikroorganismen und dem Wirt entscheidend beeinflusst (Jin et al., 2011;
Page et al., 1997). Parodontitis ist eng mit sozio6konomischen Variablen und

Verhaltensweisen, einschliellich Mundhygiene, verbunden (Arweiler et al., 2018).
1.2.2.1 Parodontitistherapie

Die regelmaRige Behandlung von Parodontitis erfolgt durch subgingivale
Instrumentierung mit Handinstrumenten und/oder maschinell angetriebenen Geraten
(Herrera et al.,, 2022; Sanz et al., 2020). Diese Therapie kann mit CHX-haltigen
Mundspulungen, Gelen oder Chips in den betroffenen Bereichen unterstitzt werden
(Poppolo Deus und Ouanounou, 2022; Raszewski et al., 2021).

Das Ziel der Therapie ist es, Pathogene zu reduzieren und somit Entzindungen zu
vermindern (Herrera et al., 2022). Idealerweise fuhrt die Parodontaltherapie auch zur
Wiederherstellung der ursprunglichen Form, Struktur und Funktion der durch Parodontitis
verlorenen Gewebe. Dies ist jedoch nur mit regenerativen parodontalen Verfahren
mdglich (Cortellini et al., 2020; Hagi et al., 2014). In der Regel kommt es nach einer
Parodontitistherapie zur Ausbildung eines langen Saumepithels. Die Ausbildung dieses
Epithels wird als reparative Heilung bezeichnet (Graber et al., 1999).

In schweren und schnell fortschreitenden Fallen von Parodontitis, besonders bei jungen
Patienten, kann der Einsatz von Antibiotika als Ergénzung zur nicht-chirurgischen
Behandlung von Parodontitis in Betracht gezogen werden (Zhao et al., 2021). Um eine

weitere Entwicklung von Antibiotikaresistenzen zu vermeiden, sind alternative Methoden
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Gegenstand aktueller Forschung (Larsson und Flach, 2022). NIPP konnte hier eine
modgliche alternative Therapieform darstellen. Gegenuber einer NIPP-Behandlung
bestehen aktuell keine Resistenzen und In vitro-Studien konnten bereits eine Wirksamkeit
gegen F.n. und P.g., aber auch gegen orale Biofilme beweisen (Gorynia et al., 2013;
Jungbauer et al., 2022, 2021).

1.2.2.2 Fusobacterium nucleatum

Mikrobielle Infektionen sind die zentrale Ursache von parodontalen Erkrankungen und ein
Storfaktor bei der intraoralen Wundheilung (Papapanou et al., 2018). F.n. ist eine haufig
vorkommende Art von oralen anaeroben Bakterien, die in Verbindung mit parodontalen
Erkrankungen stehen.

F.n. ist eine gramnegative, obligat anaerobe Bakterienart, die in der Mundhohle und im
Darm vorkommt. Es ist ein wichtiger Bestandteil des oralen Mikrobioms und wird oft in
Zusammenhang mit parodontalen Erkrankungen und Karies diskutiert (Brennan und
Garrett, 2019). F.n. hat die Fahigkeit, sich an Zellen des Wirts anzulagern und kann
dadurch die Entstehung von Entziindungen férdern. Es handelt sich dabei um einen
wichtigen pathogenen Erreger, der sowohl in der Plaque- als auch in der Taschenflora
von Patienten mit Parodontitis vorkommt.

Wahrend des Fortschreitens der Parodontitis kommt es zur Ausbildung einer
Zahnfleischtasche um den Zahn herum, die eine geeignete Umgebung fur die mikrobielle
Plaque bietet (Mombelli, 2018). Unbehandelt nimmt die bakterielle Infektion stark zu,
sodass langfristig Knochengewebe resorbiert wird und Zahne verloren gehen kénnen
(Nokhbehsaim et al., 2020a, 2020b). Insbesondere F.n. spielt eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und der Entwicklung der Parodontitis. Es dient als unterstutzender
Bruckenorganismus, welches in der Lage ist, obligat anaerobe und aerobe Pathogene zu
verknUpfen und zur Entwicklung von Biofilmen beizutragen (Rickard et al., 2003).

Diese Eigenschaft wird in der folgenden Abbildung 7 verdeutlicht, in der die rosa
eingefarbten Fusobacterien eine Verbindung zwischen den Actinomceten, den
Streptococcen und den Veillonella-Spezien bilden. F.n. fordert indirekt die Schaffung von
Umgebungen, in denen Porphyromonas gingivalis und viele obligat anaerobe Bakterien
wahrend der Reifung des Biofilms Uberleben kdnnen (Bradshaw et al., 1998; Diaz et al.,
2002).
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In jungster Zeit konnte F.n. auch in Zusammenhang mit verschiedenen systemischen
Erkrankungen, wie z.B. Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und sogar Krebserkrankungen wie
z.B. Darmkrebs, gebracht werden. Es wird vermutet, dass das Bakterium durch seine
Fahigkeit, Entzindungen zu verursachen und bei der Bildung von Tumormetastasen
mitverantwortlich zu sein, eine Rolle in der Entstehung dieser Erkrankungen spielt (Fan
etal., 2023).

Abb. 7: Gefrierbruchpraparat eines supragingivalen Biofilms.

Schmelzflache - grau; Actinomyceten — lila; Streptococcen — grun; Fusobacterium
nucleatum — rosa; Veillonella-Spezien — cyan; Die Identifizierung der gefarbten
Mikroorganismen basiert ausschliefllich auf morphologischen Erkenntnissen.
Eine genauere Uberpriifung ist nur mit spezielleren genomischen Methoden mdglich.
OriginalvergréfRerung 4000-fach.

(Ubernommen aus Belibasakis und Bostanci, 2022)

(Mit freundlicher Genehmigung von eye of science.)
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1.3 Die parodontale Wundheilung

Die klinische Heilung von Wunden ist ein komplexer Prozess, der verschiedene
aufeinanderfolgende Phasen durchlauft, welche sich gegenseitig beeinflussen (Caton et
al., 2018). Die entzundliche Phase beginnt mit der Aktivierung der intrinsischen und
extrinsischen Pfade der Gerinnungskaskade nach einer Verletzung. Neutrophile
Blutzellen beseitigen nach ihrer Migration in die frische Wunde Fremdmaterialien wie
Bakterien, abgestorbene Zellen und beschadigte extrazellulare Matrix (EZM) (Velnar et
al., 2009). Zellen des Parodontalligaments und gingivale Fibroblasten sekretieren
mehrere Wachstumsfaktoren und Zytokine, darunter IL-18, IL-6, IL-8 und TNF-a. Diese
regulieren die Produktion von Matrix-Metalloproteinase (MMP), wie MMP1, und
beeinflussen den Umbau von Weich- und Hartgewebe (Kondo und Ohshima, 1996; Noh
et al., 2013; Sorsa et al., 2006). Mastzellen, die ihre Granula freisetzen, tragen zu den
typischen Anzeichen von Entzindungen wie Rétung, Schwellung, Schmerz und Warme
bei (Degreef, 1998). Monozyten werden durch Chemotaxis zwei bis drei Tage nach der
Verletzung zur Wunde gelockt, um den Phagozytoseprozess zu initiieren (Hunt, 1988).
Die Proliferationsphase beginnt Ublicherweise am zweiten bis zehnten Tag nach der
Verletzung. Die Fibroblasten vermehren sich und produzieren EZM-Komponenten wie
Kollagen, um Granulationsgewebe aufzubauen (Velnar et al., 2009). Der epidermale
Wachstumsfaktor férdert die Epithelisierung, wahrend die Angiogenese durch den
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor induziert wird (Schultz et al., 1991; Tonnesen
et al., 2000).

Die letzte Umbauphase beginnt zwei bis drei Wochen nach der Verletzung und erstreckt
sich Uber einen Zeitraum von bis zu zwei Jahren (Ramasastry, 2005). Sie ist durch eine
Neuorganisation der Kollagenmatrix und eine kontinuierliche Kontraktion der Wunde
gekennzeichnet (Clark, 1993; Gurtner et al., 2008).

Die parodontale Regeneration spielt eine entscheidende Rolle fur den gesamten Prozess
der Wundheilung (Dahlin et al., 1988). Die Wundheilung in der Mundhdhle, insbesondere
die parodontale Wundheilung, wird durch verschiedene interne und externe Faktoren
beeinflusst, vor allem durch systemische Erkrankungen oder Stérungen des
Immunsystems (z. B. Diabetes, HIV und Steroidtherapie) sowie Umwelttoxine wie Nikotin
oder Alkohol (Boniakowski et al., 2017; Eisenbeis et al., 2017; Swift et al., 1999). Die
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parodontale Heilung kann durch chirurgische oder nicht-chirurgische Débridement-
Malinahmen zur Reduzierung von Pathogenen in parodontalen Taschen initiiert werden.
In der Regel fuhrt die parodontale Heilung zur Reparation von Gewebestrukturen. Nach
der Entfernung des Biofilms wird die Wunde wieder von parodontalen Zellen besiedelt.
Normalerweise kommt es im Rahmen einer parodontalen Reparatur zur Ausbildung eines
langen Saumepithels an der Grenzflache zwischen dem Zahnfleisch und der Wurzel
(Graber et al., 1999).

1.3.1 Interleukin-6

Interleukin-6, abgeklrzt als IL-6, zahlt zu den proinflammatorischen Zytokinen und
fungiert als Signalstoff des Immunsystems, welches die Entzindungsreaktion des
Korpers reguliert. Weitere Bezeichnung flr dieses Interleukin sind Interferon-g2, B-Zell-
stimulierender Faktor und Leberzell-stimulierender Faktor. Die Synthese findet in einer
Vielzahl von verschiedenen Zelltypen statt. Beispielsweise zu nennen sind die
Makrophagen, Monozyten, T-Zellen, Keratinozyten, Endothelzellen und Fibroblasten
(Rose-John, 2020). Eine herausragende Bedeutung hat IL-6 in der angeborenen,
unspezifischen Immunantwort. Dartber hinaus spielt es eine wichtige Rolle als Vermittler
zwischen der unspezifischen und der spezifischen Immunreaktion im Kontext von
Entzindungsprozessen (Jones, 2005). IL-6 steigert die Sekretion von Kortison,
Somatotropin, Glucagon und Adrenalin (Fischer, 2006). IL-6 kann als aktivierender Ligand
an zwei Rezeptortypen binden: an einen membrangebundenen IL-6-Rezeptor (IL-6R),
welcher nur auf Leberzellen und Leukozyten vorkommt und an einen |6slichen IL-6-
Rezeptor (sIL-6R). Der entstandene IL-6/sIL-6R-Komplex bindet bestimmte Glykoproteine
in Zellmembranen und kann verschiedene Vorgange auslésen (Jones, 2005). Bei einer
akuten entzundlichen Episode werden zunachst neutrophile Granulozyten rekrutiert, die
den Entzindungsherd infiltrieren und anschlieBend durch eine langer andauernde
Population von spezifischeren Entzindungszellen wie Lymphozyten und mononuklearen
Zellen ersetzt werden. Dies stellt den Ubergang von der angeborenen Immunantwort zu

einer erlernten Immunantwort dar (Jones, 2005).
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1.3.2 Interleukin-8

Interleukin-8, kurz IL-8 genannt, ist ein korpereigener Botenstoff, der zu den Zytokinen
gehort. Insbesondere Endothelzellen, Monozyten, Epithelzellen und Fibroblasten sind fur
die Synthese von IL-8 verantwortlich. Dieses Interleukin ist ebenfalls unter dem Namen
CXC-Motiv-Chemokin-Ligand 8 (CXCL8) bekannt (Asokan und Bandapalli, 2021). Als ein
Entzindungsmediator vor Ort mobilisiert IL-8 neutrophile Granulozyten durch
chemotaktische Signale und unterstutzt ihre Degranulation. Zusatzlich zur Stimulation von
neutrophilen Granulozyten rekrutiert IL-8 auch basophile Granulozyten und T-
Lymphozyten. CXCL8 fungiert als Angiogenesefaktor und spielt somit eine Rolle bei der
Bildung und Neubildung von BlutgefalRen und somit eine entscheidende Rolle bei der
Wundheilung (Brat et al., 2005). Proinflammatorische Zytokine wie IL-8 und IL-6 dienen
nicht nur als immunologische Komponenten, sondern spielen auch eine wichtige Rolle bei
der Wundkontraktion oder Geweberemodellierung im Rahmen der Wundheilung
(Takamiya et al., 2008). In der wirtsinternen Kommunikation werden sie durch IL-13
freigesetzt und steuern mafdgeblich den parodontalen Gewebsabbau (Ogawa und Uchida,
1996).

1.4 Zielsetzung und Fragestellung

In der vorliegenden Doktorarbeit sollte die Wirksamkeit von Kaltplasma als mdgliche
Therapieoption gegen bakteriell-induzierte Infektionen im parodontalen Bereich in vitro
untersucht werden. Ziel der Studie war es, die Wirkung von NIPP auf humane parodontale
Ligamentzellen zu analysieren, die in vitro durch Fusobacterium nucleatum in einen
Zustand der parodontalen Infektion versetzt wurden.

Die Arbeitshypothese dieser Promotion lautet daher: ,Die Behandlung mit Kaltplasma
fuhrt zu einer Reduktion des Entzindungsgeschehens und die entzindungsbedingte

Beeintrachtigung wichtiger Zellfunktionen wird durch eine Plasmabehandlung verringert".
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2. Material und Methode

2.1 Material
2.1.1 Parodontale Ligamentzellen

Die in den In vitro-Versuchen verwendeten humanen PDL-Zellen (CC-7049 Clonetics™
Human Periodontal Ligament Fibroblast Cell Systems Document) stammen von der Firma

Lonza (Lonza Walkersville, Maryland, USA).
2.1.2 Fusobacterium nucleatum

Die Zelllysate des F.n. ATCC 25586 wurden von der zahnmedizinischen Klinik der
Universitat Bern zur Verfligung gestellt. Der Grundstock der Bakteriensuspension hatte
eine OD von 2. Hergestellt wurde das Bakterienlysat, indem die Bakterien in
phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS) suspendiert wurden (OD660 = 1, dies
entspricht 1,2 x 10° Bakterienzellen/ml) und zweimal einer Ultraschallbehandlung mit
einer Leistung von 160 W flir 15 min ausgesetzt wurden (Eggers et al., 2023). Durch die
Vorbehandlung wurden die Bakterien inaktiviert. Anschlielend wurde die Mischung 10
min lang bei 20 °C und 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde unter Verwendung
einer Porengrof3e von 0,4 um filtriert. Dies entsprach einer Infektionsmultiplizitat (MOI)
von ~ 20:1 (Stahli et al., 2022). In den Versuchen wurde eine OD von 0,025, 0,05 und 0,1
verwendet. Dies entspricht einer Bakterienkonzentration von 12,5 ul/ml, 25 pl/ml und 50
pi/ml. Die Zellen wurden mit Bakterienbestandteilen anstatt mit ganzen Bakterienzellen

stimuliert, um eine parodontale Entziindung bzw. eine mikrobielle Infektion zu simulieren.
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Die verwendeten Gerate sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tab. 1: Gerate.

Gerate

Hersteller

Akku-betriebene Pipettierhilfe, pipetus®

Hirschmann Laborgerate GmbH, Eberstadt

Autoklav, VARIOKLAV® 25t

HP Labortechnik GmbH, Oberschleilheim

Automatisierter Zellzahler EVE™

NanoEntek, Seoul, Korea

Einkanalpipetten

- Transferpette® S 10 pl

- Transferpette® S 100 pl
- Transferpette® S 1000 pl
- Research 200yl

Eppendorf SE, Hamburg

Eismaschine, Flockeneisbereiter

Manitowoc®, Manitowoc Ice, Inc. Litho

Extraktionszange, Pramolarenzange

Passau Impex, Sialkot, Pakistan

Fluoreszenz-Plattenlesegerat

Promega, Madison, WI, USA

Gasflaschen, Kohlendioxid

Linde plc, Dublin, Irland

Gefrierschrank -20 °C

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Gefrierschrank -80 °C

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

iCycler® Thermal Cycler

Bio-Rad, Munchen

Inkubator, Heraeus® BB 15 Function Line

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Inkubator, Heracell™ 150i COz2-Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Kihlschrank +4 °C, Kirsch Kihlmaschine

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Laborstativ als Halterung fur Plasmagerat

Windaus-Labortechnik, Clausthal-Zellerfeld

Lichtmikroskop Motic AE 21

Motic GmBH, Wetzlar

Magnetrihrer ARE

Heating Magnetic Stirrer

VELP® Scientifica, Usmate, Italien

Magnetruhrstabchen

neolLab®, Heidelberg

Spektralphotometer Epoch

BioTek Instruments, Winooski, USA

Minizentrifuge Frontier™ 5306

OHAUS Europe GmbH, Nanikon, Schweiz
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Minizentrifuge

NIPPON GENETICS EUROPE GmbH,

Diren

Multipipette® plus

Eppendorf SE, Hamburg

MyCycler™ Thermal Cycler

Bio-Rad, Minchen

MyiQ™ Single-Color Real-Time
PCR Detection System

Bio-Rad, Munchen

Spectrophotometer, NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

pH-Meter

WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten, Weilheim

Plasmasonde PS 30

plasma MEDICAL SYSTEMS, Nassau

Plasma-Therapiegerat, Plasma ONE

plasma MEDICAL SYSTEMS, Nassau

Plastikrakel, PA1-G 3M™

3M Company, Saint Paul Minnesota, USA

Prazisionswaage, New Classic MF

Mettler-Toledo GmbH, Gielen

Sicherheitsabsaugsystem, EcoVac-

System 2

Schuett-Biotec GmbH, Goéttingen

Sicherheitswerkbank, MSC 1.2

Thermo Fisher Scientific, Walthamm USA

Slidebox 100 Place Cork-Lined

Heathrow Scientific®, Vernon Hills lllinois,
USA

Vortex Mixer Wizard

VELP® Scientifica, Usmate Italien

Warmeschrank 37 °C

Memmert GmbH, Schwabach

Warmeschrank 80 °C

Memmert GmbH, Schwabach

Wasserbad

GFL®, Burgwedel

Zelldichte-Messgerat, Ultrospec® 10

Amersham plc, Biosciences,

Amersham, England

Zentrifuge, Centrifuge 5415 R

Eppendorf SE, Hamburg

Zentrifuge, Centrifuge 5804 R

Eppendorf SE, Hamburg

ZOE™ Fluorescent Cell Imaging

Bio-Rad, Munchen
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2.1.4 Verbrauchsmaterial, Plastik- und Glasware

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien, Plastikartikel und Glaswaren sind in Tabelle 2
aufgelistet.

Tab. 2: Verbrauchsmaterialien, Plastikartikel und Glaswaren.

Materialien Hersteller

Abwurfbehalter Sharpsafe®7 | P.J. Dahlhausen & Co. GmbH, Kdln

Heathrow Scientific®,

Beschwerungsringe fur Gefalle . o
Vernon Hills lllinois, USA

Deckglaser (Glas, 15 mm) Marienfeld, Lauda-Konigshofen

Deckglaser 13 mm (Thermanox® Plastic) | Thermo Fisher Scientific, Waltham

Desinfektionsmittel, pursept® A Xpress Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt

_ _ S Sartorius Stedim Biotech,
Einweg-Filtereinheit (0,2 um) _
Aubagne Cedex, Frankreich

Filterspitzen STARLAB GmbH, Hamburg
Glaspipettenspitzen Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Handschuhe, Peha-soft nitrile Paul Hartmann AG, Heidenheim
Immuno 96 Microwell™ Nunc, Langenselbold

MaxiSorp™ + PolySorp™, Bio-Rad, Watford, USA

transparent Microseal® ,B“ seals

von Mikroplatten,
Eppendorf, Hamburg
transparent Kombitips Plus (2,5 / 10 ml)

Kryo-Rohrchen Nunc, Langenselbold

VWR International,

Kulturplatten VWR®, 24 wells _
Radnor Pennsylvania, USA

Millipore Corporation,

Membranfilter 0,22 um, Durapore®
Massachusetts, USA

Mikroplatten, 96-well, F-Boden,

transparent

Greiner Bio-One, Frickenhausen
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Tab. 2: Verbrauchsmaterialien, Plastikartikel und Glaswaren.

Parafilm ,M“ Laboratory Film

Bemis flexible packaging, Neenah, USA

Multiwell-Platten fur Zellkultur
(6-Well-Platten)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Objekttrager 76x26x1 mm

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen

PCR-Platten; iCycler iQ® 96-well

Bio-Rad, Watford, England

Pinzette, Figur DP19

Henry Schein Medical GmbH, Berlin

Pipettenspitzen TipOne®

STARLAB GmbH, Hamburg

Polypropylen-Réhrchen (15 / 50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Polystyrol/Polystyrene Kuvette

Sarstedt, NUmbrecht

Reaktionsgefalie (1,5/2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Serologische Pipetten (5/10 /25 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Skalpelle

Feather Safety Razor, Osaka, Japan

Spritzen (2/5/10 ml)

Becton Dickinson, Franklin Lakes

SpritzenvorsatZzfilter, Minisart®

Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen

Wagepapier 10 x 13 cm

neolLab Migge GmbH, Heidelberg

Zellkulturschalen (35 mm / 11,7 cm?)

VWR International, Radnor USA

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellschaber

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.1.5 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tab. 3: Chemikalien.

Chemikalien

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Bovine Serum Albumin Fraction V

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

CellROX™ tiefrotes Reagenz

Thermo Scientific, Rockford, USA

DAPI

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

DMEM

Invitrogen, Karlsruhe
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DMSO Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Ethanol absolut p.a. Merck, Darmstadt

FBS Invitrogen, Karlsruhe

Mowiol Roth-Roth GmbH, Karslruhe

NaCl 0,9 % Fresenius 500 ml Plastipur®

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg

Paraformaldehyd 4 %

Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA

PBS Tabletten Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Penicillin / Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe
Phalloidin Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Quantitect Primer Assay 200

Qiagen, Hilden

SSoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix

Bio-Rad, Miinchen

Tris

MP Biomedicals Europe, lllkirch

Trypsin-EDTA, 0,05 % (w/v)

gibco Life Technologies,
Carlsbad Kalifornien, USA

Tween® 20

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Ziegenserum (Goat Serum) 93 /|

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

2.1.6 Medium, Puffer und Lésungen

Das verwendeten Medien, Puffer und Losungen sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tab. 4: Medium, Puffer und Lésungen.

Medium, Puffer und Losungen Zusammensetzung
1% BSA 0,1 g BSA
10 ml 1x TBS
1% Medium
4% BSA 0,4 g BSA

10 ml 1x TBS




Tab. 4: Medium, Puffer und Losungen.
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10% Medium

Blockierungsldosung

10 % Ziegenserum
1 % BSA

EDTA-Stock / pH 8,0

0,5M Na,EDTA

Einbettmittel fiir Fluoreszenz

6 g Glycerol

2,4 g Mowiol 4-88

12 ml Tris-HCI (0,2 M, pH 8,5)
25 mg/ml DABCO

12 ml Wasser

PBS (1x)/pH7,2-7,4

137 mM NacCl

10,2 mM NazHPO4 * 2 H20
8.1 mM Naz2HPO4

1,5 mM KH2PO4

2,7 mM KCI

PFA-L6sung 4% /pH 7,4

0,8 g PFA
19,2 ml PBS

Reagenzverdinnungsmittel / pH 7.2-7.4

1% BSA in PBS

Stoppldésung

2 N H2S04

TBS Puffer Stammloésung / pH 7,4

90,0 g NaCl

60,5 g Tris

1000 ml Aqua dest
210 M HCI

TBS Puffer

1:10 Verdunnung der Stammldsung

Tris-Losung (pH 11)

1 M Tris

Triton 0,1 %

50 pl Triton
50 ml PBS

Waschpuffer pH 7.2-7.4

0.05% Tween® 20 in PBS
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2.1.7 Kits

Die verwendeten Kits sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tab. 5: Kits.
Kits Hersteller
PIERCE™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, USA
DuoSet® ELISA Development System R&D Systems Europe,
- Fangermolekul (Antikorper) Abingdon, England

- Biotinylierter Nachweisantikorper

- Massenkalibrierter Standard

- Streptavidin-HRP

- Ausfuhrliches Protokoll

- 96-Well- oder 384-Well-Platten

- Plattenversiegelungen

- 1-Step-Farbreagenz

- Stoppldsung

- ELISA-Plattenbeschichtungspuffer
- Reagenzverdunner

- Waschpuffer

iScript™ Select cDNA Synthesis KIT Bio-Rad, Miinchen
- 5xiScript reaction mix
- iScript reverse Transkriptase
- oligo(dT), random primer mix
- gene-specific primer enhancer solution

- Nuklease freies Wasser

RNeasy® Protect Mini Kit (250) Qiagen, Hilden
- Mini Spin Columns
- Collectiontubes 1,5 ml & 2 ml
- Puffer RLT
- Puffer RW1
- Puffer RPE

- RNase freies Wasser
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2.1.8 Antikorper
2.1.8.1 ELISA

Die verwendeten Antikorper (enthalten in den entsprechenden Kits s.0.) sind in Tabelle 6

aufgelistet.
Tab. 6: Antikorper.
Name Nummer Quelle
hs IL-6-Primarantikdrper 840113 Maus
hs IL-6-Sekundarantikérper 840114 Ziege
hs IL-6-Standard 840115 Mensch
hs IL-8-Primarantikorper 890804 Maus
hs IL-8-Sekundarantikdrper 890805 Ziege
hs IL-8-Standard 890806 Mensch
Streptavidin-HRP 893975 Meerrettich

2.1.8.2 Immunfluoreszenz

Die verwendeten Antikorper fur die Immunfluoreszenz sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tab. 7: Antikdrper Immunfluoreszenz.

Primar-Antikorper Quelle | Endkonzentration Hersteller
. . Cell Signaling Technology,
Anti-S100A4-rabbit Hase 1:4000
(Danvers, USA)
Sekundar-Antikorper | Quelle | Endkonzentration Hersteller
Anti-rabbit IgG, Cell Signaling Technology,
9 Hase 1:2000 9 9 d

HRP-linked Antibody (Danvers, USA)




36

2.1.9 Oligonukleotide
2.1.9.1 QuantiTect Primer Assays

Die verwendeten Oligonukleotide der QuantiTect Primer Assays sind in Tabelle 8
aufgelistet.

Tab. 8: Oligonukleotide der QuantiTect Primer Assays.

Dargestellt sind die offiziellen Bezeichnungen der Qiagen-Produkte, die Grofle des zu
erwartenden Produktes sowie die Referenzsequenz der mRNA, auf deren Grundlage die
Primer gestaltet wurden.

Gen Bezeichnung Produkt Ref.-Sequenz
GAPDH Hs_GAPDH_2 SG 119 bp NM_002046
Interleukin-6 Hs_IL6_1_SG 107 bp NM_00600
Interleukin-8 Hs CXCL8_1_SG 102 bp NM_000584
2.2 Methode

2.2.1 Parodontale Ligamentzellen

Alle Arbeiten fur die Explantation, Kultivierung und Passagierung der Zellen erfolgten in
einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank mit sterilem Material. Vor Inbetriebnahme
der Werkbank wurde diese mit 70 % Ethanol oder mit dem Desinfektionsmittel pursept® A
gereinigt. Die Basis des verwendeten Kulturmediums war Dulbecco’s modified Eagle's
medium (+Sodium Pyruvat/+ Pyridoxin/+1000 mg/l Glucose). Durch Zusatze wie 10% fetal
bovine serum, 1% Vitamin C und 1% Penicillin-Streptomycin wurde das Medium auf die
Bedurfnisse der PDL-Zellen angepasst. Kultiviert wurden die Zellen in mit 7 ml DMEM
gefilliten, 75 cm? groRen, Zellkulturflaschen im COz-Inkubator bei 37 °C, 5 % CO:2 und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %. Alle zwei bis drei Tage wurde je nach Bedarf der
Zellpopulation das Medium gewechselt und per mikroskopischer Kontrolle das
Zellwachstum kontrolliert und eine maoglicherweise vorhandene Kontamination
ausgeschlossen. Mit einer sterilen Glaspipette wurde das Medium abgesaugt und das
neue, auf 37 °C vorgewarmte Medium mittels einer 10 ml Pipette appliziert. Alle fir die

Versuche verwendeten PDL-Zellen befanden sich in der 3. bis 5. Passage.
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2.2.1.1 Passagieren von parodontalen Ligamentzellen

Adharente Zellen wachsen als zusammenhangende einschichtige Zelllage unter
Anheftung an eine Oberflache. Sie zeigen dichteabhangige Proliferationshemmung, eine
sogenannte Kontaktinhibition. Eine weitere Zellvermehrung ist dann nur durch eine
Passagierung moglich. Passagieren ist in regelmaldigen Abstanden notwendig, damit
Zellen in einem teilungsfahigen Zustand bleiben und nicht durch Stoffwechselprodukte
oder Nahrstoffmangel sterben. Definitionsgemaly versteht man unter dem Begriff
Passagieren das Ausdunnen der kontinuierlichen Zellkultur, bevor die vollstandige
Konfluenz erreicht wurde, um die durch die Kontaktinhibition erzeugte Verlangsamung der
Zellteilungsrate zu vermeiden (Gstraunthaler und Lindl, 2013). Die Passagierung erfolgte
nach standigem Wechsel des Mediums, sobald die Zellen eine Konfluenz von tber 90 %
erreichten. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 5 ml PBS-
Puffer gewaschen, um Proteine zu I6sen und Reste des Zellmediums zu entfernen,
welche die Wirkung des Trypsins verringern bzw. inhibieren. Nach dem Absaugen der
Waschlésung wurden die konfluenten Zellen fir maximal 5 min bei 37 °C mit 1,8 ml
Trypsin-EDTA inkubiert. Der Moment, in dem sich alle Zellen vom Boden |6sten, wurde
durch eine regelmafige Kontrolle per Mikroskop Uberwacht. Nachdem die adharenten
Zellen durch das Einziehen ihrer Pseudopodien abgelost wurden, stoppte man die durch
Trypsin induzierte Reaktion mit der doppelten Menge serumhaltigen Medium (ca. 4 ml).
Mit einer 10 ml Pipette wurden die Zellen vom Boden der Flaschen gespdlt, die etwa 6 ml
Zellsuspension homogenisiert und in ein 15 ml Falcontube tberflhrt. Die Zellldsung wurde
bei 500 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand aus dem Trypsin-Medium-Gemisch
wurde vorsichtig entfernt, ohne das Zellpellet einzusaugen. Die Zellansammlung wurde
erneut mit dem Zellmedium resuspendiert. Die Zellen konnten nun auf neue
Zellkulturflaschen aufgeteilt oder fur einen Zellversuch vorbereitet werden. Flr die mRNA-
und Proteinanalyse wurden PDL-Zellen in 35 mm Petrischalen mit einer Ausgangszellzahl
von 50x102 Zellen/Schale ausgesat. Fur die morphologische Analyse wurden die Zellen
auf Deckglasern kultiviert. Fur die Versuche wurden Zellkulturen bis zu einer Konfluenz
von 70 % kultiviert und einen Tag vor dem Versuch auf Kulturmedium mit reduziertem

Serumanteil von 1 % FBS umgestellt.
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2.2.1.2 Kryokonservierung

Zur Etablierung eines standig verfugbaren Zellpools auf niedriger Passage wurden die
Zellen regelmafRig eingefroren. Der Ablauf zur Kryokonservierung gleicht dem Ablauf einer
Passagierung. Der Unterschied besteht in der Behandlung des Zellpellets im Falcontube.
Bei der Kryokonservierung wurden die Pellets in ein fur das Einfrieren geeignetes Medium
(DMEM, 10 % FBS, 1 % Pen/Strep und 5 % DMSO) resuspendiert und in 1 — 1,5 ml
grol3en Portionen in beschriftete Kryorohrchen aufgeteilt. Diese wurden bei -80 °C fur
etwa 1 std in einer Styroporbox oder einer Kryotiefkilhlbox behutsam eingefroren, bevor

sie ohne Box einsortiert werden konnten.
2.2.1.3 Auftauen von Zellen

Um optimale Voraussetzungen fir die Adhasion am Boden der Zellkulturflasche und fir
das Uberleben der Zellen zu schaffen, wurden 10 ml DMEM in einer beschrifteten
Zellkulturflasche im CO2-Inkubator vorbereitet. Die PDL-Zellen, welche sich in einem
Kryoréhrchen im -80 °C Gefrierschrank befanden, konnten schnell in einem 37 °C warmen
Wasserbad aufgetaut und in die vorbereitete Zellkulturflasche Uberfiihrt werden. Da es
sich bei DMSO um eine zytotoxische Substanz handelt, musste aufgrund des restlichen
DMSO Gehalts bei dieser Technik am nachsten Tag das Medium gewechselt werden.
Eine alternative Moglichkeit zum Auftauen der Zellen besteht darin, die Zellen nach dem
Auftauen aus dem Kryordéhrchen in ein mit 5 ml Medium gefilltes Falcontube zu
uberfuhren. Nach einer Zentrifugation von etwa 5 min bei 500 rpm sammelt sich am Boden
des GefalRes ein Zellpellet. Das mit DMSO angereicherte Medium wird vorsichtig
abgesaugt und das Tube wird mit neuem Medium aufgefullt. Der Vorteil dieser Technik
ist, dass kein DMSO mehr im Medium vorhanden ist und das Medium nach der weiteren
Uberfiihrung in die Zellkulturflasche nicht bereits am nachsten Tag gewechselt werden

muss.
2.2.2 Fusobacterium nucleatum-Stimulation

Bei den unterschiedlichen Versuchsreihen wurde untersucht, inwiefern sich die
Entzindungsparameter bei den unterschiedlichen Lysaten von F.n. verandern. Die Zellen

wurden mit inaktiviertem F.n. vorinkubiert, um eine mikrobielle Infektion zu simulieren. Die



39

Herausforderung in den Vorversuchsreihen bestand darin, eine Konzentration zu finden,
bei der die Entzindungsparameter der PDL-Zellen auf Genebene hochreguliert wurden,
ohne dass die Zellkulturen durch die Menge an endotoxischen Lipopolysaccharide
absterben. Die Konzentrationen des Bakterienlysats wurde anhand der optischen Dichte
bestimmt. Es wurde mit unterschiedlichen optischen Dichten (OD) inkubiert. Die erste
Inkubation erfolgte mit einer optischen Dichte von 0,025, dies entspricht bei einer OD des
urspringlichen Lysats von 2 einer Konzentration von 12,5 pl/ml. Fir den Versuch
inkubierten wir die Zellen zusatzlich mit einer hdheren OD von 0,05 (25 pl/ml) und einer
OD von 0,1 (50 pl/ml), um eine hdhere Bakterienlast bzw. eine starkere mikrobielle

Infektion zu simulieren.

2.2.3 Plasma-Stimulation

Abb. 8: DBE Gerat plasma ONE der Firma plasma MEDICAL SYSTEMS GmbH.
a) Plasma ONE in Transportkoffer mit verschiedenen Elektroden und Box fir Sonden.
b) Aufgebautes plasma ONE mit eingesteckter Instrumenten- und Patientensonde,

im Hintergrund gedffnete Instrumentenbox und Transportkoffer.

Fur die Versuche dieser Doktorarbeit wurde das Plasma-Therapiegerat plasma ONE der
Firma plasma MEDICAL SYSTEMS GmbH, Nassau verwendet (Abbildung 8 a, b und 9).
Aus dem grol3en Repertoire der verschiedenen Sondenaufsatze wurde sich fur die
Plasmasonde 30 (PS 30) entschieden, da diese durch ihre runde Form und den

passenden Durchmesser exakt auf die kleinen Petrischalen ausgerichtet und so eine
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gleichmaliige Behandlung der Zellen sicherstellen werden konnte. Diese ist in Abbildung
10 dargestellt. Im Rahmen der Vorversuchsreihen wurden unter Zuhilfenahme bereits
publizierter Studien unserer Arbeitsgruppe (Eggers et al., 2023; Kleineidam et al., 2019)
die Behandlungsparameter fur die Plasmatherapie untersucht. Als Variablen der Therapie
konnten der Abstand der Plasmaquelle zum zu behandelnden Objekt, die Plamaintensitat
und die Behandlungsdauer variiert werden. Als optimale Behandlungsparameter
kristallisierte sich eine Behandlung mit der maximalen Intensitat der Stufe 5 fur 30 s bei
einem geringstmoglichen Abstand heraus. Nach 1 std wurden die bereits mit F.n.
prainkubierten Zellen direkt mit NIPP fur 30 s mit einer Ausgangsleistung von 18 kV
behandelt.

Abb. 9: Plasma ONE mit Patientensonde und Instrumentensonde PS 30 (dental).
- linke Halterung: Patientensonde mit schwarzem Kabel.
- rechte Halterung: Instrumentensonde mit blauem Kabel und eingesteckter PS 30.
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Abb. 10: GroRaufnahme der Instrumentensonde PS 30.

Die unbehandelten Zellen dienten als negative Kontrolle. Die Instrumentensonde bendtigt
einen Abstand von mehr als 0 mm und weniger als 1 mm zur behandelten Oberflache,
um korrekt arbeiten zu konnen. Ist der Arbeitsabstand erreicht, ertont ein akustisches
Signal und die Lichterscheinung in der glasernen Instrumentensonde verstarkt sich (siehe
Abbildung 11). Dementsprechend erfolgte die Behandlung der mit Medium bedeckten
PDL-Zellen unter einem Abstand von ca. 0,5mm. Gemessen wurde der Abstand von der
konvexen Flache der Plasmasonde 30 bis zur Oberflache des Zellmediums in der
Zellkulturschale. Um einen stabilen Abstand zu gewahren, wurde ein Versuchsaufbau mit
einem fixierten Laborstativ entwickelt. Dieser ist in Abbildung 11 dargestellt. Die
Instrumentensonde wurde dabei Uber einen Widerstand mit der Patientensonde

gekoppelt, um den Hautwiderstand eines Patienten zu simulieren (hier nicht zusehen).
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Abb. 11: Sonde PS 30 im Bohrstander unter Versuchsbedingungen.

2.2.4 Versuchsansatz

Fir die beiden Hauptversuche wurden PDL-Zellen einer Zelllinien (Lonza) verwendet. Als
Stimulantien diente das kalte atmospharische Plasma und das Lysat des F.n. Im
Versuchsansatz wurden PDL-Zellgruppen auf einzelnen kleinen Petrischalen aufgeteilt
und verschieden stimuliert. In beiden Hauptversuchsreihen wurde Gruppe 1 ohne
Stimulantien bei 37 °C, 5 % CO:2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % inkubiert
und diente als Kontrolle.

Im Rahmen der ersten Hauptversuchsreihe wurden die PDL-Zellen mit einer zunehmende
Bakterienkonzentration vorbehandelt, um eine starkere Infektion zu simulieren. Die
Konzentration der Bakterien wurde in drei verschiedenen Bakteriengruppen von 12,5 ul/ml
Uber 25 ul/ml auf 50 pl/ml gesteigert bzw. einer OD von 0,025, 0,05, und 0,1. Alle Gruppen

wurden fur 24 bzw. 48 std inkubiert. Dieser Versuchsaufbau ist in Tabelle 9 dargestellit.
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Tab. 9: Versuchsaufbau mit aufsteigender Bakterienkonzentration.

Kontrollgruppe: ohne Vorbehandlung; Bakteriengruppe 1 - 3: Bakterieninfektion fur 24 und
48 std mit einer OD von 0,025, 0,05 und 0,1 bzw. einer Konzentration von 12,5 ul/ml, 25
pI/ml und 50 pl/ml;

F.n.0,025| F.n.0,05 | F.n.0,1

Kontrollgruppe
Bakteriengruppe 1 +
Bakteriengruppe 2 +
Bakteriengruppe 3 +

Im Rahmen der zweiten Hauptversuchsreihe wurden die PDL-Zellen mit einer F.n. —
Konzentration von 12,5 ul/ml (OD von 0,025) inkubiert, um eine bakterielle Infektion in
vitro zu simulieren. Eine weitere Gruppe wurde fur 30 s mit Plasma der Stufe 5 bei einem
Abstand von ca. 0,5 mm behandelt, um die Auswirkungen der Plasmabehandlung auf
gesunde Zellen zu untersuchen. Diese beiden Gruppen wurden fur 24 std inkubiert. Um
die Anwendung von NIPP auf bakterielle Infektionen zu simulieren, wurden in der
Kombinationsgruppe die Zellen 1 std vor der Plasmabehandlung mit oben genannten
Parametern mit 12,5 yl/ml F.n. inkubiert und ebenfalls flr 24 und 48 std inkubiert. Dieser
Versuchsaufbau ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tab. 10: Versuchsaufbau mit einer Bakterienkonzentration.

Kontrollgruppe: ohne Vorbehandlung; Bakteriengruppe: Bakterieninfektion fir 24 std mit
einer OD von 0,025 bzw. einer Konzentration von 12,5 pl/ml; Plasmagruppe:
Plasmabehandlung fiur 30 s bei Plasmastufe 5 und Inkubation von 24 h;
Kombinationsgruppe: Prainkubation F.n. 12,5 ul/ml fir 1 std und Plasmabehandlung flr
30 s bei Intensivitat 5 und Inkubation von 24 h

F.n. 0,025 NIPP

Kontroligruppe
Bakteriengruppe +

Kombinationsgruppe + +
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2.3 Genexpression in parodontalen Ligamentzellen
2.3.1 Analyse der mRNA

Das Prinzip der Analyse der Genexpression mittels real-time PCR beruht darauf, dass
RNA aus Zellen extrahiert wird und in cDNA revers transkribiert wird. Wahrend der PCR
werden durch ausgewahlte Primer spezifische Gene amplifiziert. Als Fluoreszenzfarbstoff
dient das SYBR-Green, welches bei jedem Zyklus gemessen wird und dadurch eine

quantifizierte Messung ermoglicht.
2.3.2 RNA-Isolation

Die Gewinnung der RNA erfolgte in allen Versuchsreihen mit dem RNeasy® Protect Mini
Kit. Die Extraktion erfolgte nach dem Herstellerprotokoll fur humane Zellkulturen. Alle im
Folgenden beschriebenen Schritte zur RNA-Extraktion erfolgten zum Stoppen der weite-
ren Zellreaktionen auf Eis. Je nach Versuch wurden zunachst die Uberstande gesammelt.
Die Zellkulturen in den Petrischalen wurden jeweils zweimal mit 500 pyl PBS Waschpuffer
gewaschen. Alle Proben wurden mit 350 ul Lysis-Puffer bestehend aus 2-Mercaptoetha-
nol und RLT versetzt und homogenisiert. Mit Hilfe eines sterilen Scrapers wurden die Zel-
len und der Puffer vermengt. Dieses Zell-Puffer-Gemisch wurde in vorbereiteten Eppen-
dorf Tubes aufgefangen und im Verhaltnis 1:1 mit 70 % prozentigem Ethanol gemischt.
Nach der Vermischung des Zell-Puffer-Gemisches und dem Ethanol konnte auf eine wei-
tere Kuhlung verzichtet werden. Die gel6sten Proben wurden auf eine RNeasy® Saule
pipettiert und bei 13.200 rpm fir 60 s zentrifugiert. Der Uberstand aus dem Auffangtube
wurde verworfen. Es folgte nach Zugabe von 700 pl RW1-Waschpuffer ein weiterer Zen-
trifugationsschritt fur 1 min bei 13.200 rpm bei dem das Zentrat erneut verworfen wurde.
Dieser Vorgang wurde zweimal mit je 500 ul RPE Puffer und den gleichen Zentrifugations-
einstellungen wiederholt. Im weiteren Verlauf wurde die RNeasy® Saule mit einem leeren
Auffangtube fur 15 s bei 13,2 x 103 rpm zentrifugiert und das Filtrat ebenfalls verworfen.
Als letzter Schritt erfolgte die Eluierung der auf den Saulen gebundenen RNA mit 20 pl
RNase-freiem Aqua dest. fir 1 min bei 13,2 x 103 rpm in ein 1,5 ml Sammelréhrchen. Das
Wasser wurde direkt auf die Silica-Gel-Membran pipettiert. Das Gesamt-Eluat betrug 20
M. Im Anschluss konnte die gewonnene RNA bei -80°C gelagert werden oder zur

Messung der RNA Konzentration mittels Spektrophometer verwendet werden.
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2.3.3 Umwandlung der RNA in cDNA

Zunachst wurde der RNA-Gehalt der Proben photometrisch mittels NanoDrop bei 260 und
280 nm bestimmt (ng/ul). Dieser ist in Abbildung 12 dargestellt. Zur Initialisierung der
Messung bzw. als Negativkontrolle wurde 1 pl Nuklease freies Wasser auf die Messflache
pipettiert und gemessen. Im Anschluss daran wurde von jeder Probe 1 pl verwendet, um
die Konzentration der RNA zu bestimmen. Mit einem Papiertuch wurden nach jeder
Messung die Reste rickstandslos von der Messflache entfernt. Anhand dieser Ergebnisse
wurden die Proben normiert, damit die gleiche Menge an RNA (500 ng) pro Probe fir die
Folgeschritte vorlag. Daflr wurden die Proben mit Wasser verdinnt, auf die gleiche

Konzentration und ein Volumen von 13 pl gebracht.

Abb. 12: NanoDrop 2000 der Firma Thermo Fisher Scientific, Dreieich.

Zur Gewinnung der einstrangigen cDNA wurde das iScript cDNA Synthese Kit von Bio-
Rad nach Angaben des Herstellers verwendet. Das 13 pl gro3e Template aus RNA und
Wasser wurde zusammen mit einem 7 pl Mastermix in einem 0,45 ml Tube geldst. Die

Zusammensetzung des Master-Mix fur die cONA-Synthese ist in Tabelle 11 zu sehen.

Tab. 11: Ansatz Master-Mix fir cDNA-Synthese.
Pro Probe setzte sich der Inhalt des Tubes aus den folgenden Komponenten zusammen:

Reagenz Menge
Template (RNA + Nuklease freies H,0) 13,0 ul
5x Script Mix 4,0 ul
Oligo-dt Primer 2,0 ul
iScript reverse Transkriptase 1,0 pl

Gesamtvolumen 20,0 pl
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Die Inkubation der vorbereiteten Tubes fur die Herstellung der cDNA erfolgte im MyCycler
(siehe Abbildung 13). Als erster Schritt wurde fur die Synthese der cDNA fir 90 min eine
Temperatur von 42 °C gehalten. Diese Temperatur wurde fur weitere 5 min gehalten.
Danach folgte eine Inkubation von 5 min bei 85 °C zur Hitzeinaktivierung der reversen
Transkriptase. Im vierten und letzten Schritt erfolgte fir 10 s die Kiihlung auf 25 °C. Dieses
Protokoll ist in Tabelle 12 dargestellt. Die entstandene cDNA konnte anschlieRend bei -
20 °C im Gefrierschrank gelagert oder fur eine Analyse der Proben auf Genebene mittels

real-time PCR verwendet werden.

Tab. 12: MyCycler-Protokoll fir cDNA-Synthese.

Temperatur in °C Zeit in min Schritt
42 90 cDNA Synthese
42 5 letzte Schritte beenden
85 5 Enzym-Inaktivierung
25 abschlief3end kdhlen

Abb. 13: MyCycler™ Thermal Cycler der Firma Bio-Rad, Miinchen.
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2.3.4 Quantitative realtime-PCR

Zur Analyse der cDNA Proben auf Genebene mittels PCR musste zuerst der Mastermix

angesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tab. 13: Ansatz Master-Mix fir PCR-Analyse.

Reagenz Menge
SSoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 12,5 pl
deionisiertes Wasser 9,0 ul
Primer 2,5 ul
cDNA 1,0 pl
Gesamtvolumen 25,0 ul

In eine 96-Well-Platte wurden 24 pl Mastermix pro Well vorbereitet und 1 pl cDNA
hinzupipettiert. Die Platte wurde mit einer transparenten Klebefolie versiegelt und im
iCycler iQ5 Detektionssystem inkubiert. Es wurde das folgende Amplifikationsprotokoll
verwendet: 95 °C flr 5 min zur Erwarmung und enzymatischen Aktivierung, gefolgt von
50 Zyklen Denaturierung bei 95 °C fur 10 s und kombiniertes Annealing/Extension bei 60
°C fur 30 s. Im Anschluss erfolgte die Schmelzkurve durch Abkuhlen von 95 °C fir 1 min
auf 55 °C fur 1 min. Fur eine Dauer von 80 Zyklen fur jeweils 10 s wurde die Temperatur
bei 55 °C gehalten. Die Analyse der Daten erfolgte gemall der AACT-Methode
(comparative threshold cycle). Die realtime PCR ermdoglicht die absolute oder relative
Quantifizierung. Bei der absoluten Quantifizierung wird zunachst eine Standardkurve
erstellt, um im eigentlichen Versuch die exakte Menge des Zielgens in der Probe zu
bestimmen. In diesem Fall wurde die relative Quantifizierung verwendet, um den
Unterschied in der Genexpression zwischen der Probe und der Kontrolle zu ermitteln. Die
Berechnung der Expressionsunterschiede basiert auf den CT (cycle treshold)- oder CP
(crossing point)-Werten des behandelten Probenmaterials, der unbehandelten Kontrolle
und des Housekeeping-Gens (Referenzgen). In diesem Fall diente Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenz (Pfaffl, 2004). Der CT-Wert wird
wahrend der exponentiellen Phase der PCR gemessen und gibt an, wie viele Zyklen

bendtigt werden, um ein messbares spezifisches Fluoreszenzsignal zu erhalten und das
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unspezifische Hintergrundfluoreszenzsignal zu tUbersteigen. Ein niedriger CT-Wert deutet
auf eine hdhere DNA-Ausgangsmenge in der Probe hin. Durch die Normalisierung mittels
Delta-CP-Werten werden Storfaktoren ausgeglichen, die sowohl die Probe als auch das
Referenzgen beeinflussen konnten. Der Delta-Delta-CP-Wert wird errechnet, um den
relativen Expressionsunterschied zwischen der behandelten Probe und der

unbehandelten Kontrolle zu bestimmen (Pfaffl, 2004).
2.4 ELISA
2.4.1 Proteinanalyse ELISA

Die Uberstande der mit NIPP und F.n. stimulierten sowie der unstimulierten Kontrollen
wurden nach Beendigung der Inkubationszeit enthommen, in 2 ml Reaktionsgefalie
uberflhrt und bei -80 °C eingefroren. Die Proteingehalte von IL-6 und IL-8 wurden in
Zellkulturiberstanden mit spezifischen Enzymimmunoassay (ELISA)-Kits gemal den
Anweisungen des Herstellers analysiert. Fir den IL-6- und den IL-8-ELISA wurde das
DuoSet ELISA Development System (R&D, Abingdon, England) verwendet.

Immuno 96 MicroWell™ Solid Plates mit MaxiSorp-Oberflache (hohe Affinitat zu Proteinen
mit sowohl hydrophilen als auch hydrophoben Domanen) und flachem Boden wurden mit
einer Fanger-Antikérper-Lésung (4 pg/ml in PBS; 100 pl pro Well) beflllt, mit Klebefolie
versiegelt und uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurde die
Antikorperldsung entfernt und dreimal mit 400 yl Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS,
pH 7,4) gespult. Nach dem letzten Waschvorgang erfolgte die Blockierung unspezifischer
Antikorper-Bindungsstellen durch 5 % Tween® 20 in PBS fiir mindestens 1 std bei
Raumtemperatur. Anschlief3end erfolgten drei weitere Waschzyklen (je 400 pl pro Well).
Danach wurden Proben und Standards (0 bis 2000 ng/ml, verdinnt in der
Blockierungslosung) in die Wells pipettiert (100 yl pro Well), die Platte versiegelt und 2
std bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie®Bend wurde die Platte erneut dreimal
gewaschen und eine zweistundige Inkubation mit biotinyliertem Detektions-Antikdrper
(150 ng/ml in Blockierungslésung, lichtgeschutzt) durchgefuihrt. Nach weiteren drei
Waschvorgangen wurde Streptavidin-HRP (100 pl pro Well) zugegeben und fir 20 min

lichtgeschutzt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei abschlieRenden Waschschritten
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wurde zur Enzymreaktion 100 pl pro Well ABTS-Substratiosung (Sigma-Aldrich,
Minchen) hinzugefiigt und fir 60 min bei Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert.

Die Analyse wurde mit einem Spektralphotometer (BioTek Instruments, Winooski, USA)
bei einer Wellenlange von 450 nm durchgefuhrt. Dieses Spektralphotometer ist in
Abbildung 14 zu sehen. Die Proteinkonzentrationen von IL-6 und IL-8 wurden mit dem
Pierce BCA Protein Assay Kit und einem Spektralphotometer bei 570 nm auf die

Gesamtproteinkonzentration normiert.

Abb. 14: Spektralphotometer Epoch der Firma BioTek, Winooski, USA.

2.5 Immunfluoreszenzfarbung
2.5.1 Farbung zur Zellmorphologie und Lebensfahigkeit

Nach erfolgreicher Kultivierung und Adharenz der PDL-Zellen auf den 13 mm Deckglasern
wurden die Zellen in der Kontrollgruppe unbehandelt inkubiert und in der Versuchsreihe
entsprechend des Versuchsaufbaus fur 30 s mit NIPP behandelt und 24 std inkubiert. Die
PDL-Zellen wurden 10 min lang mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und 5 min lang in 0,1 %
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) permeabilisiert. Fur die Markierung der Aktinfilamente
wurden die Zellen 60 min lang mit Phalloidin inkubiert. Die DNA wurde durch 5-minutige
Inkubation mit DAPI gefarbt. Zwischen den einzelnen Schritten wurde mit PBS gesplilt.
Nach dem Einbetten mit Mowiol wurden die Zellen mit dem ZOE Fluorescent Cell Imager
(siehe Abbildung 15) analysiert. Unter dem fluoreszierenden Licht wurden die
Aktinflamente in einem leuchtenden grunen Ton und die DNA in einem blauen Ton

sichtbar.
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Abb. 15: ZOE™ Fluorescent Cell Imaging der Firma Bio-Rad, Miinchen.

2.5.2 Bestimmung der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies

Die von den PDL-Zellen erzeugten ROS wurden mit dem CellROX™ tiefroten Reagenz
gemald den Anweisungen des Herstellers nachgewiesen. CellROX-Reagenzien fur
oxidativen Stress sind fluorogene Sonden, die fir die zuverlassige Messung der ROS in
lebenden Zellen entwickelt wurden. Die zellpermeablen Reagenzien sind im reduzierten
Zustand nicht oder nur sehr schwach fluoreszierend und zeigen bei Oxidation ein starkes
fluorogenes Signal. Die Signale der Reagenzien des Farbstoffs CelROX® Deep Red sind
im Zytoplasma lokalisiert.

Zu Beginn erfolgte ein Waschschritt mit 500 ul PBS pro Well. Anschlie3end wurde 250 pl
Medium hinzugegeben. Es folgte vor der Stimulation der Zellen die Inkubation mittels
CellROX™ tiefrotes Reagenz in einer Konzentration von 2 mM fir 30 min bei
Raumtemperatur. Die Zellen wurden nach der Inkubation fur 30 s, 120 s und 180 s bei
Plasmastufe 5 und geringstmoglichem Abstand mit Plasma behandelt. Vor der
Auswertung erfolgten zwei weitere Waschschritte mittels PBS. Die zellulare ROS-
Produktion wurde nach 10 min und 60 min mit dem ZOE Fluorescent Cell Imager wie
unter der bereits beschriebenen Farbung zur Zellmorphologie mittels DAPI und Phalloidin
visualisiert. Zusatzlich wurde die ROS-Produktion mit einem Fluoreszenz-
Plattenlesegerat bei einer Wellenlange von 665 nm quantifiziert. Das Vorgehen entsprach
den Vorgaben des Herstellers. Die Zellen wurden nach der Anfertigung der Fotos mit 200
Ml pro Well trypsiniert. Neutralisiert wurde die Reaktion mit 600 yl 10% FBS. Die

Uberstande wurden in Eppendorfgefae Uberfihrt und fir 3 min zentrifugiert.
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AnschlieBend wurden sie verworfen und die Zellpellets resuspendiert. Abschliel3end

erfolgte wie bereits beschrieben die Auswertung.
2.6 Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden mindestens drei Mal wiederholt. Flr die statistische Auswertung
wurden die nicht-parametrischen Tests Kruskal-Wallis-Test mit post hoc Dunn’s Test mit
Mehrfachvergleich verwendet sowie die einfaktorielle ANOVA mit post hoc Tukey's
multipler Vergleichstest herangezogen. Die statistische Analyse wurde mit der Software
GraphPad Prism Version 10 durchgefuhrt. Unterschiede mit p>0,05 werden als nicht
signifikant und mit p<0,05 als signifikant (*) angesehen.

2.6.1 Software und Online-Tools
Die verwendete Software und Online-Tools sind in Tabelle 14 aufgelistet.

Tab. 14: Software und Online-Tools.

Software / Online-Tool Firma / Referenz
GraphPad Prism™ 10.0 GraphPad Software, San Diego, USA
iQ5 optical system software, version 2.0 Bio-Rad, Feldkirchen
NanoDrop 2000 software, Version 1.6 Thermo Scientific, Dreieich

2021 Microsoft Corporation,
Redmond, USA

Excel Microsoft 365, Version 16.69.1
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von nicht-invasivem physikalischem Plasma auf die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies in parodontalen Ligamentzellen

Zunachst haben wir die Wirkung des NIPP auf die PDL-Zellen untersucht. Es wurde
getestet, ob die Inkubation von PDL-Zellen mit NIPP intrazellulare ROS erzeugt. Die PDL-
Zellen wurden in drei verschiedenen Gruppen mit ansteigender Dosis fur 30 s, 120 s und
180 s mit NIPP behandelt. Die Kontrollgruppe wurde nicht mit NIPP behandelt.

Die NIPP-Behandlung fuhrte nach 10 min zu einer dosisabhangigen, intrazellularen ROS-
Produktion (Abbildung 16 a-d). Eine statistische Signifikanz besteht zwischen der
Kontrollgruppe und den fur 120 s behandelten PDL-Zellen sowie zwischen der
Kontrollgruppe und den fur 180 s behandelten PDL-Zellen. Die ROS-Produktion wurde 60
min nach der NIPP-Behandlung nicht mehr nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 16: Immunfluoreszenzfarbung der ROS-Produktion in PDL-Zellen.
Immunfluoreszenzfarbung der ROS-Produktion in PDL-Zellen, 10 min nach NIPP-
Behandlung; Die Zellen wurden fur 0 s (a), 30 s (b), 120 s (c) und 180 s (d) behandelt.
Der Maldstab ist 100 um. Die ROS-Fluoreszenz wurde mit einem Fluoreszenz-Reader
gemessen (e). n = 4. * statistische Signifikanz (p < 0,05).

(Modifiziert nach Eggers et al., 2024)



54

3.2 Einfluss von nicht-invasivem physikalischem Plasma auf die Morphologie und die

Lebensfahigkeit von parodontalen Ligamentzellen

Nach dem Nachweis einer durch NIPP induzierten ROS Produktion in PDL-Zellen
konzentrierten wir uns auf die Dauer der Anwendungszeit. Im Rahmen der Vorversuche
(Daten nicht gezeigt) und in einer friheren Studie von Eggers et al. (2023) stellte sich eine
Anwendungszeit von 30 s als effektivste Behandlungsdauer heraus. Unser erstes Ziel war
es, zu beobachten, ob die gewahlte NIPP-Behandlungszeit einen negativen Einfluss auf
die Lebensfahigkeit und die Zellmorphologie der PDL-Zellen hat. Die Phalloidin-DAPI-
Doppelfarbung zeigte 24 std nach der NIPP-Behandlung ein intaktes Zytoskelett und
unbeschadigte Zellkerne (Abbildung 17a, b). Dies deutet darauf hin, dass NIPP in diesem

Zeitraum keinen schadlichen Einfluss hat.

Abb. 17: Immunfluoreszenzfarbung von PDL-Zellen.

Immunfluoreszenzfarbung von Zellen des parodontalen Ligaments mit DAPI (blaue
Farbung des Zellkerns) und Phalloidin (grine Farbung des Zytoskeletts), die unbehandelt
(a) oder 30 s lang mit NIPP behandelt wurden nach 24 std (b). Die NIPP-Behandlung
zeigte keine zytotoxischen Wirkungen. Der Mal3stab ist 100 uym.

(Modifiziert nach Eggers et al., 2024)
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3.3 Einfluss des Fusobacterium nucleatums auf die Regulierung von Interleukin-6

und Interleukin-8 in parodontalen Ligamentzellen

Nachdem wir die Auswirkungen von NIPP auf PDL-Zellen untersucht hatten, etablierten
wir ein In vitro-Modell fur die mikrobielle Stimulation. Zu diesem Zweck wurden PDL-Zellen
mit Lysaten des Parodontopathogens F.n. inkubiert. Da das Ziel unserer Studie darin
bestand, die Auswirkungen der mikrobiellen Infektion zu untersuchen, wurde in diesem
Schritt die optimale Konzentration der Bakterien fur die Vorstimulation der Zellen in den
folgenden Experimenten bestimmt. Nach 24 std Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen wurde eine zunehmende dosisabhangige IL-6-Expression auf mRNA-
Ebene festgestellt, was sich nach 48 std auch auf Proteinebene zeigte (Abbildung 18 a,
b). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die IL-8-Expression beobachtet, sowohl auf mRNA-
als auch auf Proteinebene nach 24 bzw. 48 std (Abbildung 18 c, d). Alle verwendeten
Bakterienkonzentrationen (OD: 0,025-0,1) bewirkten einen signifikanten Anstieg der IL-6-
und IL-8-Proteinspiegel (Abbildung 18 b, d). Aufgrund der dosisabhangigen
Hochregulierung auf Proteinebene bei allen F.n.-Konzentrationen entschieden wir uns, fir
folgende Experimente die niedrigste F.n.-OD von 0,025 zu verwenden, um in den

nachfolgenden Experimenten eine mikrobielle Umgebung zu simulieren.
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Abb. 18: IL-6- und IL-8-Spiegel nach Inkubation mit F.n. in PDL-Zellen.

IL-6- und IL-8-Spiegel in PDL-Zellen nach Vorinkubation mit inaktiviertem F.n. in verschie-
denen Konzentrationen (OD=0,025, 0,05, 0,01). (a) IL-6-mRNA-Expression nach 24 std,
n =9 (b) IL-6-Proteinspiegel nach 48 std, n = 12 (c) IL-8-mRNA-Expression nach 24 std,
n =9 (d) IL-8-Proteinspiegel nach 48 std, n = 12. * statistische Signifikanz (p < 0,05).
(Modifiziert nach Eggers et al., 2024)
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3.4 Einfluss von nicht-invasivem physikalischem Plasma und Fusobacterium nucleatum

auf die Regulierung von Interleukin-6 in parodontalen Ligamentzellen

In einem folgenden Schritt wurde die Wirkung von NIPP auf F.n. vorinkubierte PDL-Zellen
untersucht. Es wurde festgestellt, dass NIPP keine direkte Auswirkung auf die
Regulierung von IL-6 auf der mMRNA-Ebene hatte (siehe Abbildung 19 a) und nur zu einem
leichten Anstieg der Proteinmenge fihrte (siehe Abbildung 19 b). Die Vorinkubation mit
F.n. induzierte einen Anstieg der IL-6-Expression auf mRNA-Ebene und induzierte einen
signifikanten Anstieg der IL-6-Proteinmenge im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Behandlung von F.n. vorinkubierten PDL-Zellen mit NIPP fuhrte jedoch zu einer
signifikanten Zunahme der IL-6-Expression im Vergleich zur Kontrolle, obwohl die IL-6-
Expression im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit F.n. nicht signifikant verandert war.
Interessanterweise konnte der signifikante Anstieg der IL-6-Proteinmenge durch die F.n.
Vorinkubation durch NIPP ausgeglichen werden. NIPP flihrte dementsprechend zu einer
signifikanten Reduzierung der IL-6-Proteinmenge im Vergleich zur F.n. Vorinkubation
(siehe Abbildung 19 b).
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Abb. 19: [L-6-Spiegel nach F.n.-Inkubation und NIPP-Behandlung in PDL-Zellen.
IL-6-Regulation in PDL-Zellen nach 24-stindiger Vorinkubation mit inaktiviertem F.n. bei
OD 0,025 (+) und nach 30 s NIPP-Behandlung (+). (a) IL-6-mRNA-Expression nach 24
std, n = 6 (b) IL-6-Proteinspiegel nach 48 std, n = 12. * statistische Signifikanz (p < 0,05).
(Modifiziert nach Eggers et al., 2024)
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3.5 Einfluss von nicht-invasivem physikalischem Plasma und Fusobacterium nucleatum

auf die Regulierung von Interleukin-8 in parodontalen Ligamentzellen

In ahnlicher Weise untersuchten wir die Auswirkung von NIPP auf PDL-Zellen, die zuvor
mit F.n. inkubiert wurden, in Bezug auf IL-8. Wie bei der Regulierung von IL-6, konnten
wir feststellen, dass NIPP keine direkte Auswirkung auf die Regulierung von IL-8 auf der
MRNA-Ebene hatte (siehe Abbildung 20 a) und nur zu einem leichten Anstieg des
Proteinspiegels fuhrte (siehe Abbildung 20 b). Die Vorinkubation mit F.n. induzierte einen
Anstieg der IL-8-Expression auf mMRNA-Ebene und induzierte einen signifikanten Anstieg
der IL-8-Proteinmenge im Vergleich zur Kontrollgruppe. Wir stellten fest, dass die
Genexpression von IL-8 in den Zellen, die die kombinierte Behandlung erhielten,
signifikant anstieg (Abbildung 20 a). Auf Proteinebene war dieser Anstieg jedoch nicht
nachweisbar. Ahnlich wie bei IL-6 wurde die durch F.n. induzierte Hochregulierung durch
NIPP reduziert. In der Gruppe mit kombinierter Behandlung zeigte sich eine signifikante
Verringerung des IL-8-Proteinspiegels im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit F.n.
(Abbildung 20 b).
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Abb. 20: |L-8-Spiegel nach F.n.-Inkubation und NIPP-Behandlung in PDL-Zellen.
IL-8-Regulation in PDL-Zellen nach 24-stindiger Vorinkubation mit inaktiviertem F.n. bei
OD 0,025 (+) und nach 30 s NIPP-Behandlung (+). (a) IL-8-mRNA-Expression nach 24
std, n = 6 (b) IL-6-Proteinspiegel nach 48 std, n = 12. * statistische Signifikanz (p < 0,05).
(Modifiziert nach Eggers et al., 2024)



59

4. Diskussion

4.1 Plasma ONE-Gerat

Zur Behandlung der PDL-Zellen mit NIPP verwendeten wir eine dielektrische
Barriereentladung. Bei diesen Geratetypen wird das NIPP zwischen den zwei Elektroden
erzeugt. In diesem NIPP-Gerat besteht der Entladungsspalt aus einer Elektrode mit einer
isolierenden Schicht (Weltmann et al., 2010). Das zu behandeinde Objekt fungiert als
zweite Elektrode, wie z.B. die PDL-Zellen in dieser Studie. Um NIPP zu erzeugen, muss
das Gerat eng mit den parodontalen Zellen in Kontakt stehen. Dies kann in einigen
klinischen Situationen eine Herausforderung darstellen.

In der Zahnmedizin wurden eine klinische Anwendung von DBE-Geraten bereits fur die
palatinale Wundheilung oder die antimykotische Therapie eingesetzt (Pekbagriyanik et
al., 2021; Preissner et al., 2016). Es gibt auch andere NIPP-Technologien, die keinen
direkten Kontakt mit der zu behandelnden Oberflache erfordern. Zum Beispiel kdnnen
unebene Oberflachen mit einem Plasmastrahl behandelt werden. Ein Nachteil des
Plasmastrahls besteht darin, dass der Behandlungsbereich begrenzt ist. Dennoch wird in
der Literatur uber den klinischen Einsatz in der Zahnmedizin berichtet, wie z. B. die
Verbesserung der Wundheilung nach einer Gingivektomie durch die Anwendung eines
Plasmastrahls (Kusakci-Seker und Demirayak-Akdemir, 2020).

Ein wichtiger Aspekt von NIPP-Studien ist, dass die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von
Behandlungen mit verschiedenen NIPP-Geraten begrenzt ist. Die physikalisch-
chemischen Eigenschaften des erzeugten NIPP sind in hohem Male von der
verwendeten Technologie abhangig und werden zusatzlich durch andere technische
Variablen moduliert, z. B. Tragergas und Durchflussrate sowie Gerateparameter wie
Leistung und Frequenz. All diese Faktoren haben einen Einfluss auf die
Zusammensetzung des ROS-Gemisches, die Konzentrationen der einzelnen ROS und

damit auf die biomedizinische Wirkung (Lee et al., 2017; Yoon et al., 2016).
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4.2 Interleukin-6 und -8

Die Zytokine IL-6 und IL-8 gelten als SchlUsselfaktoren flr die entzindlichen Prozesse
bei einer Parodontitis (Noh et al.,, 2013). Deswegen haben wir uns auf diese
proinflammatorischen Zytokine konzentriert. Das immunregulatorische Zytokin IL-6 wird
von verschiedenen Immun- und Gewebezellen ausgeschuttet, wirkt auf Lymphozyten und
spielt eine Rolle bei der Differenzierung von B- und T-Zellen (Boulanger et al., 2003; Kang
et al., 2020; Kishimoto, 2006).

IL-6 ist an entzindlichen Erkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes, Morbus
Crohn und Parodontitis beteiligt (Linker-Israeli et al., 1999; Naruishi und Nagata, 2018;
Sawczenko et al., 2005). Daruber hinaus ist es ein bekannter diagnostischer Marker flr
Parodontitis und wird bei Patienten mit erhohtem Alveolarknochenverlust und einer
Uberreprasentation von parodontalen Pathogenen beobachtet (Isola et al., 2021;
Ptasiewicz et al., 2022).

IL-8 ist ein proinflammatorisches Chemokin, welches fur die Aktivierung und Migration von
neutrophilen Granulozyten ins Gewebe verantwortlich ist (Hull et al., 2001). Es wird bei
verschiedenen entzundlichen Erkrankungen im betroffenen Gewebe produziert, wie etwa
Atherosklerose, Darmentziindungen und Parodontitis (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992;
Boisvert et al., 2000; Finoti et al., 2017; Keshavarzian et al., 1999). Daher dient es als
Biomarker fur die Diagnose von Parodontitis (Arroyo et al., 2023).

IL-6 und IL-8 und sind wichtige Regulatoren der Parodontitis (Dongari-Bagtzoglou und
Ebersole, 1998). Angesichts mdglicher NIPP-Therapien flr orale Defekte und
Erkrankungen ware es interessant zu untersuchen, inwieweit NIPP die Expression und
Aktivitat anderer Marker wie IL-18 oder TNF-a in PDL-Zellen beeinflusst. Dies wird

Gegenstand zukunftiger Studien sein.
4.3 Fusobacterium nucleatum und In vitro-Modell der Infektion

Um in vitro ein experimentelles Modell einer azellularen Entziindungsreaktion auszulésen,
verwendeten wir ein Lysat des F.n. Als ein wichtiges Bakterium fungiert F.n. bei der
Verbindung zwischen frihen und spaten Besiedlern des oralen Biofilmens (Signat et al.,
2011). Andere Studien haben gezeigt, dass die Stimulation mit F.n. in vitro zur Freisetzung

von entzindungsfordernden Zytokinen fuhrt (Rath-Deschner et al., 2022; Stahli et al.,
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2022; Tateishi et al., 2012). Es gibt jedoch auch andere Bakterien, die verwendet werden
kénnen, um experimentell eine mikrobielle Infektion in vitro zu induzieren. Unter anderem
haben Yumoto et al. gezeigt, dass Eikenella corrodens die Freisetzung von TNF-q, IL-6
und IL-8 fordert (Yumoto et al., 1999). Ahnliche Effekte wurden auch durch die Stimulation
von Gingivafibroblasten mit P.g. beschrieben (Imatani et al., 2001). Wir haben uns jedoch
auf die Vorstimulation mit F.n. konzentriert, um experimentell eine mikrobielle Infektion zu
induzieren, da diese Studie unsere fruhere Studie Uber Gingivafibroblasten erganzen soll
(Eggers et al., 2023).

Die Studie hat eine weitere Einschrankung. Es sollte beachtet werden, dass in unseren
Experimenten ein inaktivierter F.n. Stamm verwendet wurde. Da nicht nur F.n., sondern
viele verschiedene Mikroorganismen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und dem
Fortschreiten einer Parodontitis spielen, sollten diese auch in zukunftigen Studien
berlUcksichtigt werden. Es ist auch zu beachten, dass in den Experimenten keine
lebensfahigen Bakterien verwendet wurden. Es ist moglich, dass lebende Bakterien und
sogar ganze Biofilme eine andere Wirkung auf Zellen haben.

Wir haben uns jedoch bewusst fur F.n. als Mikroorganismus zur Induktion einer
experimentellen mikrobiellen Infektion entschieden, da es ein wichtiges Brlickenbakterium
ist und dieses Entzindungsmodell bereits in friheren Veroffentlichungen der
Arbeitsgruppe etabliert wurde (Brennan und Garrett, 2019; Eggers et al., 2023; Rath-
Deschner et al., 2022).

Darlber hinaus wurden in dieser Studie nur PDL-Zellen untersucht. Da die Parodontitis
den gesamten Zahnhalteapparat betrifft und zum Abbau von Hartgewebe fuhrt, sollten in
zukunftigen Studien auch menschliche Osteoblasten einbezogen werden.

Aulerdem wurde in dieser Studie nur eine einzige NIPP-Applikationszeit von 30 s
verwendet. Es ist moglich, dass langere Zeiten eine starkere antimikrobielle Wirkung
haben. Obwohl friihere Erkenntnisse darauf hindeuten, dass eine NIPP-Therapie von 30
s einen positiven Effekt auf wachstumsregulierende Prozesse in PDL-Zellen hatte, sollten
langere Anwendungszeiten in zukinftigen Studien weiter untersucht werden (Kleineidam
etal.,, 2019).



62

4.4 Wirkung des nicht-invasiven physikalischen Plasmas

Die Ergebnisse und Daten dieser Studie legen nahe, dass eine Behandlung mit NIPP, in
dem untersuchten Zeitraum, keine schadlichen Auswirkungen auf PDL-Zellen hat. Nach
der NIPP-Exposition zeigen die Zellen keine morphologischen Veranderungen, die auf
zytotoxische Effekte hinweisen konnten. Im Gegenteil, die NIPP-Behandlung scheint eine
entzindungshemmende Reaktion der Zellen zu férdern.

Bei einer durch F. n. Lysat simulierten mikrobiellen Infektion der PDL-Zellen fuhrt die
NIPP-Behandlung zu einer signifikanten Reduktion der proinflammatorischen IL-6- und
IL-8-Signale auf Proteinebene. Diese Beobachtungen bestatigen und erweitern die
Ergebnisse friherer ahnlicher Studien an menschlichen Gingivazellen (Eggers et al.,
2023). Die vorliegende Studie zeigt, dass NIPP auch den Auswirkungen der experimentell
durch F.n. induzierten mikrobiellen Infektion in PDL-Zellen entgegenwirken kann, was
durch eine Reduktion der beiden untersuchten Zytokine auf mRNA- und Proteinebene
nach der Behandlung belegt wird. Dies stimmt mit den Ergebnissen unserer vorherigen
Studie an Gingivafibroblasten Uberein (Eggers et al., 2023). Andere Forscher haben
ahnliche Wirkungen in fibroblastenahnlichen Synoviozyten von Patienten mit
rheumatoider Arthritis festgestellt, wobei NIPP eine Reduktion von Entziindungsfaktoren
wie NF-kB und IL-6 bewirkte (Faramarzi et al., 2022). Auch bei diabetischen Wunden
zeigte sich, dass NIPP die Entziindung reduziert und die Wundheilung verbessert (He et
al., 2020).

Im Gegensatz zu dieser Aussage stehen die Ergebnisse einer anderen Studie. Diese
Studie hat gezeigt, dass NIPP die Induktion von IL-6 und IL-8 in Hautkrebszellen fordert
(Clemen et al., 2020). Es ist jedoch erwiesen, dass NIPP unterschiedliche Effekte auf
gesunde und bosartige Zellen aufweist, welche die Zellvitalitat betreffen. Wahrend NIPP
die Stoffwechselaktivitat, Migration und Proliferation in gutartigen Zellen steigert, induziert
es Apoptose in bdsartigen Zellen und fuhrt demnach zu gegenteiligen Effekten (Almeida-
Ferreira et al., 2022; Hasse et al., 2016; Karki et al., 2017; Liu et al., 2017). Es scheint,
dass Hautkrebszellen und gutartige Gingivazellen auch bezuglich der Sekretion von IL-6
und IL-8 unterschiedlich auf die NIPP-Therapie reagieren. Weitere Experimente sind

jedoch erforderlich, um dies genauer zu eruieren.
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Schlief3lich sollte eine klinische Studie durchgefuhrt werden, um zu ermitteln, ob die
Ergebnisse dieser Studie fur die Behandlung von Parodontitis relevant sind. Da jedoch
einzelne klinische Studien in der Dermatologie darauf hindeuten, dass NIPP sowohl die
Wundheilung fordert als auch eine antibakterielle Wirkung hat, erscheint es sinnvoll, es in
der Parodontologie einzusetzen (Isbary et al., 2010; Stratmann et al., 2020). In diesem
Zusammenhang hat eine frihere In vitro-Studie gezeigt, dass NIPP eine proliferative und
antimikrobielle Wirkung auf PDL-Zellen auf mRNA-Ebene hat (Kleineidam et al., 2019).
Eine einzelne klinische Studie hat auch gezeigt, dass eine NIPP-Behandlung wahrend
einer Parodontaltherapie die Rekolonisierung mit Parodontopathogenen reduziert.

Es sind jedoch weitere Studien erforderlich, um eine Wirkung in der klinischen Anwendung
nachzuweisen. Auch sind andere Anwendungen von NIPP in der Parodontologie denkbar.
In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass NIPP in der Lage ist, bestimmte
Fllssigkeiten zu aktivieren (Azzariti et al., 2019; Li et al., 2017). Diese Flussigkeiten
weisen dann ahnliche bioaktive Eigenschaften auf, wie das direkt wirkende NIPP. In
diesem Zusammenhang konnten antibakterielle Mundspulungen hergestellt werden, die
im Rahmen der Parodontaltherapie eingesetzt werden kdnnten.

Weitere klinische Studien sind erforderlich, um nachzuweisen, ob NIPP eine zuklnftige

therapeutische Option in der Parodontaltherapie darstellt.
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5. Zusammenfassung

Mikrobielle Infektionen sind die zentrale Ursache parodontaler Erkrankungen. Parodontitis
ist hauptsachlich eine Reaktion auf eine bakterielle Besiedlung, bei der das
Fusobacterium nucleatum eine Schlusselrolle einnimmt. Nicht-invasives physikalisches
Plasma, ein hochreaktives Gas, kann proliferative, antiinflammatorische, sowie
antimikrobielle Effekte auf Zellen und Gewebe austben. Aus bereits publizierten Studien
unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass nicht-invasives physikalisches Plasma in oralen
Zellen wie Gingivafibroblasten und Zementoblasten eine proliferationsférdernde und
entzindungshemmende Wirkung hat und die Wundheilung fordert.

Ziel der Untersuchung war es daher, den antiinflammatorischen Effekt von nicht-
invasivem physikalischem Plasma auf parodontale Ligament-Zellen im Rahmen einer
mikrobiellen Infektion in vitro zu untersuchen.

Um eine mikrobielle Infektion zu simulieren, wurden parodontale Ligament-Zellen mit
Zelllysat von Fusobacterium nucleatum prainkubiert und anschlie@end mit nicht-
invasivem physikalischem Plasma fur 30 Sekunden behandelt. Die regulatorischen
Effekte der Kaltplasmabehandlung auf die Zellen wurden uUber die wichtigen
Entzindungsmarker Interleukin-6 und Interleukin-8 auf Boten Ribonukleinsdure- und
Proteinebene untersucht. Dabei kamen real-time polymerase chain reactions,
immunzytochemische Farbungen und enzyme-linked immunsorbent assays zum Einsatz.
Mittels Immunfluoreszenzfarbungen wurde die Bildung von reaktiven Sauerspezies durch
die Plasmabehandlung visualisiert.

Die alleinige Applikation von nicht-invasivem physikalischem Plasma flhrte zu keiner
signifikanten Veranderung der Expressionsrate von Interleukin-6 und Interleukin-8 auf
Gen- und Proteinebene. Im Vergleich zwischen einer mit Fusobacterium nucleatum
stimulierten Gruppe und einer zusatzlich mit nicht-invasivem physikalischem Plasma
behandelten Kombinationsgruppe, lasst sich besonders auf Proteinebene eine deutliche
Hemmung der Interleukin-6 und Interleukin-8 Expression erkennen. Die Expression von
Interleukin-6 auf Proteinebene konnte durch die zusatzliche Behandlung mit nicht-
invasivem physikalischen Plasma im Vergleich zu der mit Fusobacterium nucleatum

stimulierten Gruppe um ein Drittel gesenkt werden. Im Vergleich dazu konnte die
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Expression von Interleukin-8 auf Proteinebene durch die zusatzliche Behandlung mit
nicht-invasivem physikalischen Plasma im Vergleich zu der mit Fusobacterium nucleatum
stimulierten Gruppe auf Uber die Halfte des urspringlichen Werts gesenkt werden.

Die Stimulation der Zellen mit einer aufsteigenden Konzentration an Fusobacterium
nucleatum fuhrte zu einer dosisabhangigen Expression von Interleukin-8, sowohl auf Gen-
als auch auf Proteinebene. Die Expression von Interleukin-6 zeigte nur auf Proteinebene
eine Dosisabhéngigkeit. Durch die 4°,6-Diamidin-2phenylindol Phalloidin Farbung wurden
keine visuellen Unterschiede im Untersuchungszeitraum sichtbar, jedoch konnte durch
die CellROX Farbung der Nachweis erbracht werden, dass eine Plasmabehandlung
vermehrt reaktive Sauerspezies hervorruft.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass nicht-invasives physikalisches Plasma einen
antimikrobiellen Effekt auf humane parodontale Ligamentzellen im Zuge einer
parodontalen Infektion haben kénnte. Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass die
Behandlung mit nicht-invasivem physikalischem Plasma zu einer Herunterregulierung der
experimentell induzierten Entziindung in parodontalen Ligament-Zellen fiihren kann. Die
Behandlung  mit  nicht-invasivem  physikalischem  Plasma  scheint  eine
entzindungshemmende Reaktion der Zellen zu férdern. Darlber hinaus zeigen die
parodontalen Ligament-Zellen nach der Exposition mit nicht-invasivem physikalischem
Plasma keine morphologischen Veranderungen, die auf zytotoxische Effekte hinweisen.
Besonders hervorzuheben ist, dass die Proteinmenge von Interleukin-6 und Interleukin-8
in der Kombinationsgruppe signifikant reduziert wurde. Zudem wird durch eine
Behandlung mit nicht-invasivem physikalischem Plasma die Bildung von reaktiven
Sauerspezies in parodontalen Ligament-Zellen geférdert, was Hinweise auf den
antimikrobiellen Mechanismen geben konnte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die vorliegende Studie lediglich einen kleinen
Einblick in die hochkomplexe Wirkungsweise einer Therapie mit nicht-invasivem
physikalischem Plasma mit den bereits unter ,Diskussion® beschriebenen Limitationen

und Einschrankungen liefert.
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