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Einleitung 3

1 Einleitung

Die parodontopathogenen Bakterien der Gattung Prevotella, Fusobacterium und
Parvimonas tragen mittels ihrer krankmachenden Eigenschaften, den sog.
Virulenzfaktoren, wesentlich zur Entstehung und dem Voranschreiten einer
Parodontitis bei (Dahlen et al., 2019; Socransky et al., 1998). Eine dieser
Eigenschaften der Gattung Prevotella ist ihre Fahigkeit, extrazellular DNA abzubauen.
Hierdurch konnen sie die DNA-Strukturen eines Abwehrmechanismus der
Neutrophilen Granulozyten, namens Neutrophil extracellular Traps (NETs), abbauen
und sich dieser Immunreaktion entziehen (Doke et al., 2017). Fur Bakterien der
Gattung Fusobacterium wurde ein neuartiges Adhasin namens Fusobacterium
Adhasin A (FadA) nachgewiesen. FadA scheint flr die Keime eine zentrale Rolle bei
der Kolonisierung der parodontalen Region zu spielen (Han et al., 2005). Bakterien
der Spezies P. micra besitzen proteolytische Eigenschaften, namlich
Chymotrypsinaktvitat und Elastaseaktivitat. Diese Proteasen konnen Bestandteile des
parodontalen Gewebes abbauen (Grenier und Bouclin, 2006), was es den Bakterien
ermdglicht die Schutzbarriere des Gingivaepithels zu durchdringen (Chi et al., 2003).
Allerdings wurden die drei genannten Virulenzfaktoren teils nur an wenigen
Laborstammen der jeweiligen Gattung getestet und nachgewiesen. Es ist bekannt,
dass sich Laborstamme infolge haufiger Subkultivierung an Laborbedingungen
adaptieren, so dass Unterschiede in ihrer Virulenz im Vergleich zu Wildstammen
entstehen konnen (Leiser et al., 2018; Sjodin et al., 2010). Daher ist unklar, in
welchem Umfang die genannten Virulenzfaktoren auch bei den entsprechenden
Wildstammen vorhanden sind. Um diese Frage zu beantworten, wurden in der
vorliegenden Studie eine Vielzahl von Wildstammen der Gattungen Prevotella auf ihre
DNase-Aktivitat, Fusobacterium auf FadA und die Spezies P. micra auf ihre

Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat untersucht.

1.1 Definition und Epidemiologie der Parodontitis

Parodontitis definiert eine chronisch-entzindliche Erkrankung des
Zahnhalteapparates. Die Entziindung ist mit einem dysbiotischen Biofilm assoziiert
und fuhrt zu einem Abbau von parodontalen Fasern und Alveolarknochen. Mit
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fortschreitender parodontaler Zerstorung lockern sich die Zahne und gehen
letztendlich verloren (Papapanou et al., 2018).

Parodontitis ist eine der haufigsten Erkrankungen der Welt (Kassebaum et al., 2014).
Weltweit ist statistisch bei 10% der Jugendlichen zwischen 15 und 19 Jahren eine
Parodontitis diagnostizierbar, bei 37 % der Erwachsenen zwischen 35 und 44 Jahren
und bei 49% der zwischen 65- und 74-Jahrigen (Nazir et al.,, 2020). Auch in
Deutschland ist Parodontitis haufig. Wahrend Parodontitis bei Kindern sehr selten
vorkommt, ist bei jedem 10. Jugendlichen im Alter von 15 Jahren eine Parodontitis
feststellbar. An einer schwereren Verlaufsform mit Taschensondierungstiefen von 6
mm oder grof3er leidet nur 1% der Jugendlichen (Micheelis und Schiffner, 2006). Die
Pravalenz ist jedoch steigend mit dem Alter (Tonetti et al., 2018). So hat im Schnitt
jeder zweite Erwachsene Deutsche im Alter zwischen 35 und 44 eine Parodontitis,
jeder Zehnte eine schwerere Verlaufsform mit Taschensondierungstiefen von 6 mm
oder grofRer. Junge Senioren zwischen 65 und 74 Jahren leiden im Schnitt sogar zu
65% an einer Parodontitis, Uber 20% an einer schwereren Verlaufsform. Bei dlteren
Senioren verstarkt sich dieser Trend weiter. Manner sind haufiger von der Erkrankung
betroffen als Frauen. Die Pravalenz der Parodontitis hat in Deutschland in den letzten
Jahren zwar abgenommen, aufgrund der demografischen Entwicklung mit alternder
deutscher Bevdlkerung rechnet man jedoch fur die Zukunft mit einem steigenden
Behandlungsbedarf (Jordan und Micheelis, 2016).

1.2 Pathogenese der Parodontitis

Der Parodontitis geht eine Gingivitis voraus, die von dem bakteriellen Biofilm induziert
wird. Der Biofilm verursacht eine reversible Entziindung der Gingiva, die auf das
gingivale Gewebe beschréankt ist. Bei der Gingivitis kommt es noch zu keinem Abbau
von parodontalem Attachment, auch muss sie nicht zwangslaufig in eine Parodontitis
Ubergehen (Murakami et al., 2018). Wenn eine Gingivitis zu einer Parodontitis
fortschreitet, geht das mit irreversiblen destruktiven Prozessen des
Zahnhalteapparates einher. Dabei werden parodontale Haltefasern apikal der
Schmelz-Zement-Grenze zerstért und das Saumepithel wandert nach apikal (Page
und Schroeder, 1976). Als Folge entsteht eine parodontale Tasche. Auch der

angrenzende Aveolarknochen wird bei der Destruktion abgebaut. Gleichzeitig breitet
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sich der bakterielle Bioflim in der parodontalen Tasche auf der Wurzeloberflache nach
apikal aus (Papapanou et al., 2018).

Der destruktive Abbau des Parodontiums ist die Folge eines komplexen
Wechselspiels zwischen einem mikrobiellen Angriff und der entzindlichen
Wirtsabwehr (Meyle und Chapple, 2015). Der Wirt versucht, den bakteriellen Angriff
abzuwehren, indem er seine unspezifische Immunabwehr aus neutrophilen
Granulozyten und dem Komplementsystem und seine spezifische Immunabwehr aus
B- und T-Lymphozyten sowie Immunglobulinen aktiviert (Hajishengallis und Korostoff,
2017; Yucel-Lindberg und Bage, 2013). Dabei schiittet die Wirtsabwehr eine Vielzahl
proinflammatorischer Mediatoren aus, die auch kdrpereigenes Gewebe zerstoren.
Dazu zahlen Zytokine, wie Interleukine und Tumor-Nekrose-Faktoren. Sie werden von
Entziindungszellen und von Zellen der parodontalen Gewebe freigesetzt und flhren
zum Abbau von parodontalem Ligament und Alveolarknochen (Yucel-Lindberg und
Bage, 2013). Eine weitere Gruppe proinflamatorischer Mediatoren sind die Matrix-
Metalloproteinasen. Auch diese Enzyme werden bei der Entzindung von
parodontalen Zellen des Wirtes freigesetzt und tragen zur Gewebszerstérung bei
(Sapna et al, 2014). Al das zerstort zunehmend die parodontalen
Verankerungsfasern und den Alveolarknochen des Zahnhalteapparates. Als Folge
lockert sich der erkrankte Zahn und geht letztendlich verloren (Papapanou et al.,
2018).

1.3 Atiologie der Parodontitis

Parodontitis ist eine Erkrankung mit multifaktorieller Genese. Der primare atiologische
Faktor ist der bakterielle Biofilm (Madianos et al., 2005). Die entziindliche Erkrankung
entsteht hierbei aus einer komplexen Interaktion zwischen dem dysbiotischen Biofilm
und der Immunabwehr des Kdrpers (Meyle und Chapple, 2015). Der dentale Biofilm
ist eine polymikrobielle Lebensgemeinschaft, bei der Bakterien auf der
Zahnoberflache in einer Matrix aus Polysachariden, Proteinen, Lipiden und
Nukleinsauren organisiert sind (Berezow und Darveau, 2011). Der Begriff Dysbiose
bezeichnet eine Veranderung der urspringlich benefiziellen mikrobiellen
Gemeinschaft, die zur Erkrankung des Wirts fuhrt. Die Dysbiose ist gekennzeichnet
durch eine Abnahme benefizieller Spezies und eine Zunahme pathogener Spezies

(Kumar, 2021). Entsprechend ist bei Parodontitis der Anteil parodontalpathogener
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Bakterien im dysbiotischen Biofilm erhéht (Berezow und Darveau, 2011). Die
bekanntesten und am besten charakterisierten parodontalpathogenen Spezies sind
Porphyromonas  gingivalis, Tannerella  forsythia, @ Treponema  denticola,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum und Parvimonas micra (Socransky et al., 1998). Diese vorwiegend
gramnegativen Arten besitzen eine Vielzahl von Virulenzfaktoren. Diese werden in

den folgenden Kapiteln charakterisiert.

Neben dem Biofilm als primarer atiologischer Faktor sind weitere Faktoren fir die
Entstehung einer Parodontitis von Bedeutung. So kann eine genetische Disposition
den Entzindungsprozess des Wirtes beeinflussen und seine Anfalligkeit fur
Parodontitis erhéhen. Die genetische Disposition zeigt sich als familiare Haufung der
Erkrankung (Michalowicz et al., 2000). Auch Rauchen stellt einen Risikofaktor fir
Parodontitis dar. Toxine im Zigarettenrauch verringern die Mikrozirkulation im
parodontalen Gewebe, schadigen die Funktion der Neutrophilen Granulozyten und
steigern die Produktion proinflammatorischer Mediatoren. All das fordert die
Entstehung einer Parodontitis (Genco und Borgnakke, 2013). Ein weiterer Risikofaktor
ist Diabetes mellitus. Bei schlecht eingestelltem Diabetes ist die Konzentration
proinflammatorischer Mediatoren in den parodontalen Geweben erhéht (Emrich et al.,
1991; Genco und Borgnakke, 2013). Weitere Risikofaktoren sind Osteoporose,
Fettleibigkeit und psychischer Stress (Genco und Borgnakke, 2013).

1.4 Bakterielle Virulenzfaktoren bei Parodontitis

Virulenzfaktoren definieren die molekularen Eigenschaften krankmachender
Mikroorganismen, die fur die Kolonisierung und Infektion des Wirts verantwortlich sind
(Lantz, 1997). Diese Faktoren ermdglichen es den pathogenen Keimen, die
parodontale Region zu besiedeln, Entzindungen zu initieren und weiter
voranzutreiben. Damit tragen sie zum Abbau des Zahnhalteapparates bei Parodontitis
bei (Malik et al., 2015).

Als Virulenzfaktoren wirken Zellwandbestandteile der gramnegativen Bakterien. Sie
I6sen Entziindungen aus und befahigen die Keime, in Wirtszellen einzudringen. So
konnen sie tber Fimbrien an Zellen der Gingiva binden und in die Zellen einzudringen.
Fimbrien bezeichnen Zellanhange auf der Oberflache gramnegativer Bakterien

(Lamont et al.,, 1995). Ein weiterer Bestandteil der &aufReren Zellmembran
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gramnegativer Bakterien sind Lipopolysaccharide (LPS), organische Verbindungen
aus Fett- und Zuckermolekilen. LPS binden an Rezeptoren der Gingivazellen und
regen die Zellen zur Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie Interleukin-113
(IL-1R), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) an (Dahlen et al., 2019). Als weitere
Virulenzfaktoren besitzen zahlreiche parodontalpathogene Spezies Proteasen. Diese
Enzyme liegen entweder zellgebunden vor oder werden in sekretorischen Vesikeln in
die Umgebung abgegeben (Potempa et al., 1995). Proteasen dienen einerseits der
Nahrstoffoeschaffung (Potempa et al., 2000). Andererseits befahigen sie die
Bakterien, proinflammatorische Mediatoren des Wirts zu spalten und so die
Wirtsabwehr zu unterlaufen (Sundqvist et al., 1985; Zhang et al., 1999). Aul3erdem
kénnen bakterielle Proteasen Bestandteile des parodontalen Gewebes abbauen, was
es den Keimen ermdglicht weiter ins Gewebe einzudringen (Fenno et al., 1998;
Grenier et al., 1990). Ein weiterer Virulenzfaktor parodontopathogener Bakterien sind
Exotoxine. Sie werden von den Bakterien sezerniert (Kato et al., 2002) und wirken
zytotoxisch auf Immunzellen des Wirts (Vega et al.,, 2019). Sie konnen die
Immunzellen durch osmotische Lyse zerstoren oder Apoptose induzieren (Lally et al.,
1999). In den folgenden Kapiteln werden die Virulenzfaktoren der Gattungen
Prevotella, Fusobacterium und der Spezies P. micra genau beschrieben.

1.5 Virulenzfaktoren der Gattung Prevotella

Die Bakterien der Gattung Prevotella sind gramnegative, schwarz-pigmentierte
Stabchen (Ruan et al., 2015). Sie leben obligat anaerob und sind Teil der Flora der
Mundhohle, der oberen Atemwege, des Gastrointestinaltraktes (lljazovic et al., 2021)
und des Urogenitaltraktes (Eiring et al., 1998). Den Bakterien der Gattung Prevotella
wird eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Parodontitis zugeschrieben. P.
intermedia, P. nigrescens und P. melaninongenica wirken parodontalpathogen und
zahlreiche Studien haben die drei Spezies in erhdhten Zahlen in der subgingivalen
Flora von Parodontitispatienten nachgewiesen (Papapanou et al., 1997; Socransky
und Haffajee, 2005; Uzel et al., 2011). Auch die Spezies P. denticola (Kumar et al.,
2003), P. disiens und P. corporis werden mit Parodontitis in Verbindung gebracht
(Salari und Kadkhoda, 2004). Der Grol3teil wissenschaftlicher Prevotella-Studien
fokussiert auf die Spezies P. intermedia und P. nigrescens, denen eine bedeutsame
Rolle bei Parodontitis zugeschrieben wird. In einer Studie analysierten Socransky und

Kollegen 13.261 subgingivale Plaqueproben und fanden in tiefen Zahnfleischtaschen
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vermehrt P. intermedia und P. nigresens. Socransky und Mitarbeiter ordneten beide
dem sog. orangen Bakterienkomplex zu (Socransky et al., 1998). In der Folge wurden

zahlreiche Virulenzfaktoren von P. intermedia und P. nigrescens untersucht.

P. intermedia kann in orale Epithelzellen seines Wirtes eindringen, was einen
wichtigen Schritt bei der Initiierung der parodontalen Entztindung darstellt (Ji et al.,
2015). Eine in-vitro Studie, die das Eindringen von P. intermedia in orale Epithelzellen
untersuchte, stellte fest, dass fir die Invasion Fimbrien vom Typ C notwendig waren.
AuRerdem veranderte das Zytoskelett der Epithelzellen bei der Invasion seine Struktur
(Dorn et al., 1998). In einer anderen Studie, bei der P. intermedia zunachst in die
Mundhdhle von Ratten eingebracht worden war, konnte der Keim anschliel3end im
parodontalen Gewebe der Ratten nachgewiesen werden (Allenspach-Petrzilka und
Guggenheim, 1982). Auch die parodontopathogene Bakterienspezies P. gingivalis hat
die Fahigkeit, in Gingivaepithelzellen einzudringen. Dazu docken seine Fimbrien am
Rezeptor R1-Integrin an der Zelloberflache an (Yilmaz et al., 2002). Das Andocken
I6st eine Signalkaskade aus, bei der sich das Zytoskelett der Epithelzelle verandert,
so dass P. gingivalis in die Zelle gelangt (Yilmaz et al., 2003). In der Zelle repliziert
sich das Bakterium und kann sich dann weiter im Gewebe ausbreiten (Madianos et
al., 1996; Yilmaz et al., 2006). Die bakterielle Invasion des parodontalen Gewebes
gilt als wichtiger Schritt bei der Initiation von Parodontitis. Man nimmt an, dass die
lokal ansassigen Keime den chronischen Entzindungsprozess im Wirtsgewebe
fordern (Ji et al., 2015).

P. intermedia induziert nachweislich entzindliche Reaktionen im parodontalen
Gewebe. In- vitro-Studien zeigten, dass Oberflachenbestandteile von P. intermedia
Ginfigivafibroblasten (Tamura et al., 1992), gingivale Epithelzellen (Sugiyama et al.,
2002) und parodontalen Ligamentzellen zur Sekretion von IL-8 anregen (Yamamoto
et al.,, 2006) Das Zytokin Interleukin-8 (IL-8) ist ein Entzindungsmediator, der
neutrophile Granulozyten chemotaktisch anlockt und ihre Degranulierung anregt.
Daraufhin setzen die Neutrophilen ihre entzindlichen Granula ins parodontale
Gewebe frei (Tamura et al., 1992). Au3erdem lockt IL-8 mittels Chemotaxis weitere
Entzindungszellen an (Hammond et al., 1995). Ebenso wurde die Expression weiterer
proinflammatorischer Entziindungsmediatoren, wie Interleukin-13, Interleukin-6, und
Tumornekrosefaktor-a in parodontalen Ligamentzellen in vitro nachgewiesen
(Yamamoto et al., 2006).
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Des Weiteren wird P. intermedia ein Beitrag bei der Zerstérung von korpereigenem
Gewebe durch Matrix-Metalloproteinasen zugesprochen. Es konnte in vitro gezeigt
werden, dass LPS von P. intermedia Osteoblasten dazu anregten, IL-6 und Vorstufen
der Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 auszuschutten (Pelt et al., 2002).
Der Entztindungsmediator Interluekin-6 (IL-6) regt Osteoklasten zum Knochenabbau
an und stimuliert Osteoblasten zur Bildung von Matrix-Metalloproteinasen (Kusano et
al., 1998) Die Matrix-Metalloproteasen MMP-2 und MMP-9 stimulieren ebenfalls die
Knochenresorption (Pelt et al., 2002). Auch in parodontalen Ligamentzellen induzierte
P. intermedia in vitro die Expression von MMP-9 (Guan et al., 2008) und erhohte die
Expression von MMP-1 und MMP-8 (Guan et al., 2009). Matrix-Metalloproteinasen
sind Enzyme, die Bestandteile des parodontalen Gewebes abbauen kdnnen. Ihre
Produktion durch den Wirt wird bei Parodontitis mit der Zerstérung des Halteapparats

in Verbindung gebracht (Sorsa et al., 2006).

Neben der Forderung der parodontalen Entziindungsreaktion besitzen Prevotella-
Bakterien auRerdem die Fahigkeit, sich bei Parodontitis der Abwehrreaktion des Wirts
zu entziehen. So produzieren P. intermedia, P. denticola und P. melaninogenica
extrazellulare DNasen und kdnnen damit die Strukturen von Neutrophil extracellular
traps (NETs) abbauen. NETs ist ein Abwehrmechanismus der neutrophilen
Granulozyten (Doke et al., 2017). Das folgende Kapitel befasst sich explizit mit diesem
Thema. AufRerdem bilden P. intermedia, P. nigrescens und P. melanogenica
Proteasen, die Immunglobuline abbauen kdénnen. Studien wiesen in vitro den Abbau
des Immunglobulins 1gG durch diese drei Spezies nach (Jansen et al., 1995; Kilian,
1981). Man nimmt an, dass sich die Keime damit bei Parodontitis der Wirtsabwehr
mittels 1gG entziehen konnen. 1gG ist Teil der spezifischen Immunabwehr bei
Parodontitis (Kulshrestha et al., 2013). Dabei heften sich die Antikbrper an Bakterien,
die anschlieRend phagozytiert und abgetotet werden kénnen (Ebersole und Taubman,
1994). Die Proteasen von P. intermedia und P. nigrescens konnen aul3erdem Proteine
des Parodontiums wie Kollagen und Fibronektin abbauen. Allerdings ist deren
Proteaseaktivitat im Vergleich zu parodontopathogenen Spezies anderer Gattungen
schwach (Eley und Cox, 2003). Auch bei weiteren Spezies der Gattung Prevotella
konnte Proteaseaktivitdit nachgewiesen werden. So zeigten Stamme von P.
melaninogenica, und P. denticola in vitro proteoloytische Aktivitat. Allerdings war diese

noch geringer als die von P. intermedia und P. nigrescens (Yanagisawa et al., 2006).
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1.6 Neutrophil extracellular traps (NETSs) bei Parodontitis

Im Jahr 2004 wurde ein bis dato unbekannter Abwehrmechanismus der neutrophilen
Granulozyten entdeckt, der auch bei der Pathogenese von Parodontitis eine Rolle
spielt. So wurde gezeigt, dass Neutrophile bei Entzindungsreaktionen neben
Phagozytose und Sekretion antimikrobieller Peptide einen weiteren Mechanismus
besitzen, um Bakterien abzutéten. Dieser Mechanismus ist das Freisetzen von
Neutrophil extracellular traps (NETs). NETs sind netzartige Strukturen aus
dekondensiertem Chromatin und antimikrobiellen Komponenten, die bei Freisetzung
durch die Neutrophilen Granulozyten Bakterien binden und abtdten kénnen (White et
al., 2016). Diese NETs wurden 2004 bei Patienten mit Appendizitis, einer
entzundlichen Darmerkrankung, erstmalig beschrieben (Brinkmann et al., 2004). In
den folgenden Jahren wurden NETs auch in der Mundhohle bei Parodontitispatienten
nachgewiesen und eine Verbindung zur Parodontitis hergestellt. So wurden NETSs in
grol3en Mengen in parodontalen Taschen nachgewiesen (Vitkov et al., 2009). Andere
Studien bestatigten, dass NETs bei Parodontitis vermehrt freigesetzt werden (Fine et
al., 2016; Kaneko et al., 2018).

Neutrophile  Granulozyten koénnen durch Bakterien oder koérpereigene
Entzindungsmediatoren zur NET-Bildung angeregt werden. Zellwandbestandteile
gramnegativer Bakterien wie LPS triggern dabei die Bildung von NETs (Clark et al.,
2007). Auch Komponenten grampositiver Bakterien kénnen die NET-Bildung
induzieren (White et al.,, 2016). AufRerdem sind auch proinflammatorische
Komponenten des Wirts, wie die Zytokine IL-I3, IL-8 und TNF-a in der Lage,
neutrophile Granulozyten zur Bildung von NETs anzuregen (Keshari et al., 2012).

Bei der NET-Bildung werden die Neutrophilen zunachst tber Oberflachenrezeptoren
stimuliert. Nachfolgend dekondensiert inr nukledres Chromatin und verbindet sich mit
antimikrobiellen Komponenten von Granulaproteinen des Zytosols. Die entstehenden
Komplexe, die NETs, werden nach Ruptur der Zellmembran des Granulozyten
extrazellular freigesetzt. Der neutrophile Granulozyt geht dabei zugrunde (White et al.,
2016). Auch ein Mechanismus von NET-Sekretion in Vesikeln wurde beschrieben, bei
dem die Neutrophilen tberleben (Pilsczek et al., 2010).

Die NETs wirken antimikrobiell, indem sie die Bakterien immobilisieren und lysieren.

Das Binden der Bakterien verhindert deren Eindringen in angrenzende Gewebe
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(Brinkmann et al., 2004). Als Bindungsmechanismus vermutet man elektrostatische
Anziehung zwischen den kationischen Komponenten der NETs und der anionischen
Bakterienoberflache (Brinkmann und Zychlinsky, 2007). Mit Hilfe ihrer antimikrobiellen
Komponenten, den Histonen und Myeloperoxidasen kdonnen die NETs Bakterien
abtoten (Magan-Fernandez et al., 2020). Myeloperoxidase ist ein Enzym aus der
Gruppe der Peroxidasen. Sie reagiert zu hypochloriger Saure (HOCI) und t6tet dabei
Bakterien durch Oxidation ab (Parker et al., 2012). AuRerdem kdnnen proteolytische
Proteine der NETs Virulenzfaktoren der Bakterien wie Adhesine und Toxine spalten
(Brinkmann et al., 2004).

1.7 DNase-Aktivitat von Prevotella zur Umgehung der NETs

Bakterien sind jedoch in der Lage, sich diesem Abwehrmechanismus zu entziehen,
indem sie Desoxyribonukleasen (DNasen) produzieren und damit die DNA-Strukturen
der NETs abbauen. Die DNasen spalten die Desoxyribonukleinsaure-Strange (DNA)
durch Hydrolyse in kurze Bestandteile, sog. Oligonukleotide (Palmer et al., 2012). In-
vivo-Studien zeigten, dass der Abbau von NETs durch bakterielle DNasen die
Bakterien bei schweren entztindlichen Erkrankungen wie Sepsis, Pneumonie und
nekrotisierender Fasziitis pathogener machte. So wurde in einer Studie bei Mausen
eine bakterielle Sepsis induziert und einer von zwei Mausegruppen wurden
intraperitoneal DNasen injiziert. Die Gruppe mit den DNasen zeigte anschliel3end eine
geringere Zahl an NETSs, eine schnellere Progression der Sepsis, eine hohere
Mortalitat und eine starkere bakterielle Ausbreitung in die Gewebe (Meng et al., 2012).
Eine weitere Studie untersuchte den Einfluss bakterieller DNasen bei Pneumonie.
Dabei wurden Mause mit einem von zwei Bakterienstammen von S. aureus infiziert,
von denen ein Stamm DNasen produzierte, der andere nicht. Die Mause mit dem
DNase-produzierenden Wildstamm zeigten eine verstarkte bakterielle Infektion der
Lungen und eine erhdhte Mortalitat (Berends et al., 2010). In einer weiteren Studie an
Mé&ausen mit nekrotisierender Fasziitis zeigten die infizierenden Streptokokken hdhere
Pathogenitat, die DNase bildeten (Buchanan et al., 2006).

Auch bei parodontal pathogenen Bakterien wurde die Produktion von DNasen
nachgewiesen, die NETs abbauen kdnnen. So waren Laborstamme von P. gingivalis,
T. forsythia und A. actinomycetemcomitans DNase-positiv. Auch Laborstamme der

Gattung Prevotella besalRen in der Studie DNase-Aktivitat. Dies waren die Stamme P.
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intermedia ATC 25611, P. melaninogenica ATCC 25845 und P. denticola ATCC
35308 (Palmer et al., 2012). Eine weitere in vitro Studie bestétigte die Fahigkeit
parodontalpathogener Keime zur extrazellularen DNase-Produktion und ihre
Fahigkeit, die Strukturen der NETs abzubauen. Unter den getesteten Spezies P.
gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum und A. actinomycetemcomitans zeigte der
Laborstamm P. intermedia ATC 25611 die mit Abstand gro3te DNase-Aktivitat (Doke
et al., 2017). Man nimmt an, dass sich Parodontitiskeime durch den Abbau der NETs
der Abwehr neutrophiler Granulozyten entziehen kénnen. Dies wirde die Ausbreitung
der Keime erleichtern und die parodontale Entzindung férdern (Doke et al., 2017;
Palmer et al., 2012).

Kritisch zu bewerten ist jedoch, dass in diesen Studien lediglich drei Prevotella-
Laborstamme untersucht wurden und auch dass die DNase-positiven Prevotella-
Stamme bereits vor langer Zeit isoliert worden waren. So wurden P. intermedia ATCC
25611 vor 1983 (Johnson und Holdeman, 1983), P. melaninogenica ATCC 25845 vor
1979 (Listgarten und Lai, 1979) und P. denticola ATCC 35308 vor 1981 isoliert (Shah
und Collins, 1981). Das ist bedeutsam, da sich Bakterien an die Laborbedingungen
anpassen und sich bei langjahriger Subkultivierung deren Genotyp und Phenotyp
verandern kdnnen (Saxer et al., 2014). Um diesen Kontext zu erhellen, untersuchte
die hier vorgelegte Arbeit zahlreiche parodontale Wildstamme der Gattung Prevotella

auf ihre Fahigkeit, extrazellular DNase abzubauen.

1.8 Virulenzfaktoren der Gattung Fusobacterium

Die Bakterien der Gattung Fusobacterium sind gramnegative Stabchenbakterien. Sie
leben obligat anaerob und besiedeln die Mundhohle, die Atemwege, den
Gastrointestinaltrakt und den weiblichen Urogenitaltrakt (Fujiwara et al., 2020). Die
Spezies F. nucleatum unterteilt sich in vier Subspezies, namlich F. nucleatum ssp.
animalis, F. nucleatum ssp. nucleatum, F. nulceatum ssp. polymorphum und F.
nucleatum ssp. vincentii (Gharbia und Shah, 1992; Kook et al., 2013). F. nucleatum
ist die haufigste gramnegative Spezies im gingivalen Sulkus (Moore und Moore,
1994). Bei Parodontitis steigt ihre Zahl in der parodontalen Tasche stark an. Die
Spezies F. nucleatum ssp. nucleatum, F. nucleatum ssp. polymorphum, F. nucleatum
ssp. vincentii  und F. periodonticum findet man in der subgingivalen Flora von

Parodontitispatienten in sehr viel héherer Anzahl als bei parododontal Gesunden
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(Socransky und Haffajee, 2005). F. nucleatum gilt als parodontalpathogener Keim
(Socransky et al., 1998) und besitzt bekanntermal3en zahlreiche Virulenzfaktoren.

Der bedeutendste Virulenzfaktor von F. nucleatum ist seine Adhasion an Wirtszellen
und an andere Bakterienzellen (Fujiwara et al., 2020). F. nucleatum gilt als adhasive
Spezies. Wegen seiner Fahigkeit, sich an parodontale Wirtszellen und an andere
Bakterien zu binden, spielt F. nucleatum eine wichtige Rolle bei der Bildung des
bakteriellen Biofilms (Han et al., 2005). F. nucletaum besitzt ein Oberflachenprotein
namens Fusobacterium Adhasin A (FadA), das essenziell fir die Adhasion an orale
Epithelzellen ist (Han et al., 2005). Im folgenden Kapitel wird explizit auf FadA
eingegangen. Aul3erdem besitzt F. nucleatum weitere Adhesine fur die Bindung an
Bakterienzellen. Damit kann F. nucleatum sowohl an grampositive als auch an
gramnegative Bakterien binden (Kolenbrander et al., 1989). Aufgrund dessen fungiert
F. nucleatum als Brickenkeim zwischen grampositiven Frihkolonisierern wie S.
sanguis oder A. naeslundii und gramnegativen Spatkolonisierern wie P. gingivalis und
T. forsythia. Daher spielt F. nucleatum eine sehr wichtige Rolle bei der Integration der
genannten parodontalpathogenen Keime in den parodontalen Biofilm (Amano, 2010;
Kolenbrander et al., 2002).

AulRerdem initiiert F. nucleatum Entziindungen. So stimulierte F. nucleatum in vitro bei
Kontakt mit Gingivaepithelzellen die Produktion des Entzindungsmediators IL-8
(Darveau et al., 1998). Auch bildeten Epithelzellen in vitro bei Kontakt mit F. nucleatum
Matrix-Metalloproteasen (Gursoy et al., 2008). Eine weitere Studie zeigte die
Adhasion und Invasion von F. nucleatum in orale Epithelzellen. Dabei induzierte der
Bakterienstamm die Zellen zur Produktion von IL-8 (Han et al., 2000). Eine weitere
Studie zeigt, dass F. nucleatum Gingivaepithelzellen bei deren Invasion zur
Expression von 3-Defensin-2 anregt (Ji et al., 2009). Das antimikrobielle Peptid 13-
Defensin-2 lockt mittels Chemotaxis weitere Entziindungszellen an und férdert so die
Entzindungsreaktion im Wirt (Niyonsaba et al., 2004). Diese Erkenntnisse belegen,
dass F. nucleatum durch Bindung und Invasion der Wirtszellen

Entzindungsreaktionen auslost.

AulRerdem wirkt F. nucleatum immunsuppressiv. F. nucleatum kann Uber seine
Oberflachenproteine bei Lymphozyten und Granulozyten in vitro Apoptose induzieren
(Jewett et al., 2000). AulRerdem unterdrickt F. nucleatum die Proliferation humaner
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Lymphozyten (Shenker und DiRienzo, 1984). Die dadurch geschwéachte
Abwehrreaktion des Wirts konnte die Kolonisierung weiterer Pathogene erleichtern
und so zur Entstehung und zum Fortschreiten von Parodontitis beitragen (Jewett et
al., 2000).

Bei F. nucleatum wurde auch Proteaseaktivitdt nachgewiesen (Signat et al., 2011).
Allerdings scheint seine Fahigkeit, Strukturen des Parodontiums abzubauen, begrenzt
zu sein (Eley und Cox, 2003).

1.9 Fusobacterium Adhésin A (FadA)

Im Jahr 2005 wurde bei oralen Fusobacteria ein bis dato unbekanntes Adh&sin
identifiziert, das Fusobacterium Adhasin A (FadA). Dieses Oberflachenprotein war fur
die Bindung der Keime an orale Epithelzellen tberaus wichtig. Es wurde in vitro
nachgewiesen, dass FadA an Oberflachenrezeptoren von oralen mukosalen
Epithelzellen band. Fusobacterium-Stamme ohne FadA hatten eine um 80%
reduzierte Bindungsfahigkeit an die Zellen im Vergleich zu Fusobacterium-Stammen
mit FadA. FadA scheint somit eine zentrale Rolle bei der Kolonisierung des Wirts
zuzukommen (Han et al., 2005). Die Adhasion an Epithelzellen ist bei der Parodontitis
wichtig fur die Kolonisierung des Wirts (Han et al., 2000). Es ist der erste Schritt von
parodontogenen Bakterien bei der Kolonisierung und der nachfolgenden Invasion der
Wirtszellen (Liu et al., 2014). Erstes Ziel der akkumulierenden Bakterien ist dabei das
orale Sulkusepithel und das Saumepithel (Gursoy et al., 2008).

FadA besteht aus zwei Komponenten, einer nicht-sezernierenden Form pre-FadA
und einer sezernierenden Form m-FadA. Fur die Adh&asion an Epithelzellen scheint
eine Mischung beider Formen benétigt zu werden. Dieser Komplex aus pre-FadA und
m-FadA wird FadAc genannt (Xu et al., 2007). Weitere Studien unterstitzen die Rolle
dieses Adhéasins bei Parodontitis. So untersuchte eine klinische Studie subgingivalen
Plaqueproben von 30 parodontal Gesunden, 49 Gingivitispatienten und 35
Parodontitispatienten auf das Vorkommen von FadA und F. nucleatum. Es wurde in
den Proben der Parodontitispatienten vermehrt F. nucleatum und auch das Gen fur
FadA-Gen nachgewiesen (Liu et al., 2014). Des Weiteren wurde in einer Laborstudie
bei Mausen wiederholt F. nucleatum oral appliziert. Das fiihrte zu signifikantem

parodontalem Knochenabbau. Bei einer Kontrollgruppe, der ein F. nucleatum-Stamm
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ohne FadA appliziert wurde, baute sich dagegen der Alveolarknochen nicht ab (Meng
et al., 2021).

FadA scheint somit eine bedeutsame Rolle bei der Pathogenese der Parodontitis zu
haben. In der Studie von Han et al. aus dem Jahr 2005, in der FadA erstmals
nachgewiesen wurde, besalRen 16 von 20 getesteten Stamme der Gattung
Fusobacterium das Gen von FadA. Davon waren alle 12 verwendeten Stamme der
Spezies F. nucleatum FadA-positiv. Allerdings handelte es sich hier bei 7 der 12 F.
nulceatum-Stdmme um Laborstamme (Han et al., 2005). Auf diesen Ergebnissen
aufbauend wurden in der vorgelegten Arbeit weitere 31 parodontale Wildstamme der
Gattung Fusobacterium auf das Vorhandensein des FadA-Gens getestet.

1.10  Virulenzfaktoren der Spezies P. micra

P. micra ist eine grampositive anaerobe Kokke. Man unterscheidet zwei Morphotypen,
den rauen und den glatten Typ. Der raue Morphotyp hat fibrillare Strukturen auf seiner
Zellwand, der glatte Morphotyp hingegen nicht (van Dalen et al., 1993). P. micra ist
Teil der Flora von Mundhohle, Gastrointestinaltrakt und Urogenitaltrakt (Durovic et al.,
2020). Bei Gesunden findet man P. micra in der Mundhoéhle selten (Socransky und
Haffajee, 2005; van Dalen et al., 1998). Bei parodontal Erkrankten hingegen nimmt
P. micra in der parodontalen Region stark zu. P. micra besitzt zahlreiche
Virulenzfaktoren und gilt als parodontalpathogener Keim (Socransky und Haffajee,
2005).

P. micra ist in der Lage, an Gingivaepithelzellen zu binden, was fir seine parodontale
Pathogenitat von grof3er Bedeutung ist. Man nimmt an, dass Bestandteile seiner
grampositiven Zellwand beim Andocken beteiligt sind (Dzink et al., 1989; Kremer et
al., 1999). Zellwandbestandteile von P. micra |dsen eine Entziindungsreaktion des
Wirts aus. So regen Teile der grampositiven Zellwand aus Peptidoglykan und
Teichonsaure Makrophagen dazu an, die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-
113, IL-6, IL-8 und RANTES zu sezernieren (Tanabe et al., 2007). Makrophagen sind
Schliisselelemente des korpereigenen Immunsystems und sie spielen bei
chronischen Entziindungen wie Parodontitis eine wichtige Rolle (Schenkein, 2006).
Bei parodontalen Erkrankungen findet man sie in grol3er Zahl an infizierten Stellen
(Zappa et al., 1991). Die Zytokine TNF-a und IL-13 kdnnen die Expression weiterer

Mediatoren induzieren und so die Entzindungsreaktion verstarken. Sie kommen in
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parodontal erkranktem Gewebe verstéarkt vor (Stashenko et al., 1991) und spielen eine
wichtige Rolle bei der Progression der Parodontitis (Graves und Cochran, 2003). Das
Zytokin IL-6 steht mit dem Abbau von parodontalem Knochen in Verbindung, es regt
die Bildung von Osteoklasten an und fordert die Knochenresorption (Ishimi et al.,
1990; Kurihara et al., 1990). Die Zytokine IL-8 und RANTES wirken chemotaktisch.
Sie stimulieren die Migration diverser Entzindungszellen, wie neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Monozyten und T-Zellen zum Infektionsort
(Luster, 1998). Beide Stoffe werden als wichtige Faktoren bei der Initilerung und
Progression der Parodontitis betrachtet. Bei Parodontitispatienten wurden hohe
Konzentrationen von RANTES in der Sulkusflussigkeit (Gamonal et al., 2000) und im
entziindeten Gingivagewebe nachgewiesen (Johnson et al., 2004). Auch IL-8 wurde
in erhéhter Menge in der parodontalen Region gefunden (Tsai et al., 1995). Die
Stimulation proinflammatorischer Zytokine in Makrophagen des Wirtes fuhrt damit zur
Zerstorung des eigenen parodontalen Gewebes. Man nimmt an, dass P. micra auf

diese Weise an der Entstehung der Parodontitis mitwirkt (Tanabe et al., 2007).

Bei P. micra wurde eine Vielzahl proteolytischer Aktivitdten nachgewiesen, die einen
wichtigen Virulenzfaktor darstellen (Grenier und Bouclin, 2006; Murphy und Frick,
2013). Im folgenden Kapitel wird explizit auf die Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat

von P. micra eingegangen.

1.11 Chymotrypsin und Elastase bei Parodontitis

Proteasen sind Enzyme, die durch Hydrolyse Peptidbindungen von Proteinen und
Peptiden spalten (Grenier und Bouclin, 2006). Sie wurden bei einer Vielzahl von
parodontalen Keimen nachgewiesen und sind ein wichtiger Virulenzfaktor (Eley und
Cox, 2003). Proteasen spielen eine wichtige Rolle fir die bakterielle
Nahrungsbeschaffung (Potempa et al.,, 2000). Die Bakterien des subgingivalen
Biofilms beziehen ihre Energie durch Fermentation von Aminoséuren. Da die
Bakterien jedoch nur freie Aminosduren und Peptide aufnehmen kénnen, missen sie
extrazellulare Proteine zuerst mit Hilfe von Proteasen in Polypeptide und Peptide
spalten (Wei et al., 1999). AulBerdem nutzen die Bakterien Proteasen, um die
Wirtsabwehr zu umgehen. Bakterielle Proteasen spalten Immunglobuline und

Komplementproteine des Wirtes. Eine weitere Eigenschaft der bakteriellen Proteasen
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ist ihre Fahigkeit, Strukturen des parodontalen Gewebes abzubauen. Dies erméglicht
den Keimen, in tiefere Gewebsschichten einzudringen (Eley und Cox, 2003).

Bei dem eigentlichen Gewebsabbau der Parodontitis, dem Abbau der kollagenen
Fasern des parodontalen Ligaments, spielen die bakteriellen Proteasen jedoch eine
untergeordnete Rolle. Es sind die bei der Entzindungsreaktion exprimierten
wirtseigenen Enzyme, die zum grolten Teil fur die parodontale Zerstérung
verantwortlich gemacht werden (Potempa et al., 2000; Sorsa et al., 1992). Um in
tiefere Gewebsschichten eindringen zu kénnen, miussen Bakterien zunachst die
Gewebsbarrieren des Epithels und der darunterliegenden Basalmembran
durchdringen (Alfano et al., 1977). Basalmembranen sind allgegenwartige Strukturen,
die verschiedene Zelltypen voneinander trennen. Typischerweise trennt die
Basalmembran das Epithel oder Endothel vom darunterliegenden Bindegewebe. Die
Kollagenbestandteile der Basalmembran bestehen hauptséachlich aus Kollagen Typ IV
(Uitto et al., 1980). Hauptfunktionen der Basalmembran im Parodontium sind, die
Gewebsarchitektur zu erhalten, die Epithelzellen zu stitzen und eine Barriere flr
Zellen und Partikel zwischen den Gewebskompartimenten zu bilden (Grenier et al.,
1990). Im Folgendem werden zwei bakterielle Proteasen, Chymotrypsin und Elastase
und ihr Beitrag bei der Parodontitis beschrieben.

Die erste ist eine chymotrypsinartige Protease von T. denticola. T. denticola ist eine
parodontalpathogene Bakterienspezies aus der Klasse der Spirochaten, die bei
Parodontitis ins parodontale Bindegewebe eindringt (Saglie et al., 1982). Diese
chymotrypsinartige Protease erméglicht es dem Keim, Strukturen des Parodontiums
zu spalten und in parodontales Gewebe einzudringen (Uitto et al., 1988).
Chymotrypsin ist ein Enzym aus der Gruppe der Serinproteasen (Blow, 1976). Es
spaltet selektiv die Peptidbindungen von Proteinen und Peptiden an Aminogruppen
wie Tyrosin, Trypsophan und Phenylalanin (Appel, 1986). Die chymotrypsinartige
Protease von T. denticola wird auf dessen Oberflache exprimiert und kann epitheliale
parodontale Ligamentzellen lysieren (Fenno et al.,, 1998). Es wurde aul3erdem
gezeigt, dass sie die Epithelzellschichten durch Spalten der Verbundproteine, sog.
Tight Junctions, durchdringen kann (Chi et al.,, 2003). Des Weiteren konnte T.
denticola eine rekonstituierte Basalmembran aus Matrigel durchdringen und dessen
Komponenten abbauen. Das Matrigel diente als Methodik, um die Invasionsfahigkeit

des Keims durch parodontale Basalmembranen zu evaluieren. (Grenier et al., 1990).
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Matrigel ist ein Matrixmaterial, das aus murinen Sarkomzellen gewonnen wird und der
zellularen Matrix der Basalmembran von Saugetieren ahnelt. Hauptbestandteile von
Matrigel sind Laminin und Typ IV-Kollagen (Kleinman et al., 1986). Zudem konnte in
einer weiteren Studie die chymotrypsinartige Protease von T. denticola bei
Gewebsproben von Parodontitispatienten im Gingivaepithel nachgewiesen werden
(Marttila et al., 2014).

Die zweite Protease, die hier beschrieben wird, ist die Elastase. Elastase ist wie
Chymotrypsin eine Serinprotease (Shibata et al., 1993). Sie kann ebenfalls das
Kollagen Typ IV der Basalmembran abbauen (Mainardi et al., 1980). Eine Studie
identifizierte eine zellgebundene bakterielle Elastase, die in vitro Elastin abbauen
konnte (Shibata et al., 1993). Das Elastin ist nach dem Kollagen der zweite
Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix der Gingiva. Elastin ist ein fibrillares
Glykoprotein und verleiht der Gingiva ihre elastische Eigenschaft (Chavrier, 1990).
Eine weitere Studie zeigte, dass Elastase Bestandteile des Gingivagewebes abbauen
konnte. Die in der Studie verwendete Elastase stammte jedoch von humanen
Neutrophilen Granulozyten und war nicht bakteriellen Ursprungs. Unter dem
Elektronenmikroskop betrachtet, vergrofRerte die Elastase die Interzellularraume von
oralem Gingivaepithel, unterbrach die Basalmembran und fuhrte zu einem Verlust von

Kollagen und dem darunterliegenden Bindegewebe (Cergneux et al., 1982).

Auch bei P. micra wurden in vitro zahlreiche proteolytische Aktivitaten nachgewiesen.
So hat P. micra die Fahigkeit, Gelatin zu hydrolisieren (Ng et al., 1998) und wirkt
hamolysierend (van Dalen et al., 1993). Auf3erdem zeigen P. micra-Stamme in vitro
Kollagenase- (Ota-Tsuzuki und Alves Mayer, 2010), Chymotrypsin- (Grenier und
Bouclin, 2006), und Elastaseaktivitat (Mikamo et al., 1999). P. micra konnte, wie auch
T. denticola, in vitro eine rekonstruierte Basalmembran aus Matrigel penetrieren.
Aufgrund dessen wird angenommen, dass P. micra mittels seiner Proteolyse
Bestandteile des parodontales Gewebe spalten und sich im Gewebe ausbreiten kann
(Grenier und Bouclin, 2006; Ota-Tsuzuki und Alves Mayer, 2010).

Allerdings belegen in der Studie von Grenier und Bouclin aus dem Jahr 2006 lediglich
6 Stamme Chymotrypsinaktivitat fir die Spezies P. micra (Grenier und Bouclin, 2006).
Die Gewinnung der Stamme liegt viele Jahre zurlck, die untersuchten Stamme waren

bereits in den Jahren 1993 (van Dalen et al., 1993) und 1997 bei Parodontitispatienten
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isoliert worden (Kremer et al., 1997). Dagegen untersuchte die hier vorgelegte Studie
22 P. micra-Wildstamme auf Chymotrypsinaktivitat. In der Untersuchung von Ota-
Tsuzuki und Mayer aus dem Jahr 2010 zeigten nur 2 von 38 parodontalen P. micra-
Stammen Elastaseaktivitdt. Bei den Stammen handelte es sich um 35 Wildstamme
und 3 Laborstamme (Ota-Tsuzuki und Alves Mayer, 2010). Jedoch steht das Ergebnis
der Studie von Ota-Tsuzuki und Mayer im Gegensatz zu dem einer weiteren Studie,
in der 9 von 18 getesteten Wildstammen der Spezies P. micra Elastaseaktivitat
zeigten. Die getesteten Stamme entstammten jedoch nicht der oralen Flora sondern
dem Urogenitalbereich (Mikamo et al., 1999). Als Beitrag zu der Elastaseaktivitat bei
parodontalen Bakterien der Spezies P. micra wurden in der hier vorgelegten Arbeit

weitere 22 P. micra-Wildstamme auf ihre Elastaseaktvitat untersucht.

1.12 Gegenuberstellung von Laborstammen und Wildstammen

Der Terminus ,Wildstamme® beschreibt Bakterienstamme, die in ihrer natirlichen
Umgebung vorkommen und leben (Merkley et al., 2017). Dagegen sind
,Laborstdmme® Bakterienstdmme, die wiederholt in einem kinstlichen Nahrmedium
und unter definierten Umweltbedingungen kultiviert werden (Fux et al., 2005). Die
Lebensbedingungen von Laborstammen und Wildstammen unterscheiden sich stark.
So bestehen im Labor fur die Kultivierung der Laborstamme idealisierte Bedingungen
bezlglich Nahrstoffangebot, Temperatur und Luftfeuchtigkeit (Palkova, 2004). Auch
werden Laborstamme als Monokulturen nur einer Bakterienspezies wiederholt
subkultiviert. Sie missen so nicht mit anderen Bakterienspezies konkurrieren (Fux et
al., 2005). In der natlrlichen Umgebung von Wildstammen hingegen sind Nahrstoffe
knapp, Wildstdmme missen mit anderen Bakterienspezies konkurrieren und sind mit
der Immunabwehr des Wirts konfrontiert (Leiser et al., 2018; Merkley et al., 2017).
Auch Parodontitisbakterien finden in dem subgingivalen Biofilm in der parodontalen
Tasche eine komplett andere Umgebung vor als bei einer Kultivierung im Labor (Deng
et al., 2018). Sie stehen in Konkurrenz zu einer Vielzahl anderer Bakterienspezies und
werden von der Immunabwehr des Wirts bedroht (Meyle und Chapple, 2015).
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2 Fragestellung und Studienziel

Parodontitis ist eine Erkrankung mit multifaktorieller Genese, die aus einem
komplexen Wechselspiel zwischen einem mikrobiellen Angriff und der entziindlichen
Antwort des Wirts entsteht. Bakteriellen Virulenzfaktoren in einem dysbiotischen
Biofilm werden als der primar atiologische Faktor angesehen (Meyle und Chapple,
2015). Der Abbau von Neutrophil extracellular traps (NETs) durch extrazellulare
DNasen ist ein bedeutsamer Virulenzfaktor parodontopathogener Bakterien der
Gattung Prevotella. Durch Umgehen dieses Abwehrmechanismus kdnnen sich die
Keime verstarkt in der parodontalen Region ausbreiten und den Entziindungsprozess
der Parodontitis férdern (Doke et al., 2017). Das Fusobacterium Adhasin A (FadA) ist
essenziell fur die Bindung der Fusobacteria an orale Epithelzellen und hat eine
bedeutende Rolle bei der Kolonisierung des Wirts bei Parodontitis (Han et al., 2005;
Liu et al., 2014). Die proteolytischen Aktivitaten von Chymotrypsin und Elastase
parodontopathogener Bakterien der Spezies P. micra kdnnen Bestandteile des
parodontalen Gewebes abbauen, was eine Verbreitung im Parodontium erméglicht
(Grenier und Bouclin, 2006). Allerdings sind die drei genannten Virulenzfaktoren teils
nur an wenigen Laborstimmen der jeweiligen Gattung getestet und nachgewiesen
worden. Es ist bekannt, dass sich Laborstamme infolge haufiger Subkultivierung an
die Laborbedingungen adaptieren, so dass Unterschiede in ihrer Virulenz im Vergleich
zu Wildstammen entstehen kdnnen (Leiser et al., 2018; Sjodin et al., 2010). Folglich
stellt sich die Frage, ob und in welchem Ausmal3 die oben genannten Virulenzfaktoren
auch bei Wildstammen derselben Gattung vorhanden sind. Um diese Fragen zu
beantworten, wurden mehrere Laboruntersuchungen an einer Vielzahl von
Wildstammen durchgefiihrt. Die Hypothesen dieser Untersuchungen lauteten:
Erstens, parodontale Wildstamme der Gattung Prevotella sind in der Lage,
extrazellular DNA abzubauen. Zweitens, parodontale Wildstamme der Gattung
Fusobacterium beherbergen das Adhasin FadA. Und drittens, parodontale

Wildstamme der Spezies P. micra besitzen Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat.
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3 Material und Methoden

31 Verwendete Wildstamme

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 66 Wildstamme auf das Vorhandensein
eines fur sie charakteristischen Virulenzfaktors untersucht. 9 Wildstamme der Gattung
Prevotella, 3 Wildstamme der Gattung Segatella, und 1 Wildstamm der Gattung
Hoylesella wurden auf ihre Fahigkeit, DNA abzubauen getestet. 31 Wildstamme der
Gattung Fusobacterium wurden auf das Gen von Fusobacterium Adhesin A (FadA)
getestet. Bei 22 Wildstammen der Gattung Parvimonas wurde untersucht, ob sie
Chymotrypsin- und Elastaseaktivitéat besitzen. Tabelle 1 zeigt die Bakteriengattungen
und die Anzahl der getesteten Wildstamme. Die Bezeichnungen der einzelnen

Wildstamme finden sich im Anhang 12.2.

Gattung Anzahl
Prevotella 13
Segatella 3
Hoylesella 1
Fusobacterium 31
Parvimonas 22
Gesamt: 66

Tabelle 1: Anzahl und Gattungen der Wildstamme dieser vorgelegten Studie

Alle Wildstamme stammen von Parodontitispatienten und wurden im Rahmen einer
anderen Studie gewonnen. Die Gewinnung erfolgte durch Entnahme subgingivaler
Plaqueproben aus den parodontalen Taschen bei Patienten der Ambulanz der
Poliklinik fur Zahnerhaltung und Parodontologie der Universitat Minchen. Aus den
Plaqueproben wurden Reinkulturen gewonnen und die Bakterienspezies wurden im
Max-von-Pettenkofer-Institut der Universitat Munchen mittels MALDI-TOF-MS-
Analyse bestimmt. AnschlieRend wurden sie in einer Suspension aus Brain Heart
Infusion und 10 % Glycerin bei -196°C in Cryoréhrchen eingefroren. Die Wildstdmme
blieben bis zu ihrer Verwendung ohne weitere Subkultivierung eingefroren.
Gewinnung und Identifizierung der Wildstdmme waren nicht Teil dieser Arbeit. Der
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Minchen wurde fur die
Gewinnung der Wildstamme von Patienten das Studienprotokoll zur Begutachtung
vorgelegt. Diese bestatigte die ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit (Nr. 178-16,
Votum in Anhang 12.1).
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3.2 Kultivierung der Wildstdmme

Fur die Kultivierung der Bakterien wurden Anaerobenboxen (GasPak™ EZ large
incubation container, BD, New Jersey, USA) und GasPaks (GasPak™ EZ Anaerobe
Container System, BD) verwendet. Beide sind in Abbildung 1 abgebildet. Die GasPaks
enthalten anorganische Carbonate, Aktivkohle, Ascorbinsdure und Wasser. Bei
Offnen wird das GasPak durch Luftkontakt aktiviert und reduziert den umgebenden
Sauerstoff durch Bildung von Kohlendioxid (COz2). Innerhalb von 2,5 Stunden entsteht
so in den Anaerobenboxen eine anaerobe Atmosphare mit weniger als 1% Sauerstoff
(O2) und 13% oder mehr Kohlenstoffdioxid (COz2). Zur Kultivierung der Wildstamme
wurden die Anaerobenboxen in einem Brutschrank (Innovens 234 EB2 CAB, JOUAN
S.A.S., Frankreich) bei 37°C gelagert.

Abbildung 1: Anaerobenbox in Brutschrank (links), noch verschlossene Gaspaks (rechts)

Die gefrorenen Bakterienstdmme wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut und in
einer anaeroben Kammer (Bactron Anaerobic/Environmental Chamber BAC II-2E,
ShellLab, Oregon, USA) auf Agarplatten (Schaedler Agar with Vitamin K1 and 5%
Sheep Blood, BD,) beimpft. Hierflir wurden je ein Wildstamm mit einer sterilen Impfose
(Hard loop, 10 ul, sterile, VWR, Pennsylvania, USA) mittels Dreifelderaufstrich auf die
Agarplatte aufgetragen. Das Plattenmedium bestand aus Schaedler-Agar mit Vitamin
K1 und 5% Schafblut. Die Agarplatten waren zuvor 2 h lang in der anaeroben Kammer
gelagert worden, um den im Plattenmedium enthaltenden Sauerstoff (O2) zu
entfernen. Nach dem Beimpfen wurden die Platten zusammen mit 3 GasPaks in einer
Anaerobenbox 72 h lang bei 37°C in einem Warmeschrank bebritet. Anschliel3end
wurden die so kultivierten Wildstamme alle 72 h auf frische Schaeldler-Agarplatten
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Uberimpft. Abbildung 2 zeigt einen P. micra-Wildstamm nach 72 h Kultivierung auf
einer Schaedler-Agarplatte.

Abbildung 2: Kultivierter Wildstamm der Spezies P. micra auf Schaedler-Agarplatte

Fur die Untersuchung der DNase-Aktivitdat von Wildstammen der Gattungen
Prevotella, Segatella und Hoylesella und der Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat von
Wildstdammen der Spezies P. micra wurden zusatzlich Flissigkulturen hergestellt.
Hierfir wurde ein BHI-Medium (Bacto™ Brain Heart Infusion, BD, Deutschland)
verwendet, das mit Hamin und Vitamin-K supplementiert war. Das Rezept findet sich
in Anhang 12.3. Vor der Kultivierung wurde das flissige Nahrmedium 20 min lang bei
121°C in einem Dampfsterilisator (VarioclavR Dampfsterilisator 135T, HP
Medizintechnik, Deutschland) sterilisiert und dann in einer anaeroben Kammer
vorreduziert. Anschlieend wurden die Wildstamme in der anaeroben Kammer von
den Agarplatten in Reagenzglaser (Réhrchen, 15 ml, PS, 17/120 mm Rundboden,
Greiner Bio-One, Osterreich) mit 5 ml Fliissigmedium tberimpft. Dazu wurden sie mit
einer sterilen Impfoése (Hard loop, 10 pl, sterile, VWR) von der Schaedler-Agarplatte

aufgenommen und in die Flussigkultur Ubertragen. Die beimpfte Flussigkultur wurde
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anschlieRend mit einem Vortex Mixer (Vortex Mixer VM-300, neolLab, Deutschland)
durchmischt und dann zusammen mit 3 GasPaks in einer Anaerobenbox 24 h lang bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Abbildung 3 zeigt 24 h lang inkubierte Fllissigkulturen.

Abbildung 3: 24 Stunden inkubierte Flussigkulturen und Kontrolle (K)

3.3 Arbeiten in der anaeroben Kammer

Um mit den Bakterienstammen in einer anaeroben Atmosphére arbeiten zu kénnen,
wurde eine anaerobe Kammer (Bactron Anaerobic/Environmental Chamber BAC II-
2E, Sheldon, Shellab, OR, USA) verwendet. Sie besteht aus einer luftdichten
Hauptkammer, einer luftdichten Schleuse und Armschleusen mit Armmanschetten.
Die Kammer ist in Abbildung 4 abgebildet. Durch Fluten der Hauptkammer mit
Stickstoff (N2) wurden dort anaerobe Verhaltnisse geschaffen. Reste von Sauerstoff
(O2) in der Kammer wurden mit einem Palladium-Katalysator eliminiert. Der
Katalysator wurde in regelmafligen Abstanden durch 8-stiindiges Erhitzen auf 180°C
reaktiviert. Die anaeroben Verhdltnisse in der Hauptkammer wurden mit einem
Indikatorstreifen (Dry anaerobic indicator strips, BD) kontrolliert. Die Bakterienkulturen

und sonstige Materialien wurden tber die Schleuse und die Armschleusen anaerob in
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die Hauptkammer gebracht. Dazu wurde in den Schleusen mehrmals ein Vakuum
hergestellt und Schleuse und Armschleusen wurden mit Stickstoff (N2) geflutet. Uber

die Armschleusen lief3 sich in der Hauptkammer hantieren.

Abbildung 4: Anaerobe Kammer mit Hauptkammer, Armschleusen und Schleuse

3.4 DNase-Aktivitat von Wildstammen der Gattung Prevotella auf DNA-
Agarplatten

Um zu testen, ob die Wildstamme der Spezies Prevotella, Segatella und Hoylesella

extrazellular DNA abbauten, wurden sie zunachst auf speziellen DNA-Agarplatten

kultiviert. AnschlieRend wurde der DNA-Abbau auf der Agarplatte sichtbar gemacht

und gemessen (Doke et al., 2017).

3.4.1  Herstellung der DNA-Agarplatten

Die DNA-Agarplatten enthielten BHI-Nahrmedium (Bacto™ Brain Heart Infusion, BD),
DNA (Deoxyribonucleic acid low molecular weight from salmon sperm, Sigma-
Aldrich), Magnesiumchlorid (MgClz, Magnesium chloride hexahydrate SigmaUltra
minimum 99.0%, Sigma-Aldrich) und Calciumchlorid (CaClz, Calcium chloride
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dihydrate for molecular biology approx. 99%, Sigma-Aldrich). Fur die DNase-Reaktion
werden divalente Kationen benétigt, deshalb die Zugabe der Magnesiumionen (Mg?*)
und Calciumionen (Ca?*) (Doke et al., 2017). Das Rezept findet sich in Anhang 12.3.
Zur Herstellung der Platten wurden die Inhaltsstoffe mit Reinstwasser vermischt, in
einer Mikrowelle zum Kochen gebracht und in Petrischalen (Nunc™ Cell Culture/Petri
Dishes 100X15, ThermoFisher Scientific) gegossen. Nach dem Abkuhlen und
Erstarren des Agars wurden die Platten bei +8°C kihl gelagert und innerhalb von 8

Tagen verwendet (Palmer et al., 2012).

3.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Vor Versuchsbeginn wurden die DNA-Agarplatten 2 h lang in der anaeroben Kammer
gelagert, um den enthaltenden Sauerstoff zu entfernen. Um sie in der anaeroben
Kammer mit Flussigkulturen der Prevotella-, Segatella- und Hoylesella-Wildstamme
zu beimpfen, wurden die 24 h inkubierten Kulturen zunachst durch Vortexen emulgiert.
Dann wurden jeweils 5 pl der Flassigkultur mit einer sterilen Pipettenspitze mittig auf
die Agarplatte aufgetragen (Doke et al., 2017). Anschlieend wurden die beimpften
DNA-Agarplatten mit 3 GasPaks in einer Anaerobenbox 48 Stunden lang bei 37°C im
Warmeschrank inkubiert. Als negative Kontrolle diente 24 h inkubiertes, pures
Flissigmedium. Als weitere Kontrollgruppen dienten 2 Wildstamme der Gattung
Fusobacterium und 2 Wildstamme der Spezies P. micra. Der Versuch wurde drei mal
in unabhangigen Versuchsdurchlaufen wiederholt.

3.4.3 Visualisieren des DNA-Abbaus

Um den Abbau der DNA auf den Platten sichtbar zu machen, wurden die inkubierten
Agarplatten mit 1 M Salzsaure-Losung (HCI (1 N) 1 mol/I-2N Mal3lésung, Carl Roth,
Deutschland) fur 5 min geflutet (Doke et al., 2017). Die Saure reagierte mit der nicht
hydrolysierten DNA und tribte dort die Platte durch Prazipitation. Der an die
Bakterienzellen angrenzende Bereich, in dem DNA abgebaut worden war blieb
higegegen klar (Jeffries et al., 1957). Die Ergebnisse wurden photographisch
dokumentiert, dem eine GroRenreferenz beigelegt wurde, wie in Abbildung 5 zu sehen
ist. Die klare Flache des DNA-Abbaus lie3 sich digital mithilfe des Programms
Microsoft Word (Version 16.1, WA, USA) errechnen. Hierfur wurde die kreisférmige
Flache der Bakterienkultur von der kreisformigen Flache aus Bakterienkultur plus
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DNA-Abbau abgezogen. Die Differenz beider Flachen ergab die Flache des DNA-
Abbaus.

YUAMAFO
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Abbildung 5: Inkubierte DNA-Agarplatte mit kreisformiger Bakterienkultur (mittig) und angrenzend abgebaute DNA
(klar), nicht abgebaute DNA auf der Platte (triib) und beigelegter GroRenreferenz (Lineal)

3.5 DNase-Aktivitat von Wildstammen der Gattung Prevotella in DNA-L6sung

In der zweiten Untersuchung zur DNAse-Aktivitat der Prevotella-, Segatella- und
Hoysella-Wildstdmme wurden Bakterienproben mit einer DNA-LAsung inkubiert. Nach
DNase-Reaktion in der Loésung konnte der Abbau unter Verwendung einer
Gelelektrophorese sichtbar gemacht. Fir den Versuch wurden die Baktererienzellen
zunéchst von ihrem Kulturiiberstand getrennt. Dann wurden die Proben aus
Bakterienzellen und Uberstanden getrennt auf DNase-Aktivitat untersucht. Dies
ermdglichte es, zwischen zellgebundener und sezernierter DNase zu unterscheiden
(Palmer et al., 2012).

3.5.1  Herstellung der Bakterienproben aus Bakterienzellen und Kulturiiberstanden

Zur Trennung von Bakterienzellen und Kulturtiiberstand wurden die 24 h lang
inkubierten Flussigkulturen 40 min in einer Kuhlzentrifuge (Allegra™ X-22R
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Centrifuge, Beckman Coulter, Kalifornien, USA) bei 4°C mit 1000 g zentrifugiert
(Palmer et al., 2012). Die Kulturiiberstande tiber dem Bodensatz aus Bakterienzellen
konnten dann mit einer Spritze (Injekt? Luer Solo, 2 ml, B Braun, Deutschland)
aufgenommen werden. Um Verunreinigungen der Kulturiberstande durch
Bakterienzellen zu verhindern, wurden sterile 0,2 pm Spritzenvorsatzfilter (Sterile
Syringe Filter w/ 0,2um polyethersolfone membrane, VWR) verwendet (Palmer et al.,
2012). Die in den Spritzen aufgezogenen Flussigkulturen wurden durch den
Vorsatzfilter in ReagiergefalRe (Reagiergefa@ 1,5 ml Easy Cap, Sarstedt,
Deutschland) filtriert. Als negative Kontrolle diente 24 Stunden lang inkubiertes pures
Flissigmedium. Die aus den Kulturiiberstinden gewonnenen Proben wurden bei -
20°C eingefroren. Fur die Proben aus den Bakterienzellen wurde der Bodensatz der
zentrifugierten Flussigkulturen zweimal mit PBS (Dulbecco’s phosphate buffered
saline sterile filtered endotoxin testet, Sigma-Aldrich) gewaschen, was verbliebenes
Flussigmedium entfernte. Hierfir wurde der Bodensatz aus Bakterienzellen mit 500 pl
PBS resuspendiert. Die entstandene Emulsion wurde dann 15 min lang bei 1000 g
und 4°C in der Kihlzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand (ber den
Bakterienzellen abpipettiert (Palmer et al.,, 2012). Dieser Waschvorgang wurde
wiederholt und anschlieend wurden die Bakterienzellproben in Reagiergefal3e
pipettiert. Als negative Kontrolle diente 24 Stunden inkubiertes pures Flissigmedium.
Im Anschluss wurde Uberprift, ob die einzelnen Proben aus Bakterienzellen
vergleichbare Bakterienzellkonzentrationen enthielten. Hierfir wurde die optische
Dichte der Proben photometrisch gemessen (Palmer et al., 2012). Dazu wurden 100
pl jeder Probe in ein Kompartiment einer klaren 96-Well-Platte (Microplate 96 Well OS
F-Bottom Clear, Greiner Bio-one) pipettiert und bei 620 nm in einem Photometer
(Thermo Electron Varioskan Type 3001, ThermoFisher Scientific) gemessen. Um aus
der optischen Dichte die Zellkonzentration in CFU/ml zu errechnen, wurden die
Messergebnisse mit dem Faktor 8,5 X 108 multipliziert (Ota-Tsuzuki und Alves Mayer,

2010). Die Proben der Bakterienzellen wurden ebenfalls bei -20°C eingefroren.

3.5.2  Vorbereitung der DNA-LOsung und der positiven Kontrollproben

Fur den Versuch wurde eine DNA-LAsung hergestellt, bestehend aus einem DNase-
Reaktionspuffer und Kalbsthymus-DNA (Deoxyribonucleic acid sodium salt from calf

thymus suitable for substrate for DNase (Readily souluble), Sigma-Aldrich) (Palmer et
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al., 2012). Der DNase-Reaktionspuffer seinerseits bestand aus 10 mM Tris-Puffer, 2,5
mM Magnesiumchlorid (MgCl2, Magnesium chloride hexahydrate SigmaUltra
minimum 99.0%, Sigma-Aldrich) und 0,05 mM Calciumchlorid (CaClz, Calcium
chloride dihydrate for molecular biology approx. 99%, Sigma-Aldrich) und hatte einen
pH-Wert von 7,6. Das Rezept findet sich in Anhang 12.3. Der pH-Wert von 7,6
gewahrleistet die optimale DNase-Aktivitat des Enzyms (Doke et al., 2017). Die
zweiwertigen Kationen, Mg?* und Ca?* sind fir die Enzymfunktion der DNase notig
(Pan und Lazarus, 1999). Der pH-Wert der Losung wurde mithilfe einer pH-Meters
(827 pH lab, Metrohm, Schweiz) gemessen und durch schrittweise Zugabe von 1 M
HCL-L6sung auf pH = 7,6 eingestellt. Fur die DNA-L6sung wurde 2,5 ml des DNase-
Reaktionspuffers zu 1,0 mg Kalbsthymus-DNA pipettiert und bei 8°C Uber Nacht
gelagert, um die DNA vollstandig im Puffer zu lI6sen. Vor Gebrauch wurde die DNA-
Losung geschwenkt und vorsichtig durch wiederholtes Einsaugen mit der Pipette

vermischt.

Als positive Referenz dienten Kontrollproben mit DNase | (Palmer et al., 2012). Dazu
wurden Standards in den DNase-Konzentrationen 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0, 16,0, 32,0,
64,0 und 132,0 K/ml hergestellt. Hierfir wurden 0,25 mg DNase | aus Rinderpankreas
(Deoxyribonuclease | from bovine pabcreas Standardized vial containing 2,000 Kunitz
units of DNase | Vial 0 = 0.25mg total protein, Sigma Aldrich) auf die benétigten
Konzentrationen verdinnt. Zur Verdiinnung dienten wie bei den Bakterienproben PBS
fur die Proben aus Bakterienzellen und BHI-Flussigmedium fir die Proben aus
Flassigkulturiberstadnden. Die so hergestellten Standards wurden dann bei -20°C in

Reagiergefal3en eingefroren.

3.5.3 Versuchsdurchfiihrung

Jeweils 40 pl der DNA-L6sung und 10 pl einer Bakterienprobe wurden in ein
ReagiergefalR3e pipettiert, durch Vortexen vermischt und in einem Thermoblock
(Denley Vortemp, ThermoFisher Scientific) bei 37°C 30 min lang inkubiert. Die
enzymatische Spaltung der DNA durch die DNase wurde anschlie3end durch Zugabe
von 12,5 pl 0,5M EDTA (Ethylendiaminetetraacetic acid disodium salt solution for
molecular biology, 0.5 M in H20, DNase, RNase, NICKase and protease, none
detected, Sigma-Aldrich) gestoppt (Doke et al., 2017). Das EDTA bildet Komplexe mit

den zweiwertigen Kationen, Mg?* und Ca?*. Die fir die DNase-Aktivitat notigen
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zweiwertigen Kationen werden so entfernt, was die DNase hemmt (Sundberg et al.,
1974). Es wurden 3 unabhéangige Versuchsdurchlaufe durchgefihrt.

3.5.4  Visualisieren des DNA-Abbaus mittels Gelelektrophorese

Um den Abbau der DNA in der DNA-L6sung sichtbar zu machen und zu messen,
wurde eine Gelelektrophorese durchgefuihrt (Palmer et al., 2012). Diese
Analysetechnik trennt geladene Molekile nach ihrer GroRe. Beim Anlegen einer
Spannung wandern die geladenen Molekule in einem elektrischen Feld durch ein Gel.
Dabei héalt ein Puffer den pH-Wert konstant und ermdglicht den Elektronenfluss. Da
Nukleinsauren bei neutralem pH-Wert wegen ihrer Phosphodiesterbindungen negativ
geladen sind, wandern sie zur positiven Elektrode. Abbildung 6 zeigt die positive
Elektrode in rot. Das beider Gelektrophorese verwendete Gel besteht aus Agarose,
einem Polysaccharid aus Galaktose. Da kleinere Molekile schneller durch die Poren
der Agarose-Gelmatrix wandern als groR3ere, lassen sich die Molekile ihrer GrélRe
entsprechend trennen. Die in dem Gel gewanderte DNA lasst sich mit Ethidiumbromid,
einem fluoreszierenden Farbstoff sichtbar machen. Ethidiumbromid wird in die DNA
aufgenommen, indem es sich zwischen die Basenpaare der Doppelhelix einlagert.
Wenn es mit UV-Licht von 302 nm Wellenlange bestrahlt wird, fluoresziert das

eingelagerte Ethidiumbromid mit 590 nm Wellenlange (Armstrong und Schulz, 2015).

Abbildung 6: Elektrophoresekammer mit positiver Elektrode (rot), negativer Elektrode (schwarz) und Stromquelle
(links) und Gelform zum GieRRen des Gels (rechts)

Fur die Elektrophorese wurde ein 0,8%-iges Agarose-Gel mit Ethidiumbromid
hergestellt. Das Rezept findet sich in Anhang 12.3. Hierfir wurde TBE-Puffer mit
Agarose (Biozym LE Agarose For gel electrophoresis, Biozym, Deutschland)
vermischt und in der Mikrowelle aufgekocht. Dann wurde das Ethidiumbromid
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(Ethidium bromide solution, 10 mg/ml Molecular biology tested suitable for gel
electrophoresis DNA isolation procedures, Sigma-Aldrich) unter einem Abzug hinzu
pipettiert. Die Losung wurde in die Gelform (Mini-Sub Cell GT Gel Caster, Bio-Rad,
Kalifornien, USA) gegossen. Die Gelform ist in Abbildung 6 dargestellt. Beim Abkihlen
erstarrte die Losung zum Gel. Das Gel wurde mit den Geltaschen nahe der negativen
Elektrode in die Elektrophoresekammer (Sub-Cell GT Wide Mini, Bio-Rad) eingesetzt
und die Elektrophoresekammer mit 1X TBE-Puffer so weit aufgefillt, bis das Gel
vollstandig mit Puffer bedeckt war. Um die farblosen DNA-L&sungen kontrolliert in die
Geltaschen pipettieren zu kdnnen und am Boden der Geltaschen zu sammeln, wurde
ein blauer Laufpuffer (DNA-Auftragpuffer 6x, 5ml, Apotheke Klinikum der Universitat
Minchen, Deutschland) verwendet. Vor Beladen des Gels wurde jeder inkubierten
DNA-L6sung 12,6 pl Laufpuffer hinzupipettiert und durch vortexen vermischt.
Anschlieend wurden je 20 pl Probe in die Geltaschen Gels pipettiert und die
Elektrophorese gestartet. Die technischen Daten der Elektrophorese mit der 14,5 cm
langen Elektrophoresekammer waren 72 V, 400 mA und 400 W. Nach 1 h wurde die
Elektrophorese gestoppt, das Gel aus der Elektrophoresekammer enthnommen und in
der UV-Box (CN-3000.WL/LC Infinity, Peqglab -Life Science/ VWR) beleuchtet. Das
Ergebnis wurde mit einer Software (Infinity-Capt Software) dokumentiert, wie die
Abbildung 7 zeigt. Die Starke der DNase-Aktivitat wurde anhand der Strecke
bestimmt, welche die DNA wéahrend der Elektrophorese gewandert war. Denn je
starker die DNA-Strange in kirzere Oligonukleotide abgebaut worden waren, desto
schneller wanderten diese wahrend der Elektrophorese. (Palmer et al., 2012) Mithilfe
der GrolRenreferenz neben dem Gel konnten die einzelnen DNA-Proben gemessen
werden. Gemessen wurde dabei die Lange der Strecke von der Geltasche bis zur

vorderen Front der fluoreszierenden DNA-Bande in Laufrichtung.
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Abbildung 7: Unter UV-Licht visualisierte DNA-Banden in dem Agarosegel der Bakterienstamme 3. bis 10. Bande
von links, negativer Kontrolle (linke Bande) und positiven Kontrollen (acht Banden von rechts) mit GroRenreferenz
links

3.6 FadA-Gen bei Wildstammen der Gattung Fusobacterium

Fir den Nachweis des FadA-Gens bei den Wildstammen der Gattung Fusobacterium
wurde die DNA der einzelnen Stamme mit dem MagNA Pure LC (MagNA Oure LC,
Roche, Schweiz) extrahiert. Die extrahierte DNA wurde im Anschluss mittels PCR auf
das Vorhandensein des FadA-Gens untersucht und dieses mittels Gelelektrophorese
sichtbar gemacht (Liu et al., 2014).

3.6.1 Isolation bakterieller DNA mittels Magna pure LC

Zur Isolation der bakteriellen DNA wurde das Magna Pure LC (MagNA Pure LC,
Roche) verwendet, wie in Abbildung 8 abgebildet. Bei der DNA-Isolierung fligt das
Gerét einen Lysepuffer (Lysis/Binding Buffer, Bottle 4, MagNA Pure LC DNA Isolation
Kit 1ll, Roche) zu den Proben hinzu, der die Zellen in den Proben lysiert und die
nukleare DNA freisetzt. Durch Zugabe von magnetischen Glaspartikeln (Magnetic
Glass Particles Suspension, Vial 5, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Ill, Roche) mit
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magnetischem Kern und einer Beschichtung aus Siliziumglas bindet die freigesetzte
DNA an die Oberflache der Partikel. Aufgrund von chaotropen Salzbedingungen,
Isopropanol und der hohen lonenstarke des Lysepuffers adsorbiert die DNA an die
Siliziumoberflache der Glaspartikel. Die Magnetpartikel mit der anhaftenden DNA
kénnen durch magnetische Anziehung mit der magnetischen Platte des robotischen
Arms an den Pipettenspitzen vom Rest der lysierten Probe entfernt werden.
Anschliel3end werden die magnetischen Partikel wiederholt mit Waschpuffern (Wash
Buffer I-11l, Bottle 1-3, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Ill, Roche) gewaschen, um
nicht gebundene Substanzen zu entfernen. Als letzter Schritt wird die purifizierte DNA
mit einem Puffer (Elution Buffer, Bottle 6, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Ill, Roche)
mit niedrigem Salzgehalt und Hitze geldst und die magnetischen Partikel werden mit

der magnetischen Platte von der purifizierten DNA entfernt (Fiebelkorn et al., 2002).

Abbildung 8: MagNA Pure LC, Plattform mit positionierten Pipettenspitzen und Einweg-Kunstoffbehaltnissen und
robotischem Arm (rechts hinten)
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Bei der Untersuchung wurden die 72 Stunden lang kultivierten F. nucleatum-
Wildstdmme mit einer sterilen Impfose von der Agarplatte aufgenommen und in einem
Reagiergefal in 1 ml PBS gel6st. Als negative Kontrolle diente 1 ml pures PBS. Um
die Bakterienkonzentrationen der Proben zu Uberprifen, wurden sie in einem
Photometer (Thermo Electron Varioskan Type 3001, ThermoFisher Scientific) bei 620
nm vermessen. Zur Lyse der Bakterienzellen wurden je 250 pl Bakterienprobe mit
230ul Lysepuffer (Bacteria Lysis Buffer, Bottle 7, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit 11l
Roche) und 20 ul Proteinase-K-Lésung 10 Minuten lang in einem Wasserbad bei 95°C
inkubiert. Die Proben wurden anschliel3end auf Eis gestellt. Fir eine bessere Lyse der
Bakterienzellen wurden die Proben zusétzlich mit dem Magna Lyser (Magna Lyser,
Roche) mechanisch homogenisiert. Der Magna Lyser spaltet mechanisch Zellen und
andere biologische Materialien auf. Die zu homogenisierenden Proben werden dazu
in Green Beads Rohrchen (MagNA Lyser Green Beads, Roche) gefullt, die
Keramikperlen enthalten. Abbildung 10 zeigt Magna Lyser und Green Beads
Roéhrchen. Der Magna Lyser schittelt Uber einen Rotor die Proben mit den
Keramikperlen bei sehr hoher Geschwindigkeit und die Zellen brechen bei der

Kollision mit den Keramikperlen auf.

|

Abbildung 9: Magna Lyser mit Rotor (links), Green beads Gefal3 mit den Keramikperlen (rechts)
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Zur Zellaufspaltung wurden die Losungen in Green beads Rohrchen (MagNA Lyser
Green Beads, Roche) pipettiert und 30 Sekunden lang bei 6000 rpm im Magna Lyser
homogenisiert. Die homogenisierten Proben wurden im Anschluss auf Eis gestellt und

dann bei 14000 rpm 5 min lang zentrifugiert.

Fur die DNA-Extraktion mit dem MagNA Pure LC wurden die Einmalprodukte ins Geréat
gegeben, die Reagenzien nach Angaben der Software in die entsprechenden
Behaltnisse pipettiert, und diese ebenfalls in den Magna Pure gegeben. Dann wurde
die DNA-Extraktion im Magna Pure LC durchgefihrt. Nach der DNA-Isolation wurde
die extrahierte DNA auf 30 pl in Reagiergefal3e aliquotiert und bei -20°C eingefroren.
Die verwendeten Einmalprodukte und Mengenangaben der Reagenzien finden sich in
Anhang 12.3.

3.6.2 FadA-spezifische PCR

Zum Nachweis des FadA-Gens wurde bei der extrahierten DNA der F. nucleatum-
Wildstamme eine FadA-spezifische PCR durchgefuhrt (Liu et al., 2014). Bei der PCR,
der polymerase chain reaction, wird in vitro ein gewunschter DNA-Abschnitt
vervielfaltigt. Die Vervielfaltigung der DNA erfolgt durch mehrere Zyklen aus
Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation. Fir die PCR werden die Proben
in einen Tharmocycler geladen, der die Proben exakt auf die bendtigte Temperatur

erwarmt.

Als erster Schritt der PCR erfolgt die Denaturierung. Sie ist in Abbildung 11, Cycle 1,
Nummer 1 dargestellt (Garibyan und Avashia, 2013). Das Erhitzen auf 95°C teilt den
Doppelstrang der zu vervielfaltigenden DNA. Dabei I6st die thermische Energie die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den komplementaren Basenpaaren der
beiden DNA-Stréange (Ramesh et al., 1992).

Als zweiter Schritt erfolgt die Primerhybridisierung. Sie ist in Abbildung 11, Cycle 1,
Nummer 2 dargestellt. Primer sind kurze Sequenzen aus Nukleinsauren. Sie lagern
sich gezielt an den zu vervielfaltigenden Abschnitt der DNA an und definieren so den
Startpunkt fir die DNA-Polymerase bei der anschlie3enden Elongation. Die beiden
Primer, der Reverse-Primer und der Forward-Primer binden an die ihnen
komplementére Stellen des zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitts. Hierbei bindet der

Forward-Primer auf dem DNA-Strang an das eine Ende des zu vervielfaltigenden
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DNA-Abschnitts. Der Reverse-Primer bindet auf dem komplementaren DNA-Strang
an das andere Ende des zu vervielfaltigenden Abschnitts. Die 3° Enden der beiden
Primer sind so einander zugerichtet. Beim Herunterkihlen auf 37-72°C lagern sich die

Primer an die DNA-Einzelstrange(Ramesh et al., 1992).

Als dritter Schritt erfolgt die Elongation. Sie ist in Abbildung 11, Cycle 1, Nummer 3
dargestellt. Die DNA-Polymerase ist ein Enzym, das an einem komplement&ren DNA-
Strang einen neuen DNA-Strang aus Desoxynukleosidtriphosphaten synthetisieren
kann. Bei 72°C synthetisiert die DNA-Polymerase aus den Nukleotiden neue DNA,
beginnend an dem 3 Ende des Primers entlang der zu vervielfaltigenden Sequenz.
Die Nukleotide dienen hierbei als Bausteine und beinhalten Adenin, Thymin, Zytosin
und Guanin. Als DNA-Polymerase dient Tag-Polymerase, die bei 94°C hitzebestandig
ist und aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert wird (Ramesh et
al., 1992).

Nach der Elongation dient der neu synthetisierte DNA-Strang als Schablone fir den
nachsten Zyklus. Dann beginnen Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation
erneut, wie in Abbildung 11, Cycle 2 und Cycle 3 veranschaulicht. Aus den
wiederholten Zyklen entstehen Replikate der gewiinschten DNA-Sequenz in
exponentieller Weise (Erlich, 1989).

R
<
: \ ; DNA
y\l\,\ f‘ / 5; 37
Y A E 'setqa\:g:::e
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Cycle 1 /-

Denaturation @ 5

Annealing @

Extension © Cycle 2

Abbildung 10: Ablauf PCR (Garibyan und Avashia, 2013)
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Fur den FadA-Nachweis in der vorgelegten Studie wurden Primer verwendet, die
einen 232 Basenpaaren langen Abschnitt des FadA-Gens vervielfaltigten. Der
Forward-Primer war FadA-F (59-CAC AAG CTG ACG CTG CTA GA -39, Invitrogen
Cusom Primer, Thermo Fisher Scientific) und der Reverse-Primer war FadA-R (59-
TTA CCA GCT CTT AAA GCT TG -39, Invitrogen Cusom Primer, Thermo Fisher
Scientific) (Liu et al., 2014). Aus beiden Primern wurde mit Reinstwasser eine
wassrige Losung hergestellt, aus 40,0 nmol FadA-F 20,0 pumol/l und aus 45,4 nmol
FadA-R 20,6 umol/l. Die Losungen wurden bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gestellt
und fur die anschlieRenden Versuche auf -20°C eingefroren. Die isolierte DNA der
Wildstdmme von F. nucleatum wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Dann wurden
die DNA-Proben mit einer sterilen Pipette 10 mal gespilt, 5 ul Probe in ein
Reagiergefal3 pipettiert und nach kurzem Spin am Boden des Reagiergefalies
gesammelt. Fur die PCR wurde ein Mastermix hergestellt, das Rezept dazu findet sich
in Anhang 12.3. Alle Arbeitsschritte wurden bei Kihlung auf Eis durchgefiihrt. Der
Mastermix wurde durch mehrmaliges Einsaugen in die Pipettenspitze gemischt und je
45 ul davon zu den DNA-Proben hinzupipettiert. Die fertigen Proben im Volumen von
50 pl wurden in den Thermocycler (S100 Thermal Cycler, Bio-Rad) geladen, dann
wurde die PCR durchgefuhrt. Die Daten zur Programmierung des Thermocylcers fur
die PCR finden sich in Anhang 12.3.

3.6.3 Nachweis des FadA-Gens mittels Agarose-Gel-Elektrophorese

Fur den Nachweis des 232 Basenpaare langen, amplifizierten Abschnittes des FadA-
Gens wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefthrt (Liu et al., 2014). Zun&chst
wurde ein 1,5%-iges Agarosegel mit Ethidiumbromid hergestellt. Das Rezept dazu
findet sich in Anhang 12.3. Als GolRenreferenz fur den 232 Basenpaare langen,
amplifizierten Genabschitt des FadA-Gens wurde eine DNA-Leiter in Stufen von 100
Basenpaaren (GeneRuler 100 bp ready-to-use 0.1lpg/ul, 50 pg, ThermoFisher
Scientific) verwendet. Die DNA-Leiter enthéalt bekannte Massen an DNA-Fragmenten
und kann bei der Gelelektrophorese als GroR3enreferenz fir die aufzutrennende DNA
verwendet werden (Armstrong und Schulz, 2015). Der in den DNA-Proben
enthaltende Reaktionspuffer (5X Green GoTaq Reaction buffer, Promega), der in der
PCR verwendet wurde, enthalt einen blauen und gelben Farbstoff, die als

GroRRenreferenz bei der Elektrophorese dienen. Der gelbe Farbstoff wandert in einem
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1% Agarose-Gel bei einem pH-Wert von 8,5 schneller als der <50 Basenpaare lange
Primer, wahrend der blaue Farbstoff in ahnlich schnell wandert wie ein DNA-Fragment
in der Lange von 3000-5000 Basenpaaren. Des Weiteren erhéht der Reaktionspuffer
die Dichte der Probe, sodass die Proben ohne Zugabe eines Ladepuffers in die
Geltaschen pipettiert werden konnten. In Abbildung 12 sind links die gelben und
blauen Banden des Reaktionspuffers nach der Elektrophorese zu sehen. Die Proben
der DNA-Leiter, die Versuchsproben und die negative Kontrolle wurden kurz gevortext
und dann je 20 ul davon mit einer sterilen Pipettenspitze in die Taschen des Gels
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte eine Stunde lang, bei 145 V, 400 mA und 400
W. Die Lange der Elektrophoresekammer war 29 cm. Im Anschluss wurden die
aufgetrennten DNA-Proben in einer UV-Kammer (CN-3000.WL/LC Infinity, Peqglab -
Life Science/ VWR, Pennsylvania, USA) mit UV-Licht beleuchtet und das Ergebnis mit
einer Software (Infinity-Capt Software) dokumentiert. Das zeigt Abbildung 12 rechts.
Der Versuch der PCR und anschlieRender Agarose-Gel- Elektrophorese wurde zwei

mal durchgefihrt, um die Ergebnisse zu verifizieren.

Abbildung 11: Agarosegel nach Elektrophorese unter Raumlampe (links) und unter UV-Licht (rechts) mit 100 BP
DNA-Leiter (je erste Bande von links), negative Kontrollen (vierte Spalte von rechts oben, dritte Spalte von rechts
unten) und die getesteten Fusobacterium-Wildstamme (dazwischen liegenden Banden)
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3.7 Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat von Wildstammen der Spezies P. micra

Um die Wildstamme der Spezies P. micra auf ihre Chymotrypsinaktivitat und
Elastaseaktivitdit zu testen, wurden Bakterienproben mit chromogenen
Peptidlésungen inkubiert. Fur die Unterscheidung zwischen zellgebundener und
sezernierter Protease wurden Proben aus Bakterienzellen und aus Kulturiberstanden
verwendet. Fur die Versuche dienten synthetische Peptide mit einer p-Nitroanilin-
Guppe (Grenier und Bouclin, 2006). Wenn sie im Peptid gebunden ist, ist die p-
Nitroanilingruppe nahezu farblos, bei einem molaren Absorptionskoeffizienten von 50
M-1xcmt bei 405 nm. Nach Abspaltung des p-Nitroanilins durch Proteolyse farbt sich
das Molekil gelb, mit einem molaren Absorptionskoeffizienten von 10000 M-txcm- bei
405 nm (Budzynski, 2001). Die Strukturformel des p-Nitroanilins ist in Abbildung 13

dargestellt.

Abbildung 12: Strukturformel des p-Nitroanilins

3.7.1  Herstellung der Bakterienproben aus Bakterienzellen und Kulturiiberstanden

Fur die Untersuchung wurden Bakterienproben aus den Bakterienzellen und aus den
Kulturiiberstanden der P. micra-Wildstamme hergestellt. Als negative Kontrolle diente
ein Wildstamm der Spezies A. naeslundii. Als negative Kontrolle wurde aul3erdem 24
h inkubiertes pures Flissigmedium verwendet. Die Proben aus Bakterienzellen und
Uberstanden wurden entsprechend dem Vorgehen im Versuch zur DNase-Aktvitat der

Prevotella-Wildstdmme hergestellt und dann bei -20°C 24 h lang eingefroren.

3.7.2 Messung der Chymotrypsinaktivitat mittels chromogenem Peptid

Zur Messung der Chymotrypsinaktivitat wurde N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-N-
nitroanilid als chromogenes Peptid verwendet (Grenier und Bouclin, 2006). Abbildung
15 zeigt die Struktur des Molekils. N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-N-nitroanilid
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(Cs0H38N609, 624,6 g/mol, N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-N-nitroanilid, Sigma-Aldrich)
ist ein Substrat fir Alpha-Chymotrypsin und fungale Chymotrypsin-artige
Serinprotease. Durch enzymatische Spaltung entsteht 4-Nitroanilin, das fiir eine

Gelbfarbung sorgt.

NO
0 CH3 0 2

B

Abbildung 13: Strukturformel von N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-N-nitroanilid

Fur die Untersuchung wurde eine 4,31 mM N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-N-nitroanilid
Peptidlosung mit PBS hergestellt. Das Rezept dazu findet sich in Anhang 12.3. Als
positive Kontrolle diente Alpha-Chymotrypsin von Rinderpankreas (a-Chymotrypsin
aus Rinderpankreas Typ Il, Lyiophilisiertes Puder, = 40 Units/mg Protein, Sigma-
Aldrich). Eine Einheit Alpha-Chymotrypsin hydrolisiert bei pH 7,8 und 25°C pro min
1,0 umol N-Benzoyl-L-tyrosin-ethylester. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde 5 mg
gefriergetrocknetes Alpha-Chymotrypsin von Rinderpankreas in 330 pl 1 mM HCL-
CaClz-Lsg gelost. Das Rezept der 1 mM HCL-CaClz-Lsg findet sich in Anhang 12.3.
Nach dem Auftauen wurden die Proben aus Uberstanden zweimal mit PBS

gewaschen.



Material und Methoden 41

Abbildung 14: Chymotrypsinaktivitat von 24 Stunden inkubierten Bakterienproben aus Uberstanden (B1-C11) und
aus Bakterienzellen (F1-G11), negative Kontrolle Uberstand (A1), negative Kontrolle Bakterienzellen (E1) und
positive Kontrolle Uberstand (A2) und positive Kontrolle Bakterienzellen (E2)

Je 100 pl der Bakterienproben aus Uberstanden bzw. aus Bakterienzellen sowie die
positiven und negativen Kontrollen wurden mit 20 pl Peptidldsung versetzt und in
einem Reagiergefal3 bei 37°C im Warmeschrank 24 h lang inkubiert. Auf gleiche
Weise wurden die Proben aus Bakterienzellen eine Stunde lang inkubiert. Danach
wurden die Losungen bei 8°C und 14000 rpm 15 min lang zentrifugiert, um die
Bakterienzellen in den LoOsungen zu separieren. Die Extinktion infolge der
chromogenen Reaktion wurde dann mittels Photometer bestimmt. Hierfir wurden je
100 pl der inkubierten Proben in eine klare 96-Well-Platte pipettiert. Abbildung 16 zeigt
die 96-Well-Platte mit den inkubierten Proben. Die Gelbfarbung der Proben ist
Anzeichen der positiven Reaktion durch das chromogene Peptid. Der Versuch wurde
in 3 unabhangigen Versuchsdurchlaufen wiederholt.
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3.7.3 Messung der Elastaseaktivitat mittels chromogenem Peptid

Fur die Enzymaktivitat wurde N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide als chromogenes
Peptid verwendet (Grenier und Bouclin, 2006). Abbildung 17 zeigt die Struktur des
Molekdls. N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid (N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide,
elastase substrate, CioH25NsOs, 451,4 g/mol, Sigma-Aldrich) ist ein Substrat fur

Pankres-Elastase.

N
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Abbildung 15: Strukturformel von N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid

Fur den Versuch wurde mit Tris-Puffer eine 4,31 mM N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-
nitroanilid Peptidldsung hergestellt. Das Rezept dazu findet sich in Anhang 12.3. Als
positive Kontrolle diente Elastase aus Schweinepankreas (Elastase aus
Schweinepankreas Zyp |, 24,0 Units/mg Protein, Sigma-Aldrich). Eine Einheit
hydrolisert bei pH-Wert von 8,0 und 25°C pro min 1,0 umol N-Succinyl-L-Ala-Ala-Ala-
p-Nitroanilid.
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Abbildung 16: Elastaseaktivitat von 24 Stunden inkubierten Bakterienproben aus Uberstanden (B1-C11) und
Bakterienzellen (F1-G11), negative Kontrolle Uberstand (A1), negative Kontrolle Bakterienzellen (E1) und positive
Kontrolle Uberstand (A2) und positive Kontrolle Bakterienzellen (E2)

Analog zu dem Versuch zur Chymotrypsinaktivitait wurden je 100 ul der
Bakterienproben, der negativen Kontrollen und der positiven Kontrollen mit 20 pl
Peptidlosung 24 h lang inkubiert. Dann wurde die Extinktion mittels Mikroplattenreader
bestimmt. Abbildung 18 zeigt die fur 24 h inkubierten Proben in der 96-Well-Platte. Die
leichte Gelbfarbung der Proben lasst bereits die positive Reaktion mit dem
chromogenen Peptid erkennen. Der Versuch zur Elastaseaktivitat wurde in drei

unabhangigen Versuchsdurchlaufen wiederholt.

3.8 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung wurde mit einer Statistik-Software (SPSS, Version 27,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte zunachst
deskriptiv in Saulendiagrammen mit Mittelwert und Standardabweichung. Im
Anschluss erfolgte die analytische Statistik. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-
Test auf Normalverteilung und mittels Levene-Test auf Varianzhomogenitét getestet.

Das Signifikanzniveau fur die statistischen Tests wurde auf o = 0,05 festgelegt. Da die
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Voraussetzungen der Normalverteilung und der Varianzhomogenitat fur die
Varianzanalyse nicht gegeben waren, wurde der Kruskal-Wallis-Test herangezogen.
Die im Kruskal-Wallis-Test ermittelten Unterschiede wurden mit dem Dunn’s-Test als
Post-Hoc-Test spezifiziert. Um die Ergebnisse zweier Variablen auf lineare

Zusammenhange zu testen, wurde die Rangkorrelation nach Spearman durchgefunhrt.

4 Ergebnisse

4.1 DNase-Aktivitat von Wildstammen der Gattung Prevotella

Der Versuch zur DNase-Aktivitat auf DNA-Agarplatten ergab, dass alle 13 getesteten
Wildstamme der Gattungen Prevotella, Segatella und Hoylesella in der Lage waren,
DNA abzubauen. Abbildung 19 zeigt die Mittelwerte der gemessenen Flachen des
DNA-Abbaus auf den DNA-Agarplatten der einzelnen Wildstamme in einem

Saulendiagramm.
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Abbildung 17: Mittelwerte der Flachen des DNA-Abbaus auf DNA-Agarplatten der negativen Kontrollproben (K1-,
K2-), der Wildstamme der Gattung Prevotella, Segatella und Hoylesella (P108 - P166) und der Kontrollstdmme
(P28, P59, P96, P97)

Bei den Kontrollstammen der Gattung Fusobacterium und Parvimonas, P28 bis P97,
war kein Abbau auf den DNA-Agarplatte erkennbar. Somit betragen die dort
abgebauten Flachen im Mittel jeweils 0 cm?. Die Wildstamme P112, P133 und P128
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zeigten im Mittel den grof3ten Abbau, die Wildstamme P118, P117 und P126 den
geringsten Abbau an DNA.

Fur die statistische Tests auf Normalverteilung, Varianzhomogenitat und
Mittelwertsunterschiede bilden die Messwerte jedes Wildstamms, jedes

Kontrollstamms und jeder negative Kontrollprobe eine eigene Gruppe.

Der Test der einzelnen Gruppen auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk ergab bei 10
der 19 Gruppen ein eine Normalverteilung. Die Prufung der Gruppen auf
Varianzhomogenitat mittels Levene-Test ergab keine Varianzhomogenitat der
einzelnen Gruppen. Der Kruskall-Wallis-Test zeigte signifikante Unterschiede der
Mittelwerte des DNA-Abbaus jedes Wildstamms zwischen den einzelnen Gruppen.
Die Einzelvergleiche einer Gruppe mit einer negativen Kontrollprobe waren im Dunn's-
Test mit Bonferroni-Korrektur bei allen Wildstammen nicht signifikant. Die
entsprechenden Daten des Shapiro-Wilk-Test, Levene-Test, Kruskal- Wallis-Test und
Dunn’s-Test sind im Anhang 12.4 beigefiigt. Folglich unterscheiden sich die
Messwerte des DNA-Abbaus der einzelnen Wildstdmme statistisch nicht signifikant
von den gemessenen Werten der negativen Kontrollprobe K1-. Dies wird auf die hohe
Zahl der Einzelvergleiche zurlckgefuhrt, wodurch bei der Anpassung des
Signifikanzniveaus mit der Bonferroni-Korrektur das Signifikanzniveau stark korrigiert
wird. (Cabin und Mitchell, 2000)

Die Ergebnisse der DNase-Aktuvitat auf DNA-Agarplatten sind in Tabelle 2 dargestellt.

Spezies Wildstamm Anzahl der Anzahl der Stamme mit
getesteten Stimme DNase-Aktivitat
P. nigrescens P108, P128, 4 4
P129, P133
S. baroniae P112 1 1
S. buccae P116
P. denticola P117, P118, 5 5
P119, P162,
P166
H. loescheii P126 1 1
S. salivae P138 1 1
Gesamt: 13 Gesamt: 13
F. naviforme P28 1 0
(Kontrollstamm)




Ergebnisse 46

Fusobacterium | P59 1 0
sp. (Kontrollstamm)
P. micra P96, Po7 | 2 0

(Kontrollstdmme)

Gesamt: 4 Gesamt: 0

Tabelle 2: Ergebnis DNase-Aktivitat der Wildstamme auf DNA-Agarplatten

Im Versuch zur DNase-Aktivitat in DNA-LOsung konnte ebenfalls bei den 13
getesteten Wildstammen ein Abbau von DNA nachgewiesen werden. Sowohl in den
aus Bakterienzellen gewonnenen Proben als auch in den Proben aus Uberstanden
wanderte die visualisierte DNA in der Elektrophorese weiter als die DNA der negativen
Kontrollproben. Abbildung 20 stellt die Wanderweiten der visualisierten DNA bei der
Elektrophorese einschliel3lich Mittelwerten und Standardabweichungen in einem
gruppierten Saulendiagramm dar. Die schwarzen Balken zeigen die Werte der aus
Bakterienzellen gewonnenen Proben und die grauen Balken die der Proben aus

Uberstanden.
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Abbildung 18: Mittelwerte der gewanderten Strecke der DNA bei der Elektrophorese fir die Proben aus
Bakterienzellen (schwarz) und Uberstanden (grau). Negative Kontrollproben (K1-, K2-) und Prevotella, Segatella
und Hoylesella-Wildstémme (P108 — P166).

Die Stamme mit den hochsten Werten in den Proben aus Bakterienzellen und
Uberstanden sind P 112, P128 und P108. Die Stamme mit den im Mittel niedrigsten
Werten sind fur die Proben aus Bakterienzellen P138, P118 und P166, fir die Proben
aus Uberstanden P138, P118 und P126.
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Fur die statistische Analyse von Normalverteilung, Varianzhomogenitat und
Unterschiede der Mittelwerte bei den Proben aus Bakterienzellen bilden die
Messwerte jedes Wildstamms und jeder negativen Kontrollprobe eine eigene Gruppe.

Bei den Proben aus Uberstanden besteht dieselbe Einteilung.

Der Test der einzelnen Gruppen auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test ergab
fur die Proben aus Bakterienzellen bei 13 der 15 Gruppen, und fur die Proben aus
Uberstanden bei 14 der 15 eine Normalverteilung. Die Prufung auf
Varianzhomogenitat mittels Levene-Test ergab bei den Proben aus Bakterienzellen
und bei den Proben aus Uberstanden keine Varianzhomogenitat. Der Kruskall-Wallis-
Test zeigte fur die Proben aus Bakterienzellen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der einzelnen Gruppen. Die Einzelvergleiche einer Gruppe mit einer
negativen Kontrollprobe mittels Dunns-Test mit Bonferroni-Korrektur waren bei den
Proben aus Bakterienzellen fir alle Gruppen nicht signifikant. Folglich unterscheiden
sich die Messwerte des DNA-Abbaus der einzelnen Wildstamme statistisch nicht
signifikant von den gemessenen Werten der negativen Kontrollprobe K1- oder K2-.
Eine Tabelle mit den entsprechenden Daten von Shapiro-Wilk-Test, Levene-Test,

Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s-Test ist dem Anhang 12.4 beigefugt.

Bei den Proben aus Uberstanden zeigte der Kruskall-Wallis-Test signifikante
Unterschiede zwischen den Werten der einzelnen Wildstdmme. Die nachfolgenden
Einzelvergleiche eines Wildstamms mit einer Kontrollprobe im Dunn‘s-Test und
Bonferroni-Korrektur waren bei allen Gruppen nicht signifikant. Auch hier
unterscheiden sich die Messwerte des DNA-Abbaus der einzelnen Wildstamme
statistisch nicht signifikant von den gemessenen Werten der negativen Kontrollprobe
K1- oder K2-. Eine Tabelle mit den entsprechenden Daten von Shapiro-Wilk-Test,
Levene-Test, Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Test ist dem Anhang 12.4 beigefligt.
Dass die Ergebnisse fiir die Proben aus Bakterienzellen und Uberstanden im Dunn'‘s-
Test nicht signifikant sind, wird auf die hohe Zahl der Einzelvergleiche zurlckgefihrt.
Hierdurch wird bei der Anpassung des Signifikanzniveaus mit der Bonferroni-Korrektur

das Signifikanzniveau stark korrigiert (Cabin und Mitchell, 2000).

Die Ergebnisse des Versuchs zur DNase-Aktivitat in DNA-L6sung sind in Tabelle 3

dargestellt.
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Bakterienart Wildstamm Anzahl der Anzahl der Anzahl der
getesteten Stamme mit Stamme mit
Stamme DNase-Aktivitat, DNase-Aktivitéat,
Proben Proben
Bakterienzellen Uberstande
P. nigrescens | P108, P128, 4 4 4
P129, P133
S. baroniae P112 1 1 1
S. buccae P116 1 1 1
P. denticola P117, P118, 5 5 5
P119, P162,
P166
H. loescheii P126 1 1 1
S. salivae P138 1 1 1
Gesamt: 13 | Gesamt: 13 Gesamt: 13

Tabelle 3: Ergebnis DNase-Aktivitat in DNA-L6sung

Vergleicht man die Messwerte der Proben aus Bakterienzellen mit den Proben aus
Uberstanden im Saulendiagramm in Abb. 20, zeigen alle Wildstamme hohere Werte
bei den Proben aus Bakterienzellen. Im Gegensatz dazu haben die Negativkontrollen
K1- und K2- bei den Proben aus Bakterienzellen geringere Werte als bei den Proben
aus Uberstanden. Des Weiteren zeigen die Wildstamme mit den hochsten
Messwerten bei den Proben aus Bakterienzellen auch die héchsten Messwerte bei

den Proben aus Uberstanden.

Die statistische Analyse auf lineare Zusammenhange dieser beiden Gruppen ergab
folgendes. Der Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test ergab fir die
Messwerte bei der DNase-Aktivitdt auf DNA-Agarplatten, bei der DNase-Aktivitat in
DNA-LG6sung bei Proben aus Bakterienzellen und bei der DNase-Aktivitat in DNA-
Lésung bei Proben aus Uberstanden keine Normalverteilung. Die Rangkorrelation
nach Spearman der Variable ,DNase-Aktivitat in DNA-LOsung der Proben aus
Bakterienzellen® und der Variable ,DNase-Aktivitdt in DNA-LOsung der Proben aus
Bakterienzellen® ergab eine gleichsinnige signifikante Korrelation mit starkem Effekt
zwischen diesen beiden Variablen (Cohen, 1992). Die Rangkorrelation nach
Spearman zwischen ,DNase-Aktivitat der Prevotella-Wildstdmme aus Uberstanden®
und ,DNase-Aktivitat der Prevotella-Wildstamme auf DNA-Agarplatten® ebenfalls eine

gleichsinnige signifikante Korrelation mit starkem Effekt der beiden Variablen (Cohen,
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1992). Die Testergebisse zu Shapiro-Wilk-Test und Rangkorrelation nach Spearman

sin dem Anhang 12.4 beigefugt.

4.2 FadA-Gen bei Wildstammen der Gattung Fusobacterium

Beim Versuch des FadA-Nachweises wurde bei allen 31 getesteten Fusobacterium-
Wildstamme in allen Versuchsdurchlaufen ein Genabschnitt in Grol3e von 232
Basenpaaren in der Elektrophorese nachgewiesen. Bei den beiden negativen
Kontrollproben zeigte die Elektrophorese dagegen keine amplifizierte DNA. Dies
dokumentiert die Abbildung 12 im Methodenteil dieser Arbeit photographisch. Somit
wurde bei allen 31 getesteten Wildstammen der Gattung Fusobacterium der gesuchte
Genabschnitt von FadA gefunden. Der Genabschnitt wurde bei 22 Wildstammen der
Spezies F. nucleatum, zwei Wildstammen der Spezies F. naviforme, einem
Wildstamm der Spezies F. canifelinum und 6 weiteren Wildstiammen der Gattung

Fusobacterium nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.

Bakterienart Wildstamm Anzahl der Anzahl der
getesteten Stamme Stamme mit
amplifizierten
FadA

Genabschnitt

F. naviforme P28, P29 2 2

F. canifeliunum P165 1 1

F. nucleatum P30, P33, P34, P35, P37, | 22 22

P38, P39, P41, P42, P43,
P44, P45, P46, P47, P50,
P51, P53, P54, P55,
P61P161, P171,

Fusobacterium P57, P58, P59, P60, P63, | 6 6
sp P64

Gesamt: 31 Gesamt: 31

Tabelle 4: Ergebnis FadA-Nachweis
4.3 Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat von Wildstammen der Spezies P. micra

Beim Versuch zur Chymotrypsinaktivitdt zeigten 21 der 22 getesteten P. micra-
Wildstamme nach 24 Stunden Inkubation einen Abbau des chromogenen Peptids,
sowohl in den Proben aus Bakterienzellen als auch in den Proben aus Uberstanden.

So wurden bei allen P. micra-Wildstamme, bis auf P104, erhéhte Werte der optischen
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Dichte im Vergleich zur negativen Kontrolle gemessen. Der Kontrollstamm A.

naeslundii wies lediglich in der Probe aus Bakterienzellen einen erhéhten Wert auf.

Abbildung 21 zeigt die Mittelwerte der gemessenen Werte der optischen Dichte mit
Mittelwert und Standardabweichung im Saulendiagramm nach Inkubation mit dem
chromogenen Peptid. Die schwarzen Balken zeigen die Werte der Proben aus
Bakterienzellen, die grauen Balken die Werte der Proben aus Uberstanden. K+ ist die
positive Kontrollprobe, K- die negative Kontrollprobe und A.n. der Kontrollstamm A.

naeslundii.

Chymotrypsinaktivitét von P. micra-Wildstémmen nach Inkubation mit chromogenem Peptid fiir 24 h
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Abbildung 19: Mittelwerte der Chymotrypsinaktivitat der P. micra-Wildstimme nach 24 Stunden Inkubation mit
chromogenem Peptid von den Proben der Bakterienzellen (schwarz) und den Proben der Uberstande (grau).
Positive Kontrolle (K+), Negative Kontrolle K-, P. micra-Wildstémme (P81 - 170) und Kontrollstamm (A.n.).

Die P. micra-Wildstamme mit den im Mittel hdchsten Werten sind die aus
Bakterienzellen gewonnenen Proben von P106, P103 und P100 und die Proben aus
Uberstanden von P102, P81 und P170. Die Wildstamme mit den im Mittel niedrigsten
Werten sind bei den Proben aus Bakterienzellen P104, P90 und P170 und bei den
Proben aus Uberstanden P104, P90 und P91.

Fur die statistische Analyse auf Normalverteilung, Varianzhomogenitat und
Unterschiede der Mittelwerte bilden bei den Proben aus Bakterienzellen die
Messwerte jedes P. micra-Wildstamms, jeder Kontrollprobe und des Kontrollstamms
eine eigene Gruppe. Auch bei den Proben aus Uberstanden besteht diese Einteilung.
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Der Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test ergab fur die Proben aus
Bakterienzellen bei 20 Gruppen, und fiir die Proben aus Uberstanden bei 22 Gruppen
eine Normalverteilung. Die Prufung der Gruppen auf Varianzhomogenitat mittels
Levene-Test ergab flr die Proben aus Bakterienzellen keine Varianzhomogenitat, fur
die Proben aus Uberstanden Varianzhomogenitat. Der Kruskall-Wallis-Test zeigte fir
die Proben aus Bakterienzellen signifikante Unterschiede zwischen den Werten der
einzelnen Gruppen der Wildstamme. Die Einzelvergleiche der Wildstamme mit der
negativen Kontrollprobe waren im Dunn’s-Test mit Bonferroni-Korrektur allen Proben

aus Bakterienzellen nicht signifikant.

Bei den Proben aus Uberstanden zeigte der Kruskall-Wallis-Test signifikante
Unterschiede der einzelnen Gruppen. Die Einzelvergleiche zwischen einem
Wildstamm und der negativen Kontrollprobe ergab im Dunn’s-Test mit Bonferroni-
Korrektur ebenfalls keine Siginifikanzen bei den Proben aus Uberstanden. Die nicht
signifikanten Ergebnisse bei den Proben aus Bakterienzellen und Uberstanden im
Dunn‘s-Test sind auf die grol3e Gruppenzahl der Einzelvergleiche zurtckzufihren.
Hierdurch wird bei der Anpassung des Signifikanzniveaus mit der Bonferroni-Korrektur
das Signifikanzniveau stark korrigiert (Cabin und Mitchell, 2000). Eine Tabelle mit den

entsprechenden Daten ist im Anhang 12.4 angefugt.

Die Ergebnisse des Versuchs zur Chymotrypsinaktivitat sind in Tabelle 5 dargestellt.

Bakterienart Wildstamm Anzahl der Anzahl der Anzahl der
getesteten Stamme mit Stamme mit
Stamme Chyotrypsin- Chymotrypsin-
Aktivitat, Aktivitat, Proben
Proben Uberstande
Bakterienzellen
P. micra P81-P170 22 21 21
Gesamt: 22 | Gesamt: 21 Gesamt:21
A. naeslundii A.n. 1 1 0
(Kontrollstamm)
Gesamt: 1 Gesamt: 1 Gesamt: 0

Tabelle 5: Ergebnisse Chymotrypsinaktivitat

Im direkten Vergleich sind bei 20 der 22 getesteten P. micra-Wildstdmme die Werte

der Proben aus Bakterienzellen hoher als die aus Uberstanden, wie im
Saulendiagramm in Abbildung 21 zu sehen. Im Gegensatz dazu sind die Werte der

negativen und positiven Kontrolle bei den Proben aus Uberstanden hoher.
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Da sich die Werte der optischen Dichte der Proben der Wildstamme aus
Bakterienzellen nach wenigen Stunden Inkubation nicht mehr veranderten, wird davon
ausgegangen, dass die chromogenen Peptide zu diesem Zeitpunkt bereits vollstandig
abgebaut waren. Das wiurde eine Verfalschung der unterschiedlichen MalRRe der
Aktivitdt der einzelnen Stamme bedeuten. Daher wurden fir die statistische
Auswertung der Korrelation fur die Proben aus Bakterienzellen die Werte nach einer
Stunde Inkubation herangezogen. Die statistische Analyse auf lineare
Zusammenhange dieser beiden Gruppen ergab folgendes. Fiur die Messwerte der
Chymotrypsinaktivitat nach 1 Sunde und nach 24 Stunden Inkubation ergab der Test
nach Shapiro-Wilk bei den Proben aus Bakterienzellen keine Normalverteilung. Fur
die Werte der Chymotrypsinaktivitat nach 24 Stunden der Proben aus Uberstanden
zeigte der Test nach Shapiro-Wilk ebenfalls keine Normalverteilung der Messwerte.
Die Rangkorrelation nach Spearman der zwei Variablen ,Chymotrypsinaktivitat nach
24 Stunden der Proben aus Bakterienzellen® und ,Chymotrypsinaktivitdt nach 24
Stunden der Proben aus Uberstanden® zeigte eine gleichsinnige, nicht signifikante
Korrelation mit schwachem Effekt der beiden Variablen (Cohen, 1992). Die
Rangkorrelation von ,Chymotrypsinaktivitat nach 1 Stunde bei den Proben aus
Bakterienzellen® und ,Chymotrypsinaktivitat nach 24 Stunden bei den Proben aus
Uberstanden® ergab eine gleichsinnige signifikante Korrelation mit starkem Effekt der
beiden Variablen (Cohen 1992). Die Daten des Shapiro-Wilk-Tests und der
Rangkorrelation sind in Anhang 12.4 angefugt.

Beim Versuch zur Elastaseaktivitat zeigten alle 22 getesteten P. micra-Wildstdamme
nach 24 Stunden Inkubation einen Abbau des chromogenen Peptids, allerdings nur in
den Proben aus Bakterienzellen. Alle P. micra-Wildstdmme der Proben aus
Bakterienzellen, mit Ausnahme von P104, zeigten im Vergleich zur negativen
Kontrollprobe erhohte Messwerte. Bei den P. micra-Proben aus Uberstanden konnte
dagegen nur bei der Probe P102 ein geringfligiger Abbau nachgewiesen werden. Der
Kontrollstamm A.n. wies bei den Proben aus Bakterienzellen erhdohte Werte im
Vergleich zur negativen Kontrolle auf, nicht aber bei den Proben aus Uberstanden.
Die gemessenen Werte der optischen Dichte sind als Mittelwert und
Standardabweichung im Saulendiagramm der Abb. 22 dargestellt. Die schwarzen

Balken stellen die Werte der Proben aus Bakterienzellen dar, die grauen Balken die
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Werte der Proben aus Uberstanden. K+ ist die positive Kontrolle, K- die negative
Kontrolle und A.n. ist der Kontrollstamm A. naeslundii.

Elastaseaktivitét von P. micra-Wildstammen nach Inkubation mit chromogenem Peptid fir 24 h
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Abbildung 20: Mittelwerte der Elastaseaktivitdt der P. micra-Wildstamme nach 24 Stunden Inkubation mit
chromogenem Peptid der Proben aus Bakterienzellen (schwarz) und der Proben aus Uberstanden (grau). Positive
Kontrolle (K+), Negative Kontrolle (K-), P. micra-Wildstamme (P81 — P170) und Kontrollstamm (A.n.).

Fur die statistische Analyse auf Normalverteilung, Varianzhomogenitat und
Unterschiede der Mittelwerte bilden bei den Proben aus Bakterienzellen jeder
Wildstamm, die positive Kontrollprobe, die negative Kontrollprobe und der
Kontrollstamm eine einzelne Gruppe. Diese Einteilung besteht analog bei den Proben

aus Uberstanden.

Der Test auf Normalverteilung in den einzelnen Gruppen mittels Shapiro-Wilk-Test
ergab fur die Proben aus Bakterienzellen und Uberstanden bei 24 der 25 Gruppen
eine Normalverteilung. Die Prufung der Gruppen auf Varianzhomogenitat mittels
Levene-Test ergab fur die Proben aus Bakterienzellen und die Proben aus
Uberstanden keine Varianzhomogenitat. Der Kruskall-Wallis-Test zeigte fir die
Proben aus Bakterienzellen signifikante Unterschiede zwischen den Werten der
einzelnen Gruppen. Die Einzelvergleiche eines Wildstamms mit der negativen
Kontrollprobe fir die Proben aus Bakterienzellen im Dunn’s-Test ergaben keine
Signifikanzen. Die nicht signifikanten Ergebnisse beim Dunn's-Test fur die Proben aus

Bakterienzellen werden auf die hohe Zahl der Einzelvergleiche zuriickgefihrt.
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Hierdurch wird bei der Anpassung des Signifikanzniveaus mittels Bonferroni-Korrektur
das Signifikanzniveau stark korrigiert (Cabin und Mitchell, 2000). Die Daten des
Shapiro-Wilk-Tests, des Levene-Tests, Des Kruskal-Wallis-Tests und des Dunn’s

Tests sind dem Anhang 12.4 beigefigt.

Die Ergebnisse zur Elastaseaktivitat der P. micra-Wildstamme sind in Tabelle 6

dargestellt.
Bakterienart Wildstamm Anzahl der Anzahl der Anzahl der
getesteten | Wildstamme mit | Wildstamme mit
Stamme Elastase- Elastase-
Aktivitat; Proben Aktivitat;
Bakterienzellen Proben
Uberstéande
P. micra P81-P170 22 21 1
Gesamt: 22 | Gesamt: 21 Gesamt: 1
A. naeslundii A. n. 1 1 0
(Kontrollstamm)
Gesamt: 1 Gesamt: 1 Gesamt: 0

Tabelle 6: Ergebnisse Elastaseaktivitat

Die statistischen Analyse auf lineare Zusammenhange dieser beiden Gruppen ergab
folgendes. Der Test auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk ergab fiur die
Elastaseaktivitat bei den Proben aus Bakterienzellen und aus Uberstanden nach 24
Stunden jeweils keine Normalverteilung. Die Rangkorrelation nach Spearman ergab
zwischen den beiden Variablen Elastaseaktivitdt und Chymotrypsinaktivitat der
Proben aus Bakterienzellen nach 24 Stunden eine gleichsinnige nicht signifikante
Korrelation mit schwachem Effekt der beiden Variablen (Cohen, 1992). Zwischen der
Elastaseaktivitat der Proben aus Bakterienzellen nach 24 Stunden und der
Chymotrypsinaktivitat der Proben aus Bakterienzellen nach 1 Stunde ergab die
Rangkorrelation nach Spearman eine gleichsinnige signifikante Korrelation mit
starkem Effekt der beiden Variablen (Cohen, 1992). Die Daten fur den Shapiro-Wilk-

Test und Rangkorrelation nach Spearman sind dem Anhang 12.4 beigeflgt.

4.4 Gesamthilanz

Zusammengefasst wiesen die Versuche zur DNase-Aktivitat bei Prevotella-
Wildstammen, zum FadA-Nachweis bei Fusobacterium-Wildstammen und zur
proteolytischen Aktivitat bei P. micra-Wildstammen bei 65 der insgesamt 66

untersuchten Wildstamme den jeweils gesuchten Virulenzfaktor nach. Folglich



Diskussion 55

besalRen 98,5% der untersuchten Wildstamme den entsprechenden Virulenzfaktor.
Diese Ergebnisse werden im folgenden Kapitel diskutiert.

5 Diskussion

Diese Arbeit untersuchte bei einer Vielzahl von Wildstammen das Vorhandensein von
Virulenzfaktoren, die bereits bei einer geringen Zahl von Laborstammen derselben
Spezies nachgewiesen wurden. Dies ist relevant, da sich Wildstdmme in ihren
Eigenschaften von Laborstammen derselben Bakterienspezies unterscheiden
kénnen. Nachweislich passen sich Bakterienstamme bei wiederholter Subkultivierung
den Umweltbedingungen im Labor an. Eine Langzeitstudie namens long-term
evolution experiment, (LTEE) analysierte die langjahrige Entwicklung von E. coli-
Laborkulturen. Zu Beginn des Experiments waren zwolf Geschwisterstamme von E.
coli in ein Glucosemedium transferiert und anschlieRend fortlaufend subkultiviert
worden. Die Langzeitstudie konnte die Adaptation der E. coli-Stamme an ihre
Umweltbedingungen, das Glucosemedium zeigen. So wuchsen nach 20.000
Generationen die Bakterienstamme um 70% schneller als ihr Ursprungsstamm
(Cooper und Lenski, 2000). Auch weitere Studien zeigen eine Adaptation von E. coli-
Wildstammen an Laborbedingungen und dies bereits nach kurzer Zeit. Hierbei wurden
E. coli-Wildstamme fir 500 Generationen in Laborkulturen passagiert. Genom- und
Proteomanalysen zeigten starke parallele Veranderungen bei voneinander
unabhéngigen Stammen, was auf eine Adaptation an die Laborbedingungen
schlieRen lie3. (Saxer et al., 2014). Nicht nur fur die Spezies E. coli wurde die Adaption
an Laborbedingungen gezeigt. So wurden Stdmme eines klinischen Isolates der
Spezies S. aureus 6 Wochen lang téglich passagiert. Auch hier zeigten sich
Veranderungen im Phenotyp und Genotyp der Stamme im Laufe ihrer Kultivierung
(Somerville et al., 2002). Die Adaptation von Wildstdammen an Laborbedingungen
kann auch zu einer Veranderung ihrer Virulenz fiihren. So konnte in mehreren Studien
ein  Zusammenhang zwischen Adaptation und Verdnderung der Virulenz
nachgewiesen werden. In einer Studie wurden ein Laborstamm der Spezies F.
tularensis und ein Wildstamm miteinander verglichen, die beide demselben
Ursprungsstamm entstammten. Der Laborstamm war nach seiner Isolierung tber 60
Jahre im Labor subkultiviert worden. Mittels Genomanalyse wurden Veranderungen

im Genom des Laborstamms gefunden, die mit der haufigen Subkultivierung des
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Laborstamms begrindet wurden. Die adaptiven Veranderungen des Laborstammes
gingen mit einer abgeschwachter Virulenz des Laborstamms einher (Sjodin et al.,
2010). In einer weiteren Studie wurde die Proteinexpression von Wildstammen und
Laborstammen der Bakterienart B. anthracis wurde verglichen. Dabei fand man
Mechanismen, die fUr eine verringerte Sporulation der Laborstdmme verantwortlich zu
sein schienen. Die Sporenbildung ist bei B. anthracis ein entscheidender
Virulenzfaktor und spielt eine Schlusselrolle bei der Infektion des Wirtes. Die
festgestellte verringerte Sporulation der Laborstdmme wurde mit deren Adaptation an
die Laborbedingungen begrindet (Leiser et al., 2018). In einer weiteren Studie wurden
Wildstdmme der Bakterienart Y. pestis in 12 unabhéngigen Laborkulturen fir 750
Generationen passagiert. Mittels Genom- und Proteomanalyse wurden parallele
Veranderungen in den unabhangigen Laborkulturen festgestellt, die einen Einfluss auf
die Virulenz zu haben schienen. So exprimierten die Laborkulturen weniger
Virulenzprotein (Ail), das von Y. pestis fur die Invasion in die Wirtszelle benotigt wird
(Leiser et al., 2015). Es ist jedoch anzumerken, dass fur die Durchfiihrung von
wissenschaftlichen Studien die Verwendung von Laborstammen gegeniber
Wildstammen Vorteile hat. Die Laborstdmme sie meist leicht erwerbbar und mussen
nicht selbststéandig und aufwéndig von Patienten isoliert werden. Auch sind sie bereits
intensiv in ihren genotypischen und phéanotypischen Eigenschaften charakterisiert
worden. Durch Verwendung derselben Laborstamme kénnen neue Studien an die
reproduzierbaren Ergebnisse fruherer Studien anknipfen. Dies ermoglicht die
Akkumulierung von Wissen in der Wissenschaft (Dorman und Thomson, 2020).

Diese Arbeit hat extrazellulare DNase-Aktivitdt bei einer Vielzahl von parodontalen
Wildstammen der Gattung Prevotella nachgewiesen. Auch konnte erstmalig
extrazellulare DNase-Aktvitat bei Bakterienstdammen der Spezies P. nigrescens, S.
baroniae, S. buccae, H. loescheii und S. salivae nachgewiesen werden. Die Fahigkeit,
extrazellular DNA abzubauen, wurde bei allen getesteten Stammen sowohl in deren
Proben aus Bakterienzellen als auch in den Proben aus Uberstanden nachgewiesen.
Hieraus wird angenommen, dass DNasen bei den getesteten Wildstimmmen sowohl
membrangebunden vorliegen als auch sezerniert werden. Dies zuvor konnte bereits
fur die Laborstamme P. intermedia ATC 25611 und P. melaninogenica ATCC 25845
gezeigt werden (Palmer et al., 2012). Die statistische Auswertung der Korrelation

zwischen zellgebundener und sezernierter DNase-Aktivitat eines Stammes zeigt, dass
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mit der erhdhten zellgebundenen Aktivitat zugleich eine erhdhte sezernierte Aktivitat
einhergeht. Bei allen hier untersuchten Wildstammen war die zellgebundene DNase-
Aktivitat héher als die sezernierte Aktivitat. Ein direkter Vergleich der Messwerte ist
allerdings nicht moglich, weil die Proben aus Bakterienzellen aus PBS und die Proben
aus Uberstanden aus Kulturmedien unterschiedlich stark konzentriert waren. Um die
von den Bakterien sezernierte DNase-Aktivitdt nachzuweisen, wurden zwei
Methoden, namlich der Nachweis auf DNA-Agarplatten und der Nachweis in DNA-
Losung mit Proben aus Uberstanden, angewandt und miteinander verglichen. Es
zeigte sich eine signifikante gleichsinnige Korrelation mit starkem Effekt. Dies zeigt,
dass die unterschiedlich vorliegenden Versuchsbedingungen wenig Einfluss auf das
Ausmall der DNase-Aktivitat hatten (Palmer et al., 2012).

Vergleicht man die in dieser Untersuchung bei Prevotella-Wildstammen festgestellte
DNase-Aktivitat mit der DNase-Aktivitdt von Laborstammen derselben Gattung aus
anderen Studien, so zeigen sich groRe Ubereinstimmungen, aber auch Unterschiede
(Doke et al., 2017; Palmer et al., 2012). Die Laborstamme P. intermedia ATC 25611
und P. melaninogenica ATCC 25845 zeigten ebenfalls DNase-Aktivitdt auf DNA-
Agarplatten und in DNA-LGsungen, die aus Bakterienzellen und Uberstanden
gewonnen worden waren. Beim Laborstamm P. denticola ATCC 35308 wurde DNase-
Aktivitat jedoch nur auf DNA-Agarplatten nachgewiesen, nicht dagegen in DNA-
Losung. Dieser Unterschied wurde von den Autoren der Studie mit den
unterschiedlichen Kulturmethoden begrindet (Palmer et al.,, 2012), da die
Kulturbedingungen die molekularen und biochemische Eigenschaften des Stamms
beeinflussen konnten (Donlan und Costerton, 2002; Mikkelsen et al., 2007). Die hier
vorgelegte Arbeit stellte jedoch bei den Wildstammen keinen Unterschied der DNase-
Aktivitat bei den beiden unterschiedlichen Kulturmethoden fest. Alle funf hier
getesteten Wildstamme der Art P. denticola zeigten DNase-Aktivitat sowohl auf DNA-
Agarplatten als auch in DNA-L6sung auf. Des Weiteren korrelierte das Mald der
DNase-Aktivitat der Wildstamme der beiden hier angewandten Methoden stark. Der
oben beschriebene Laborstamm P. denticola ATCC 35308 stammt von dentaler
Plaque und wurde vor dem Jahr 1981 isoliert (Shah und Collins, 1981). Die Isolierung
des Laborstamms liegt also viele Jahre zurtick. Deshalb ist es denkbar, dass der Keim
im Laufe der zahlreichen Subkultivierungen seine Fahigkeit, DNA in Flussigkultur

abzubauen, verloren hat, weil einzelne seiner Gene mutierten. Beispielsweise wurden
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fur den Laborstamm P. intermedia 25611, der DNase-Aktivtiat auf DNA-Agarplatten
und in DNA-L6sung zeigt, zwei Gene identifiziert, die fur DNasen kodieren. Diese sind
PIN17_A1415 und PIN17_0064. Die exprimierten DNasen von PIN17_A1415 und
PIN17_0064 bauten in vitro DNA in Flussigkultur ab und zerstorten die DNA-
Strukturen von Neutrophil extracellular Traps (Doke et al., 2017). Es erscheint
vorstellbar, dass durch Mutationen vergleichbarer Gene bei P. denticola ATCC 35308
infolge oft wiederholter Subkultivierungen seine DNase-Aktivitdt in DNA-LOsung
beeintrachtigt worden sein kdnnte. Analog dazu wurde bei anderen Spezies eine
Veranderung ihrer Virulenz durch Mutation bestimmter Gene und Verlust der
Genfunktion nach haufiger Subkultivierung nachgewiesen (Leiser et al., 2015; Sjodin
et al., 2010). Vergleicht man die Ergebnisse der verwendeten Kontrollstamme dieser
vorgelegten Untersuchung mit Resultaten aus der Literatur, so bestéatigen sich die
Ergebnisse. Auch dort zeigten Kontrollstamme der Arten P. micra und F. nucleatum
keine DNase-Aktivitat auf DNA-Agarplatten (Palmer et al., 2012).

Kritisch zu bewerten ist, dass sich die Ergebnisse in dieser Arbeit zur DNase-Aktivitat
der Wildstamme nicht signifikant von denen der negativen Kontrollen unterscheiden.
Es konnte jedoch in dem Versuch auf DNA-Agarplatten fur die negativen
Kontrollproben keine DNase-Aktivitdt verzeichnet werden, wohingegen die
Wildstamme einen deutlichen Abbau, gemessen an der abgebauten Flache auf der
DNA-Agarplatte, zeigten. Auch im Versuch in DNA-L6sung sind die Messwerte der
Wildstammen im Vergleich zu den negativen Kontrollproben deutlich erhoht. Dies
zeigen die Stamme mit den geringsten Werten fur die Wanderweite in der Gel-
Elektrophorese. So sind die Mittelwerte der Proben aus Bakterienzellen von Stamm
P138 um 87,3 %, von P118 um 144,3 % und von P166 um 153,2 % hoher als der Wert
der negativen Kontrollprobe K1-. Bei den Proben aus Uberstanden sind die Mittelwerte
von P138 um 14,6 %, von P118 um 39,0 % und von P126 um 45,1 % hoher als die
negative Kontrollprobe K1-. Dass die Ergebnisse in beiden Versuchen nicht signifikant
sind, wird auf die hohe Gruppenzahl der Einzelvergleiche im Dunn’'s Test
zuruckgefuhrt. Durch die Bonferroni-Korrektur steigt der Wert der angepassten
Signifikanz mit der Zahl der Einzelvergleiche im Dunn’s Test (Cabin und Mitchell,
2000). Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist, dass es sich um eine in vitro-Studie
handelt, in der nicht die exakt selben Bedingungen wie in-vivo bei Parodontitis

vorliegen. So lag fur die Kultivierung und Untersuchung der Wildstamme idealisierte
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Bedingungen beziglich Nahrstoffangebot, Temperatur und Luftfeuchtigkeit vor. Auch
wurden die einzelnen Bakterienstamme in diesem Versuchsaufbau als Monokulturen
einer Bakterienspezies kultiviert. Dies steht im Gegensatz zu dem oralen Biofilm, in
dem gleichzeitig verschiedene Gattungen und Spezies existieren. Die Laborstamme
mussten somit nicht mit anderen Bakterienspezies konkurrieren. Auch waren sie nicht

wir bei Parodontitis mit der Immunabwehr des Wirts konfrontiert (Fux et al., 2005).

Studien zeigen, dass bakterielle extrazellulare DNasen die DNA-Strukturen der
Neutrophil extracellular traps eines Wirtes abbauen und sich so der Korperabwehr
entziehen kénnen. Bei Mausen mit Sepsis (Meng et al., 2012), Pneumonie (Berends
et al, 2010) und nekrotisierender Fasziitis fuhrte der Abbau von Neutrophil
extrazellular traps durch bakterielle DNasen zu einer erhdohten Pathogenitat der Keime
(Buchanan et al., 2006). Auch bei Parodontitis wurden erhéhte NET-Konzentrationen
in parodontalen Taschen nachgewiesen (Vitkov et al., 2009) und NETs werden mit der
entzindlichen Abwehr des Wirtes bei der Erkrankung assoziiert (Fine et al., 2016;
Kaneko et al., 2018). In-vitro-Untersuchungen zeigten, dass auch die extrazellularen
DNasen der beim Menschen parodontalpathogenen Keimen P. intermedia, P.
denticola und P. melaninogenica die Strukturen von Neutrophil extracellular traps
abbauen konnen (Doke et al., 2017; Palmer et al., 2012). Der Nachweis von
extrazellularer DNase-Aktivitat bei allen getesteten Wildstammen der Gattungen
Prevotella, Segatella und Hoylesella in der vorliegenden Untersuchung lasst den
Schluss zu, dass diese Eigenschaft bei parodontalen Wildstammen der getesteten
Spezies P. nigrescens, P. denticola, S. baroniae, S. buccae, S. salivae und H.
loescheii verbreitet ist. Dies kbnnte es parodontalen Keimen der gennannten Spezies
in vivo, bei Parodontitis ermdéglichen Neutrophil extracellular traps abzubauen und sich
so diesem Abwehrmechanismus zu entziehen (Palmer et al., 2012). Das wuirde die
Ausbreitung der Keime in der parodontalen Region erleichtern und die parodontale
Entzindung fordern (Doke et al., 2017). Weitere Erkenntnisse uUber die Rolle von
extrazellularer DNasen der Gattung Prevotella bei der Pathogenese von Parodontitis
konnten Grundlage fir potentielle Therapieansétze bieten, die der Entstehung und
dem Voranschreiten der Erkrankung entgegenwirken. Um die Rolle von
extrazellularen DNasen parodontopathogener Keime bei Parodontitis zu
charakterisieren, sind jedoch weitere in vivo Studien notwendig. Die hier vorgelegte

Studie bezeugt, dass die extrazellulare DNase-Aktivitdt bei parodontalen
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Wildstammen der Gattungen Prevotella, Segatella und Hoylesella vorhanden ist. Die
erste Hypothese der vorgelegten Arbeit wurde bestatigt, parodontale Wildstamme der

Gattung Prevotella sind in der Lage, extrazellular DNA abzubauen.

Diese Arbeit hat bei einer Vielzahl von Wildstammen der Gattung Fusobacterium den
Genabschnit des Fusobacterium Adhasin A (FadA)-Gens nachgewiesen. Fur die
Spezies F. canifelinum ist dies der erste bekannte Nachweis des Genabschnittes.
Beim Vergleich mit Laborstammen von F. nucleatum aus anderen Studien zeigen sich
groRBe Ubereinstimmungen. So wies eine Untersuchung an 12 von 12 getesteten
Stammen der Spezies F. nucleatum FadA nach (Han et al., 2005). Auch eine andere
Studie mit F. nucleatum-Wildstammen unterstutzt die Ergebnisse der vorgelegten
Arbeit. Dort fand man bei 122 subgingivalen Plaqueproben, in denen F. nucleatum
nachgewiesen wurde, in 101 Fallen das FadA-Gen (Liu et al., 2014). Ein Unterschied
zeigt sich jedoch bei der Spezies F. naviforme. In der Studie von Han und Mitarbeitern
aus dem Jahr 2005 war der Stamm F. naviforme DUMC CF108-1 FadA-negativ,
wohingegen in der vorliegenden Untersuchung alle beiden getesteten F. naviforme-
Wildstamme FadA-positiv waren. F. naviforme DUMC CF108-1 stammte jedoch nicht
aus der Zahnfleischtasche eines Parodontitispatienten wie die Wildstamme, sondern
aus dem Vaginaltrakt einer Patientin mit bakterieller Vaginose. Auch anderen
extraoralen Spezies der Gattung Fusobacterium fehlte in der Studie der gesuchte
Abschnitt von FadA. So waren die beiden Stamme F. gonidiaformans DUMC CF65-1
und DUMC CF63-1 FadA-negativ, beide entstammen dem Vaginaltrakt bei bakterieller
Vaginose (Han et al., 2004). Die Autoren begriinden die Unterschiede in ihrer Studie
zwischen den getesteten Spezies der Gattung Fusobacterium mit deren
unterschiedlicher genetischen Zugehorigkeit und deren unterschiedlichem
Ursprungsort. So waren die FadA-positiven Spezies der Studie nahe verwandt mit
groRen genetischen Ubereinstimmungen und hatten denselben Ursprungsort (Han et
al., 2005; Lawson et al., 1991). Dies wurde auch den Unterschied von F. naviforme
DUMC CF108-1 und den getesteten F. naviforme-Wildstammen erkléaren. Auch eine
weitere Studie bestétigt diese These. Hier wurden die Genome von 26 Stdmmen aus
7 Spezies der Gattung Fusobacterium analysiert. Sie bestatigt die genetische
Heterogenitat innerhalb der Gattung Fusobacterium und ordnet die unterschiedlichen
Spezies bestimmten Zelllinien innerhalb der Gattung zu. F. nucleatum wurde einer

Zellinie zugeordnet, die durch eine Vielzahl von Genen charakterisiert wurden, die fur
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Oberflachenproteine kodieren. Diese Oberflachenproteine beféahigen sie, aktiv in
Wirtszellen einzudringen. F. gonidiiaformans hingegen wurde einer Zelllinie
zugeordnet, die nicht aktiv in Wirtszellen eindringen kann. So fehlte den Spezies
dieser Zellinie Gene fur Oberflachenproteine. Auch war deren Genom, das flr
Oberflachenproteine kodierte, nur halb so grof3 wie bei der ersten Zelllinie. Die Studie
vermutet, dass sich die unterschiedlichen Zelllinien der Gattung Fusobacterium durch
Adaptationen an verschiedene Umgebungen entwickelten (Manson McGuire et al.,
2014).

Studien unterstitzen die Rolle von Fusobacterium Adhasin A bei Parodontitis. So
untersuchte die klinische Studie von Liu und Kollegen aus dem Jahr 2014
subgingivalen Plaqueproben von 30 parodontal Gesunden, 49 Gingivitispatienten und
35 Parodontitispatienten auf das Vorkommen von FadA und F. nucleatum. Es konnte
in den Proben der Parodontitispatienten vermehrt F. nucleatum und das Gen fur FadA
nachgewiesen werden (Liu et al., 2014) Des weiteren wurde gezeigt, dass F.
nucleatum-Laborstamme, die FadA exprimierten, bei Mausen in vivo zu einer héheren
Pathogenitat bei Parodontitis fuhrte (Meng et al., 2021). Da die hier vorliegende
Untersuchung den gesuchten Genabschnitt von FadA bei allen 31 getesteten
Wildstammen der Gattung Fusobacterium nachgewiesen hat, liegt der Schluss nahe,
dass FadA bei parodontalen Wildstammen der untersuchten Spezies F. nucleatum, F.
naviforme und F. canifeliunum verbreitet ist. Auch kdnnte dies demnach bedeuten,
dass FadA eine wichtige Rolle bei Parodontitis spielt (Han et al., 2005). FadA scheint
fur die Adhasion von F. nucleatum an orale Epithelzellen von grol3er Bedeutung zu
sein. Eine in-vitro-Untersuchungen zeigte ein eine um 80% reduzierte
Bindungsfahigkeit an orale mukosale Epithelzellen fur Fusobacterium-Stamme, die
nicht das Gen fur FadA in sich trugen. (Han et al., 2005) Klinisch ist dieser
Virulenzfaktor in dem Sinne von Bedeutung, da die Adhasion an Epithelzellen ist bei
Parodontitis der erste Schritt flr die Kolonisierung der Wirtszellen darstellt. Dies kann
es F. nucleatum ermdglichen weiter in die Zellen einzudringen und eine entzindliche
Reaktion der Wirtszelle auszulosen. Dies wurde bereits in einer in-vitro-Studie
nachgewiesen. (Han et al., 2000). Somit kdnnte FadA einen Ansatz fur eine Therapie
bieten, die der Adhasion von F. nucleatum und der nachfolgenden parodontalen
Entztndungsreaktion entgegenwirkt. Allerdings bedarf es klinischen Studien, die die

Relevanz des Fad-Adhesins bei der Pathogenese der Parodontitis darstellen. Das



Diskussion 62

Ergebnis dieser vorgelegten Arbeit ist ein weiterer Beitrag zu diesem Thema und
bestatigt seine starke Verbreitung von FadA unter Bakterien der Gattung
Fusobacterium mit parodontalem Ursprung. Die zweite Hypothese der vorgelegten
Arbeit wurde bestatigt, parodontale Wildstamme der Gattung Fusbacterium

beherbergen das Oberflachenprotein FadA.

Fur die in dieser Arbeit getesteten Wildstamme der Spezies P. micra wurde bei 21 der
22 getesteten Wildstammen Chymotrypsinaktivitdit nachgewiesen. Alle positiv
getesteten Stamme zeigten sowohl in den Proben aus Bakterienzellen als auch in den
Uberstanden  Chymotrypsinaktivitat. Das lasst den Schluss zu, dass
chymptrypsinartige Proteasen bei den getesteten Wildstammen membrangebunden
vorliegen und auch sezerniert werden (Grenier und Bouclin, 2006). Die statistische
Auswertung  der  Korrelation von  zellgebundener und  sezernierter
Chymotrypsinaktivitat eines Stammes zeigte, dass je hoher die zellgebundene
Chymotrypsinaktivitat ist, desto hoher ist auch die sezernierte Chymotrypsinaktivitat
eines Wildstamms. Im Vergleich war die zellgebundene Chymotrypsinaktivitat bei
allen Wildstammen hoher als die sezernierte Chymptrypsinaktivitat. Ein direkter
Vergleich der Messwerte ist jedoch wegen der unterschiedlichen Konzentrationen der
Proben aus Bakterienzellen und der Proben aus Uberstanden nicht moglich.
Elastaseaktivitat konnte ebenfalls bei 21 der 22 P. micra-Wildstdmmen nachgewiesen
werden. Allerdings war die Elastaseaktivitat in den Proben aus Uberstanden nur bei
einem Stamm nachweisbar, und dies nur geringfugig. Eine Verfalschung der
Ergebnisse des Stammes durch eine Verunreinigung der Proben oder aufgrund eines
Messfehlers lasst sich ausschliel3en, da die Messwerte in den 3 Versuchsdurchlaufen
fur besagten Wildstamm &hnlich waren. Die Elastaseaktivitdt bei P. micra-
Wildstdmmen scheint in den meisten Fallen nur zellgebunden vorzuliegen. Verglichen
mit der Chymotrypsinaktivitdt war die zellgebundene Elastaseaktivitat der einzelnen
Wildstamme geringer als ihre zellgebundene Chymotrypsinaktivitat. Die statistische
Auswertung der Korrelation von zellgebundener Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat
zeigte eine gleichsinnige signifikante Korrelation mit starkem Effekt. Somit scheinen
Wildstamme mit hoher Chymotrypsinaktivitdat auch eine hohe Elastaseaktivitat zu

haben.

Vergleichbar den Ergebnissen der in dieser Arbeit getesteten Wildstdmme zeigten

auch alle 6 in einer anderen Studie getesteten Stamme der Spezies P. micra
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zellgebundene und sezernierte Chymotrypsinaktivitat. Allerdings zeigte keiner der 6
Stamme Elastaseaktivitdt, wohingegen 21 der 22 P. micra-Wildstamme der
vorliegenden Untersuchung zellgebundene Elastaseaktvitat aufwiesen (Grenier und
Bouclin, 2006). Die Stamme P. micra HG1252, HG1259, HG1262, HG1251, HG1253
und HG1254 entstammen subgingivalen Plaqueproben von Parodontitispatienten und
wurden in den Jahren 1993 (van Dalen et al., 1993) und 1997 gesammelt (Kremer et
al., 1997). Ein moglicher Grund fir unterschiedliche Elastaseaktivitat konnte in der
unterschiedlichen Studienmethodik liegen. So wurden die Proben fir die
Laborstamme fir 4 h mit dem chromogenen Peptid inkubiert, die Proben der
Wildstamme in der vorliegenden Studie dagegen 24 h lang (Grenier und Bouclin,
2006). Jedoch zeigten in einer anderen Studie parodontale Stamme der Spezies P.
micra ebenfalls kaum Elastaseaktivitat. Nur 2 von 38 getesteten Stammen hatten
Elastaseaktivitat, wobei es sich bei den 38 Stammen um 3 Laborstdmme und 35
Wildstdmme handelte (Ota-Tsuzuki und Alves Mayer, 2010). Sowohl die in der Studie
getesteten Wildstamme (Ota-Tsuzuki und Alves Mayer, 2010) und die beiden
Laborstamme stammten aus subgingivalen Plaqueproben (Kremer et al., 1997; van
Dalen et al., 1993). Die Ergebnisse zur Elastaseaktiviat der P. micra-Wildstamme der
vorgelegten Arbeit werden jedoch durch eine weitere Studie bestéatigt, in der 9 von 18
P. micra-Wildstammen ebenfalls Elastaseaktivitidt zeigten. Diese Wildstamme
stammen aber nicht von subgingivalen Plaqueproben sondern aus der
Amnionflussigkeit. Auch wurde die Elastaseaktivitat nicht in Flissigkultur, sondern auf
Agarplatten nachgewiesen (Mikamo et al, 1999). Die Unterschiede der
Elastaseaktivitat von P. micra werden in der Literatur mit den unterschiedlichen
Isolierungsorten begriindet (Ota-Tsuzuki und Alves Mayer, 2010). Die vorgelegte
Untersuchung kann dies jedoch nicht bestatigen, da die hier getesteten Wildstamme
aus subginivalen Plaqueproben von Parodontitispatienten stammen. Die sehr geringe
Chymotrypsinaktivitat des Kontrollstammes A. naeslundii der vorliegenden
Untersuchung steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Studien. Dort wurden
proteolytische Aktivitaten bei der Bakterienspezies A. naeslundii nicht gefunden
(Gajdacs und Urban, 2020).

Kritisch zu bewerten ist, dass sich die Ergebnisse in dieser Arbeit zur Chymotypsin-
und Elastaseaktivitat der P. micra-Wildstamme nicht signifikant von der jeweiligen

negativen Kontrolle K- unterscheiden. Allerdings sind fur alle getesteten P. micra-
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Wildstdamme, aul3er fur P104, sind die Mittelwerte der optischen Dichte im Vergleich
zur negativen Kontrollprobe K- deutlich erhoht bei der Chympotrypsinaktivitat. Dies
wird bei den Stammen mit den niedrigsten Werten deutlich. Die Mittelwerte bei den
Proben aus Uberstanden fiur P90 sind um 31,3 % und fir P91 um 42,7 % hoher als
die der negativen Kontrollprobe. Der Mittelwert von P104 bei den Proben aus
Bakterienzellen ist lediglich um 5,8 % groRer, bei den Proben aus Uberstanden um
3,6 % geringer als die negative Kontrolle. Ebenso bei der Elastaseaktivitat sind die
Mittelwertsunterschiede deutlich, wie nachfolgend anhand der Stamme mit den
geringsten Werten der optischen Dichte demosntriert. Bei den Proben aus
Bakterienzellen ist der Mittelwert von P104 um 44,7 %, von P90 um 393,6 % und von
P91 um 508,5 % erhoht, verglichen mit der negativen Kontrolle. Die Mittelwerte der
P.-micra-Proben aus Uberstanden unterscheiden sich nicht wesentlich von dem der
negativen Kontrolle, lediglich die Werte von P102 sind leicht erhdht. Dies wird hier
anhand der Stamme mit den hdochsten Werten gezeigt. So ist der Mittelwert fir P102
um 16 %, fir P100 um 8,9 % und fur P99 um 7,6 % hoher als bei der negativen
Kontrolle. Der Mittelwert des Kontrollstammes A.n. ist bei den Proben aus
Bakterienzellen 19,1 % hoéher und bei den Proben aus Uberstanden 10,1 % geringer
als der der negativen Kontrolle. Dass die Ergebnisse in beiden Versuchen nicht
signifikant sind, wird auf die hohe Gruppenzahl der Einzelvergleiche im Dunn’s Test
zuruckgefuhrt. Durch die Bonferroni-Korrektur steigt der Wert der angepassten
Signifikanz mit der Zahl der Einzelvergleiche im Dunn’s Test (Cabin und Mitchell,
2000). Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist, dass es sich, so wie die
vorangehenden Versuche dieser Arbeit auch, um eine in vitro-Studie handelt. Die flr
die Laborstamme vorliegenden Bedingungen bei der Kultivierung unterscheiden sich

somit von den nattrlichen Bedingungen im subgingivalen Biofilm bei Parodontitis.

Studien zeigen, dass eine chymotrypsinartige Protease der parodontalpathogenen
Spezies T. denticoa in vitro parodontale Ligamentzellen (Fenno et al., 1998), sowie
Bestandteile des parodontalen Halteapparats Laminin und Typ IV-Kollagen abbauen
kénnen (Grenier et al., 1990). Auch in vivo wurde eine chymotrypsinartige Protease
von T. denticola im erkrankten parodontalen Gewebe identifiziert und ihr wird eine
aktive Rolle bei der bakteriellen Invasion in parodontales Gewebe zugesprochen
(Marttila et al., 2014). Auch die elastolytische Aktivitat parodontaler Bakterien scheint

bei der Pathogenese von Parodontitis bedeutsam zu sein, denn mit ihrer Elastase
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kénnen die Bakterien parodontale Strukturen abbauen (Shibata et al., 1993). Folglich
kbnnten die chymotrypsinartige und elastolytischen Proteaseaktvitaten von P. micra
ebenfalls eine Rolle bei dem Abbau parodontaler Gewebsstrukturen und der
Verbreitung der Keime in parodontales Gewebe haben (Grenier und Bouclin, 2006).
Dass in der vorliegenden Untersuchung durchgehend Chymotrypsin- und
Elastaseaktvitat bei P. micra-Wildstammen nachgewiesen wurde, unterstitzt diese
Annahme. Um diese Frage zu klaren, bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen, in
denen die chymotrypsinartigen und elastolytischen Proteasen der P. micra-
Wildstdmme identifiziert und ihre Rolle bei der Parodontitispathogenese in vivo néher
untersucht werden. Wie auch fir die Gattungen Prevotella, Segatella und Hoylesella
und Fusobacterium bestand die Relevanz des Versuchs fur Parvimonas in dieser
Arbeit darin, die untersuchten Virulenzfaktoren bei Wildstammen nachzuweisen. Nach
Charakterisierung der Rolle dieser Virulenzfaktoren bei der Pathogenese der
Parodontitis in klinischen Studien, konnte dies Grundlage fur potenzielle
Therapieansatze bieten. Diese vorgelegte Arbeit zeigt eine weite Verbreitung von
Chymptrypsin- und Elastaseaktivitat unter Wildstammen der Spezies P. micra auf. Die
dritte Hypothese der vorgelegten Arbeit wurde bestatigt, Wildstamme der Spezies P.

micra besitzen Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es Wildstamme von Parodontitisbakterien auf das
Vorhandensein von Virulenzfaktoren zu testen und die mogliche Rolle dieser
Virulenzfaktoren bei der Pathogenese der Parodontitis zu diskutieren. Bei Parodontitis
Ibsen parodontopathogene Bakterien mittels krankmachender Eigenschaften, den
sog. Virulenzfaktoren Entzindungsreaktionen im parodontalen Gewebe des Wirts
aus. Hierdurch resultiert ein fortschreitender Abbau des parodontalen Halteapparats,
mit dem letztendlich der Zahn seine Verankerung im Knochen verliert. Die Behandlung
von Parodontitis besteht aus der mechanischen Entfernung des subgingivalen
Biofilms und der bakteriellen Konkremente. Parodontale Bakterien der Gattungen
Prevotella, Fusobacterium und Parvimonas sind im subgingivalen dysbiotischen
Biofilm in erhdhter Zahl vorhanden und tragen mit ihren Virulenzfaktoren maf3geblich
zu der Entstehung und Progression einer Parodontitis bei. Die in dieser Arbeit
getesteten Virulenzfaktoren waren zuvor teils nur an wenigen Laborstammen der
jeweiligen Gattung getestet und nachgewiesen worden. Dies ist kritisch zu betrachten,
da sich die Eigenschaften von Laborstammen im Laufe wiederholter Subkultivierung
verdndern koénnen. Aufgrund dessen war unklar, in welchem Umfang diese
Virulenzfaktoren auch bei Wildstammen derselben Gattung vorkommen. Die in dieser
Arbeit getesteten Virulenzfaktoren waren DNase-Aktivitat fir die Gattungen
Prevotella, Segatella und Hoylesella, Fusobacterium Adhasin A (FadA) fir die Gattung
Fusobacterium und die beiden proteolytischen Aktivitaten, Chymotrypsin- und
Elastaseaktivitat fur die Gattung Parvimonas. Mittels DNase-Aktivitdt kdnnen
Bakterien DNA Strukturen (NETs) von Abwehrzellen des Wirts abbauen, sich so
diesem Abwehrmechanismus entziehen und die Progression einer Parodontitis
fordern. FadA ist ein Adhéasin, das die Bakterien beféahigt Epithelzellen der Gingiva zu
besiedeln und so den Entziindungsprozess bei Parodontitis zu fordern. Proteolytische
Aktivitditen ermdglichen es Bakterien Bestandteile des parodontalen Gewebes
abbauen und die Schutzbarriere des Gingivaepithels zu durchdringen. In der
vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 66 Wildstamme parodontalen Ursprungs der
Gattungen Prevotella, Segatella, Hoylesella, Fusobacterium und Parvimonas in vitro
auf je einen fur ihre Gattung charakteristischen Virulenzfaktor untersucht. Es wurden
9 Wildstamme der Gattung Prevotella, 3 Wildstamme der Gattung Segatella und 1

Wildstamm der Gattung Hoylesella auf ihre DNase-Aktivitat, das Vermobgen
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extrazellular DNA abzubauen, getestet. Die Testung erfolgte zum einen auf Agar-
Kulturplatten, die DNA enthielten und zum anderen in einem flissigen Nahrmedium,
das mit DNA inkubiert wurde. 31 Wildstamme der Gattung Fusobacterium wurden auf
das Vorhandensein von FadA getestet. Fir den Nachweis wurde das Genom der
Fusobacterium-Wildstamme auf ein spezifisches Fragment des FadA-Gens
untersucht. Die bakterielle DNA wurde mittels Magna Pure LC-Gerat extrahiert und
anschlieBend in einer PCR mit einem FadA-spezifischen Primer analysiert. 22
Wildstamme der Spezies P. micra wurden auf Chymotrypsinaktivitat und
Elastaseaktivitdt getestet. Der Nachweis erfolgte mit zwei chromogenen Peptiden,
spezifisch fur Chymotrypsin- und Elastaseaktivitat. Das Ergebnis dieser Arbeit zeigte
fur alle 13 getesteten Wildstamme der Gattungen Prevotella, Segatella und Hoylesella
mit beiden Methoden DNase-Aktivitat. Bei allen 31 Wildstammen der Gattung
Fusobacterium wurde der gesuchte Genabschnitt von FadA gefunden. Fur P. micra
wurde bei 21 der 22 getesteten Wildstamme Chymotrypsin- und Elastaseaktiviat
nachgewiesen. Die statistische Auswertung der Ergebnisse von DNase-Aktivitat der
Wildstamme und proteolytischen Aktivitaten der P. micra- Wildstamme zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Messwerten der Wildstamme und den
entsprechenden negativen Kontrollen (p > 0,05). Dies wird auf die hohe Gruppenzahl
im statistischen Test zurlickgeflihrt, da hierdurch im Dunn’s Test mit Bonferroni-
Korrektur die Signifikanz stark angepasst wurde. In dieser Arbeit konnte erstmalig
extrazellulare DNase-Aktvitat bei Stdmmen der Spezies P. nigrescens, S. baroniae,
S. salivae, S. buccae und H. loescheii und nachgewiesen werden. Fur die Spezies F.
canifelinum konnte erstmalig FadA nachgewiesen werden. Insgesamt wurde bei 65
der 66 getesteten Wildstamme der gesuchten Virulenzfaktor gefunden. Die
untersuchten Virulenzfaktoren scheinen folglich bei parodontalpathogenen
Wildstammen der jeweiligen Gattung weit verbreitet zu sein. Die hier bei den
Wildstammen in vitro nachgewiesenen Virulenzfaktoren kodnnten einen neuen
Ansatzpunkt fur die Parodontitistherapie darstellen, bei dem die bakteriellen
Virulenzfaktoren gezielt unterbunden werden. Durch Hemmung der bakteriellen
DNase-Aktivitat waren Bakterien schutzlos gegen den Abwehrmechanismus der
neutrophilen Granulozyten des Wirts und kbénnten so abgetdtet werden. Durch
Hemmung des Fusobacterium Adhésin A (FadA) kdnnte die bakterielle Besiedelung

und Invasion in parodontale Gewebszellen verhindert werden. Und durch Hemmung
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von proteolytischen Aktivitaten konnte der Abbau von Bestandteilen des parodontalen
Gewebes durch Bakterien verhindert werden. All dies kdnnte der Entstehung und
Progression einer Parodontitis entgegenwirken. Es ist naheliegend, dass die hier
getesteten Virulenzfaktoren einen ihrem haufigen Vorkommen entsprechenden,
bedeutsamen Beitrag bei der Pathogenese der Parodontitis leisten. Diese begriindete
Annahme bedarf jedoch weiterer Untersuchung. Um die genaue Rolle der drei
Virulenzfaktoren bei der Initiation und Progression der Parodontitis zu ergrtinden, sind
nachfolgende in-vivo-Studien an Wildstammen der Gattungen Prevotella, Segatella,

Hoylesella, Fusobacterium und Parvimonas notwendig.
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12.2 Verwendete Wildstamme

Nummer des Wildstamms Spezies

P 108 Prevotella nigrescens
P 112 Segatella baroniae

P 116 Segatella buccae

P 117 Prevotella denticola
P 118 Prevotella denticola
P 119 Prevotella denticola
P 126 Hoylesella loescheii
P 128 Prevotella nigrescens
P 129 Prevotella nigrescens
P 133 Prevotella nigrescens
P 138 Segatella salivae

P 162 Prevotella denticola
P 166 Prevotella denticola

Nummer des Wildstamms

Spezies

P 28 Fusobacterium naviforme

P 29 Fusobacterium naviforme / nucleatum
P 30 Fusobacterium nucleatum

P 33 Fusobacterium nucleatum

P 34 Fusobacterium nucleatum

P 35 Fusobacterium nucleatum

P 37 Fusobacterium nucleatum

P 38 Fusobacterium nucleatum

P 39 Fusobacterium nucleatum

P 41 Fusobacterium nucleatum

P 42 Fusobacterium nucleatum

P 43 Fusobacterium nucleatum

P 44 Fusobacterium nucleatum

P 45 Fusobacterium nucleatum

P 46 Fusobacterium nucleatum

P 47 Fusobacterium nucleatum

P 50 Fusobacterium nucleatum

P51 Fusobacterium nucleatum / naviforme
P 53 Fusobacterium nucleatum /naviforme
P 54 Fusobacterium nucleatum /naviforme
P 55 Fusobacterium nucleatum / naviforme
P57 Fusobacterium sp.

P 58 Fusobacterium sp.

P 59 Fusobacterium sp.

P 60 Fusobacterium sp.

P61 Fusobacterium sp. / nucleatum

P 63 Fusobacterium sp.

P 64 Fusobacterium sp.

P 161 Fusobacterium nucleatum

P 165 Fusobacterium canifelinum

P171 Fusobacterium nucleatum

Nummer des Wildstamms

Spezies

P 81

Parvimonas micra

P 82

Parvimonas micra

P 83

Parvimonas micra
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P 84 Parvimonas micra
P 86 Parvimonas micra
P 90 Parvimonas micra
P91 Parvimonas micra
P 92 Parvimonas micra
P 93 Parvimonas micra
P 94 Parvimonas micra
P 95 Parvimonas micra
P 96 Parvimonas micra
P 97 Parvimonas micra
P 98 Parvimonas micra
P 99 Parvimonas micra
P 100 Parvimonas micra
P 101 Parvimonas micra
P 102 Parvimonas micra
P 103 Parvimonas micra
P 104 Parvimonas micra
P 106 Parvimonas micra
P 170 Parvimonas micra

Bezeichnung des Wildstamms

Spezies

A.n.

Actinomyces naeslundii

12.3 Rezepte der Methodiken

N&hrmedium Flissigkultur zur Anzucht der Keime:

11,1 g BHI-Pulver (Bacto™ Brain Heart Infusion, BD)
150 mg L-Cystein (L-Cystein fur biochemische Zwecke, Merck, Deutschland)

3 ml Ha&min-Stammldsung
60 pl Vitamin-Ki-Stammldsung

300 ml Reinstwasser (H20, Barnstead MicroPure, ThermoFisher Scientific,

Massachusetts, USA)

Hamin-Stammlésung fur Nahrmedium:

50 mg Hemin (Hamin from bovine, 290%, Sigma-Aldrich, Missouri, USA)

1 ml 1IN Natronlauge (NaOH, Natronlauge 1 mol/l - 1 N MaRIésung, Carl Roth,

Deutschland)

99 ml sterilem destillierten Wassser (H20, Wasser fur Injektionszwecke,

Berlin-Chemie, Deutschland)

Vitamin-Ki-Stammldsung fur Nahrmedium:

0,15 ml Phyllochinon (Phytonadion, Pharmaceutucal Secondary Standard;
Certified Reference Material, Supelco, Pennsylvania, USA)
30 ml Ethanol 95% (Ethanol 95% (v/v), ExtraPure, SLR, ThermoFisher

Scientific).
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DNA-Agarplatten Versuch DNase-Aktivitat:

24,975 BHI-Pulver (Bacto™ Brain Heart Infusion, BD)

9,11g Agar (Bacteriological agar for molecular biology, Sigma-Aldrich)
0,137g Magnesiumchlorid (MgClz, Magnesium chloride hexahydrate
SigmaUltra minimum 99.0%, Sigma-Aldrich)

0,0925 g Calciumchlorid (CaClz, Calcium chloride dihydrate for molecular
biology approx. 99%, Sigma-Aldrich)

1,35 g Lachsspermium-DNA (Deoxyribonucleic acid low molecular weight
from salmon sperm, Sigma-Aldrich)

675 ml Reinstwasser (H20, Barnstead MicroPure, ThermoFisher Scientific)

DNase-Reaktionspuffer Versuch DNase-Aktivitat:

0,121 g Tris (Tris Pufferan 299,9% Ultra Quality, Carl Roth)

0,051 g Magnesiumchlorid (MgCl2, Magnesium chloride hexahydrate
SigmaUltra minimum 99.0%, Sigma-Aldrich)

0,007 g Calciumchlorid (CaClz, Calcium chloride dihydrate for molecular
biology approx. 99%, Sigma-Aldrich)

100 ml Reinstwasser (H20, Barnstead MicroPure, ThermoFisher Scientific)

0,8% Agarose-Gel mit Ethidiumbromid Versuch DNase-Aktivitat:

2,0 g Agarose (Biozym LE Agarose For gel electrophoresis, Biozym,
Deutschland)

250 ml 1 X TBE-Puffer aus 25 ml 10 X TBE (TBE-Puffer 10x konzentriert 1L,
Apotheke Klinikum der Universitat Minchen, Deutschland) und 225 ml
destilliertem Wasser (H20 Produkt)

12,5 pl Ethidiumbromid (Ethidium bromide solution, 10 mg/ml Molecular
biology tested suitable for gel electrophoresis DNA isolation procedures,
Sigma-Aldrich)

6X Laufpuffer Elektrophorese Versuch DNase-Aktivitat:

15,0 g Ficoll 400

0,06 g Bromphenolblau

0,06 g Xyloncyanol

1,1 g Titriplex 1l

100 ml Wasser fur Injektionszwecke

Proteinase-K-Ldsung Magna-Pure-LC Versuch FadA:
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1,2 Elutionspuffer (Elution Buffer, Vial 6, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit 11l
Roche)

1 Vial Proteinase K (Proteinase K, Vial 8, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit
[l Roche)

Einmarprodukte Magna-Pure-LC Versuch FadA:

Pipettenspitzen (MagNA Pure LC Reaction Tips (small) und MagNA Pure LC
Reaction Tips (large), Roche)

Pipettenspitzenhalter (MagNa Pure LC Tip Stands, Roche)
Prozessierungsbehalter (MagNA Pure LC Processing Cartridges, Roche)
ReagenzgefalRe (MagNA pure LC Reagent Tub (large), Roche) und (MagNA
Pure LC Medium Reagent Tub 20, Roche)

Elutionsbehélter (MagNA pure sample cartridges, Roche)

Deckel (MagNA Pure LC Tub Lids (large) und (MagNA Pure LC Tub Lids
(small, medium), Roche)

Ausgabebehaltnis und Probebehaltnis (MagNA pure sample cartridges,
Roche)

Auffangbeutel (Solid Waste Bag, Roche)

Reagenzien Magna-Pure-LC Versuch FadA:

31,2 ml Waschpuffer | (Wash Buffer I, Bottle 1, MagNA Pure LC DNA Isolation
Kit Ill, Roche)

18,4 ml Waschpuffer Il (Wash Buffer II, Bottle 2, MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit 11, Roche)

15,4 ml Waschpuffer 11l (Wash Buffer I, Bottle 3, MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit Ill, riche)

10,8 ml Lysepuffer (Lysis/Binding Buffer, Bottle 4, MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit 11, Roche)

5,8 ml (Magnetic Glass Partivles Suspension, Vial 5, MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit Ill, Roche)

12,3 ml Elutionpuffer (Elution Buffer, Bottle 6, MagNA Pure LC DNA Isolation
Kit Ill, Roche)

Mastermix PCR Versuch FadA:

200 pl Reaktionspuffer (5X Green GoTaq Reaction buffer, Promega,
Wisconsin, USA)

50 ul 20,6 uM FadA-R-LAsung pipettiert

50 ul 20,0 uM FadA-F-Ldsung

20 pl Nucleotidmix (ANTP Mix, Promega)

575 pl H20 dest. Ster, 200 pl Reaktionspuffer

5 ul Tag-Polymerase (GoTaq G2 DANN Polymerase, Promega)

Daten PCR Thermocycler Versuch FadA:
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Denaturierung: 4 Minuten bei 95°C

30 Zyklen:

Denaturierung: 30 Sekunden bei 95°C
Primerhibridisierung: 30 Sekunden bei 55,8°C
Elongation: 40 Sekunden bei 72°C

Finale Elongation 6 Minuten bei 72°C

1,5% Agarose-Gel mit Ethidiumbromid Versuch FadA:

9,38 g Agarose (Biozym LE Agarose For gel electrophoresis, Biozym,
Deutschland)

625 ml ml 1 X TBE-Puffer aus 62,5 ml 10 X TBE (TBE-Puffer 10x konzentriert
1L, Apotheke Klinikum der Universitat Minchen, Deutschland) und 562,5 ml
destilliertem Wasser (H20 Produkt)

31,25 pl Ethidiumbromid (Ethidium bromide solution, 10 mg/ml Molecular
biology tested suitable for gel electrophoresis DNA isolation procedures,
Sigma-Aldrich)

Peptidlosung Versuch Chymotrypsinaktivitét :

120 pl geléstes N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-N-nitroanilid (25 mg N-Succinyl-
Ala-Ala-Pro-Phe-N-nitroanilid (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-N-nitroanilid,
Sigma-Aldrich) geldst in 903 ul DMSO (Dimethyl sulfoxide, sterile filtered,
299.7% Sigma-Aldrich))

1080 pl PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline sterile filtered endotoxin
testet, Sigma-Aldrich)

1mM-HCI-2mM-CaClz-Lésung fur Alpha-Chymotrypsin:
14,7 mg Calcliumchlorid (CaClz, Calcium chloride dihydrate for molecular
biology approx. 99%, Sigma-Aldrich)
50 pl 1M HCI (Salzséure (1N) 1mol/lI-2N Mal3lésung, Carl Roth)
50 ml Reinstwasser (H20, Barnstead MicroPure, Thermo Scientific)
Peptidlésung Versuch Elastaseaktivitat:
120 pl des gelosten N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid (5 mg N-Succinyl-Ala-
Ala-Ala-p-nitroanilide geldst in 250 pl DMSO (Dimethyl sulfoxide, sterile
filtered, 299.7% Sigma-Aldrich))
1080 pl 100 mM Tris-Puffer, pH= 8,0

100 mM Tris-Puffer, pH = 8,0, Versuch Elastaseaktivitat:

2,42 g Tris (Tris Pufferan 299,9% Ultra Quality, Carl Roth)
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12.4

200 ml Reinstwasser (H20, Barnstead MicroPure, Thermo Scientific, MA,
USA)

wurde unter Zugabe von 1M HCL (Salzsaure (1N) 1mol/I-2N Mal3lésung, Carl
Roth) der pH-Wert des Puffers auf 8,0 eingestellt.

Daten der statistischen Auswertung

a) DNase-Aktvitat von Wildstammen der Gattung Prevotella:

Test auf Normalverteilung
Shapiro-Wilk-Test
DNase-Aktivitat auf DNA-
Agarplatten:

Stamm Signifikanz
K1- 0,000
K2- 0,000
P28 0,000
P59 0,000
P96 0,000
P97 0,000
P108 0,243
P112 0,942
P116 0,000
P117 0,000
pP118 0,780
P119 0,241
P126 0,924
P128 0,866
P129 0,931
P133 0,000
P138 0,661
P162 0,970
P166 0,597




Test der Varianzhomogenitat Levene-Test

Variable Levene- dfl df2 Signifikanz
Statistik

DNase-Aktivitat auf | 7,400 18 36 <0,001

DNA-Agarplatten

Kruskal-Wallis-Test

Variable Gesamtzahl Teststatistik Asymptotische
Signifikanz
(zweiseitiger Test)
DNase-Aktivitat auf 55 52,412 <0,001
DNA-Agarplatten

Dunn‘s-Test
Ausschnitt DNase-Aktivitat auf DNA-Agarplatten
Paarweise-Vergleich Signifikanz Angepasste Signifikanz
(Bonferroni-Korrektur)
K1-, K2- 1,000 1,000
K1-, P28 1,000 1,000
K1-, P59 1,000 1,000
K1-, P96 1,000 1,000
K1-, P97 1,000 1,000
K1-, P118 0,331 1,000
K1-, P117 0,293 1,000
K1-, P126 0,204 1,000
K1-, P116 0,164 1,000
K1-, P138 0,120 1,000
K1-, P119 0,067 1,000
K1-, P166 0,028 1,000
K1-, P162 0,014 1,000
K1-, P129 0,006 1,000
K1-, P108 0,003 0,509
K1-, P133 0,007 1,000
K1-, P128 0,002 0,361
K1-, P112 0,001 0,194

| Test auf Normalverteilung |
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Shapiro-Wilk-Test

DNase-Aktivitat in DNA-LOsung:

Stamm Signifikanz Signifikanz
Bakterienzellen | Ubersténde

K1- 0,000 0,157

K2- 0,637 0,000

P108 0,174 0,303

P112 0,668 1,000

P116 0,948 0,213

P117 0,680 0,659

P118 0,188 0,045

P119 0,770 0,363

P126 0,442 0,057

P128 0,878 0,439

P129 0,140 0,475

P133 0,000 0,079

P138 0,906 0,843

P162 0,125 0,878

P166 0,637 0,520

Test der Varianzhomogenitat Levene-Test

Variable Levene- dfl df2 Signifikanz
Statistik

DNase-Aktivitat in DNA- | 4,836 14 30 <0,001

Ldsung Bakterienzellen

DNase-Aktivitat in DNA- | 5,619 14 30 <0,001

Losung Uberstande

Kruskal-Wallis-Test

Variable Gesamtzahl Teststatistik Asymptotische
Signifikanz
(zweiseitiger Test)

DNase-Aktivitat in | 45 31,702 0,004

DNA-LGsung

Bakterienzellen

DNase-Aktivitat in | 45 38,881 <0,001

DNA-LGsung

Uberstande
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Dunn‘s-Test

Ausschnitt DNase-Aktivitat in DNA-L6sung Bakterienzellen

Paarweise-Vergleich Signifikanz Angepasste Signifikanz
(Bonferroni-Korrektur)
K1-, K2- 1,000 1,000
K1-, P138 0,446 1,000
K1-, P166 0,256 1,000
K1-, P126 0,157 1,000
K1-, P118 0,131 1,000
K1-, P117 0,113 1,000
K1-, P162 0,079 1,000
K1-, P129 0,040 1,000
K1-, P116 0,019 1,000
K1-, P119 0,009 1,000
K1-, P133 0,009 1,000
K1-, P128 0,003 0,590
K1-, P108 0,003 0,482
K1-, P112 <0,001 0,056
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Dunn‘s-Test

Ausschnitt DNase-Aktivitat in DNA-Losung Uberstande

Paarweise-Vergleich Signifikanz Angepasste Signifikanz
(Bonferroni-Korrektur)
K1-, K2- 0,926 1,000
K1-, P138 0,504 1,000
K1-, P118 0,419 1,000
K1-, P126 0,276 1,000
K1-, P116 0,208 1,000
K1-, P166 0,148 1,000
K1-, P119 0,103 1,000
K1-, P117 0,062 1,000
K1-, P162 0,029 1,000
K1-, P129 0,004 0,688
K1-, P108 0,003 0,437
K1-, P128 0,002 0,288
K1-, P133 0,001 0,198
K1-, P112 <0,001 0,095
Test auf Normalverteilung
Shapiro-Wilk-Test
Variable Signifikanz
DNA-Agarplatten 0,006
DNA-LOsung Bakterienzellen <0,001
DNA-L6sung Uberstande <0,001

Korrelation nach Spearman

Variablen Korrelationskoeffizient | Anzahl Signifikanz
(2-seitig)

DNA-L6sung Bakterienzellen / 0,830 45 <0,001

DNA-LAsung Uberstéande

DNA-LOsung Uberstande / 0,898 37 <0,001

DNA-Agarplatten

b) Chymotrypsinaktivitat und Elastaseaktivitat von Wildstammen der Art P. micra

Test auf Normalverteilung Shapiro-Wilk-Test
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Chymptrypsinaktivitat

Stamm Signifikanz Signifikanz
Bakterienzellen | Ubersténde
K+ 0,221 0,384
K- 0,405 0,322
P81 0,417 0,607
P82 0,066 0,868
P83 0,545 0,857
P84 0,142 0,430
P86 0,423 0,716
P90 0,068 0,033
P91 0,007 0,489
P92 0,468 0,262
P93 0,193 0,037
P94 0,383 0,030
P95 0,830 0,429
P96 0,177 0,797
P97 0,240 0,600
P98 0,006 0,405
P99 0,010 0,202
P100 0,019 0,228
P101 0,546 0,851
P102 0,061 0,741
P103 0,026 0,404
P104 0,780 0,945
P106 0,215 0,168
P170 0,293 0,837
A.n. 0,072 0,818

Test der Varianzhomogenitat Levene-Test

Variable Levene- dfl df2 Signifikanz
Statistik

Chymotrypsinaktivitat | 1,493 24 75 0,099

Bakterienzellen

Chymotrypsinaktivitat | 3,103 24 75 <0,001

Uberstande
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Kruskal-Wallis-Test

Variable Gesamtzahl Teststatistik Asymptotische
Signifikanz
(zweiseitiger Test)

Chymotrypsinaktivitat | 97 40,300 0,020

Bakterienzellen

Chymotrypsinaktivitat | 100 63,526 <0,001

Uberstande

Dunn‘s-Test

Ausschnitt Chymotrypsinaktivat Bakterienzellen

Paarweise-Vergleich Signifikanz Angepasste Signifikanz
(Bonferroni-Korrektur)
K-, P104 0,914 1,000
K-, A.n. 0,744 1,000
K1- P90 0,105 1,000
K-, P91 0,105 1,000
K-, P170 0,053 1,000
K-, P102 0,043 1,000
K-, K+ 0,038 1,000
K-, P95 0,044 1,000
K-, P86 0,023 1,000
K-, P92 0,018 1,000
K-, P83 0,018 1,000
K-, P82 0,012 1,000
K-, P94 0,011 1,000
K-, P96 0,005 1,000
K-, P93 0,005 1,000
K-, P81 0,004 1,000
K-, P98 0,004 1,000
K-, P84 0,003 0,771
K-, P97 0,002 0,600
K-, P101 0,002 0,587
K-, P106 0,004 1,000
K-, P99 0,002 0,454
K-, P103 0,001 0,382
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K-, P100

0,001

0,373

Dunn’s-Test

Ausschnitt Chymotrypsinaktivitat Uberstande

Paarweise-Vergleich Signifikanz Angepasste Signifikanz
(Bonferroni-Korrektur)
K-, P104 0,956 1,000
K-, A.n. 0,927 1,000
K1- P90 0,394 1,000
K-, P91 0,249 1,000
K-, P170 0,002 0,500
K-, P102 <0,001 0,025
K-, K+ <0,001 0,005
K-, P95 0,018 1,000
K-, P86 0,025 1,000
K-, P92 0,196 1,000
K-, P83 0,004 1,000
K-, P82 0,005 1,000
K-, P94 0,005 1,000
K-, P96 0,140 1,000
K-, P93 0,284 1,000
K-, P81 0,003 0,919
K-, P98 0,033 1,000
K-, P84 0,030 1,000
K-, P97 0,003 0,919
K-, P101 0,045 1,000
K-, P106 0,023 1,000
K-, P99 0,009 1,000
K-, P103 0,019 1,000
K-, P100 0,006 1,000

Test auf Normalverteilung
Shapiro-Wilk-Test

Variable

Signifikanz
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Chymotrypsinaktivitat <0,001
Bakterienzellen

Chymotrypsinaktivitat <0,001
Uberstande

Korrelation nach Spearman

Variablen Korrelationskoeffizient | n Signifikanz
(2-seitig)

Chymptrypsinaktivitat Bakterienzellen | 0,110 97 | <0,285

24 h/

Chymptrypsinaktivitat Uberstande 24 h

Chymptrypsinaktivitat Bakterienzellen | 0,551 50 | <0,001

1h/

Chymptrypsinaktivitat Uberstande 24 h

Test auf Normalverteilung Shapiro-Wilk-Test

Elastaseaktivitat

Stamm Signifikanz Signifikanz
Bakterienzellen | Ubersténde

K+ 0,718 0,160

K- 0,224 0,857

P81 0,183 0,055

P82 0,789 0,930

P83 0,496 1,000

P84 0,982 0,898

P86 0,648 0,887

P90 0,978 0,149

P91 0,823 0,719

P92 0,838 0,670

P93 0,302 0,791

P94 0,291 0,300

P95 0,559 0,734

P96 0,750 0,765

P97 0,830 0,087

P98 0,565 0,861

P99 0,280 0,109

P100 0,199 0,007

P101 0,106 0,927




P102 0,430 0,066
P103 0,055 0,398
P104 0,008 0,989
P106 0,387 0,733
P170 0,504 0,914
An. 0,262 0,131

Test der Varianzhomogenitat Levene-Test

Variable Levene- dfl df2 Signifikanz
Statistik

Elastaseaktivitét 2,464 24 75 0,002

Bakterienzellen

Elastasraktivitat 2,209 124 75 0,005

Uberstande

Kruskal-Wallis-Test

Variable Gesamtzahl Teststatistik Asymptotische
Signifikanz
(zweiseitiger Test)

Elastaseaktivitat 100 64,280 <0,001

Bakterienzellen

Elastaseaktivitat 100 34,126 0,082

Uberstande

Dunn’s-Test

Ausschnitt Elastaseaktivitat Bakterienzellen

Paarweise-Vergleich Signifikanz Angepasste Signifikanz

(Bonferroni-Korrektur)

K-, P104 0,688 1,000
K-, A.n. 0,845 1,000
K1- P90 0,249 1,000
K-, P91 0,157 1,000
K-, P170 0,119 1,000

K-, P102 0,003 0,783
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K-, K+ <0,001 0,001
K-, P95 0,006 1,000
K-, P86 0,005 1,000
K-, P92 0,097 1,000
K-, P83 0,007 1,000
K-, P82 <0,001 0,221
K-, P94 <0,001 0,008
K-, P96 0,037 1,000
K-, P93 0,113 1,000
K-, P81 0,034 1,000
K-, P98 0,006 1,000
K-, P84 0,003 0,849
K-, P97 0,001 0,356
K-, P101 0,036 1,000
K-, P106 0,005 1,000
K-, P99 0,004 0,454
K-, P103 0,010 0,382
K-, P100 <0,001 0,161

Test auf Normalverteilung
Shapiro-Wilk-Test

Variable Signifikanz

Elastaseaktivitdt Bakterienzellen | <0,001

Elastaseaktivitat Uberstande <0,001

Korrelation nach Spearman

Variablen Korrelationskoeffizient | Anzahl Signifikanz
(2-seitig)

Elastaseaktivitat Bakterienzellen 24 h/ | 0,841 50 <0,001

Chymptrypsinaktivitat Bakterienzellen

1h

Elastaseaktivitat Bakterienzellen 24 h/ | 0,065 97 0,524

Chymptrypsinaktivitat Bakterienzellen
24 h
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