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1. Einleitung

Bei der Entwicklung von Mdoglichkeiten zur Diagnostik, Therapie und Pravention
menschlicher Erkrankungen im Bereich der Mundhdhle hat die Zahnmedizin seit
Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts bis in die heutige Zeit hinein grof3e Fortschritte
gemacht. Dabei ist eine Therapieentwicklung feststellbar, weg von der alleinigen
Behebung der Folgeerscheinungen einer Erkrankung, hin zu einer immer
differenzierteren Form der Krankheitsbekampfung. Dies erfolgt mittels praziser
Diagnostik, Ursachenforschung und einer umfassenden Datenerfassung Uber die
komplexen Interaktionen des menschlichen Immunsystems und der bestehenden
Krankheitserreger. Trotz alledem bleiben weiterhin viele Fragen ungeklart. In der
Kariologie ist es aufgrund von vielschichtigen Zusammenh&ngen noch immer nicht
maoglich, vereinheitliche Therapieformen anzuwenden, die zuverlassig ihre Entstehung
verhindern. Ein Grund dafur ist die groRe Menge an Faktoren, die diese Erkrankungen
beeinflussen koénnen. Dazu gehoéren allgemeine Lebensgewohnheiten eines
Menschen wie beispielsweise die Erndhrung und korperliche Aktivitat und
Mundhygiene. Auch der gesundheitliche Allgemeinzustand Dbeeinflusst eine
Erkrankung. Nicht zuletzt ist die Immunabwehr und damit das Funktionieren des
jeweiligen Immunsystems gegen pathologische Organismen, von entscheidender
Bedeutung. Hier sind bei weitem noch nicht alle Prozesse vollstandig untersucht und
erfasst worden. In den letzten zwei Jahrzehnten ist die Betrachtung der
Antimikrobiellen Peptide (AMP), die in ihrer Funktion einen noch nicht vollstandig
erforschten Teil des Immunsystems bilden mehr in den Vordergrund gertickt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Sekretion von Immunmodulatoren und AMPs durch
Zellen des Parodonts und der Gingiva in Anwesenheit von bestimmten
kariespathogenen Keimen untersucht. Ziel war es zu erforschen, ob diese Zellen einen
immunologischen Einfluss auf eine Kariesentstehung ausiben, indem sie eine
Immunabwehr gegen kariespathogene Bakterien starten. Dafur wurden aus Wildtypen
von Streptococcus mutans- Stdmmen und Zellen von Gingiva und Parodont Co-
Kulturen angelegt, um die Expression und Synthese von Interleukin-6, Prostaglandin-
E2, IkBa und der AMPs LL37 und Human-Beta-Defensin-2 (HBD2) zu untersuchen.



1.1. Karies - Definition und Atiologie

Bei Karies handelt es sich um einen langsam fortschreitenden degenerativen Prozess,
bei dem es zu einer Demineralisierung und Destruktion von Zahnhartsubstanz kommt.
Verursacher dieses Abbaus sind bestimmte kariespathogene Keime, welche auf der
Zahnoberflache in einem komplexen Biofilm angesiedelt sind. Durch deren
Metabolisierung der durch den Menschen aufgenommenen Nahrung entstehen
Stoffwechselprodukte, welche ein saures Milieu erzeugen, das fur die
Demineralisierung der Zahnhartsubstanz verantwortlich ist (Orland et al., 1955). Je
frequentierter die Zufuhr kariespathogener Nahrung ist und je mehr pathogene Keime
in der Mikroflora der Zahnplaque vorhanden sind, desto mehr wird die
Kariesentstehung und das Voranschreiten begunstigt. Dem gegenlber stehen
protektive Faktoren, die durch eine gute Mundhygiene und Ernahrung begunstigt
werden. Ein Biofilm mit physiologischer Flora, eine gute Immunabwehr sowie Puffer
und Mineralien im Speichel kdnnen die Demineralisierung der Zahnhartsubstanz

einschranken und eine Remineralisierung fordern.

1.2. Pathomechanismus der Karies

Die Zahnhartsubstanz ist durch den kristallinen Aufbau ihrer anorganischen
Verbindungen aus Hydroxylapatit sehr widerstandsfahig gegen mechanisch
einwirkende Krafte, kann aber durch Sauren demineralisiert werden. Erfolgt Gber einen
langeren Zeitraum die Exposition eines Zahnes in ein Milieu mit einem pH-Wert unter
5,5 werden aus den Apatitkristallen Kalziumionen herausgel6st. Mit fortschreitender
Demineralisierung vergrof3ert sich die Karies und schreitet in Richtung Pulpa voran. Je

nach Tiefe kann man sie in verschiedene Stadien einteilen.

Eine Karies der aulleren Schmelzschicht, auch als Caries supefficialis klassifiziert,
schreitet verhaltnismaRig langsam voran, da Zahnschmelz hauptsachlich aus den
oben erwahnten anorganischen Verbindungen mit grol3en stabilen Schmelzprismen
besteht. Auf den Saureangriff erfolgen rein chemische Reaktionen wie Auflosung und
Prazipitation. Dies geschieht an den Schmelzprismen sowohl innen, entlang ihrer
Langsachse, als auch von aufRen (Johansen, 1965, Johnson, 1966). In diesem
Stadium ist noch eine Remineralisierung der Zahnhartsubstanz mdglich, sobald der

pH-Wert einen physiologischen Wert von Uber 5,5 erreicht hat (Lee et al., 2006). Das



Eindringen vereinzelter Bakterien in die Schmelzschicht wurde zwar beobachtet,

jedoch ist das Dentin noch frei von Mikroorganismen (Langeland, 1987).

Wird die Schmelz-Dentin-Grenze uberschritten ist von einer Caries media oder
Dentinkaries die Rede. Hier erfolgt die Kariesausbreitung im Wesentlichen in zwei
Richtungen. Zum einen breitet sie sich lateral entlang der Schmelz-Dentin-Grenze
unterminierend aus. Verantwortlich hierfur ist ein erhohter Anteil an organischer
Substanz und Wasser im Dentin in diesem Bereich. Der Angriff der kariogenen Sauren
hat damit einen starkeren Effekt (Stock et al., 2008). Zum anderen vollzieht sich die
Entkalkung und die Einwanderung von kariespathogenen Keimen entlang der Tubuli,
in denen sich die Odontoblastenfortsatze befinden, in Richtung Pulpa (Langeland,
1987). Da es sich bei der Einheit aus Dentin und Pulpa um vitales Gewebe handelt,
erfolgen als Reaktion auf diesen Prozess Entzindungsreaktionen und
Reparaturprozesse durch Odontoblasten (Kamal et al., 1997). Sie exprimieren
Entzindungsmediatoren, aktivieren Entziindungskaskaden und setzen Antimikrobielle
Peptide frei, um pathogene Keime abzuwehren (Veerayutthwilai et al., 2007). Sie sind
des Weiteren in der Lage, Tertiardentin auszubilden, um so eine Schutzschicht zu
herzustellen. Handelt es sich um eine langsam voranschreitende Karies, ibernehmen
dies bereits vorhandene Odontoblasten. Bei einem rasanten Verlauf durch eine schnell
voranschreitende Karies, durch den bestehende Odontoblasten untergehen,
differenzieren sich aus vorhandenen pulpalen Stammzellen neue Odontoblasten zur

Erzeugung von Tertiardentin (Smith et al., 1995).

Ist die Karies so weit vorangeschritten, dass sie sich nahe der Pulpa befindet, ist von
einer Caries profunda die Rede. In diesem Fall sind vermehrt pathogene
Mikroorganismen in das Dentin vorgedrungen. Erreichen sie die Pulpa und fuhren dort
zu einer schweren Entziindung, ist eine endodontische Therapie oft unumganglich
(Langeland, 1987). Werden die sich in der Pulpa befindenden Keime nicht entfernt,
fuhrt dies zum letzten Schritt der Kariesprogression. Die Entzindung breitet sich in
Richtung Apex aus und erzeugt so letztendlich eine apikale Parodontitis (Gangler et
al., 2010, Langeland, 1987).

1.3. Dentale Plaque

Ein entscheidender Faktor fiir die Atiologie von Karies ist die Zusammensetzung der

mikrobiellen Plaque. Diese stellt eine der Zahnoberflache anhaftende 6kologische
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Einheit dar, bestehend aus funktionellen Konsortien verschiedener miteinander
interagierenden Bakterien. Sie sind umgeben von einer Matrix, welche aus Proteinen,

von den Keimen sezernierten Exopolisacchariden und Lipiden zusammengesetzt ist.

Die mikrobielle Plaque entsteht schon kurz nach einer grindlichen Reinigung der
Zahnoberflache und veréndert sich mit zunehmender Reife und je nach ihren
Umweltbedingungen in ihrer Zusammensetzung. Befinden sich in der direkt nach einer
frisch gereinigten Zahnoberflache entstehenden sogenannten Pellikel noch
hauptsachlich Speichelproteine und Lipide, die von Hypoxidkristallen adsorbiert
wurden (Al-Hashimi et al., 1989, Lie, 1975), so folgt die bakterielle Besiedlung
innerhalb der nachsten Stunden. Diese Erstbesiedler zeichnen sich durch starke
Kohasionseigenschaften aus, welche es ihnen ermoglichen, sich an der
Zahnoberflache fest zu verankern (Kolenbrander et al., 1993). Einer dieser
Pionierkeime ist Streptococcus sanguis, der eine Vielzahl von Verbindungen mit
sowohl der Zahnoberflache, als auch anderen Keimen eingeht (Lai et al., 1975).
Daneben gehdren zu den Keimen des jungen Biofilms Stamme von Aktinomyzeten,
Veillonellen und Corynebakterien (Ritz, 1967). Auch Streptococcus mutans (S.
mutans) findet sich in einer geringen Menge in der jungen Plaque und tragt durch seine
Fahigkeit, aus mehreren Mono- und Disacchariden langkettige Polysacharide zu

synthetisieren, zur Matrixbildung von Biofilmen bei.

Die Weiterbesiedlung erfolgt durch Bakterien, die in der Lage sind, Kohasionen mit
bereits haftenden Keimen Uber Adhasine einzugehen (Gibbons et al.,, 1970,
Kolenbrander, 2000). Da es sich dabei um mehrere unterschiedliche Adh&sine
handelt, ist die Vielfalt der angehefteten Keime gro3er (London et al., 1989). Dies
ermoglicht ein Wachstum der Plague, so dass sich deren Schichtdicke verbreitert. Der
verstarkte Sauerstoffverbrauch durch weiter aul3en liegende Keime erzeugt
Gradienten innerhalb des Biofilms von sauerstoffreichen Arealen hin zu Bereichen, in
denen Keime unter anaeroben Bedingungen uberleben missen. Den Ubergang
zwischen den Gradienten ermdglichen Bakterien, welche Koaggregationsbriicken
zwischen den unterschiedlichen Spezies bilden. Einen wichtigen Anteil hat
Fusobacterium nucleatum, welches das Uberleben von obligaten Anaerobiern in einer

Umgebung, in der auch Sauerstoff enthalten ist, sichert (Bradshaw et al., 1998).

Bei einer ausgereiften breiten Plaque mit einer grof3en Zahl an Keimen entsteht durch
deren hohe Umsetzung von Nahrstoffen ein saures Milieu. Grund daflr ist, dass viele
8



Kohlenhydrate verstoffwechselt werden, wobei saure Endprodukte, wie z.B.
Milchsaure entstehen. Die Zusammensetzung des Biofilms andert sich damit auch hin
zu einer vermehrt azidophilen Keimflora. Das nun verstarkt saure Milieu wirkt sich auf

die Zahnhartsubstanz aus und fuhrt zu Demineralisierung von Schmelz und Dentin.

1.4. Kariespathogene Keime des Biofilms

Diese Entwicklung der mikrobiellen Plaque zu einer saureproduzierenden Keimflora
und die Stérung des Gleichgewichtes von Demineralisierung und Remineralisierung
kennzeichnen einen kariespathogenen Biofilm. Bestimmte Keime unterstutzen und
verstarken die Pathogenitat durch ihre acidophilen Eigenschaften, ihre Vorliebe fur ein

anaerobes Milieu und ihre Fahigkeit, Kohlenhydrate zu fermentieren.

Einer der am starksten mit Karies assoziierte Keime ist Streptococcus mutans (Brown
et al., 1986, Tanzer et al., 2001). Den Namen erhielt diese Keimform 1924 von Clarke,
da sie im Gegensatz zu den meisten Kokken eher oval als rund sind, was ihn zu der
Vermutung fuhrte, dass es sich dabei um eine mutierte Streptokokkenform handelte
(Loesche 1986). Phattarataratip sequenzierte 42 genotypisch unterschiedliche
Stamme von S. mutans im Speichel von Probanden (Phattarataratip et al., 2011). Der
Grund fur die besonders zerstorerische Wirkung von S. mutans auf die
Zahnhartsubstanz ist zum einen seine Fahigkeit, das Wachstum und den Erhalt von
Biofilmen zu fordern. Zum anderen handelt es sich um eine acidophile Keimform, die
ein saures Milieu erzeugt und bevorzugt und somit stark zur Demineralisierung von
Zahnhartsubstanz beitragt. S. mutans synthetisiert Fructosyl- und Glycosyl-
transferasen, wodurch er mehrere verschiedene Zucker fermentieren, als
Nahrungsquelle nutzen, speichern oder aber auch abgeben kann (Li et al., 2001). Bei
einem ausreichenden Angebot fermentiert S. mutans sie zu Lactat, auch Milchsaure
genannt, welches die Demineralisierung der Zahnhartsubstanz bewirkt (Huis in 't Veld
et al., 1978). Entsteht ein Uberschussangebot von Glucose und Fructose, werden aus
diesen zusatzlichen Kohlenhydraten Polysaccharide synthetisiert und intrazellular
gespeichert (Gibbons et al., 1962, Wenham et al., 1979). Bei einem unzureichenden
Nahrstoffangebot kann S. mutans auf diese Polysaccharide zuruckgreifen, oder aber
sie an die Umgebung abgeben und damit Keime ernahren, denen die Fahigkeit
Nahrung zu synthetisieren oder zu speichern fehlt. Das sichert das Uberleben des
Biofilms in Zeiten von Nahrungsmangel. Die Glycosyltransferasen von S. mutans
ermoglichen auch die extrazellulare Synthese von unloslichen Glucanen aus
9



Saccharose (Hamada et al., 1978, Tanzer et al., 1974). Sie befahigen den Keim zur
Adhasion an der glatten Oberflache der Zahnhartsubstanz, was die Erstbesiedelung
und das Wachstum von Biofilmen fordert (Orstavik et al., 1974). Auch zur Zerstorung
der organischen Substanzen von Zahnen kann S. mutans durch die Expression von
diversen Kollagenasen beitragen (Jackson et al., 1997). Eine weitere kariogene
Wirkung haben die Sauren Ethanol und Essigsaure, die durch die Fermentation der
von S. mutans synthetisierten Polysaccharide (IPS) entstehen (Freedman et al., 1975).
Aufgrund von all diesen Faktoren wird S. mutans als besonders kariespathogen

angesehen.

Mit Karies ebenfalls sehr stark assoziiert sind Lactobazillen, deren Zusammenhang mit
karidsen Lasionen schon Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts entdeckt wurde. Ebenso
wie S. mutans synthetisieren manche Spezies Glycosyltransferasen, um so
Kohlenhydrate zu fermentieren (Almstahl et al., 2013, Argimon et al., 2013). Auch sie
generieren so ein saures Milieu, welches fiir inr Uberleben Voraussetzung ist. Da ihnen
die Fahigkeit fehlt, aus Polypeptidketten Adhasine zu synthetisieren, bendtigen sie
Nischen, in denen sie sich aufhalten kdnnen. Diese werden von einer fortgeschrittenen
Karies, mit einer Kavitat, oder starken Entkalkungen, oder einem reifen Biofilm durch
Adhasine geboten. Aus diesem Grund zahlen Lactobacillus spp. zu den
Spatbesiedlern, die erst dann auftreten, wenn eine Karies bereits vorhanden ist. Sie
sind besonders in der spaten Dentinkaries zu finden (Munson et al., 2004, Takahashi
et al., 2008). Fur die Kariespathogenitat mancher Lactobacillus spp. sind zusatzlich
zur Saureerzeugung noch andere Eigenschaften verantwortlich. Im Gegensatz zu S.
mutans konnen sie auch Zuckerersatzmittel, wie Mannit, Xylit und Sorbit
metabolisieren (Almstahl et al., 2013). Diese Stoffe werden in manchen Sufdigkeiten
verwendet, um Karies zu vermeiden. Haben Lactobazillen bereits die Moglichkeit
gehabt sich anzusiedeln, so wird ihre Population durch die Zugabe dieser Zucker
weiterhin gesteigert und ein gegenteiliger Effekt zur Kariesprophylaxe tritt auf. Auch
die Gabe von Fluoriden, die die Zahnhartsubstanz starken, ist bei der Bekampfung
einiger Lactobazillen erfolglos, da sie eine starke Fluoridtoleranz aufweisen (Hamilton
et al., 1985, Milnes et al., 1985).

Weitere mit Karies stark assoziierte Spezies sind unter den Erstbesiedlern manche

Aktinomyzeten, die sich durch ihre adhasiven Fahigkeiten und ihr Vermogen, sich an
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anaerobe Bedingungen anzupassen, auszeichnen. Sie ermdglichen so das Uberleben

von anderen kariespathogenen Keimen, wie zum Beispiel den Lactobazillen.

1.5. Kdrperliche Abwehrmechanismen gegen kariespathogene Plaque
1.5.1. Neutralisation von Sauren

Die Unterdrickung und Zerstdrung von kariespathogenen Keimen in Biofilmen und die
Neutralisation von deren Erzeugnissen erfolgt Uber Inhaltsstoffe des Speichels, der
von den Mundspeicheldriisen sezerniert wird. Darin enthalten sind Substanzen, die
von Epithelzellen der Mundschleimhaut oder Abwehrzellen exprimiert werden. Die
aktive Elimination der Keime Ubernehmen Abwehrzellen und |6sliche Signalstoffe. Die
Neutralisation der von Bakterien sezernierten Sauren erfolgt mithilfe von
Puffersystemen. Diese diffundieren Uber den Speichel in die Plaque und erzeugen

durch Reaktion mit den Oxoniumionen der Sauren einen stabilen pH-Wert im Speichel.

Abbildung 1 zeigt eine Darstellung der chemischen Reaktionsgleichungen von
Bicarbonatpuffer und Phosphatpuffer. Die starkste Wirkung hat der Bicarbonatpuffer.
Ursache dafir ist seine hohe Konzentration im Speichel im Vergleich zu den Gbrigen
Puffersystemen und sein gunstiger Wirkungsbereich innerhalb des entscheidenden
pH-Wertes von 5,1 bis 7,1. Bei dem Bicarbonatpuffer werden aus einem Oxoniumion
und Bicarbonat Wasser und Kohlenséure gebildet. Weitere Puffer in abnehmender
Konzentration sind der Phosphatpuffer und der Proteinpuffer. Mit Hilfe des
Phosphatpuffers reagiert Monohydrogenphosphat mit einem Oxoniumion zu
Dihydrogenphosphat und Wasser. In geringen Konzentrationen ist im Speichel ein
Proteinpuffer vorhanden, bestehend aus einer Vielzahl an verschiedenen Proteinen,

die eine gute Wirksamkeit innerhalb des pH-Wertes von 3,3 bis 7,2 aufweisen.

Bicarbonatpuffer
HCO3s + HsO* — CO: + 2H20
Bicarbonat Oxoniumion Kohlendioxid Wasser
Phosphatpuffer
[——3
HPO?4 + HsO* = H2PO4 + H20
Monohydrogenphosphat Oxoniumion Dihydrogenphosphat Wasser

Abb.1: Darstellung der Neutralisation von Séauren durch Puffersysteme. Beispielhaft wird hier ein
Oxoniumion gezeigt, das mit Bicarbonat zu Kohlendioxid und Wasser reagiert. Bei dem Phosphatpuffer
reagiert das Oxoniumion mit Monohydrogenphosphat zu Dihydrogenphosphat und Wasser
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1.5.2. Immunologische Abwehr

Die Methoden und Mdoglichkeiten des Kérpers zur Abwehr von kariespathogenen
Keimen sind von vielen komplexen Faktoren und Systemen beeinflusst, von denen
manche auch heute noch nicht vollstdndig erforscht sind. Unterschiedliche
Entztndungsreaktionen erfolgen in verschieden starker Intensitat auf mannigfaltige
Keime. FuUr die Initiation der Immunabwehr sind mehrere Mediatoren des
Immunsystems verantwortlich. Zu den wichtigsten gehéren der Tumornekrosefaktor-a
(TNFa), und Zytokine, zu denen Interferone, Interleukine und Chemokine gehéren
(Rassow et al., 2008).

Eine wichtige Funktion des TNFa ist die Verstarkung der Immunantwort durch
Induktion von diversen Zytokinen, welche die Differenzierung und Proliferation
zusatzlicher Entziindungszellen atkivieren (Rassow et al., 2008). Dazu gehdren unter
anderem die Chemokine, welche Monozyten und neutrophile Granulozyten zu
Infektionsherden locken (Oppenheim et al., 1991). Chemotaxis bewirkt auch das
Interleukin-6 (IL-6). Es wird ausgeschieden von Endothelzellen, Fibroblasten und
aktivierten Makrophagen und ist des Weiteren fir die Initiation von manchen

Entziindungskaskaden verantwortlich (Rassow et al., 2008).

TNFa ist auch bei der Aktivierung von NF-xB beteiligt, indem er fur die
Phosphorylierung und somit Entfernung des inhibierenden Proteins IxkBa sorgt. Das
befreite NFkB bewirkt im Zellkern die Transkription von weiteren Genen, welche fur

zusatzliche Zytokine kodiert sind.

Eine weitere wichtige Aufgabe von TNFa ist die Aktivierung der Cyclooxygenase-I|
(COX-II), eines Enzyms, das fiir die Synthese von Prostaglandin-E2 (PGE-2) zustandig
ist. Bei PGE2 handelt es sich um ein Eicosanoid, welches fur eine verstarkte
Vasodilatation und eine erhdhte Kapillarpermeabilitat in entziindeten Gebieten sorgt.
Dadurch konnen verbessert Entziindungszellen und Mediatoren in entziindetes

Gewebe transportiert und Abwehrreaktionen verbessert werden (Rassow et al., 2008).

1.6. Antimikrobielle Peptide

Eine weitere Unterstutzung der Immunabwehr erfolgt Giber sogenannte ,Antimikrobielle
Peptide“ (AMP). Dabei handelt es sich um verschiedene Formen von Polypeptiden,
die aus bis zu 100 Aminosauren aufgebaut sind (Bals, 2000). Zu ihren Funktionen z&hlt

unter anderem die Unterstitzung und Aktivierung des Immunsystems mittels Induktion
12



von Entzundungskaskaden und Chemotaxis von Leukozyten. Auch die direkte
Eliminierung von pathogenen Organismen wie Bakterien, Pilzen und Viren wird
teilweise von AMPs Gbernommen. Des Weiteren sind AMPs an heilungsférdernden
Prozessen, wie Wundheilung und Angiogenese beteiligt. Die erste Beschreibung von
AMPs erfolgte 1966 durch Zeya und Spitznagel (Zeya et al., 1966). In der Folgezeit
wurden sie in einer Vielzahl unterschiedlichster Lebensformen nachgewiesen, von

Insekten Uber Saugetiere bis hin zum Menschen (Boman, 1996).

Die Suche ergab bis in die heutige Zeit hinein Gber 900 verschiedene AMPs. Eine
damit zwangsweise erforderliche Gruppierung der AMPs in diverse Untereinheiten
erfolgte anhand ihrer unterschiedlich aufgebauten Sekundarstruktur und in dem
gehauften Vorkommen bestimmter Aminosauren. Zusatzlich erfolgte eine Einteilung in
anionische und kationische AMPs. Das ermoglichte eine Festlegung von drei
Hauptgruppen (Andreu et al., 1998, Hancock, 1997).

Abbildung 2 zeigt anhand von Beispielen schematisch den Aufbau dieser drei
Hauptgruppen. Die erste Hauptgruppe ist durch eine a-helikal gewundene lineare
Struktur gekennzeichnet. Hierunter fallen unter anderem die Kkationischen
Cathelicidine, von welchen hCAP-18 (human cationic antimicrobial protein) mit seiner
c-terminalen Doméne LL37 von entscheidender Bedeutung fur den Menschen ist.
LL37 ist der meistverwendete Ausdruck fir dieses Peptid. Die zweite Hauptgruppe ist
erkenntlich durch eine B-Faltblattstruktur. Sie entsteht aufgrund von drei Disulfid-
Brucken, die sich zwischen sechs verschiedenen Cystein-Aminosauren bilden. Zu
dieser Gruppe zéahlen die Defensine. Durch die unterschiedliche Positionierung ihrer
Disulfidbriicken werden diese wiederum in weitere Unterformen unterteilt. Die dritte
Hauptgruppe bilden AMPs, welche linear sind, jedoch im Gegensatz zur ersten
Hauptgruppe keine a-Helix bilden. Sie existieren in gestreckter Form oder bilden
Schleifen und enthalten manche Aminosauren gehauft, wie Tryptophan, Prolin, Arginin
oder Histidin. Die in dieser Arbeit vermehrt behandelten Hauptgruppen der

Cathelicidine und der Defensine werden in den folgenden Kapiteln n&her erlautert.
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Hauptgruppen der Antimikrobiellen Peptide

Gruppe I: lineare a-helikal gewundene Antimikrobielle Peptide

Cathelicidine

VWMAMMMNM

-

Gruppe ll: Antimikrobielle Peptide mit Disulfidbriicken an Cysteinen

a—Defensine

HNP-1
HMNP-4 R
HD-6 GSTRAFNCHCRE-

: |
______ el I
AGERRYGICHL ¥YQGRLWA
RTELRVGNCLIGGVSFT RVD
STEYSYGTCI'VHMGINHR

g-Defensine  _____ U .- I

hBD-1 GLGHRSDH S5GG Vs
hBD-2 GIGDP KEGA BV
hBD-3 GIINTLQK VRGG VL

8-Defensine

mD-1

Gruppe lll: Antimikrobielle Peptide mit hohem Anteil an bestimmten Aminosiuren

PR-39 RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFPGKR
Histatine
His-1 DSHEKRHHGYRREFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLY DN
His-3 DESHAKRHHGY EREFHEKHHSHRGYRSNYLYDN

Abbildung 2: Die drei Hauptgruppen von AMPs mit Darstellung der Aminosauresequenz von
Beispielpeptiden. Gruppe | zeigt die Sekundarstruktur von LL37, Gruppe 1l zeigt Beispiele von a- und
B-, sowie 6-Defensinen. Die Senkrechtbalken stellen die Disulfidbriicken dar, die zwischen den
Cysteinen (C) gebildet werden. Gruppe 1l zeigt AMPs, die manche Aminosauren gehauft enthalten.
Dargestellt ist die Aminosaurefrequenz von PR-39 und Histatin 1 und 3. Modifiziert nach (Bals, 2000)
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1.6.1. Cathelicidine

Das bis dato einzige im menschlichen Koérper aufgezeigte Cathelicidin ist hCAP-18,
dessen funktionaler Teil aus seiner c-terminalen Doméane LL37 besteht. Der
genetische Aufbau der linearen a-Helix von Cathelicidinen gliedert sich in mehrere
Untereinheiten. Die Anzahl und Funktion dieser einzelnen Domanen ist bei allen
Cathelicidinen einheitlich. Vier Exons sind fir verschiedene Funktionen zustandig. Das
erste Exon mit der n-terminalen Domane beinhaltet das Signalpeptid, wahrend die
Exons zwei und drei die Aufgabe der inaktiven Vorstufe erfillen. Lediglich das vierte
Exon mit seiner c-terminalen Doméane, so wie LL37 im Fall von hCAP-18, besitzt
antimikrobielle Aktivitat (Bals et al., 2003). LL37 wird von hCAP-18 durch Proteolyse
mithilfe der Proteinase 3 abgespalten (Sorensen et al., 2001). Die Bezeichnung LL37
ist auf den Aufbau aus 37 Aminoséauren, von denen zwei Leucin-Aminoséuren den
Anfang bilden, zuriickzufiihren (Larrick et al., 1995). Abbildung 2 zeigt den Aufbau der
Sekundarstruktur von LL37. Dieses AMP wurde in vielen Bereichen der auf3eren
korperlichen Schutzbarrieren nach Entzindungsinduktion nachgewiesen (Frohm
Nilsson et al., 1999). Basalzellen in nahezu allen Regionen von Haut und
Schleimhduten synthetisieren und sezernieren hCAP-18. Dazu gehdren die
Mundhdhle und der Gastrointestinaltrakt, ebenso wie die Geschlechtsorgane und der
Respirationstrakt. Auch in den dort sezernierten Sekreten wurde LL37 nachgewiesen.
Dies alles lasst auf eine wichtige erste auf3ere Schutzbarriere gegen pathogene
Organismen schlieRen. Des Weiteren wird das Peptid in vielen Abwehrzellen
synthetisiert. Fresszellen wie phagozytierende neutrophile Granulozyten und
Makrophagen sowie deren Vorlauferzellen Monozyten und Myelozyten exprimieren
hCAP-18 (Gudmundsson et al., 1996), aber auch andere Zellen des Immunsystems
wie Mastzellen, CD4*-T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und natirliche Killerzellen.

1.6.2. Defensine

Bei den AMPs der zweiten Hauptgruppe, den Defensinen, ist wie bereits oben erwédhnt
das kennzeichnende Merkmal die B-Faltblattstruktur, die durch die Bildung von drei
Disulfidbricken entsteht. Je nach Positionierung dieser Disulfidbriicken ergeben sich
vier unterschiedliche Sekundarstrukturen. Dies ermdoglicht eine Einteilung in vier

unterschiedliche Defensinformen (Ganz et al., 1995). Abbildung 3 veranschaulicht
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diese Einteilung in a-Defensine, B-Defensine, Defensine von Insekten und 6-Defensine
(Palffy et al., 2009).

[T ; ) N
A cc C c cC
| T . ] -
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—— : '
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i
D
e

Abbildung 3: Darstellung der Positionen der Disulfidbriicken zwischen
den Cystein-Resten bei den verschiedenen -Defensinen: Gruppe A
zeigt Brucken von a-Defensinen (1-6,2-4,3-5) Gruppe B zeigt Brucken
von fB-Defensinen (1-5,2-4,3-6), Gruppe C zeigt Bricken von
Defensinen von Insekten (1-4,2-5,3-6), Gruppe D zeigt Bricken von
6-Defensinen (Palffy et al., 2009).

Im Menschen auftretende Defensinformen sind a-und 3-Defensine. Ebenso wie LL37
werden sie ubiquitar auf Schleimhauten und der &uf3eren Haut sezerniert, woraus sich
auch hier auf eine wichtige erste Schutzfunktion gegen pathogene Organismen
schlieen lasst. Zu den ersten erforschten Defensinen gehoren die a-Defensine, auch
bezeichnet als Human Neutrophil Peptides (HNPs). lhren Namen erhielten diese
Peptide wegen der Beobachtung, dass sie hauptsachlich von neutrophilen
Granulozyten sezerniert werden (Bevins et al., 1999). Sie tragen entscheidend zur
Immunabwehr bei durch Férderung von Antikérperreaktionen und durch Unterstiitzung

der Wechselwirkungen von B-Lymphozyten und T-Lymphozyten (Lillard et al., 1999).

B-Defensine, auch Human-Beta-Defensins (HBD) genannt, werden hauptsachlich von
Epithelzellen der Schleimhaute exprimiert (Bissell et al., 2004). Es existieren die vier
Untergruppen HBD1 bis HBD4, die unterschiedliche Wirkspektren aufweisen und zu
verschiedenen Zeitpunkten exprimiert werden. So sind HBD1 und HBD3 grundsétzlich
als vorsorgende Schutzbarriere vorhanden, wahrend andere wie HBD2, erst in
Anwesenheit von pathogenen Organismen und bei entzindlichen Prozessen

exprimiert werden (Bissell et al., 2004, Singh et al., 1998).
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1.6.3. Immunologische Wirkung von AMPs
1.6.3.1. Unterdriickung des Biofilms durch AMPs

Insgesamt unterstiitzen Antimikrobielle Peptide auf vielfaltige Art die menschliche
Immunabwehr vor allem in den Bereichen der auf3eren ersten Schutzbarrieren, wie der
aul3eren Haut und den Schleimh&uten. Die Anwesenheit von LL37 unterdruckt bereits
die Entstehung von sich anheftenden Biofilmen, da es eine antimikrobielle Wirkung
gegen Staphylococcus epidermidis aufweist. Dieser Keim besitzt die Fahigkeit, sich an
glatten Oberflachen anzuheften und eine Basis fur weitere Keime zu bilden, weshalb
er in der Medizin fur Entzindungen an Kathetern, und Zugangen wie Blasenkathetern
und Drainagen, aber auch den peripheren und zentralen Venenzugangen
verantwortlich ist. Durch seine Reduzierung ist die Kohasion mit weiteren Keimen
unterbunden und damit die Entstehung eines reifen Biofilms eingeschrankt (Hell et al.,
2010, Nelson et al., 2009, Overhage et al., 2008).

1.6.3.2. Antibakterielle Wirkung von AMPs

Eine wichtige Funktion von AMPs ist die Zerstérung pathogener Keime durch Lyse von
deren Zellwand, indem sie eine porenférmige Offnung schaffen. Das grundsatzliche
Prinzip besteht darin, die feste Struktur einer Doppellipidmembran, die die Wande von
Bakterien bildet, zu durchbrechen. Abbildung 4 zeigt als Beispiel Phosphatidylcholin,

ein gehauft in Membranen vorkommendes Phospholipid.

Phosphatidylcholin | L

Cholin Phosphat o)k/ B N N N N |
| o
® r‘l‘H3 o]
A Stearinséure
H,I:V B\) &
Hy b -
A Glycerin Olsdure

hydrophil

Abbildung 4: Phosphatidylcholin. Der blaue Bereich zeigt den hydrophilen Kopf aus einem Cholin, einem
Phosphat und einem Glycerinmolekil. Der gelbe Bereich stellt das hydrophobe Ende dar, das in das
Innere von Membranen ragt (selbst erstellte Darstellung).
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Die Lipide dieser Membran bestehen aus einem hydrophilen, nach auf3en in das
wassrige Medium ragendem Kopfteil und einem unpolaren hydrophoben Ende aus
langen Fettsauren, das in das Innere der Membran gerichtet ist. Um die stabile Struktur
der Doppellipidmembran der Bakterien aufzubrechen, ist eine Bindung der AMPs an
diese Membran erforderlich, gefolgt von einer Interaktion mit der Bakterienwand, die
zur Porenbildung und letztendlich zur Lyse fuhrt. Entscheidend dafir ist, dass AMPs

Uber einen hydrophoben und einen hydrophilen Teil verfigen.

Mehrere Modelle wurden zu dem genauen Vorgang der Porenbildung von AMPs bei
Bakterien erarbeitet (Chan et al., 2006). Das Barrel-Stave-Modell, das Toroidal-Pore-
Modell, das Carpet-Modell, sowie das Modell der Molecular-Electrocorporation und
das Sinking-Raft-Modell. Abbildung 5 stellt diese Modelle und deren Funktionsweise

dar.

Bei dem Barrel-Stave-Modell lagern sich mehrere AMPs mit ihrem hydrophilen Kopfen
an der negativ geladenen Bakterienwand zusammen und durchziehen diese mit ihrem
hydrophoben Anteil. Daraufhin formen gebildete Multimere einen fassahnlichen Kanal
und bewirken so eine Lyse des Bakterieninhaltes, was zur Zerstorung des Bakteriums
fuhrt (Ehrenstein et al., 1977).

Der Prozess verlauft ahnlich bei dem Toroidal-Pore-Modell (Mor et al., 1994),
zusatzlich verbinden die AMPs jedoch die beiden Lipidschichten zu einer
monomolekularen Schicht, indem sie die innere und die aullere Membranschicht

miteinander verknupfen.

Bei dem Carpet-Modell wird die Bakterienwand von AMPs wie von einem Teppich
bedeckt, bis eine Schwellenkonzentration erreicht wird, die zur Zersprengung der

Wand und zur Mizellenbildung von Membrananteilen fuhrt (Pouny et al., 1992).

Etwas anders entsteht die Porenbildung in dem Modell der Molecular-
Electrocorporation. Hier lagern sich stark kationisch geladene AMPs an die
Bakterienmembran und bewirken so ein elektrisches Potenzial, das ab einem
gewissen Grenzwert zu einer Porenbildung fuhrt (Chan et al., 2006, Miteva et al.,
1999).
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sind. Dies bewirkt ein Ansteigen der Membrankrimmung und die Offnung wird

herbeigefuhrt (Pokorny et al., 2005).

Bei dem Sinking-Raft-Modell entsteht die Pore durch ein Ungleichgewicht in der
Bakterienmembran, herbeigefuhrt durch AMPs welche in die Membran eingesunken

bR E06 000 85000000008066050)
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An den

Porenbildung durch AMPs.

Modelle der
Doppellipidmembranen (hellblau) lagern sich AMPs an (blaurote Zylinder oder Kugeln. Die

roten Halften stellen den hydrophilen Anteil dar, die blauen den hydrophoben.

Darstellung der

Abbildung 5:

(D) Modell der

(B) Toroidal-Pore-Modell, (C) Carpet-Modell,

Molecular-Electrocorporation und (E) Sinking-Raft-Modell (Chan et al., 2006)

(A) Barrel-Stave-Modell,
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Durch diese oben beschriebenen porenbildenden Funktionsweisen wirken AMPs auf
eine Vielzahl von gramnegativen und grampositiven Bakterien. Gordon entdeckte
antibakterielle Aktivitdt von LL37 gegen Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis und Pseudomonas aeruginosa (Gordon et al., 2005). Auch wurde eine
antibakterielle Wirkung von AMPs gegen Streptokokken der Gruppen A, B und C,
gegen Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Spezies von Capnocytophaga
festgestellt (Hancock, 1997, Travis et al., 2000, Turner et al., 1998). AMPs sind folglich
in der Lage, eine Vielzahl von Keimen direkt unschadlich zu machen. Sie kdnnen des
Weiteren koérperschadigende Auswirkungen, die bei einer Infektion mit pathogenen
Bakterien entstehen reduzieren. So kann LL37 die fir den Korper toxischen
Lipopolisacharide von Bakterien binden, die bei der Zerstérung der Keime in den
Blutkreislauf freigesetzt werden (Bals, 2000, Larrick et al., 1995). Dies ermdglicht es,
einen schweren Krankheitsverlauf mit sehr starken Abwehrreaktionen des
Immunsystems, welche im schlimmsten Fall zu einer lebensbedrohlichen Sepsis

fuhren kdnnen, zu verhindern (Larrick et al., 1995).

1.6.3.3. Antivirale Wirkung von AMPs

Zusatzlich zur bakteriziden Wirkung konnte eine Vielzahl von antiviralen Aktivitaten
durch AMPs nachgewiesen werden. Dean konnte aufzeigen, dass verschiedene AMPs
direkt die Virusmembran angreifen und, ahnlich dem bei Bakterien aufgezeigten
Carpet-Modell eine Porendffnung schaffen, die letztendlich zum Absterben des Virus
fuhrt. Hierbei erwies sich LL37 als das effektivste AMP (Dean et al., 2010). Zudem
legte er den Verdacht nahe, dass AMPs in der Lage sind, die Antigene eines Virus
freizulegen, um so eine gezielte AntikGrperreaktion zu bewirken und das spezifische

Immunsystem zu aktivieren.

Das Detektieren von virusinfizierten Zellen ist ein weiterer wichtiger
Abwehrmechanismus, den einige AMPs ausfuhren kénnen. LL37 bindet an die viralen
Fragmente von RNA oder DNA, die von einer verstorbenen Zelle freigesetzt werden
und transportiert diese in die endosomalen Kompartimente von Zielzellen, wie den

Dendritischen Zellen und Monozyten. Dort wird das virale Erbgut detektiert und es
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erfolgt die Aktivierung von Interferon-a und Interferon-B, die daraufhin
Entzindungskaskaden in Gang setzen und Entzindungszellen aktivieren (Chamilos
et al.,, 2012). LL37 verstarkt zusatzlich die Toll-Like-Rezeptor-3 Signaliibertragung,
welche nach Detektion der Viruspartikel die Aktivierung der immununterstitzenden
Interleukine IL-6 und IL-8 bewirkt (Lai et al., 2011).

AMPs sind aul3erdem in der Lage, die virale Replikation unterdriicken. Eine aktive
Abwehr durch LL37 wurde gegen das Influenza A-Virus von Barlow bei Versuchen an
Mausen nachgewiesen. Bei den mit LL37 behandelten Tieren waren sowohl die
Schwere der Infektion als auch die Replikation des Virus reduziert (Barlow et al., 2011).
Sousa wies nach, dass LL37 den Stoffwechsel von mit Rhinoviren infizierten
Lungenepithelzellen reduzieren und somit auch die Vermehrung dieser Zellen
hemmen kann (Sousa et al., 2017). Bergman untersuchte dieselbe Wirkung in vitro bei
mit dem HIV-1-Virus infizierten mononukleédren Zellen des peripheren Blutes
einschliel3lich primarer CD4- und T-Helferzellen, was ihn zu der Vermutung fiihrte,
dass AMPs eine lokale Schutzfunktion in den Schleimhauten gegen das Virus
Ubernehmen (Bergman et al, 2007). Bei dem fur die Pockenerkrankung
verantwortlichen Vaccina virus wurde ebenfalls sowohl in vitro als auch an Mausen die
Hemmung der Virusreplikation durch LL37 nachgewiesen (Howell et al., 2004). Currie
demonstrierte in Versuchen mit Zellkulturen eine antivirale Wirkung von LL37 gegen
das Syncytial virus, welches zu einer Lungeninfektion mit schwerem Krankheitsverlauf
fuhren kann. LL37 inhibierte die Ausbreitung des Virus in den Kulturen durch
Unterdrickung der Replikation und stoppte den Zelltod von bereits infizierten Zellen
(Currie et al., 2013).

Von diversen AMPs wurde die antivirale Fahigkeit gegen das Herpes Simplex virus
(HSV) nachgewiesen (Yasin et al.,, 2000), wobei Gordon einen sicheren Nachweis
lieferte, dass LL37 auf der Hornhaut und Bindehaut des Auges exprimiert wird und zu
einer deutlichen Reduktion von sowohl HSV als auch dem Adenovirus fuhrt (Gordon
et al., 2005).

In-vitro-Experimente zeigen, dass LL37 auch eine inhibitorische Wirkung auf die
Infektiositat des Dengue Virus hat, wobei vermutet wird, dass LL37 das Virus beim
Eintritt in die Zelle hemmt (Alagarasu et al., 2017). Es wird deutlich, dass AMPs ein

breites antivirales Spektrum vorweisen.
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1.6.3.4. Antimykotische Wirkung von AMPs

Auch eine antimykotische Aktivitdt durch AMPs wurde nachgewiesen. So konnte bei
LL37 eine Wirkung gegen Candida albicans beobachtet werden, wobei wieder
festgestellt wurde, dass der Ansatzpunkt &hnlich wie bei Bakterien oder Viren die
Permeabilisierung der Membran war (Wong et al., 2011). Luo entdeckte diese Funktion
auch bei in-vitro-Versuchen gegen Aspergillus fumigatus. Bei weiteren Versuchen mit
Mausen, deren Lungenepithel mit Aspergillus fumigatus infiziert wurde, war eine
deutliche antimykotische Wirkung von LL37 ersichtlich. Des Weiteren konnte eine
Reduzierung der Myzel-Invasion und eine Reduzierung der Zerstorung in den
Epithelzellen beobachtet werden (Luo et al., 2019). Insgesamt machen all diese
Forschungsergebnisse klar, dass AMPs gegen unterschiedlichste Pathoorganismen

vorgehen und dabei an verschiedenen Angriffspunkten ansetzen.

1.6.4 Verstarkung und Regelung von Abwehrmechanismen durch AMPs

Uber das direkte Ausschalten von pathogenen Erregern hinaus unterstiitzen
Antimikrobielle Peptide die menschliche Immunabwehr durch eine Verstarkung und
Regelung diverser Abwehrmechanismen.

Ein wichtiger Wirkungsbereich von AMPs ist die Chemotaxis. Zellen, die in
unterschiedlicher Weise fur die Immunabwehr von Bedeutung sind, werden von AMPs
an den Ort einer Infektion gelockt. Bei diesen Zellen handelt es sich unter anderem
um Monozyten und T-Zellen (Chertov et al., 1996, Territo et al., 1989), ebenso wie
unreife dendritische Zellen (Pilkington et al., 2018) und neutrophile Granulozyten (De
et al., 2000). Sowohl LL37 als auch a-und B-Defensine sind in der Lage, diese Zellen

anzulocken und die ziigige Immunantwort zu initiieren.

Eine weitere entscheidende Funktion haben AMPs bei der Regulation von
Entzindungskaskaden. So verstarkt zum Beispiel LL37 Entzindungsreaktionen
mittels direkter Aktivierung des P2X7-Rezeptors. Neben der Chemotaxis ist dieser
Rezeptor zustandig fur die Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins 1L1-3,
welches fur das in Gang setzen verschiedener Entztindungskaskaden verantwortlich
ist (Elssner et al., 2004).

Zusatzlich ermdoglicht die Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch LL37 eine

Verlangerung der Lebenszeit neutrophiler Granulozyten durch Verhinderung ihres

programmierten Zelltodes, der sogenannten Apoptose. LL37 inhibiert die extrinsische
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Apoptose durch Unterbindung der Umwandlung von Procaspase-3 zu Caspase-3,
welche die Kaskade zur Apoptose startet. Auch die intrinsische Apoptose kann LL37
durch Inhibition des Proteins BH3-Interacting Domain-Death-Agonist (BID) verhindern,
welcher verantwortlich ist flr eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran. Die
Freisetzung von in den Mitochondrien gelegenen Apoptose-Mediatorproteinen wird

somit unterbunden und die Apoptose kann nicht gestartet werden (Barlow et al., 2006).

Bei infizierten Zellen, die eliminiert werden missen, um eine Infektionsausbreitung zu
verhindern und um den Erreger zu erkennen, kann LL37 andererseits die Apoptose
aktivieren. Fur das in Gang setzen der Apoptose induziert LL37 in den Mitochondrien
von infizierten Zellen die Porenbildung und setzt die oben genannten Apoptose-
Mediatorproteine frei. Das Mediatorprotein Cytochrom-c bildet mit dem Apoptotic-
Protease-Activating-Factor-1 ein Apoptosom, welches letztendlich die Apoptose Uber

die Caspasen 3 und 9 aktiviert (Barlow et al., 2010).

1.6.5. Heilungsfordernde Wirkung von AMPs

Eine weitere wichtige Rolle haben AMPs aul3erdem bei der Unterstlitzung von
heilungsfordernden Prozessen. Eine verbesserte Durchblutung ist ein essenzieller
Bestandteil von Wundheilung und Immunabwehr. Versuche an parodontalen Zellen
haben gezeigt, dass LL37 die Neubildung von Gefal3en vorantreiben kann, indem es
bei diesen Zellen die Expression des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors
VEGF-A aktiviert, welcher fur die Angiogenese verantwortlich ist (Kittaka et al., 2013).
Auch wurde bei Tierversuchen mit Kaninchen die Induktion der Angiogenese durch
LL37 bestatigt. Die Injektion von LL37 nach einer kinstlich erzeugten Ischamie ergab
im Vergleich zu Kontrollgruppen eine deutliche Vermehrung von Kapillaren. Dies

wurde mittels Angiographie nachgewiesen (Koczulla et al., 2003).

Des Weiteren unterstitzt LL37 die Wundheilung durch Induktion der Einwanderung
von Keratinozyten, die fir den Wundverschluss zustandig sind. LL37 phosphoryliert
den auf der &uf3eren Zellmembran der Keratinozyten liegenden Epidermal-Growth-
Factor-Receptor (EGFR). Aktiviert dieser Rezeptor den Epidermal-Growth-Factor, ist
dieser unter anderem fur die Keratinozytenmigration bei Wunden zustandig und

ermoglicht so ein zigiges Schliel3en einer Wunde (Tokumaru et al., 2005).

Dies alles verdeutlicht, dass AMPs in einem weiten Rahmen Einfluss auf Entziindungs-

und Regenerationsprozesse haben, insbesondere in den Regionen von nach auf3en
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exponierten Korperoberflachen wie Haut und Schleimh&auten. Somit spielen sie auch

in der Mundhohle eine entscheidende Rolle bei der Bekampfung von Karies.

1.6.6. Wirkung von AMPs gegen kariespathogene Keime

Durch ihre antibakterielle und immunmodulierende Wirkung sind AMPs auch im
Zusammenhang mit der Kariespravention und Kariesbek&dmpfung von Interesse. Tao
detektierte in einer Studie an Kindern zwischen 11 und 15 Jahren eine negative
Korrelation zwischen Kariesbefall und der Konzentration diverser AMPs im Speichel
(Tao et al., 2005). Als hochsignifikant stellte sich die negative Korrelation zwischen
dem Kariesbefall und der Konzentrationshéhe von HNPs 1-3 heraus (Spearman’s rank
correlation, p = 0,001, r =-0,281). Dies bekraftigt die Hypothese, dass a-Defensine bei

der Kariesbekampfung eine Rolle spielen.

Auch eine Studie von Phattarataratip, in welcher aus Speichelproben von 13-jahrigen
Teenagern verschiedene Stamme von S. mutans gensequenziert und eingeteilt
wurden, konnte diese Hypothese bestéatigen. Die Stamme von Probanden mit und
ohne Karieserfahrung wurden auf ihre Anfalligkeit auf diverse AMPs hin verglichen
(Phattarataratip et al., 2011). Es wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von kariosen Lé&sionen und dem Vorhandensein von durch ihre
Resistenz gegen AMPs kariespathogenen Stammen von S. mutans bewiesen (p =
0,04). Die Resistenzen traten sowohl gegen HNP1 und HNP2 als auch gegen die B-
Defensine HBD2 und HBD3 sowie gegen LL37 auf. Dies verdeutlicht, dass eine gute
Abwehrfunktion durch AMPs bei der Kariespravention wichtig ist.

Diese Ergebnisse wurden bestatigt durch eine Studie von Goeke, im Zuge derer
kariespathogene Bakterien von Probanden isoliert, quantifiziert und hinsichtlich ihrer
Empfindlichkeit gegeniiber AMPs getestet wurden. Hier wurde festgestellt, dass
signifikante Zusammenh&nge bestehen zwischen gegeniiber AMPs resistenten
Bakterienstdmmen und dem Karies-Aktivitats-Index sowie dem DMFT-Wert der
Probanden (Goeke et al., 2018). Ermittelt wurde die Resistenz von Stdmmen von
Lactobacillus spp., S. mutans sowie A. naeslundii. Des Weiteren wurde ein
Zusammenhang zwischen der Konzentration der AMPs LL37, HBD2, HNP1 und HNP3
und der Reduktion der oben erwédhnten Keime ermittelt. Verschiedene
Konzentrationen zeigten eine héhere Reduktionsrate bei AMP-Konzentrationen von 5
pug/ml im Vergleich zu 0,5 pg/ml (Univariate ANOVA, p < 0,0001, n2 = 0,147). Diese
Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass AMPs einen wichtigen Beitrag zur
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Reduktion von kariespathogenen Keimen leisten und dass ein Mangel an

Interventionsmdaglichkeiten durch AMPs zu einem erhdhten Kariesrisiko flhrt.

2. Fragestellung und Studienziele

Ziel dieser Arbeit war es, Versuchsansatze zu finden, die ein erfolgreiches
Weiterarbeiten in der Erforschung der Immununterstitzung durch Zellen der
Mundschleimhaut bei der Kariesbekdmpfung ermdglichen. Dafir wurde ermittelt, ob
kariespathogene  Wildtypen von S. mutans, oder deren isolierte
Oberflachenproteine in Zellen von Gingiva und Parodont eine Expression von

Entziindungsmarkern und AMPs induzieren.

Bei den ausgewahlten Keimen handelt es sich um Stdmme von S. mutans, die in
einer Studie von Goeke von Probanden mittels Speichelprobe enthommen und

mittels MALDI-TOF-Verfahren analysiert und spezifiziert wurden (Goeke et al., 2018).

In verschiedenen Versuchen wurde die Reaktion von HGF-Zellen und HPDLF-Zellen
nach Inkubation mit einigen dieser isolierten Stdmme von S. mutans, oder mit deren
Oberflachenproteinen untersucht. Dabei wurde die Initiation einer Immunreaktion
durch Messung der Expression und der intrazellularen Konzentration von
Interleukin-6 (IL-6) Uberpruft. Auch die intrazellulare Synthese von IkBa, welches die
Immunantwort im Zytosol initiiert, indem es sich von NFxB 16st und dieses dadurch
aktiviert, wurde gemessen. Des Weiteren wurde untersucht, ob die Zellen, angeregt
durch die Anwesenheit der Erreger, das Defensin HBD2 und das Cathelicidin LL37
exprimieren. Ob eine Unterstlitzung der Immunreaktion stattfindet, wurde durch

Messung der Synthese von PGE:2 im Medium Uberpriift.
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3. Material und Methoden

Um Ergebnisse Uber die Expression von Entziindungsmarkern und AMPs durch Zellen
in Anwesenheit von Streptokokkenstammen zu erhalten, wurden Co-Kulturen aus
HGF-Zellen und HPDLF-Zellen zusammen mit den Keimen angelegt. Untersucht
IL-6, PGE2, LL37 und HBD2 an das Medium. Zur Abklarung,

ob durch Oberflachenproteine von neutralisierten Streptokokkenstammen eine

wurde die Abgabe von

Immunreaktion initiileret wird, wurden Co-Kulturen aus HGF-Zellen zusammen mit
durch Schallhomogenisierung neutralisierten Keimen angelegt. Ermittelt wurde die
Abgabe von IL-6 an das Medium, sowie die Konzentration von IkBa in den Zellen. Die
unterschiedlichen Arbeitsschritte, die fir diese Arbeit und deren Auswertung

notwendig waren, zeigt Abbildung 6 im Uberblick:

1) Auswahl und Vermehrung von Keimen und Zellen

Anlegen von Anlegen von Auswahl von Streptokokkenstammen und
HGF- HPDLF- Anlegen von Kulturen
Zellkulturen Zellkulturen
<= <= -

2) Vorbereitung von Zellen und Keimen fur Co-Kulturen

Inkubation und

Inkubation und

Inkubation und

Schallhomogenisierung

Splitten Splitten von Lagerung von und Lagerung von
von HGF-Zellen | HPDLF-Zellen | Streptokokkenstammen | Streptokokkenstammen
= = <= <=

3) Anlegen von Co-Kulturen

Co-Kulturen aus
HGF-Zellen, oder HPDLF-Zellen
mit Streptokokkenstammen

|

|

Co-Kulturen aus Bakterienlysaten
von HGF-Zellen und Streptokokkenstdmmen

~~—"

~~~—

4) Immunodetektion von Entzindungsmarkern und AMPs

IL-6 mittels
ELISA

PGE:2 mittels
ELISA

LL37 mittels
ELISA

HBD2 mittels
ELISA

lkBa mittels
Western Blot

Abbildung 6: aufgelistet sind die Arbeitsschritte, die fir die Versuchsdurchfiihrungen notwendig waren.
Teilschritte in einer Zeile wurden teilweise zeitgleich ausgefuhrt
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3.1. Vorbereitung von Zellen und Keimen

3.1.1. Anlegen von Zellkulturen

Bei den ausgewahlten Zellen handelte es sich um Human-Gingiva-Fibroblast-Cells
(HGF-Zellen) und Human-Periodontal-Ligament-Fibroblast-Cells (HPDLF-Zellen). Die
HGF-Zellen wurden bei der Firma ATCC (Wesel, Deutschland) bestellt. Die Zelllinie
mit der Bezeichnung HGF-1 (ATCC® CRL-2014™) stammt von einem 28-jahrigen
Mann kaukasischen Ursprungs. Priméare HPDLF-Zellen wurden bei der Firma Lonza

(Basel, Schweiz) bestellt.

Fur das Anzuchten der Zellen wurden Kulturflaschen (Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland) mit einem Fassungsvolumen von 250 ml verwendet. Das verwendete
Nahrmedium bestand aus einem fertigen a-MEM- Medium (1X) + GlutaMAX™-|
(Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland), dem 10% Fetales Bovines Serum (FBS)
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und eine Antibiotikalésung von 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin (100/100 P/S) (Merck) zugesetzt waren. Pro Kulturflasche
wurden 20 ml Medium zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37,0°C und 5,0% COs-.

3.1.2. Vermehrung der Zellkulturen durch Splitten

Um gentgend Zellen fir die Co-Kulturen zu erhalten, wurden sie durch Inkubation
vermehrt und bei Bedarf auf mehrere Kulturflaschen aufgesplittet. Um
Verunreinigungen zu vermeiden wurden die meisten Tatigkeiten in einer Holten-
Reinraum-Werkbank (Thermo Fisher) durchgefiihrt. Nach Arbeitsschritten aufRerhalb
der Werkbank wurden die bendtigten Reagenzien und Materialien mit einer

Wischdesinfektion desinfiziert.

Fur das Splitten wurde das Medium aus den Kulturflaschen mittels Vakuumpumpe
abgesaugt. Der am Boden haftende Zellrasen wurde mit je 5 ml einer Phosphat-
gepufferten Salzlosung (PBS) (Merck) mit einer elektrischen Pipette gespuilt.

Um die Zellen vom Boden der Kulturflaschen zu trennen, wurden je 2 ml einer Trypsin-
EDTA-L6sung (Lonza) pro Flasche hinzupipettiert. Trypsin-EDTA bewirkt eine
Destabilisierung der Membranproteine, die fur die Aufrechterhaltung des Zellverbands
zustandig sind und fuhrt letztendlich zur Ablésung der Zellen (Gstraunthaler et al.,
2013). Um alle Zellen zu benetzen wurde die Kulturflasche leicht geschwenkt. Dann

erfolgte die Inkubation bei 37°C fur vier Minuten. Die Lagerungszeit wurde begrenzt,
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um eine Schwachung, oder Zerstorung der Zellen durch das Trypsin bei zu langer

Inkubation zu vermeiden.

Um ein sicheres Lésen der Zellen vom Boden der Kulturflaschen zu gewahrleisten,
wurde seitlich mehrmals gegen die Flasche geklopft. Zur optischen Uberpriifung der
vollstandigen Ablosung der Zellen wurde der Boden der durchsichtigen Kulturflasche
mit einem Axiovert-40C-Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) betrachtet.
Langgestreckte Zellen lassen auf am Boden haftende Zellen schlieRen, kugelige, sich

im Medium bewegende Zellen bestatigen deren Ablésung von der Oberflache.

Zur Inaktivierung der Trypsin-EDTA-LOsung wurden pro Flasche jeweils 2 ml des
Zellkulturmediums hinzupipettiert. Die Proteine des darin enthaltenen FBS inaktivieren
das Trypsin und binden das EDTA.

Der Flascheninhalt wurde in ein 15 ml-Falkon-Réhrchen (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) pipettiert und bei 300 x g fur 5 Minuten in einer Tischzentrifuge
(Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, USA) zentrifugiert. Der entstandene Uberstand
wurde mittels Vakuumpumpe abgesaugt. Die am Boden des Roéhrchens verbliebenen
Zellen wurden mit 4 ml des Zellkulturmediums mittels vorsichtiger Pumpbewegungen

gelost.

In neue Kulturflaschen wurde je 1 ml der geldsten Zellen pipettiert und 19 ml des
Zellkulturmediums zugegeben. Die Kulturflaschen wurden beschriftet bei 37°C und
5,0% COz2 inkubiert

3.1.3. Auswahl und Anzucht von Streptokokkenstammen

Bei den verwendeten Keimen handelte es sich um Proben von kariespathogenen
Streptokokkenstammen, die in einer Studie von Goeke ausgewahlten Patienten

entnommen und spezifiziert worden waren (Goeke et al., 2018).

Von den Streptokokkenstammen wurden nach mehreren Anzuchtversuchen Stamme
ausgewabhlt, bei denen eine gute Vermehrung auf den Agarplatten ersichtlich war. Fur
die Ermittlung von IL-6, PGEz2, LL37 und HBD2 nach Inkubation mit lebenden Keimen
wurden die Stamme S17, S37 und S70 verwendet. Der Nachweis von IkBa im Zytosol
nach Inkubation mit Lysaten der Erreger erfolgte mit den Keimen S17, S39, S60, S70,
S97 und S101. Als zusatzlicher Kontrollkeim wurde Streptococcus sobrinus DSM
20381 (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) ausgewahlt. Des Weiteren fungierte der

Entzindungsmediator TNFa als Positivprobe. Angezichtet wurden die Streptokokken
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in jeweils zwei Petrischalen (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) mit
Plattenmedien aus Columbia-Agar (Becton Dickinson). Sie wurden fir 48 h bei 37°C
und 60% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Bis zur Verwendung folgte die Lagerung im
Kihlschrank bei 7°C.

3.2. Anlegen von Co-Kulturen

Fur das Anlegen einer Co-Kultur mit Bakterien oder Bakterienlysaten wurden in
Kulturflaschen gezichtete HGF-Zellen und HPDLF-Zellen nach dem oben
beschriebenen Prinzip aufgesplittet. Das Wachstum der Zellen wurde visuell mit einem
Axiovert-40C-Lichtmikroskop (Zeiss) Uberpruft. Bei ausreichender Anzahl wurde der
Inhalt einer Kulturflasche auf je eine 6-Well-Kulturplatte (Greiner bio-one) gleichmafig
verteilt. Abbildung 7 zeigt eine 6-Well-Kulturplatte mit Medium, in die bereits

Versuchsansatze pipettiert wurden.

Abbildung 7: Co-Kultur aus Medium mit HGF-Zellen mit aufpipettierten Proben. Die
Beschriftung Uber den Fachern beschreibt die Probe, links oben wird die Zellart
angegeben. Rechts oben sind die Initialen des Versuchsverantwortlichen

Streptokokkenstamme wurden mit einer Impfose von den Agarplatten entnommen und
in 300 ul PBS (Merck) resuspendiert. Nach kurzem Vortexen wurden jeweils 50 pl
einer Probe in die vorbereiteten Wells mit HGF-Zellen oder HPDLF Zellen gegeben.

Ein Well fir die Negativprobe blieb unpipettiert, der Mediator TNFa wurde in das Well
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der Positivprobe pipettiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Kulturplatte in

einem Brutschrank.

Co-Kulturen mit Streptokokkenlysaten wurden nach dem gleichen Prinzip angelegt.
Anstelle von Bakterien wurden 50 pl von deren Lysaten auf die Wells der Kulturplatten
pipettiert und bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Inkubationsdauer der Co-Kulturen
variierte zwischen einem und drei Tagen, bei einer Temperatur von 37°C. Das Medium
bestand aus Alpha Mem-Medium (Gibco) und wurde ergdnzt mit 10% FBS (Merck).
Die Menge variierte je nach Versuch zwischen 1 und 2 ml. Bei einigen Co-Kulturen
wurde dem Medium 100/100 P/S (Merck) zugefugt

3.3. Herstellung von Bakterienlysaten mittels Schallhomogenisierung

Um die Schallhomogenisierung durchzufiihren wurden die Bakterien in Flissigkulturen
in einem beschrifteten Falconréhrchen (Eppendorf) zusammen mit 5 ml Trypticase Soy
Broth (TSYB) angelegt. Dafir wurden sie von einer Kulturplatte mit einer Impfose
entnommen, in dem Falconréhrchen resuspendiert und gevortext. AnschlieRend
erfolgte die Lagerung fir 24 h bei 23°C auf einem Orbital-Shaker (Thermo Fisher). Bis

zur Weiterverwendung wurden die Flissigkulturen im Kidhlschrank bei 7°C aufbewahrt.

Fiur die Schallhomogenisierung wurden die Flissigkulturen 5 min bei 1500 x g mit
einer Tischzentrifuge zentrifugiert (Beckman Coulter). Der Uberstand wurde
abgekippt und den am Boden verbliebenen Keimen 1 ml Natriumchlorid (NacCl)
hinzugefiigt. Der Inhalt wurde mit Pipette durch Pumpbewegungen resuspendiert
und in ein 2 ml Eppendorfgefa? (Eppendorf) pipettiert. In diesem Gefal3 erfolgte

die Zerstdrung der Keimwéande mittels Ultraschall.

Der Versuchsaufbau fur die Schallhomogenisierung der Bakterien ist in Abbildung 8
ersichtlich. Er wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Mikrospitze eines
Ultraschallhomogenisators (Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland) wurde in das
2 ml Eppendorfgefald mit den gelosten Keimen getaucht. Diese wurden durch
Aktivierung des Ultraschalls zerstort. Zur Arretierung der Schallspitze in einer festen
Position innerhalb der Flussigkeit des Eppendorfgefalles wurde der Griff der
umgedrehten Spitze an einer Haltevorrichtung mit Einmalpinzetten fixiert. Zur
Vermeidung einer Denaturierung der Bakterienproteine ab einer Temperatur von 50°C
erfolgte die Schallhomogenisierung unter Kihlung mit Eis, in welches das
EppendorfgefalR platziert wurde. Dafir wurde ein bis zum Rand mit Eis gefllltes
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Becherglas (V = 1 I) verwendet. Diese Menge an Kiuhlmittel war vonnoten, um ein zu
schnelles Aufwarmen und Schmelzen des Eises wegen der Ultraschallschwingungen
und der Raumtemperatur zu verhindern. Eine Verunreinigung der Probe durch
Schmelzwasser wurde mithilfe einer Kofferdam-Membran verhindert, die auf die
Eisflache gelegt war. Das Ende des Eppendorfgefal3es ragte Uber eine Kkleine

gestanzte Perforation in der Membran in die darunterliegende Eisflache.

Abbildung 8: Versuchsaufbau der Schallhomogenisierung: Zu sehen sind das
Ultraschallgerat mit seiner Bedienungseinheit im Hintergrund und der an einer
Haltevorrichtung fixierte schwarze Griff der Schallspitze. Das aktive metallene
Ende der Schallspitze ragt in das Eppendorfgefd3. Dieses steckt in der
perforierten Kofferdam-Membran und ragt so in das Eis im Becherglas darunter
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Um eine ausreichende Zerstorung der Bakterienwande ohne eine Denaturierung der
Proteine zu bewirken, wurden in mehreren Versuchen die optimalen Parameter der
Versuchsdurchfihrung ermittelt. Dabei wurden Gesamtdauer, Dauer der Impulse,
Dauer der Pausen, und Versuche mit und ohne Eis variiert. Letztendlich wurde bei
maximaler Amplitude die Schallhomogenisierung insgesamt 60 min, bei stets

aufeinanderfolgenden 30 s Puls und 60 s Pause durchgefihrt.

Eine Denaturierung der Proteine durch Uberhitzung wurde vermieden, indem eine
Hochsttemperatur der Flussigkeit im Gefal von 40°C festgesetzt und mit einem
digitalen Thermometer alle 5 Minuten wahrend der gesamten Versuchsdauer tiberpruft
wurde. Tabelle 10 (Kapitel 4.2.) veranschaulicht die Ergebnisse der
Temperaturmessung uUber den Zeitraum einer Stunde. Zur Entfernung der restlichen
vollstandigen Bakterien wurde das Bakterienlysat bei 10.000 x g mit einer
Tischzentrifuge (Beckman Coulter) fir 20 min zentrifugiert und der Uberstand

abpipettiert.

Die Konzentration der vorhandenen Bakterienproteine wurde mit dem Bio-Rad Protein
Assay Kit | # 5000001 (Bio-Rad Laboratories, Herkules, Kalifornien, USA) nach dem
Prinzip von Bradford (Bradford, 1976) ermittelt (siehe Kapitel 3.7.4). Mit den Lysaten
wurden nach dem oben beschriebenen Prinzip (Kapitel 3.2.) Co-Kulturen mit HGF-

Zellen fur 24 Stunden angelegt.

3.4. Vorbereitung der Immunodetektion

Fur die Ermittlung der durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen exprimierten Proteine
wurde der Uberstand der Co-Kulturen abpipettiert und fir weitere Versuche zur

Untersuchung der Expression von IL-6, PGE2, LL37 und HBD2 bei -20°C eingefroren.

Der am Boden der Wells haftende Zellrasen wurde verwendet, um zu tberprifen, ob
intrazellular Proteine synthetisiert wurden. Die Zellen wurden mit 1 ml PBS
(Merck) gespdlt, nach Zugabe von 700 pl PBS mit einem Kunststoffspatel (Sarstedt,

Numbrecht, Deutschland) vorsichtig geldst und in ein 2 ml Eppendorfgefal} pipettiert.

Nach 4-minutiger Zentrifugation bei 400 x g in einer Tischzentrifuge (Beckman Coulter)

wurde der Uberstand abpipettiert und die Rohrchen auf Eis gestellt.
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Fur die Extraktion der zytosolischen Proteine wurde das System Nuclear Cytoplasmic
Extraction Reagents (Thermo Fisher) verwendet. Der Vorgang erfolgte nach Angaben

des Herstellers.

Dem fir die Lyse notwendigen Lysepuffer Cytoplasmatic Extraction Reagent 1 wurde
ein Protease-Inhibitor-Cocktail im Verhaltnis 1:100 beigemengt. Davon wurden in die
EppendorfgefalRe je 100 pl zusammen mit den Zellen pipettiert und mit 10-maligen

Pumpbewegungen und Vortexen fir 10 Sekunden resuspendiert.

Nach 10-minutiger Lagerung auf Eis folgte die Beimengung von 5,5 pl / 100 pl des
Lysepuffers Cytoplasmatic Extraction Reagent 2. Nach kurzem Vortexen erfolgte eine
Zentrifugation der Rohrchen bei maximaler Beschleunigung fiir 5 min. Der Uberstand
mit den Proteinen wurde in ein neues Rohrchen pipettiert, fur die weitere Verwendung

beschriftet und bei -20°C eingefroren.

3.5. Immunodetektion von IL-6, LL37, HBD2 und PGE:

Zur Ermittlung der Expression von IL-6, LL37 und HBD2 und der Synthese von PGE:2
bei Co-Kulturen mit Zellen und Bakterien wurden insgesamt 33 Versuchsreihen
durchgefuhrt. Sie sind unterteilt in Versuche, die mit HGF-Zellen durchgefuhrt wurden,
Versuche, die mit HPDLF-Zellen durchgefiihrt wurden und Versuche, bei denen in das
Medium der Co-Kultur Streptomycin/Penicillin beigemengt war oder nicht. Um einen

besseren Uberblick zu erhalten sind Art und Anzahl der Versuche in Tabelle 1

dargestellt.
Anzahl der Immunodetektionen mittels ELISA oder EIA
gesamt HGF + AB | HGF - AB | HPDLF - AB
IL-6 7 3 2 2
LL37 9 5 4
HBD2 7 4 3
PGE:2 10 1 5 4

Tabelle 1: Anzahl der Immunodetektionen. Die Spalten unterscheiden sich nach Versuchen
mit HGF- oder HPDLF-Zellen und nach Versuchen mit und ohne Antibiotikum (AB) im
Medium. In der ersten Spalte ist die Gesamtzahl der Versuchsreihen angegeben

33



3.5.1. ,Sandwich-ELISA"

Fur die Messung der extrazellularen Expression von IL-6, HBD2 und LL37 wurden
Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) verwendet, die nach dem Prinzip des
~Sandwich-ELISA® funktionieren. Hierbei binden die zu ermittelnden Substanzen, die
als Antigen fungieren, an vorbehandelten Microtiter-Well-Platten, die mit passenden
Primarantikdrpern beschichtet wurden. Das an den Antikérper gebundene Antigen
bindet dann an einen weiteren Antikdrper, den sogenannten Sekundarantikorper. Von
der Position der als Antigen fungierenden gesuchten Substanz zwischen den beiden
Antikorpern leitet sich der Ausdruck ,Sandwich-ELISA" ab. Der Sekundarantikorper ist
mit einem Substrat konjugiert, das eine enzymatische Farbreaktion katalysiert.
Abbildung 9 zeigt beispielhaft einen ,Sandwich-ELISA“-Test zur Ermittlung von IL-6
vor und nach der enzymatischen Farbreaktion. Je starker die Farbreaktion ausfallt,
umso hoher ist die Konzentration der gesuchten Substanz. Misst man die optische
Dichte der Losungen, kann man so die genaue Konzentration ermitteln. In dieser Arbeit
wurde diese mithilfe einer Excel-Tabelle ausgewertet. Die mit den Standards
erhaltenen Messpunkte wurden in einem Diagramm dargestellt. An diese Messpunkte
(Konzentration; optische Dichte) wurde je nach Herstellerangaben und Verlauf eine
Ausgleichsgerade oder eine Exponentialfunktion mit Excel angepasst. Uber diese
Kalibrierung wurden zu gemessenen optischen Dichten die entsprechenden

Konzentrationen berechnet.

Abbildung 9: 96-Microtiter-Well-Platte mit ,Sandwich-ELISA* zur Ermittlung von IL-6. Das linke Bild
zeigt die blaugefarbten Wells vor der Farbreaktion, das rechte die endgliltige Farbung fiir die Messung
der optischen Dichte. Die vertikalen Reihen 1 und 2 stellen in doppelter Ausfiihrung die
Standardkonzentrationen dar, in den Reihen 3-10 befinden sich die Proben, ebenfalls in doppelter
Ausfiihrung
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3.5.2. Vorbereitung der Immunodetektion von IL-6, LL37 und HBD2

Die Ermittlung der extrazellularen Expression bei Co-Kulturen von Zellen und
Streptokokkenstdammen erfolgte fur IL-6 mithilfe des ELISA-Kits von R&D-Systems
(R&D-Systems, Minneapolis, Minnesota, USA). Bei LL37 wurde der Human ELISA-Kit
(Hycult Biotech, Udden, Niederlande) verwendet. Der Nachweis fir HBD2 erfolgte
mithilfe des Human Defensin Beta 2 (DEFB2) ELISA-Kit (BioSource, San Diego, USA).

Die Versuche wurden nach den Vorgaben des jeweiligen Herstellers durchgefihrt.
Notwendige Reagenzien und Proben wurden vor den Versuchen stets 30 Minuten auf
Raumtemperatur aufgewarmt. Bei den drei Versuchen wurde eine mit den
entsprechenden Primarantikérpern beschichtete 96-Microtiter-Well-Platte verwendet.
Die Pipettierung erfolgte stets fiir jede Probe in doppelter Ausfihrung, die Mengen der

Reagenzien variierten je nach Herstellerangabe.

Die in den Versuchskits enthaltenen konzentrierten Waschpuffer wurden mit
destilliertem Wasser verdinnt. Die Puffer wurden verwendet fur die Neutralisation der
Wells zwischen den einzelnen Versuchsschritten sowie fur die Herstellung der
aufsteigenden Standardkonzentrationen. Bei IL-6 wurden die Pufferlésungen im
Verhaltnis 1:25 verdunnt. Fur LL37 wurde Puffer A im Verhéltnis 1:10 und Puffer B im
Verhaltnis 1:20 verdinnt. AnschlieRend wurden beide im Verhaltnis 1:1 vermischt. Der
Puffer fur HBD2 wurde im Verhaltnis 1:20 verdinnt.

Fur die Erstellung der Standardlésungen wurde fir IL-6 der Human-IL-6-Standard in
5 ml Calibrator Diluent RD5T gelost so, dass eine Konzentration von 300 pg/ml
entstand und 15 Minuten stehen gelassen. Danach wurde die Losung fur die restlichen
Standards mit Calibrator Diluent RD5T weiter verdiunnt. Bei LL37 wurde das
Standardpulver mit der notwendigen Menge an Waschpuffer verdiunnt auf eine
Konzentration von 100 ng/ml und daraus die Standardlésungen erstellt. Bei HBD2
wurden fertige Standardlosungen verwendet. Tabelle 2 zeigt die verschiedenen
Standardlésungen fur IL-6, LL37 und HBD2.
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Aufsteigende Konzentrationen der verschiedenen Standardiésungen
IL-6 [pg/ml] 3,13 6,25 12,5 25 50 100 300
LL37 [ng/ml] 0,1 0,4 1,2 3,7 11 33 100
HBD2 15,6 31,25 62,5 125 250 500
[pg/mi]

Tabelle 2: Konzentrationen der Standardlésungen von IL-6, LL37 und HBD2

Fur den Nachweis von IL-6 wurden die Proben fiir eine bessere Anpassung an die
optische Dichte der Standards verdinnt, entweder im Verhaltnis 1:10 oder 1:20 mit
Calibrator Diluent RD5T. Bei der spateren Auswertung der Ergebnisse wurde diese

Verdinnung berticksichtigt und einberechnet.

Zur Vorbereitung fur die Ermittlung von LL37 wurde das Tracer-Solution-Pulver mit den
Sekundarantikérpern in 1 ml destilliertem Wasser geldst und mit 11 ml Waschpuffer
verdinnt. Die fur die Bindung des Farbsubstrats notwendige Streptavidinperoxidase

wurde im Verhaltnis 1:100 mit destilliertem Wasser angemischt.

Vor dem Versuch von HBD2 wurden die Standardlésungen und das Meerrettich-
Peroxidase-Konjugat fur 1-2 Sekunden zentrifugiert. Weitere notwendige Reagenzien

fur die Versuche waren pipettierfertig vorhanden.

3.5.3. Immunodetektion von IL-6, LL37 und HBD2

Proben und Standardlésungen wurden in die mit den entsprechenden Antikérpern
beschichteten Wells nach dem oben dargestellten Schema pipettiert. Fir den Versuch
von IL-6 und LL37 jeweils 100 ul. Fir den Versuch zur Ermittlung von HBD2 wurden
50 ul der Proben und Standardlésungen pipettiert und direkt im Anschluss 100 pl des

Konjugats von Sekundarantikérper und Meerrettichperoxidase.

Um eine gute Bindung der Antigene an die Antikdrper auf den Platten zu
gewabhrleisten, wurden die Platten mit einer adhasiven Folie bedeckt und gelagert. Die
Platten fir IL-6 und LL37 ruhten bei Raumtemperatur, IL- 6 zwei Stunden, LL37 eine
Stunde. Die Platte fir HBD2 wurde bei 37°C fur eine Stunde inkubiert.

Fur eine Entfernung der restlichen Proteine und Substanzen wurden die Platten nach

Ablauf der Zeit Uber einem Spullbecken abgekippt und mit dem Waschpuffer

gewaschen. Dafur wurde der Puffer einzeln in die Wells pipettiert und erneut abgekippt.
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Anschlie3end wurden die Platten auf sterilen Einmalhandttichern ausgeklopft und evtl.
verbliebene Reste mit einer Pipette abgesaugt. Die Menge an Waschpuffer betrug bei
den Versuchen fur IL-6 und HBDs 300 pl, bei den Versuchen fir LL37 200 pl. Der

Vorgang wurde insgesamt jeweils viermal durchgefthrt.

Im nachsten Schritt wurden bei dem Versuch fiir LL37 100 pl Sekundarantikorper, bei
dem Versuch fur IL-6 200 pl eines Konjugats aus Sekundarantikbrper und dem
Reaktionsenzym, einer Meerrettichperoxidase, hinzupipettiert. Um eine Bindung an die
Antigene zu erreichen wurden die Platten mit einer adhasiven Folie bedeckt und fur IL-
6 zwei Stunden, fir LL37 eine Stunde bei Raumtemperatur gelagert. Danach folgte

der viermalige Waschvorgang nach oben beschriebenem Schema.

Die Zufuihrung von 100 pl Streptavidin-Peroxidase als Reaktionsenzym erfolgte fr
LL37 in einem weiteren Zwischenschritt mit gleicher Lagerung und Waschung, wie in
den vorherigen Schritten.

Im Anschluss erfolgte bei allen drei Versuchsarten die Zufiihrung des Chromogens in
Form von Tetramethybenzidine, welches in Verbindung mit Peroxidase eine
Blaufarbung annimmt. Fir IL-6 wurden Color Reagent A und B im Verhaltnis 1:1
gemischt und jeweils 200 pl aufpipettiert. Fir LL37 wurden 100 pl des Chromogens
aufpipettiert. Bei HBD2 wurden hintereinander 100 pl des Reaktionsenzyms und der
Chromogenlésung aufpitpettiert. Da das Tetramethybenzidin lichtempfindlich ist,
erfolgte die anschlieRende Lagerung lichtgeschitzt unter einer Aluminiumfolie. Die
Platten fur IL-6 wurden 20 Minuten gelagert, die fur LL37 30 Minuten, beide bei
Raumtemperatur. Die Platten fur die Ermittlung von HBD2 wurden bei 37°C fur 15

Minuten inkubiert.

Fur das Beenden der Reaktion wurde eine Stopperldsung mit Schwefelsaure in die
Wells pipettiert, was einen Farbumschlag von blau zu gelb bewirkte. Bei den
Versuchen mit IL-6 und HBD2 wurden 50 ul zupipettiert, bei LL37 100 pl. Danach
erfolgte bei allen Versuchen die Messung der optischen Dichte der Flissigkeiten in
den Wells der Platten bei 450 nm mit dem Varioskan multiplate reader (Thermo
Fisher).

3.6. EIA-Immunoassay zum Nachweis von PGE:>

Mittels kompetitivem-EIA-Test wurde die Konzentration von PGE2im Medium der Co-

Kulturen nach 3-tagiger Inkubation ermittelt. Der Unterschied zu den ,Sandwich-
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ELISA*-Tests besteht darin, dass das Konjugat fur die Farbreaktion nicht an die
gesuchte Substanz bindet, sondern an alle noch unbesetzten Bindestellen. So erfolgt
die Farbreaktion, anhand derer die optische Dichte gemessen werden kann nur dort,
wo das gesuchte Antigen, in diesem Fall PGE2 nicht vorhanden ist. Bei der
Auswertung muss mit einberechnet werden, dass das Verhaltnis zwischen der
Konzentration der gesuchten Substanz und der Signalstarke, also der gemessenen
optischen Dichte, umgekehrt proportional ist. Abbildung 10 zeigt ein typisches Bild

eines Versuchs zur Ermittlung von PGEx2.

Abbildung 10: Kompetitiver EIA-Test zur Messung von PGE;. Die
Stérke der optischen Dichte ist umgekehrt proportional zu der
Konzentration von PGE.. Der sich mit zunehmender
Konzentration abschwédchende Farbverlauf von oben nach unten
ist in den ersten beiden Spalten der Standardfdcher ersichtlich.

Die Synthese von PGE2 bei Co-Kulturen von Zellen und Keimen wurde in insgesamt
zehn Versuchen mithilfe des PGE2 High Sensitivity ELISA-Kit (Enzo Life Sciences,
Lausen, Schweiz) ermittelt. Die Versuche wurden nach den Vorgaben des Herstellers
durchgefuhrt. Notwendige Reagenzien und Proben wurden vor den Versuchen 30
Minuten auf Raumtemperatur aufgewarmt. Bei den drei Versuchen wurde eine mit den
entsprechenden Primarantikdrpern beschichtete 96-Microtiter-Well-Platte verwendet.
Die Pipettierung erfolgte stets fir jede Probe in doppelter Ausfiihrung, die Mengen der
Reagenzien variierten je nach Herstellerangabe. Zur Kalibrierung wurde eine
Standard-Verdinnungsreihe hergestellt. Tabelle 3 zeigt die aufsteigenden

Konzentrationen.
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Konzentrationen der Standards [pg/mi]
0 7,81 15,63 62,5 125 250 500 1000

Tabelle 3: Konzentrationen der Standardlésungen flir die Ermittlung von PGE;

Von den Standard-Konzentrationen wurden je 100 ul in die ersten beiden Spalten
pipettiert. Daneben wurden ebenfalls paarweise 100 ul der Proben, die im Verhaltnis
1:20 mit Zellkulturmedium verdunnt waren, pipettiert. Die Verdinnung wurde bei der

spateren Berechnung der Konzentration berucksichtigt

Um die enzymatische Aktivitat des enzymkonjugierten kompetitiven Antikdrpers zu
messen, dienten je zwei Facher, in denen die Total Activity (TA) gemessen wurde.
Dort wurden je 50 pl von blauem Conjugat und PGE2-Antikdrper hinzupipettiert.

Zwei Non-Specific Binding-Facher (NSB), die flr die Subtraktion unspezifischer
Bindungen des konjugierten Enzyms verwendet werden, wurden mit 50 pl eines vorher

im Verhaltnis 1:19 gemischten Waschpuffers gefullt.

Zwei Wells wurden ungefullt belassen. Sie dienten dazu, die optische Dichte von
Flissigkeit und Kunststoff der Microtiter-Well-Platte von der ermittelten optischen

Dichte zu subtrahieren.

In alle Facher, abgesehen von TA und Blank, wurden je 50 ul von blauem Konjugat
aus einer alkalinen Phosphatase und dem kompetitiven PGE:2 pipettiert. Danach
folgten je 50 pl von monoklonalen PGE2-Antikdrpern in jedes Well, ausgenommen die
Wells flr TA, Blank und NSB. Um eine vollstandige Bindung zu gewahrleisten, wurde
die Platte mit einer adhasiven Folie bedeckt und bei 4°C auf einem Orbital-Shaker
(Thermo Fisher) fur 24 Stunden gelagert.

Es folgte ein dreimaliger Waschvorgang mit je 300 ul Waschpuffer durch Zugabe und
Abschitten des Puffers. Nach dem letzten Waschgang wurde die Platte auf
sterilisierten Einmaltichern ausgeklopft. Noch in den Wells vorhandene Reste wurden
abpipettiert.

In das TA-Well wurden 50 ul blaues Konjugat gegeben, danach wurden je 200 pl para-
Nitrophenolphosphat-substrat (pNpp-Substrat) in jedes Well pipettiert. Fir die
Umwandlung von pNpp in gelbes p-Nitrophenol durch die alkalische Phosphatase
wurde die Platte mit einer adhasiven Folie bedeckt und bei 37°C fur eine Stunde
inkubiert. Zum Beenden der Reaktion folgte die Zugabe von je 50 ul Stop Solution in

jedes Well. Direkt im Anschluss wurde die optische Dichte der Loésungen mit einem
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Varioskan multiplate reader (Thermo Fisher) bei einer Wellenlange von 450 nm

gemessen.

3.7. Western Blot zum Nachweis von IkBa

Die Uberpriifung der intrazellularen Abgabe von COX-Il und IkBa durch HGF-Zellen
nach Inkubation mit Lysaten von kariespathogenen Streptokokken erfolgte mittels
Western Blot. Hierbei werden Proteine durch eine Gelelektrophorese getrennt und
mittels Transfer Blot auf eine Membran Ubertragen, wo sie dann mithilfe von

Chemolumineszenz sichtbar gemacht werden konnen.

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine zur Berechnung der fur den Western Blot
bendtigten Menge an Probenflussigkeit erfolgte mittels Bradford Assay (Bradford,
1976). Es wurde der Quick-Start™ Protein Assay (Bio-Rad) mit fertigen
Standardlosungen verwendet. In 2 ml Eppendorf-Rohrchen (Eppendorf) wurden je
245 ul Dye Reagent mit 5 pl der einzelnen Proben und Standards und einmal NaCl als
untersten Standard pipettiert. Die Konzentrationswerte der Standardlésungen sind in

Tabelle 4 dargestellt.

Konzentrationen der Standards [mg/ml]
0 0,125 0,25 0,5 0,75 1 1,5 2

Tabelle 4: Konzentrationen der Standardlésungen fiir den Bradford Assay

Die Reagenzien wurden kurz gevortext und jeweils 100 pl auf eine 96-Microtiter-Well-
Platte (Greiner bio-one) in doppelter Ausfuhrung pipettiert. Abbildung 11 zeigt so eine
96-Microtiter-Well-Platte mit einem Bradford Assay. Nach 5-minutiger Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte die photometrische Auswertung mit dem Varioskan
multiplate reader (Thermo Fisher) bei einer Wellenlange von 650 nm. Um aus den
gemessenen Extinktionswerten die flr die anschlieRende Gelelektrophorese richtige
Verdinnung der Proben zu ermitteln, erfolgte die Berechnung der notwendigen
Verdunnungsmittel anhand einer Excel-Tabelle. So konnten die Mengen an H20 und
Ladepuffer eruiert werden. Die Proben, das H20 und der Ladepuffer wurden in 2 ml
Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf) pipettiert und zur Denaturierung der Proteine bei
95°C fur 5 min bei 500 Umdrehungen pro Minute in einem Eppendorf ThermoMixer C
(Eppendorf) geschwenkt.
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Abbildung 11: Bradford Assay mit doppelter Standard-Reihe in
Reihe 1 und 2 und doppelten Reihen von Proben in Reihe 3-6. Mit
Zunahme der Proteinkonzentration verstérkt sich die Blaufdrbung

Die anschlieRende Gelelektrophorese dient der Aufsplittung der Proteine durch ein
elektrisches Feld. Dafur werden sie in einem Gel, das als Tragermatrix fungiert, durch
das Anlegen einer Spannung in eine Richtung bewegt. Je nach Eigenschaften der
unterschiedlichen Proteine, wie Ladung, Grof3e und Struktur wandern sie eine flr sie
typische Strecke und kdnnen so spezifiziert werden. Damit ein kontinuierlicher
Stromfluss von Kathode zu Anode besteht, befindet sich die Tragermatrix in einer mit
einem Laufpuffer aufgefullten Kammer. Abbildung 12 zeigt die Kammer einer
Gelelektrophorese.

In der durchgefuhrten Gelelektrophorese wurde als Tragermatrix ein 12%-iges Tris-
Glycin-Polyacrylamid-Gel (Bio-Rad) verwendet. Als Laufpuffer diente ein Tris-Glycin-
SDS-Puffer (s. Anhang Rezepte). Als Ladepuffer wurden 4,5 pul des selbst
hergestellten 4-fach konzentrierten Tris-Glycin-Puffers, auch Laemmli-Puffer genannt,
verwendet (s. Anhang Rezepte). Die Gelelektrophorese fand in einem auf 4°C
abgekuhlten Raum statt. Proben und Standardldsung wurden vorsichtig in einzelne, in
das Gel eingelassene und mit einer Ziffer gekennzeichnete Kammern pipettiert. Von
einem Standardgemisch (Bio-Rad) wurden 7 pl in die dritte Kammer, von den
Proteingemischen jeweils 12 pl in die folgenden Kammern pipettiert. Tabelle 5
beschreibt die Reihenfolge der Pipettierung. Eine kontinuierliche Spannung von 180 V

wurde fur 40 min angelegt.
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Abbildung 12: Gelelektrophorese kurz vor Ende der Laufzeit. Die bezifferten
Fécher zeigen die einzelnen Kammern des Gels, in die Standard und Proben
einzeln pipettiert wurden. Bei den Linien in Fach drei handelt es sich um die
Aufspaltung der Standardprobe, die durchgezogene blaue Linie weiter unten
bildet die Lauffront der Proteine

Reihenfolge der Pipettierung in Geltaschen bei der Gelelektrophorese

Standard - TNFa S17 S39 S60 S70 S97 S101

Tabelle 5: Pipettierreihenfolge der Proben bei der Gelelektrophorese fiir den Western Blot

Bei dem danach folgenden Western Blot wurden die zu detektierenden Proteine von
der Tragermatrix auf eine Membran Ubertragen, um sie dort mithilfe von Antikdrpern,
an denen Enzymkonjugate haften, mittels Chemolumineszenz detektieren zu kénnen.
Abbildung 13 zeigt den schematischen Aufbau der Kammer, in der ein Transfer Blot
durchgefiihrt wird. Fur die Ubertragung werden Tragermatrix und Membran eng
aneinanderliegend zwischen schitzenden Papiermembranen und Schwammen fixiert
und in einen Transferpuffer getaucht. Wie bei der vorherigen Gelelektrophorese wird
durch Anlegen einer Spannung eine Wanderung der Proteine bewirkt, in diesem Fall
weg von dem Tragergel, in Richtung Anode, und somit auf die Membran.

Als Transferpuffer wurde ein Towbin-Puffer mit 20 Volumenprozent Methanol
verwendet (s. Anhang Rezepte). Der Transfer erfolgte jeweils von der Tragermatrix auf
eine PVDF-Membran, die vorher in Methanolldsung aktiviert wurde. Die Dauer des
Transfers betrug 40 min bei einer konstanten Stromstarke von 200 mA bei 4°C.
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Abbildung 13: Kammer fiir den Transfer Blot. Querschnitt von oben. Die Kammer ist mit Laufpuffer
gefiillt. Die Schichten sind fest zusammengepresst, werden aber zum besseren Verstandnis getrennt
aufgezeichnet. Zwischen den Schilitten (1,6) befinden sich die Schwémme (2), die Papiermembranen
(3), sowie das Gel (4), von welchem die Proteine in Richtung Anode auf die PVDF-Membran (5)
wandern (selbst erstellte Darstellung)

Die anschlieRende Proteindetektion erfolgte ahnlich wie bei dem in Kapitel 3.5.1
beschriebenen ,Sandwich-ELISA*-Prinzip. Auch hier wurde mithilfe von Konjugaten
von Antikérpern und Meerrettichperoxidase, sowie einer Luminol-Enhancer-Lésung

eine Detektion mittels Chemolumineszenz durchgeflhrt.

Zur Neutralisierung des Methanols wurden die Membranen des Transfer Blots einmal
in TBS-T gewaschen und die Waschlésung abgekippt. Zur Blockierung von
unspezifischen Antikdrpern wurde eine TBS-T-Lésung mit 3% BSA dazugegeben. Die
Membranen in Losung wurden fur 60 min auf dem Orbital-Shaker (Thermo Fisher)

geschwenkt.

Die Primarantikorper wurden in TBS-T-L6sung mit 3% BSA geldst. Fur ein Verhaltnis
von Antikdrpern zu BSA-L6sung von 1:1000 wurden 5 yl Antikérper in 5 ml BS-Losung
gegeben. Die Membranen wurden einzeln jeweils in einer solchen LOsung fur 24
Stunden auf dem Orbital-Shaker (Thermo Fisher) bei 4°C geschwenkt.
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Nach dieser Zeit wurde die Losung abgegossen und die Membranen in TBS-T dreimal
5 Minuten geschwenkt und erneut abgegossen. Die Sekundarantikdrper wurden in 5%-

igem Magermilchpulver gelost und in dem Verhaltnis 1:1000 in TBS-T verdlnnt.

Fir die Reaktion wurden die Membranen in einer 1:1 gemischten Luminol-Enhancer

Peroxid-Solution (Thermo Fisher) vier Minuten geschwenkt.

Im Anschluss wurde jede Membran zwischen zwei Folien gelegt und die
Lufteinschlisse ausgewalzt. Die Auswertung der Bandenintensitat erfolgte in einem
Chemolumineszenz-lmager der Firma PEGLAB Biotechnologie (Erlangen,
Deutschland) bei 285 nm.
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4. Ergebnisse

FUr einen besseren Gesamtuberblick folgt hier noch einmal die Aufzahlung der

verschiedenen Auswertungen:

Der erste Teil umfasst Reaktionen von HGF-Zellen und HPDLF-Zellen auf eine
Inkubation mit S. mutans-Wildtypen. Hierzu werden nacheinander die gemessenen
Konzentrationen von IL-6, PGE2, LL37 und HBD2 prasentiert. Bei diesen Versuchen
handelt es sich um ELISA- und ElIA-Tests.

Der zweite Teil demonstriert Ergebnisse zu Versuchen, bei denen HGF-Zellen mit den
Oberflachenproteinen der S. mutans-Wildtypen inkubiert wurden. Hier werden zuerst
Ergebnisse der Temperaturmessung bei der Schallhomogenisierung der
Streptokokken aufgelistet, um zu zeigen, dass zwar eine Lyse der Keime, aber keine

Denaturierung der Proteine stattfand.

Es folgen die Ergebnisse der Abgabe von IL-6 an das Medium, die mittels ELISA
gemessen wurde. Zuletzt werden Abbildungen der mittels Chemolumineszenz sichtbar

gemachten Menge von IkBa gezeigt, welches Uber einen Western Blot ermittelt wurde.
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4.1. Immunodetektion bei Co-Kulturen mit lebenden Streptokokkenstammen

4.1.1. Expression von IL-6

Zur Uberpriifung, ob ausgewahlte Streptokokkenstdmme in HGF-Zellen oder HPDLF-
Zellen eine Immunreaktion aktivieren, wurde die Expression von IL-6 mittels ELISA
ermittelt. Es wurden insgesamt sieben Versuche durchgefuhrt. Bei drei Versuchen mit
HGF-Zellen war dem Medium der Co-Kultur zusatzlich Antibiotikum (P/S = 100/100)

beigemengt.

Die gemessenen Konzentrationen von IL-6 sind Tabelle 6 zu entnehmen. Die
graphische Darstellung dieser Werte ist in Abbildung 14 zu sehen. Sie verdeutlicht

einen ahnlichen Trend der Werte trotz Unterschieden in der Konzentration insgesamt.

Keimprobe IL-6 aus HGF-Zellen IL-6 aus HGF-Zellen IL-6 aus HPDLF-Zellen
mit AB (n=3) ohne AB (n=2) ohne AB (n=2)
Mittelwert * SD Mittelwert * SD Mittelwert * SD
[pg/mi] [pg/ml] [pg/mi]
Negativprobe 30 + 21 221+ 29 156 £ 6
TNFa [50U/ul] 91+19 320+ 70 153+ 8
S17 35+13 180 £ 50 640+24
S37 36 +15 240 £ 100 170 £ 50
S70 43 £13 260 £ 100 148 £ 7
S. sobrinus 39+17 190+ 70 745

Tabelle 6: Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) der Konzentrationen von IL-6. Die Spalten 1 und 2
zeigen die Konzentrationen nach Inkubation von HGF-Zellen mit und ohne Antibiotikum (AB) im Medium.
Die dritte Spalte zeigt die Konzentration nach Inkubation von HPDLF-Zellen ohne Antibiotikum im
Medium
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Expression von IL-6 durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen
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- TNFa S17 S37 S70 S. sobrinus

m HGF-Zellen mit AB m HGF-Zellen ohne AB HPDLF-Zellen ohne AB

Abbildung 14: Mittelwerte der Konzentrationen von IL-6 mit Standardabweichung. Die Datenreihen
zeigen die Expression bei Inkubation von HGF-Zellen mit und ohne Antibiotikum (AB), sowie von
HPDLF-Zellen ohne Antibiotikum im Medium

4.1.2. Synthese von PGE:

Um zu eruieren, ob die Anwesenheit von kariespathogenen Streptokokkenstammen
an HGF-Zellen oder HPDLF-Zellen Immunreaktionen induziert, wurde die Abgabe von
PGE2 an das Medium der Co-Kulturen mittels EIA gemessen.

Tabelle 7 zeigt die Konzentrationen von durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen
freigesetztem PGE2. Beide Zellformen waren ohne Antibiotikum (P/S = 100/100)
inkubiert worden. Bei einem einzelnen Versuch mit Antibiotikum sind die Werte ca. um

das 10- bis 100-fache hoher als die der anderen Versuche.
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Keimprobe PGE: aus HGF-Zellen PGE: aus HGF-Zellen | PGE: aus HPDLF-Zellen
mit AB (n=1) ohne AB (n=5) ohne AB (n=4)
[pg/ml] Mittelwert * SD Mittelwert * SD
[pg/ml] [pg/mi]

Negativprobe 1901 127 £ 7 120 + 29
TNFa 3103 115+ 26 92 + 28
S17 615 110 £ 40 103 £ 25
S37 469 140 £ 50 130 £ 18
S70 182 90 +40 110 £ 40
S. sobrinus 15411 210£120 164 £ 27

Tabelle 7: Konzentrationen von PGE; bei Versuchen ohne Beimengung von Antibiotikum (AB) im
Vergleich mit einem Versuch mit Antibiotikum

Abbildung 15 zeigt die Konzentrationen von PGE2 bei Co-Kulturen bestehend aus
HGF-Zellen oder HPDLF-Zellen zusammen mit Streptokokkenstammen. Die Balken
entsprechen den Werten von Tabelle 7 Spalte 2 und 3. Dem Medium der Co-Kulturen
wurde kein Antibiotikum hinzugefugt. Es wurden mit HGF-Zellen funf Versuche
durchgefuhrt, mit HPDLF-Zellen vier.

Synthese von PGE, durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen
350
300
E 250
2
S 200
3 i
= 150
g | r I I
S 100 i
50
0
- TNFa S17 S37 S70 S. sobrinus
m HGF-Zellen HPDLF-Zellen

Abbildung 15: Mittelwerte mit Standardabweichung der Konzentrationen von PGE; , synthetisiert
durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen
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4.1.3. Expression von LL37

Um zu eruieren, ob die Anwesenheit von kariespathogenen Streptokokkenstammen

bei HGF-Zellen und HPDLF-Zellen eine direkte Immunantwort durch Freisetzung von

AMPs induzieren, wurde die Expression von LL37 mittels ELISA ermittelt.

Abbildung 16 veranschaulicht die Mittelwerte der Konzentrationen von LL37 mit

Standardabweichung. Funf Versuche wurden mit HGF-Zellen durchgefuhrt, vier mit

HPDLF-Zellen. Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse in Tabellenform.

Keimprobe LL37 aus HGF-Zellen (n=5) LL37 aus HPDLF-Zellen (n=4)
Mittelwert * SD [ng/ml] Mittelwert * SD [ng/ml]

Negativprobe 0,54 + 0,09 0,52 +£0,05
TNFa [50 U/ul] 0,62 +0,13 0,51+ 0,04
$17 0,54 + 0,06 0,50 + 0,04
S37 0,50 + 0,23 0,49+0,03
S70 0,57 + 0,09 0,49+0,03
S. sobrinus 0,52+ 0,05 0,41+0,09

Tabelle 8: Konzentrationen der Expression von LL37 durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen

Expression von LL37 durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen

Konzentration [ng/ml]
S o000 0 9 e 9o
- N W » OO0 O N
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|

TNFa S17

mHGF = HPDLF

T T
“\ ||| I
8§37 S70

S. sobrinus

Abbildung 16: Mittelwerte mit Standardabweichung der Konzentrationen von LL37, exprimiert
von HGF-Zellen und HPDLF-Zellen.
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4.1.4. Expression von HBD2

Um zu eruieren, ob die Anwesenheit von kariespathogenen Streptokokkenstammen
bei HGF-Zellen und HPDLF-Zellen eine direkte Immunantwort durch Freisetzung von
AMPs induzieren, wurde die Expression von HBD2 mittels ELISA ermittelt. Tabelle 9
zeigt die Mittelwerte der Konzentrationen von HBD2 mit Standardabweichung,

Abbildung 17 zeigt die gemessenen Konzentrationen noch einmal in Diagrammform.

Vier Versuche wurden mit HGF-Zellen durchgefuhrt, drei mit HPDLF-Zellen.

Keimprobe HBD2 aus HGF-Zellen (n=4) HBD2 aus HPDLF-Zellen (n=3)
Mittelwert * SD [pg/ml] Mittelwert * SD [pg/ml]
Negativprobe 13+4 14,0+2,3
TNFa [50 15,1+ 2,6 12,9+1,2
U/pl]

817 14,0+ 2,8 14,2+1,9
S37 13,2+ 1,6 12,8 £ 2,1
S70 14,6+2,0 13,115
S. sobrinus 12+4 125+15

Tabelle 9: Konzentrationen der Expression von HBD2 durch HGLF-Zellen und HPDLF-Zellen

20,0

Expression von HBD2 durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen

18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

Konzentration [pg/ml]

IIT II

TNFa S17

S37 S70

S. sobrinus
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Abbildung 17: Mittelwerte mit Standardabweichung der Konzentrationen von HBD2, exprimiert
von HGF-Zellen und HPDLF-Zellen
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4.2. Immunodetektion bei Co-Kulturen mit Lysaten von Streptokokkenstammen

Ziel war es, zu ermitteln, ob lediglich die Oberflachenproteine von ausgewahlten
Wildtypen von S. mutans in einer Co-Kultur die Synthese und Expression von
Entzindungsfaktoren durch HGF-Zellen initiieren. Dafir wurden im Medium die
Konzentration von IL-6, sowie die intrazellulare Konzentration von COX-Il und IxkBa

gemessen.

Tabelle 10 zeigt die innerhalb einer Stunde in 5-Minuten-Intervallen gemessenen
Temperaturwerte  der Flussigkeit, in welcher  Streptokokken durch
Schallhomogenisierung zerstort wurden. Diese Messungen wurden durchgefihrt,
um zu gewadhrleisten, dass die Ho6he der Temperatur, bei welcher eine
Denaturierung von Proteinen erfolgt, nicht Gberschritten wurde. Eine
Hochsttemperatur von 40°C wurde festgelegt. Mit einem Hdchstwert von 35,5°C

lagen die Werte stets darunter.

Zeit [min] Temperatur [°C] Zeit [min] Temperatur [°C]
1 23,5 36 35,5
5 23,6 42 24,3
10 23,8 49 34,4
15 23,9 54 6,0
24 24,2 55 8,7
31 23,2 56 11,2

Tabelle 10: Temperaturmessungen des Mediums mit Streptokokken wéhrend der
Schallhomogenisierung

4.2.1. Expression von IL-6

Eine Zellkultur aus HGF-Zellen, die zusammen mit durch Schallhomogenisierung
lysierten und damit inaktivierten Streptokokkenstammen fir 24 Stunden angelegt
wurde, diente der Klarung, ob lediglich die Oberflachenproteine der Keime zu
einer Induktion von IL-6 und damit zum Start einer Immunantwort fihren. Tabelle 11

zeigt die Ergebnisse des Versuches.
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Keimprobe IL-6 aus HGF-Zellen (n=1)
[pg/ml]

Negativprobe 2,5
TNFa [50 U/ul] 227
S17 2,6
S37 2,3
S70 3,1
S. sobrinus 1,8

Tabelle 11: Expression von IL-6 aus HGF-Zellen bei einer Co-
Kultur mit schallhomogenisierten Streptokokkenstammen

4.2.2. IkBaim Zytosol

Fur die Uberprifung einer intrazellularen Immunreaktion in HGF-Zellen nach
Inkubation mit schallhomogenisierten  Streptokokkenstammen wurde das
Vorhandensein von IkBa mittels Western Blot kontrolliert. Abbildung 18 bestatigt das

Freiwerden von IkBa, mit Ausnahme der Negativprobe.

TNFe ~S17 S39 560 S70 S97 S10

Abbildung 18: Beispielhafter Western Blot bei n=3. Sichtbar gemacht wurde das Freiwerden von IxBa.

Die Versuchsansatze sind unter den Streifen benannt. Bei der Negativprobe (-) ist kein IxBa
ersichtlich (ganz links).
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Versuchsansatze zu finden, die ein erfolgreiches
Weiterarbeiten in der Erforschung der immununterstitzten Kariespravention
ermdglichen. Hierbei galt es zu ermitteln, ob bestimmte kariespathogene Wildtypen
von Streptococcus mutans oder Oberflachenproteine dieser Keime eine immun-
aktivierende, oder immununterdrickende Wirkung auf Fibroblasten von Gingiva und

Parodont haben.

Kriterien fur die Auswahl der Streptokokkenstamme waren eine besondere Resistenz
gegentber AMPs, und die positive Korrelation mit einem erhéhten Kariesrisiko, die bei
einer Studie von Goeke festgestellt worden war (Goeke et al., 2018). Streptococcus
sobrinus wurde als Kontrollkeim gewahlt, da er ebenfalls an der Kariespathogenese
beteiligt ist und, weil von diesem Keim immunmodulatorische Eigenschaften bekannt
sind (Veiga-Malta et al., 2004).

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um HGF-Zellen und HPDLF-Zellen, da sie
als Teil der Epithelien der Mundschleimhaut unter den Bereich der &ufR3eren
Schutzbarriere fallen. Es wurde vermutet, dass diese Zellen HBD2 und LL37
ausschutten, da von verschiedenen Zellformen dieser Barriere Uber eine Expression
dieser AMPs nach Infektionen berichtet wurde (Frohm Nilsson et al., 1999, Liu et al.,
2013) und da sie aufgrund ihrer Nahe zum Zahn fir eine schnelle Reaktion auf eine
Karies geeignet waren. Bei den verwendeten HGF-Zellen ist zu bedenken, dass nicht
bekannt ist, aus welcher Region der Gingiva sie entnommen wurden. Es bleibt also
eine gewisse Unsicherheit dartiber bestehen, in welcher Nahe von Zahnen diese

Zellen gewachsen sind.

Fur ein von aul3eren Einflissen ungestortes Experimentieren wurden die Versuche in
isolierten Zellkulturen durchgefuhrt. Hier gilt es zu beachten, dass Prozesse, die in
vitro ablaufen, sich nicht zwingend wie in vivo verhalten, da in einem lebenden
Organismus noch eine Reihe von weiteren Faktoren existieren, die Prozesse in Gang
setzen oder stoppen kdnnen, insbesondere im Bereich der Immunologie. Die Zellkultur
kann diese Ablaufe nur in einem begrenzten Mal3 nachstellen, eignet sich jedoch gut,
um Zusammenhange zwischen einzelnen Mechanismen zu entdecken und

abzugrenzen, oder gar auszuschliel3en.
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Es wurde bei der Verwendung der Kulturen keine festgelegte Anzahl verwendet,
sondern visuell mittels eines Mikroskops abgeschatzt, ob die Dichte des
angezichteten Zellrasens ausreichend ist. Daraus resultiert, dass sich Unterschiede
in den Gesamtkonzentrationen der verschiedenen Versuchsreihen ergeben kdnnen.
Bei einem Versuch fur die Ermittlung von LL37 fielen die Werte der Expression flr
beide Zellformen insgesamt um ca. 2/3 héher als bei den Ubrigen Versuchen aus. Um
den Verlauf des Trends sichtbarer zu machen, wurde der Wert vor Berechnung der
Mittelwerte und Standardabweichungen mittels Dreisatzrechnung an den Wert der
Negativprobe angeglichen. Die Darstellung der Mittelwerte nach dieser Skalierung ist

in Abbildung 16 zu sehen und Tabelle 8 zu entnehmen.

Bei der Immunodetektion fiel die Auswahl hauptsachlich auf Enzyme-Linked Immuno-
sorbent Assays, da sie eine genaue quantitative Konzentrationsbestimmung
ermdglichen und zusatzlich ein schnelles und einfaches Handling ermdglichen. Fur
eine gute bildliche Darstellung der Ergebnisse wurde die intrazellulare Konzentration
von lkBa mit dem aufwandigeren Western Blot ermittelt. Im Gegensatz zu den ELISA-

Tests ist hier eine genaue Quantifizierung allerdings nicht moglich.

Um eine groBere Menge von Ansatzen zu erzeugen, wurden verschiedene
Versuchsvariationen durchgefihrt. Wiederholungen der einzelnen Versuche wurden
bis zu funf Mal durchgeflihrt, da in dieser Arbeit eher der Fokus darauf lag, Ergebnisse
und Trends zu finden, deren weitere Erforschung empfehlenswert ist, als neue Fakten
zu postulieren. Es wurde variiert zwischen Kulturen, die mit und ohne Antibiotikum
(P/S=100/100) im Medium angelegt wurden, um so unterschiedliche
Wachstumsbedingungen fir die Keime zu schaffen. Des Weiteren wurde die
Inkubationsdauer variiert. Da bei Versuchen mit HGF-Zellen und schall-
homogenisierten Keimen eine sehr geringe Expression von IL-6 folgte, wurde bei den
ubrigen Versuchen nach 24 Stunden die Inkubationszeit auf 72 h erhdht. Auch Sakabe
setzte nach mehreren Versuchsansatzen zur Expression von hCAP-18 aus
Keratinozyten eine dreitagige Inkubationszeit fest. Bei einer Inkubationszeit von 6 h

und 24 h war die Expression hier nicht ausreichend gewesen (Sakabe et al., 2014).

Da TNFa ein guter Mediator fur den Start von Immunreaktionen ist (Rassow et al.,
2008), wurde er als Positivprobe oder als weitere Kontrollprobe verwendet. Als guter
Indikator erwies er sich bei der Messung von IL-6, wo er, wie in Abbildung 14

ersichtlich, bei HGF-Zellen eine starke Expression bewirkte. Sehr deutlich ist die
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Reaktion auf TNFa in Tabelle 11 in den Ergebnissen zu den Kulturen aus
schallhomogenisierten Keimen und HGF-Zellen ersichtlich, wo die Expression von
IL-6 durch TNFa die der Ubrigen um das ca. 100-fache Uberstieg. Auch bei der
Ermittlung von IxBa konnte TNFa, wie Abbildung 18 zeigt, sehr gut verwendet werden.
Die Expression von LL37 und HBD2 durch TNFa zeigte, wie bei Abbildung 16 und 17
ersichtlich, sowohl bei HGF-Zellen als auch bei HPDLF-Zellen kaum Unterschiede zu
den Ubrigen Versuchsansatzen. Die Synthese von PGE: fiel, wie in Abbildung 15
ersichtlich teilweise geringer aus. Aufgrund dessen wird der TNFa hier nicht als

Positivprobe, sondern als weitere Kontrollprobe betrachtet.

Die Expression von IL-6 wurde gemessen, um zu eruieren, ob die ausgewé&hlten
Stdmme von S. mutans in den Zellen eine Immunantwort initileren, oder evtl. in der
Lage sind, diese zu unterdricken. Dafir wurden diverse Versuchsansatze
durchgefiihrt. HGF-Zellen wurden mit oder ohne Antibiotikum im Medium inkubiert.
Betrachtet man Abbildung 14, so fallt auf, dass die Werte der Expression von IL-6 bei
Anwesenheit von Antibiotikum niedriger sind. HGF-Zellen exprimierten in Kulturen mit
Antibiotikum (30 = 21) pg/ml bis (91 + 19) pg/ml. Im Gegensatz dazu lagen die Werte
bei Kulturen ohne Zugabe von Antibiotikum bei (180 + 50) pg/ml bis (320 + 70) pg/ml.
Diese Ergebnisse konnten darauf schlieRen lassen, dass das Antibiotikum die
Freisetzung von IL-6 durch HGF-Zellen reduziert. Da Penicillin durch Hemmung der
Zellwandsynthese die Keimzahl reduziert und Streptomycin durch die Anlagerung von
fehlerhafter Transfer-RNA bei der Proteinsynthese bakterizid wirkt, wére eine
Erklarung, dass ein vermindertes Wachstum der Stdmme in der Kultur die Induktion
zur Expression von IL-6 reduziert. Dagegen spricht, dass alle Proben, einschlief3lich
der Negativprobe und der TNFa-Probe, diesen Trend aufweisen. Es ist momentan von
Penicillin und Streptomycin keine IL-6-Induktion-supprimierende Wirkung bekannt, sie

ist jedoch auch nicht auszuschliel3en.

Die Werte der Kulturen mit HPDLF-Zellen ohne Antibiotikum bewegen sich
dazwischen. Die grundsatzlich geringere Ausschuttung von IL-6 durch HPDLF-Zellen
im Vergleich zu HGF-Zellen, wurde ebenfalls von Scheres festgestellt, nachdem
Kulturen beider Zellformen teilweise ohne Zugabe, teilweise mit Porphyromonas
gingivalis, oder aber mit dessen Lipopolisacchariden (LPS) inkubiert wurden (Scheres
et al., 2010). Genaue Angaben dieser Ergebnisse sind nicht méglich, da sie mithilfe

eines Saulendiagramms dargestellt sind. Die Expressionswerte der Negativprobe
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durch HGF-Zellen lagen bei ca. 150-170 pg/ml, bei den mit LPS von P. gingivalis
inkubierten Zellen bei ca. 380 pg/ml. Die Expression durch HPDLF-Zellen fiel hier,
ahnlich wie in unseren Versuchen mit ca. 70 pg/ml bei der Negativprobe und 110 pg/ml

bei den mit LPS stimulierten, im Vergleich mit HGF-Zellen niedriger aus.

Yamamoto konnte, nachdem HPDLF-Zellen fur 24 h mit S. mutans inkubiert wurden,
eine IL-6-Expression von ca. 100 pg/ml messen (Yamamoto et al., 2006). Damit
bewegen sich seine Werte fir die Expression von IL-6 durch HPDLF-Zellen in einem
ahnlichen Bereich, wie die in Tabelle 6 dargestellten Expressionen dieser Arbeit, wo
der niedrigste Mittelwert bei (64,0 + 2,4) pg/ml induziert durch S17 und der hochste bei
(170 £ 50) pg/ml induziert durch S37 liegt.

Betrachtet man die Wirkung durch einzelne Keime auf die Zellen, so fallt eine niedrige
Expression von IL-6 bei Co-Kulturen ohne Antibiotikum mit S. sobrinus und dem
Wildtyp S17 auf. Hier lagen die Werte stets weit unterhalb der Werte der
Negativproben. Dies ist sowohl bei HGF-Zellen als auch bei HPDLF-Zellen der Fall.
Ursache dafir kdnnte eine immunsuppressive Wirkung dieser beiden Keime sein.
Schon Veiga-Malta konnte bestétigen, dass die Enolase von S. sobrinus zu einer
Reduzierung der Immunantwort fihrt, unter anderem deshalb, weil sie die Freisetzung
von IL-10 bewirkt, welches eine entzindungshemmende Wirkung hat (Veiga-Malta et
al., 2004). Fur diese These spricht, dass sich die Expression von IL-6 in Kulturen mit
Antibiotikum in einem normalen Bereich leicht oberhalb des Wertes der Negativprobe
von (30 = 21) pg/ml befand (siehe Tabelle 6). Der Wert von S17 lag hier bei
(35 = 13) pg/ml, der von S. sobrinus bei (39 £ 17) pg/ml. Grund fir die niedrigen Werte
bei den Co-Kulturen mit Antibiotikum im Medium kdnnte sein, dass das Antibiotikum
die Keimvermehrung hemmt und diese so nur reduziert eine immunaktivierende

Wirkung entfalten kdénnen.

Eine weitere Erklarung wéare eine starke pathogene Wirkung durch S17 oder
S. sobrinus, so dass dies zum Zelltod und einer Verminderung der Zellanzahl fihren
konnte, und damit eine geringere Expression von IL-6 moglich ware. Dies wirde die
erhohte Expression bei Versuchen mit Antibiotikum erkléaren, da eine gréRere Zellzahl
Uberleben und die Synthese von IL-6 starten konnte. Bei beiden Uberlegungen wéaren
diese beiden Stamme besonders pathologisch und verdienten eine tiefergehende
Erforschung.
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Die Expressionswerte der Keime S70 und S37 schwankten zwischen Werten, die sich
unterhalb und oberhalb der Negativprobe befanden. Die Expression, die durch TNFa
induziert wurde, lag meist Gber der von S70 und S37. Die eindeutige Induktion zur
Expression von IL-6 durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen durch diese Stamme von
S. mutans war somit zwar ofter messbar, kann jedoch nicht eindeutig bestétigt werden.
Zur Abklarung dieser Frage wéaren Wiederholungen des Versuches mit einer Erh6hung

der Anzahl empfehlenswert.

Die Konzentration von PGE2 wurde gemessen, um zu eruieren, ob die Anwesenheit
von kariespathogenen Streptokokkenstammen eine erhdhte, oder reduzierte Synthese
von PGE: in HGF-Zellen oder HPDLF-Zellen induziert. Damit galt es zu klaren, ob die
ausgewdahlten Stamme von S. mutans auf diese Zellformen grundsatzlich eine
immunmodulatorische Wirkung haben, oder eventuell in der Lage sind, eine

Immunantwort zu unterdriicken.

Betrachtet man in Abbildung 15 die Darstellung der Mittelwerte des synthetisierten
PGE2, so sieht man, dass beide Zellformen einen &hnlichen Trend aufweisen.
Grundsatzlich wurde unter jeder Bedingung PGE:2 erzeugt, wobei die Synthese durch
HPDLF-Zellen etwas schwécher als die durch HGF-Zellen ausfiel. Einzige Ausnahme
bildet der Versuchsansatz mit dem Keim S70. Es ist folglich mdglich, dass HPDLF-
Zellen PGE2 weniger stark synthetisieren als HGF-Zellen. Die Tatsache, dass Scheres
eine ahnliche Wirkung bei IL-6 bestatigte, unterstitzt diese Annahme (Scheres et al.,
2010).

Untersucht man die Wirkung einzelner Keime und des TNFa auf die Zellen, so fallen
mehrere Besonderheiten auf. In Abbildung 15 ist ersichtlich, dass nach Inkubation mit
TNFa und den Keimstammen S17 und S70 die Synthese von PGE:2 niedriger ausfiel
als bei der Negativprobe. Auch bei einem Einzelversuch mit HGF-Zellen und
Antibiotikum im Kulturmedium waren die Werte bei den drei S. mutans-Stammen im
Vergleich zu den Ubrigen stark reduziert. In Tabelle 7 sind diese Werte in der ersten

Spalte zu sehen. Dafir kdnnte es verschiedene Ursachen geben.

Es ware moglich, dass die geringe Synthese von PGE:2 bei Inkubation mit den
Stdmmen von S. mutans und Antibiotikum aufgrund von einer starken Keimreduktion
und damit einer schwacheren Immunantwort seitens der Zellen hervorgerufen wird.

Dafur spricht, dass TNFa mit 3103 pg/ml eine starke Synthese bewirkte. Im Vergleich
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synthetisierten die Zellen, die mit S. mutans-Stammen inkubiert wurden zwischen 182
und 615 pg/ml. Im Gegenzug waren allerdings die Werte der Negativprobe mit 1901
pg/ml weit hoher als die der Stamme. Ware das Ausbleiben von immunaktivierenden
Stoffen fur eine niedrige Synthese verantwortlich, misste auch die Negativprobe

geringer ausfallen.

Eine andere Erklarung ware eine immunsuppressive Wirkung auf die verwendeten
Zellen durch die Stamme von S. mutans, was eine geringere Synthese von PGE:2 zur
Folge haben konnte. Da dies von anderen Keimen beobachtet wurde, ist das im
Bereich des Moglichen (Veiga-Malta et al., 2004).

Auch wére es denkbar, dass diese Stamme auf die Zellen stark pathologisch wirken
und so zu deren Untergang fuhren. Die reduzierte Zellzahl wirde eine erniedrigte
Synthese von PGE: hervorrufen. Sowohl Morioka als auch Urnowey berichten Uber
die Fahigkeit von Porphyromonas gingivalis, einem stark mit Parodontitis assoziierten
Keim, die anti- und proapoptotischen Gene von HGF-Zellen zu beeinflussen und so
eine Apoptose herbeizufihren (Morioka et al., 1993, Urnowey et al., 2006). Es ware

denkbar, dass manche Stamme von S. mutans eine ahnliche Wirkungsweise besitzen.

Im Gegensatz zu den PGE2-Werten der Stdmme von S. mutans fielen die Ergebnisse
fir S. sobrinus sowohl in den Versuchen ohne als auch mit Antibiotikum sehr hoch
aus. Die synthetisierte Menge von PGE: Ubertraf die Werte der Negativproben und die
der Gbrigen Keime bei weitem. Bei dem Versuch mit Antibiotikum erreichte der Wert,
wie in Tabelle 7 ersichtlich mit 15411 pg/ml sogar das bis 100-fache der oben
beschriebenen Ubrigen Werte. Dass der Keim in beiden Fallen im Vergleich zu den
Ubrigen Keimen diese aufféllig starkere Synthese von PGE2 bewirkte, konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass S. sobrinus weniger anféllig auf die verwendeten Antibiotika
ist. Auch ware es denkbar, dass der Keim tatsachlich weniger pathologisch auf die
Zellen wirkt und so im Gegensatz zu den S. mutans-Stammen deren Wachstum und

Immunreaktionen kaum beeinflussen kdnnte.

Vergleicht man allerdings diese Ergebnisse mit den Messungen von IL-6, HBD2 und
LL37, wo S. sobrinus in vielen Fallen die geringste Induktion bewirkte, so wird

ersichtlich, dass fur eindeutige Aussagen noch mehr Versuchsreihen erfolgen mussen.

Die Konzentration von LL37 und HBD2 wurde gemessen, um zu eruieren, ob HGF-
Zellen und HPDLF-Zellen diese AMPs exprimieren, so, wie es andere Zellen der
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aulleren Schutzbarrieren tun (Dale et al., 2001, Frohm Nilsson et al., 1999, Ouhara et
al., 2006). Des Weiteren galt es zu klaren, ob die ausgewahlten kariespathogenen
Streptokokkenstdmmen eine direkte Immunantwort durch Freisetzung dieser AMPs

induzieren kdnnen, oder eventuell in der Lage sind, diese zu hemmen.

Uber die Fahigkeit von HGF-Zellen und HPDLF-Zellen, LL37 zu exprimieren wurde
bisher noch wenig veroffentlicht. Deswegen werden hier fir eine Vergleich teilweise
Studien mit anderen Zellformen der Gingiva hinzugezogen. Die in Tabelle 8
dargestellten Konzentrationen der Versuche dieser Arbeit befanden sich mit einem
Tiefstwert von (0,41 + 0,09) ng/ml induziert durch S. sobrinus und einem Hochstwert
von (0,62 = 0,13) ng/ml induziert durch TNFa zwar in einem niedrigen, aber dennoch
messbaren Bereich. Die Werte der Stamme von S. mutans befanden sich dazwischen.
Der Hersteller des Versuchskits (s. Kapitel 2.5.2) gibt die messbaren Konzentrationen
bei zwischen 0,1 und 100 ng/ml an. Somit wurde eine geringe Expression von LL37
gemessen, wobei die durch HPDLF-Zellen geringflgig niedriger ausfiel. Sakabes
Ergebnisse zu der Expression von LL37 durch Keratinozyten, die, wie in den
Versuchen dieser Arbeit 72 h inkubiert waren, lagen bei nicht stimulierten Zellen mit
ca. 0,4 ng/ml in einem ahnlichen Bereich (Sakabe et al., 2014). Eine genauere Angabe
der Werte ist hier nicht moglich, da die Ergebnisse als Saulendiagramm dargestellt
sind. Diese Zellen, die mithilfe von IL-17 und IL-22 stimuliert worden waren,
exprimierten im Mittel ca. 0,5 ng/ml. Die Werte bewegen sich somit in einem ahnlichen
Bereich, wie in den Versuchen dieser Arbeit mit HGF-Zellen und HPDLF-Zellen.
Hierbei muss man bedenken, dass es sich um eine andere Zellform handelt, die
eventuell auf eine andere Art und Weise aktiviert wird, oder sich in ihrem

Expressionsverhalten von den Fibroblasten unterscheidet.

Insgesamt weichen die Werte dieser Arbeit mit einem Intervall von 0,25 ng/ml nur
wenig voneinander ab. Da die durch TNFa exprimierte Menge an LL37 nur geringfugig
hoher war, als die der Ubrigen, ist es schwierig zu unterscheiden, ob die Werte sich
grundsatzlich in diesem Bereich befinden, oder ob eine Steigerung der Expression
moglich ware. Es ware von Interesse zu beobachten, ob ein anderes Zytokin, wie
beispielsweise IL1B eine erhdhte Expression bewirken kdnnte. Mathews beobachtete
an Keratinozyten, die 24 h inkubiert wurden, eine um das etwa 16-fache hohere
Expression von HBD2 im Vergleich zur Negativprobe bei Inkubation mit IL13 (Mathews
et al., 1999).
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Die in dieser Arbeit gemessenen Konzentrationen von HBD2 befanden sich insgesamt
knapp an der unteren Nachweisgrenze des Tests. Diese Grenze wurde vom Hersteller
(s. Kapitel 3.5.2.) mit 15,6 pg/ml angegeben. Die in Tabelle 9 dargestellten Werte
bewegten sich zwischen (12 £ 4) und (15,1 £ 2,6) pg/ml. Damit vergroRert sich die
Messungenauigkeit. Dass HGF-Zellen in der Lage sind, HBD2 zu exprimieren
bestatigte Liu, nachdem die Zellen fur 24 h mit verschiedenen Konzentrationen von
IL1B inkubiert wurden (Liu et al., 2013).

Bei Betrachtung der Werte von Tabelle 8 und 9 ist es interessant festzustellen, dass
die Expression von LL37 und HBD2 bei Inkubation mit S. sobrinus geringer ausfiel als
bei den Negativproben und bei den meisten Ubrigen Versuchsansatzen. HGF-Zellen
exprimierten bei Inkubation mit dem Keim (0,52 £ 0,05) pg/ml weniger LL37 und somit
weniger als die Zellen der Negativprobe, deren Wert bei (0,54 + 0,09) pg/ml lag.
HPDLF-Zellen exprimierten induziert durch S. sobrinus mit (0,41 + 0,09) pg/ml weniger
LL37 als alle Ubrigen Versuchsreihen. Im Fall von HBD2 lagen die Mittelwerte der
Expression bei S. sobrinus mit (12 + 4) pg/ml aus HGF-Zellen und (12,5 £ 1,5) pg/ml
aus HPDLF-Zellen ebenfalls unterhalb der Negativproben. Ebenso wie bei den
Ergebnissen zu IL-6 konnte auch in diesen Fallen die niedrige Expression auf die

immunsuppressive Wirkung von S. sobrinus zurlickzufuhren sein.

Eine mogliche Erklarung, fur die grundsatzlich niedrigen und wenig variierenden
Expressionswerte von LL37 und HBDZ2 in den Versuchen dieser Arbeit ware, dass fur
die Ausschuttung dieser AMPs durch HGF-Zellen und HPDLF-Zellen ein weiterer Reiz
notwendig ware, der in dem in vitro-Versuch mit reinen Fibroblasten nicht gegeben ist.
Es ist moglich, dass in den angelegten Co-Kulturen nicht alle notwendigen
immunologischen Ablaufe nachgestellt werden, so dass den Zellen fur die Expression
von AMPs noch weitere notwendige Initiatoren aus beispielsweise dem Blutserum oder
den Abwehrzellen fehlen. Die Moglichkeit, dass ein Zusammenspiel mehrerer
Zellverbande die Expression von Entzindungsmediatoren verandern kann, zeigte
Bedran in einem nachgestellten Modell von in eine Kollagenmatrix eingebetteten
Epithelzellen und HGF-Zellen, welche eine deutlich hohere Ausschuttung von IL-6
bewirkten als reine HGF-Zellen, nachdem beide mit Lipopolisacchariden von A.
accenomycetemcomitans inkubiert worden waren (Bedran et al., 2014). Mathews
beobachtete an Kulturen von Keratinozyten der Gingiva, die fur 24 h angelegt wurden,
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erst eine Expression von HBDZ2, nachdem diese mit Lipopolisacchariden von
Escherichia coli oder mit IL-1B inkubiert wurden (Mathews et al., 1999). Es ist auch
vorstellbar, dass HGF-Zellen und HPDLF-Zellen tatsachlich nur in geringem Mal3e fur
die Expression von AMPs verantwortlich sind und entweder keine, oder nur wenige
AMPs exprimieren und dass eine vermehrte Ausschuttung durch andere Zellen, wie
beispielsweise Immunzellen oder Epithelzellen (Gudmundsson et al., 1996, Mathews
et al., 1999, Ouhara et al., 2006) stattfindet. Zur Abklarung dieser Uberlegungen ware
es empfehlenswert, die Anzahl der Versuche mit den ausgewahlten
Streptokokkenstammen zu erhdhen und zu Uberpriufen, ob eine andere Positivprobe,

wie beispielsweise IL1[3, zu hdheren Werten fuhren kdnnte.

Zur Uberpriifung einer Immunantwort von HGF-Zellen auf Oberflachenproteine von
Streptokokkenstammen wurde bei einer Zellkultur, versehen mit durch
Schallhomogenisierung neutralisierten Streptokokken, die Expression von IL-6
ermittelt, bei einer weiteren Kultur die intrazellulare Konzentration von IxBa. Es ist bei
den gemessenen Konzentrationen zu bedenken, dass diese Zellkulturen mit den
Lysaten fur 24 h angelegt waren. Diese reduzierte Zeit fur die Synthese von Stoffen
konnte die Expressionswerte reduzieren. Auch wurde hier dem Medium Antibiotikum
(P/S =100/100) beigemengt, was, wie bei den Versuchen mit intakten Streptokokken

mit IL-6 bestatigt, die Expression reduziert.

Die in Tabelle 11 dargestellten Konzentrationen von IL-6 zeigen, dass die Werte
sowohl bei der Negativprobe mit 2,5 pg/ml, als auch bei den Versuchsansatzen mit
Bakterienlysaten sehr niedrig ausfielen. Sie bewegten sich zwischen 1,8 pg/ml
induziert durch S. sobrinus und 3,1 pg/ml hervorgerufen durch S70. Bei der
Negativprobe wurden 2,5 pg/ml exprimiert. Die Werte lagen damit knapp an der
unteren Nachweisgrenze des Tests. Diese wurde vom Hersteller (s. Kapitel 3.5.2.) mit
2,95 pg/ml angegeben. Damit vergroRRert sich die Messungenauigkeit. Die sehr hohe
Expression von 225 pg/ml, welche durch TNFa induziert wurde, bestatigt, ebenso wie
die Ubrigen Versuche zu IL-6 mit lebenden Keimen, dass die Expression von IL-6 durch
HGF-Zellen induzierbar ist. Scheres verglich ebenfalls die Expression von IL-6 aus
Kulturen von HGF-Zellen und HPDLF-Zellen, nachdem sie mit Lipopolisacchariden
(LPS) von Porphyromonas gingivalis fur 6 h inkubiert worden waren (Scheres et al.,
2010). Die Werte der Negativprobe lagen bei HGF-Zellen bei ca. 160 pg/ml, wahrend
die mit LPS inkubierten Zellen mit ca. 380 pg/ml weit mehr IL-6 exprimierten. Die Werte
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bewegen sich in einem ahnlichen Bereich wie die der Expression durch TNFa in dieser
Arbeit und sind damit um etwa das Hundertfache héher als die Expressionswerte bei
den hier verwendeten Stammen von S. mutans. Um die Ursache fur die niedrige
Expression zu finden, muss man mehrere Faktoren abwé&gen. Einerseits wére es
maoglich, dass Inkubationszeit und Zellmenge nicht ausreichend waren. Daftir spricht,
dass bei den Versuchen mit intakten Keimen und Antibiotikum im Medium, die 72 h
dauerten bei der Negativprobe der Wert bei (30 £ 21) pg/ml lag. Der nicht in den
Tabellen angegebene niedrigste Wert lag bei 10 pg/ml. Die Expression war wenn auch
nicht viel, so doch ein wenig hoher. Auch durch das Antibiotikum konnte eine
zusatzliche Reduzierung der Expression erfolgt sein. Dafur sprechen die hdheren
Werte bei den Negativproben der Versuche mit lebenden Keimen. HGF-Zellen
exprimierten (221 £ 29) pg/ml, HPDLF-Zellen (156 + 6) pg/ml. Der Grund dafur, dass
sich die Expression bei Scheres bereits nach sechs Stunden in diesem Bereich
bewegte, kdnnte sein, dass es sich bei den Zellen um Gewebeproben von extrahierten
Molaren handelte. Hier waren im Gegensatz zu reinen Fibroblasten, wie bei den
Versuchen dieser Arbeit, Gewebeeinheiten inkubiert. Somit wéare eine Interaktion von
verschiedenen Zellformen wie sie bei den Zellbiopsien von Scheres eventuell

stattfand, fUr eine héhere Expression von IL-6 verantwortlich.

Es ist allerdings nicht auszuschlie3en, dass die niedrigen Expressionswerte wegen
einer geringeren IL-6-induzierenden Wirkung der inaktivierten Stamme von S. mutans
auf HGF-Zellen entstanden sind. Grund dafir konnte einerseits sein, dass die
alleinigen Proteine der inaktivierten Keime keine Immunreaktion hervorrufen, oder
dass die Schallhomogenisierung in der durchgefuhrten Art und Weise zu einer zu
starken Zerstorung der Proteine gefiihrt haben kénnte. Dagegen spricht jedoch das
Ergebnis des Western Blots zur Ermittlung der intrazellularen Freisetzung von IkBa in
HGF-Zellen, das in Abbildung 18 gezeigt ist. Die einzelnen Streifen, welche fir eine
Anwesenheit von IkBa sprechen sind deutlich erkennbar, wéahrend im Bereich der
Negativprobe keine Verfarbung fur IkBa ersichtlich ist. Am starksten ist die Reaktion
auf S70 abgebildet, dicht gefolgt von TNFa, S17, S97 und S101. Am schwéachsten
ausgepragt ist die Bande von S39. Fir die Beurteilung liegt das Augenmerk auf den
Ergebnissen der Stdmme S17 und S37, sowie auf denen von TNFa und der
Negativprobe, da die tbrigen Keime in dieser Arbeit sonst nicht verwendet wurden. Es

ist festzuhalten, dass jeder Keim die Freisetzung von IkBa in den Zellen induzierte.
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Zellen, die ohne Streptokokkenlysate inkubiert wurden, zeigten jedoch ein negatives
Ergebnis. Dieser Versuch deutet darauf hin, dass die Oberflachenproteine dieser
Keime die Aktivierung von NFkB starten, indem die Phosphorylierung und Abkopplung
von IkBa initiiert wird. Da es sich um zwei Einzelversuche handelt, ist flir eine
Untermauerung dieses Gedankens eine groRe Anzahl von weiteren Experimenten
notig. Dabei ware auch zu Uberpriufen, ob die starkere Reaktion durch den Keim S70
bei diesen Versuchen zu IL-6 und IkBa tatsachlich aufgrund von einer starken
Immunreaktion hervorgerufen wurde und kein Zufallsergebnis war. Es ist von
Interesse, dass S. sobrinus auch hier die niedrigste Expression von IL-6 induzierte,
was wieder ein Hinweis auf eine immunsuppressive Wirkung dieses Keims sein

konnte.
5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Versuchsanséatze zu finden, die ein Vertiefen der Erforschung
der immununterstitzten Kariespravention ermdglichen. Hierfir galt es zu ermitteln, ob
bestimmte kariespathogene Wildtypen von Streptococcus mutans oder deren Proteine
eine immunmodulierende Wirkung auf zahnumgebende Fibroblasten haben. Dafur
wurde nach Inkubation mit den Keimen oder mit deren schallhomogenisierten Lysaten
die Expression von IL-6, LL37 und HBD2, sowie die Synthese von PGE:2 und das

Freiwerden von IkBa aus HGF-Zellen und HPDLF-Zellen gemessen.

Die Freisetzung von IL-6 konnte bei den drei ausgewahlten Stammen von S. mutans
zwar beobachtet werden, haufig unterschritten jedoch die Werte die der Negativprobe.
Fur einen eindeutigen Nachweis und fur die Abklarung, ob auch immunsupprimierende
Faktoren eine Rolle spielen, sind weitere Erforschungen mit grof3eren Versuchsreihen
zu empfehlen. Fir die Initiation einer Immunantwort allein durch die Anwesenheit von
Oberflachenproteinen der ausgewahlten Streptokokken spricht die Freisetzung von
IkBa in HGF-Zellen nach Inkubation mit lysierten Keimen und eine wenn auch geringe

Ausschuittung von IL-6. Der Stamm S70 initiierte in beiden Fallen die starkste Reaktion.

PGE2 wurde stark durch den Kontrollkeim Streptococcus sobrinus synthetisiert. Die
Stdmme S17 und S70 von S. mutans riefen eine gegenteilige Wirkung hervor. Hier war
die Synthese von PGE:2 niedriger als bei den Negativproben. Es ware interessant, mit
weiteren Versuchsreihen abzuklaren, ob hier eine pathogene, oder eine

immunmodulatorische Wirkung der Keime auf die Zellen einen Einfluss ausubt.
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Die Expression von LL37 und HBD2 fiel bei der Negativprobe, dem TNFa, und den
verschiedenen Keimstammen héaufig gleichwertig aus. Um zu eruieren, ob diese
Zellformen grundsatzlich die gemessenen Mengen an AMPs exprimieren, ob weitere
immununterstitzende Faktoren in der Zellkultur die Expression steigern kdnnten, oder
ob immunmodulatorische Eigenschaften der Keime die AMP-Expression reduzierten,
sind weitere Versuche angezeigt. Auch ware es interessant, mit anderen
zahnumgebenden Zellarten die Expression von LL37 und HBD2 durch die

verwendeten Keime zu untersuchen.

Insgesamt liefert diese Arbeit eine Vorlage zur Weitererforschung der Wirkung
kariespathogener Streptokokken auf zahnumgebende Fibroblasten. Eine Vermehrung
der Versuchsreihen mit den verwendeten Keimen oder die Untersuchung ihrer
Wirkung auf andere zahnumgebende Zellformen kbénnte es ermdglichen, das Wirken

der Keime besser zu verstehen, und so ihren schadigenden Einfluss zu reduzieren.
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6. Rezepte

Medium zur Anzucht von Keimen

— Columbia Agar mit Schafsblut

— 5% Schafsblut

— 12 g pankreatisch abgebautes Casein

— 5 g peptisch abgebautes Tiergewebe, Hefe- und Rindfleischextrakte
— 13,59 Agar

Medium fir die Lagerung von Streptokokkenstammen

— Medium mit Trypticase Soy Broth (TSYB) 1 ml
— Trypticase Soy Broth: 30,0 g

— Yeast Extract: 3,0 g

— Agar: 15,09

— Destilliertes H20: 1000 ml

— Glycerin

Ladepuffer nach Laemmli 4x

— 2 ml 1M Tris-HCL pH 6,8 (12,1g Tris-Base auf 100 ml H20 pH-Wert mit HCL
einstellen)

~ 0,89gSDS

— 4 ml 100% Glycerol

— 0,4 ml 14,7M B-mercaptoethanol

— 1ml 0,5M EDTA

— 8 mg bromophenol blue

Laufpuffer fur Western Blot

10x Tris-Glycin-SDS Laufpuffer

— Tris Base 30,3 g

— Glycin144,1 ¢g

— SDS10g

— Lo6sen in 600 ml destilliertem H20
— Auffullen mit H20 auf 1000 ml
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Transferpuffer fir Western Blot

10x Tris Glycin Transferpuffer (nach Towbin)

— Tris-Base 30,3 g
— Glycin144,1 g
— L&sen in 600 ml destilliertem H20
— Auffullen mit H20 auf 1000 ml
— Herstellung 1 L 1x-Puffer:
— 80 ml 10x-Puffer auffillen mit H20 auf 800 ml

— Zugabe von 200 ml Methanol reinst
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