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Summary

Statement of problem: Human beta-defensins (hBDs) are antimicrobial peptides that
play an important role in the innate host defense against bacterial invasion, contribute to
promotion of adaptive immune responses and show chemotactic activities. Until now,
the role of hBDs in the human dental pulp has not been adequately investigated.

Objectives: The aim of this study was to determine the expression of hBD-1, -2, -3, -4
and proinflammatory cytokines TNF-a, COX-2, IL-18 and -6 in healthy and inflamed
human dental pulps. In the present study cytokines were used as molecular diagnostic

markers for pulpal inflammation.

Materials and methods: Samples of healthy and inflamed dental pulps were obtained
from extracted third molars and during treatment of pulpitic teeth. Pulp tissue specimens
were immediately frozen in liquid nitrogen with addition of RNA stabilization reagent and
stored at -80 °C. Total RNA was extracted from homogenized pulp tissue using the
TRIzol method Gene expression was assessed using Reverse Transcriptase Reaction
and Real-Time-PCR. Differences in gene expression between healthy and inflamed

pulps were compared using Mann-Whitney-U test.

Results: The expression of human beta-defensins and cytokins was observed in
human dental pulps. HBD-2 and -3 were only weakly expressed in healthy and inflamed
pulps. In contrast, the expression of hBD-1 and -4 was significantly increased in
inflamed compared to healthy pulps. The expression of TNF-a, COX-2, IL-18 (but not

IL-6) was also significantly increased during inflammation.
Conclusions: These results suggest that beta-defensins obviously play a role in the

innate pulpal host defence.

Keywords: beta-Defensines, cytokines, inflammation, pulpitis, PCR
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1 Einleitung

Das Fortschreiten einer tiefen Karies ruft seitens des Pulpa-Dentin-Komplexes eine
Abwehrreaktion hervor. Physikalische, chemische und biologische Reize (wie Bakterien
und deren Stoffwechselprodukte) werden durch entziindliche Reaktionen der Pulpa und
durch Bildung von Tertiardentin erwidert und kompensiert [Beer et al. 2004; Smith
2002]. Dabei scheint die angeborene lokale Immunantwort eine wesentliche Rolle zu
spielen [Dale 2002; Dommisch et al. 2005; Dommisch et al. 2007]. Einen wichtigen und
in der jungen Vergangenheit haufig untersuchten Teil des angeborenen Immunsystems
stellen die antimikrobielle Peptide (APs) dar [Dale 2002; Schroder 1999].

Von groflem Interesse ist eine Familie der APs — die humanen beta-Defensine
(hBDs). Diese Peptide werden aufgrund ihrer starken antimikrobiellen Wirkung als
naturliche oder korpereigene Antibiotika bezeichnet [Dale & Krisanaprakornkit 2001;
Schroder 1999]. HBDs besitzen neben der direkten Wirkung auf Mikroorganismen
zusatzlich auch zytokin-ahnliche Eigenschaften und verbinden somit lokale angeborene
und spezifische Immunantwort miteinander [Boman 1995; Marshall 2004; van Wetering
et al. 1999; Yang et al. 2007]. Der Hauptexpressionsort der beta-Defensine sind
Epithelien. Allerdings wurden hBDs auch in der menschlichen Zahnpulpa nachgewiesen
[Dommisch et al. 2005]. Frihere Untersuchungen zeigten erhdhte Expressionen von
humanen beta-Defensinen in den Zellen unterschiedlich stark entzindeter gegenuber
gesunden Geweben [Schneider et al. 2005]. Die genaue Rolle dieser Peptide in der

Zahnpulpa ist jedoch bisher weitgehend ungeklart.

In dieser Arbeit wurden daher die Expressionsmuster humaner beta-Defensine
hBD-1, -2, -3 und des erst kurzlich beschriebenen hBD-4, sowie der
proinflammatorischen Zytokine COX-2, IL-1B3, IL-6 und TNF-a im gesunden und

entzindeten Pulpagewebe untersucht.
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2 Literaturubersicht

2.1 Anatomie und Physiologie der menschlichen Zahnpulpa

Das Pulpaorgan befindet sich innerhalb des Zahnes in der Pulpakammer. Die
Kronenpulpa sieht makroskopisch der Form der Zahnkrone ahnlich, die Wurzelpulpa ist
dagegen langlich und flllt das Volumen der Wurzelkanale aus [Meyer & Scheele 1954;
Schumacher 1990]. Die =zentrale Region der Pulpa enthalt Nervenfasern und
Blutgefasse, die Uber das Foramen apicale mit Nerven und Gefalen des Parodonts und
des Alveolarknochens in Verbindung stehen [Hellwig et al. 1999; Schumacher 1990;
Tillmann 1997]. Um die zentrale Region herum befindet sich das eigentliche
Pulpagewebe, welches in drei Zonen unterteilt wird (Abbildung 1): die zellreiche, die
zellfreie (oder Weilsche) Zone und die Odontoblastenschicht [Baume 1980; Chiego
1994; Junqueira & Carneiro 1996].

zellfreie
Zone

zellreiche
Zone

Nerven-
plexus

Abb. 1 Die Zonen der Pulpa (Chiego 1994)
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Die zellreiche Zone enthalt Uberwiegend Fibroblasten und nicht differenzierte
Mesenchymzellen [Chiego 1994; Junqueira & Carneiro 1996], die in der Lage sind, zu
den Odontoblasten-ahnlichen Zellen zu differenzieren [Shiba et al. 2003]. In der
Weilschen Zone befinden sich Kapillaren und Nervenfasern, die eine netzartige Struktur
(Rashkow Plexus) bilden [Chiego 1994; Junqueira & Carneiro 1996]. In der aullersten
Schicht der Pulpa befinden sich Odontoblasten, welche mit ihren langen Vortsatzen weit
in die Dentinkanalchen reichen [Chiego 1994; Junqueira & Carneiro 1996; Piesco 1994;
Torneck 1985]. Aus diesem Grund wird das Gebilde aus Pulpa und Dentin nicht
physiologisch getrennt behandelt, sondern als Pulpa-Dentin-Komplex bezeichnet
[Piesco 1994; Smith 2002; Torneck 1985] (Abbildung 2). Darlber hinaus befinden sich
im Pulpagewebe Abwehrzellen, darunter Histiozyten, Makrophagen, Granulozyten,
Mast- und Plasmazellen [Chiego 1994; Junqueira & Carneiro 1996].

Manteldentin

Interglobular-
dentin

Intratubulares
Dentin

Intertubulares
Dentin

Odontoblasten-
fortsatz

5?‘“'_ Pradentin

=

Odontoblast

Abb.2 Pulpa-Dentin Komplex (Piesco 1994)
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Die wichtigsten physiologischen Funktionen der Pulpa sind die Ernahrungsfunktion,
sowie sensitive und protektive Funktionen [Hellwig et al. 1999; Smith 2002]. Diese
Funktionen hangen eng miteinander zusammen und férdern reparative Vorgange in der
Pulpa [Hellwig et al. 1999; Smith 2002]. Disfunktionen des Pulpagewebes
unterschiedlicher Genese kdnnen zu irreversiblen Veranderungen der Pulpa und zur
Pulpanekrose fuhren [Hellwig et al. 1999; Smith 2002]. Die haufigste Erkrankung der
Pulpa stellt die Entzindung des Pulpagewebes (Pulpitis) dar, welche meist durch das
Fortschreiten der Karies verursacht wird [Hellwig et al. 1999; Smith 2002].

2.2 Pulpitis

Die Vorgange, die wahrend einer Pulpitis ablaufen, sind den entzindlichen
Vorgangen in jedem anderen Bindegewebe des Korpers ahnlich [Smith 2002].
Grundsatzlich ist die Entzindung eine Abwehrreaktion des Organismus, welche eine
protektive Wirkung auf die nicht betroffenen Organe hat. Dies soll das Fortschreiten der
Infektion unterbinden [Gulbins & Lang 2007; Jelkmann 2007]. Die anatomischen
Gegebenheiten der Pulpa kdnnen dieses Geschehen jedoch negativ beeinflussen. Die
von der Zahnhartsubstanz umgebene, enge Pulpakammer stellt dabei Grenzen zur
Ausbreitung des entziindlichen Odems dar [Klimm 2003], so dass friihere Theorien die
sogenannte Selbststrangulation fur das Absterben der Pulpa verantwortlich machten.
Nach neuen Erkenntnissen scheint jedoch weniger die Strangulation der Pulpa, als
vielmehr ein hamorrhagischer Infarkt fur eine spatere Nekrose der Pulpa verantwortlich
zu sein [Schafer 2005].

2.3 Pathogenese der Pulpitis

Der wichtigste athiologische Faktor einer Pulpitis ist die Invasion von Bakterien oder
deren Stoffwechselprodukte in die Pulpakammer [Beer et al. 2004; Klimm 2003]. Die
Bakterien kdnnen durch unterschiedliche Wege in die Pulpa gelangen. Am haufigsten
stellen karidése Lasionen oder Kronen- und Wurzelfrakturen Eintrittspforten flr Bakterien
dar [Klimm 2003]. Die Bakterien konnen durch direkte Zell- und Gewebsschadigung
und/oder durch Toxinfreisetzung eine Gewebereaktion ausldsen [Hahn et al. 2005]. Die
Adhasion von Bakterien kann durch die Interaktion bakterieller Proteine mit
Oberflachenmolekiilen (Glykoproteine oder Glykolipide) der Gewebezellen zustande
kommen [Hahn et al. 2005]. Weitere pathogene Zellwandbestandteile von Bakterien
sind Endotoxine, wobei einzelne Zellwand-Strukturen einerseits hochpotente Antigene

darstellen und andererseits direkt das Komplementsystem Uber den alternativen Weg
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aktivieren kénnen [Herbst & Hubner 2001]. Eine Pulpitis kann auch durch iatrogene
Reize, wie der Uberhitzung des Pulpagewebes durch das Beschleifen der
Zahnhartsubstanz verursacht werden [Strub 2004]. Erhohte Temperaturen bewirken
dabei eine Denaturierung von Proteinen und die Aufhebung der Membranintegritat
[Herbst & Hubner 2001; Strub 2004]. Direkte Traumata der Zahne bewirken neben
einem erhohten Infektionsrisiko die unmittelbare Zerstorung der Zellen, ganzer
Gewebeschichten oder der BlutgefalRe [Herbst & Hubner 2001]. Diese physikalischen,
chemischen oder biologischen Noxen I6sen eine lokale Immunantwort des

Pulpagewebes aus [Herbst & Hubner 2001].

2.4 Pathophysiologie der Pulpitis

Wie bei jeder anderen Enzindung auch findet zu Beginn einer Pulpitis eine lokale
Kreislaufstérung statt [Hammer 1998]. Wahrenddessen kommt es zu einer Hyperamie
der Pulpa. Die zufuhrende Gefalle sind erweitert und die Arterien sind prall mit
Erythrozyten gefullt. Die aktive Hyperamie geht anschlieRend schnell in eine passive
uber, die durch eine Drosselung der Gefalde im Bereich des Foramen apicale bedingt ist
[Hammer 1998]. Dadurch kommt es zur Verlangsamung des Blutstroms. In dieser
Phase findet die Marginilisation der Leukozyten in den Kapillaren statt [Herbst & Hubner
2001]. Des Weiteren findet der Austritt flissiger Bestandteile aus den Blutgefal’en
sowie eine aktive und passive Migration zelliger Bestandteile in die umliegende Gewebe
statt [Jontell et al. 1998]. Zusatzlich kommt es zu einer Mobilisierung von
Bindegewebszellen wie Histiozyten, die dem retikulo-endothelialen System angehoren
[Herbst & Hubner 2001]. Der Hyperamie folgt ein Austritt von serésem Exsudat in das
Gewebe. Mit dem Austritt von Leukozyten beginnt die nachste Stufe der Entzindung,
die eitrige Entziindung [Herbst & Hubner 2001]. Beide Entziindungstypen kénnen sich
zunachst auf einen Teil der Pulpa beschranken, das Endstadium der Entzindung stellt

in der Regel die Nekrose dar [Hammer 1998].

2.4.1 Formen der Pulpitis

Klinische Formen der Pulpitis stimmen meistens mit den oben beschriebenen
Stadien der Entzindung Uberein. Dementsprechend unterscheidet man zwischen
akuten und chronischen Pulpitiden. Die akuten Pulpitisformen lassen sich wie folgt
einteilen [Klimm 2003]:
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Pulpitis acuta serosa partialis
Pulpitis acuta serosa radicularis
Pulpitis acuta purulenta partialis

Pulpitis acuta purulenta radicularis

Die chronische Pulpitiden lassen sich in folgende Formen einteilen [Klimm 2003]:

Pulpitis chronica clausa
Pulpitis chronica aperta ulcerosa
Pulpitis chronica aperta granulomatosa (Pulpapolyp)

Pulpitis chronica clausa granulomatosa (internes Granulom)

Fir die Behandlung der Pulptitis ist aus klinischer Sicht allerdings wichtiger, zwischen

einer reversiblen und irreversiblen Form zu unterscheiden. Allerdings ist es oft

schwierig, diese Differentialdiagnose anhand klinischer Symptome zu stellen [Kokkas et
al. 2007; Pezelj-Ribaric et al. 2002].

2.4.2 Diagnostik der Pulpitis

Wahrend der klinischen Untersuchung einer Pulpitis ergeben sich oft folgende Befunde
[Klimm 2003]:

Zeichen der reversiblen Pulpitis:

kurz anhaltende Schmerzen auf kalt und warm

Schmerzen lassen nach, sobald der Reiz unterbrochen wird.

Zeichen der irreversiblen Pulpitis:

spontan auftretende Schmerzen (Pulpitis serosa und purulenta)

anhaltende Schmerzen auf kalt und warm (Pulpitis serosa)

der betroffene Zahn ist von Patienten haufig nicht eindeutig lokalisierbar (Pulpitis
serosa)

Schmerzen verstarken sich Nachts (Pulpitis purulenta)

lang anhaltende Schmerzen durch Warmereiz (Pulpitis purulenta)

Kalte lindert den Schmerz (Pulpitis purulenta)

wenn die Entzindung auf das periapikale Gewebe Ubergreift, wird der Zahn
berthrungsempfindlich und vom Patienten als "zu hoch" empfunden (Pulpitis

purulenta)



LITERATURUBERSICHT 7

Zur Problematik einer klinischen Untersuchung gehéren u. a. die Subjektivitat der
Empfindungen seitens des Patienten und die Subjektivitat der Befunde seitens des
Behandlers, weshalb eine eindeutige Differentialdiagnose der reversiblen und
irreversiblen Pulpitis oft nur mit Hilfe von labordiagnostischen Methoden, wie z. B.
immunhystologischer Farbung oder molekularbiologischer Untersuchungen moglich ist
[Kokkas et al. 2007; Pezelj-Ribaric et al. 2002]. Die Unterscheidung dieser
Pulpitisformen ist jedoch aus klinischer Sicht wichtig, da theoretisch bei einer
reversiblen Pulpitis, im Gegensatz zur irreversiblen Form, eine konservative Therapie

mit dem Ziel Erhaltung der Pulpavitalitat moglich ist.

2.5 Molekularbiologie der Pulpitis

Das Pulpagewebe ist, wie jedes andere Bindegewebe des Organismus auch, in der
Lage, unterschiedliche inflammatorischen Mediatoren zu exprimieren [Kokkas et al.
2007; Pezelj-Ribaric et al. 2002; Veerayutthwilai et al. 2007]. Die hauptsachliche
Funktion dieser Mediatoren ist die Beseitigung der gewebeirritierenden Faktoren und
die Minimierung ihrer schadigenden Effekte [Pries & Zakrzewicz 2005]. Viele
inflammatorische Mediatoren spielen eine grof3e Rolle bei der Regulation des
entzindlichen Prozesses. Histamin und Serotonin regulieren beispielsweise
Vasodilatation und GefalRpermeabilitat, Cyclooxygenase reguliert die
Prostaglandinsynthese. Zahlreiche Zytokine wirken selbst bakterizid oder verbinden
angeborene und spezifische Abwehr miteinander [Pries & Zakrzewicz 2005]. Zytokine
sind meist kleine Proteine, die von Zellen freigesetzt werden, um eine auto- oder
parakrine Wirkung auf das Gewebe zu erzielen [Pries & Zakrzewicz 2005]. In der Pulpa
werden die Zytokine nicht nur durch inflammatorische Zellen, wie Makrophagen oder
Lymphozyten, sondern auch durch Fibroblasten, Endothelzellen und Odontoblasten
exprimiert [Kokkas et al. 2007; Pezelj-Ribaric et al. 2002; Veerayutthwilai et al. 2007].
Nach ihren Hauptfunktionen lassen sich Zytokine unterteilen in [Pries & Zakrzewicz
2005]:

e Entziindungsfordernde: IL-1, -6, -8, -17, TNF-a

e Entzindungshemmende: IL-10, -11, -13, TGF-

« Hamatopoesefordernde: IL-3, -5, -7, -11, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, SCF
e Immunregulatorische: IL-2, -4, -10, -12, -13, -15, -16, IFN-y, TGF-

o Antiinfektiose: IFN-q, -B, IL-28, -29, TNF-a

o Antiproliferative: IFN-y, TNF-a, TGF-
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Zur Expression der Zytokine wird die Zelle durch Aktivierung spezieller
membrangebundener Rezeporen angeregt, welche die Anwesenheit bestimmter
bakterieller Virulenzfaktoren registrieren und das Signal in das Zellinnere weiterleiten
[Pries & Zakrzewicz 2005]. Die eingeleitete Reaktionskaskade lost die Aktivierung
bestimmter Genabschnitte aus, in denen das Kommando zur Synthese von Zytokinen
kodiert ist. Es kommt zur so genannten Genexpression [lwamura & Nakayama 2008].
Die Zytokine werden anschlieRend von der Zelle synthetisiert, sezerniert oder im
endoplasmatischen Retikulum gespeichert. Die Zytokine entfalten ihre mediatorische
Wirkung durch Aktivierung unterschiedlicher Rezeptoren an den Effektorzellen oder
wirken direkt antimikrobiell [Pries & Zakrzewicz 2005]. Dartber hinaus kdénnen sich

Zytokine gegenseitig in ihrer Wirkung beeinflussen [Lin et al. 2002; Lu et al. 2002].

Die Expression der Zytokine in der Zahnpulpa ist relativ gut erforscht [Hahn &
Liewehr 2007a; Hahn & Liewehr 2007b; Hahn & Liewehr 2007c]. Unter anderem wurde
in-vitro der Einfluss von bakteriellen LPS auf die Expression unterschiedlicher Zytokine
in Pulpafibroblasten untersucht [Veerayutthwilai et al. 2007]. Mit Hilfe von PCR oder
Immunhistochemie wurden Expressionsmuster von IL-6, IL-183, IL-2, IL-8 und IL-18 [Coil
et al. 2004; Hosoya & Matsushima 1997; Hosoya et al. 1996; Levin et al. 1999; Lu et al.
2002; Nagaoka et al. 1996; Yang et al. 2003] sowie TNF-a, COX-2 [Chang et al. 2003;
Veerayutthwilai et al. 2007] und andere Zytokine [Cohen et al. 1985; Piattelli et al. 2004]
untersucht. Zahlreiche Studien untersuchten nicht nur die Qualitat und Quantitat des
Transkripts von Zytokinen, sondern mit Hilfe von ELISA oder Western Blot auch die
Endprodukte der Genexpression (Peptide) [Huang et al. 1999; Nakanishi et al. 2001;
Rauschenberger et al. 1997]. Insgesamt wurde in allen oben genannten Studien eine
Induktion der Genexpression von Zytokinen als Antwort auf die Stimulation der

Zellkulturen mit bakteriellen Endotoxinen beobachtet.

Auch die Mechanismen des gegenseitigen Einflusses unterschiedlicher Zytokine in
den Pulpazellen wurden untersucht. So konnte eine stimulierende Wirkung von IL-1 und
TNF-a auf die Expression von IL-6 und COX-2 nachgewiesen werden [Lin et al. 2002;
Yang et al. 2003]. Nicht nur Entzindungsmediatoren oder Endotoxine zeigen eine
Auswirkung auf die Expression von IL-1B3, IL-6, IL-8 oder TNF-a in den Pulpazellen
[Chang et al. 2003; Hosoya & Matsushima 1997; Hosoya et al. 1996; Nagaoka et al.
1996; Veerayutthwilai et al. 2007; Yang et al. 2003]. Auch die Stimulation der

Pulpafibroblasten mit Neuropeptiden, welche beispielsweise im Laufe einer
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kieferorthopadischen Behandlung produziert werden, fuhrte zum signifikanten Einstieg

der Genexpression dieser Zytokine [Yamaguchi et al. 2004].

Daruber hinaus wurde das Pulpagewebe hinsichtlich der Expression der Zytokine
im gesunden und entzindeten Zustand in mehreren Experimenten untersucht. Erhohte
Expression von IL-1, -2, -6, -8, -18 [D'Souza et al. 1989; Huang et al. 1999; Lin et al.
2002; McLachlan et al. 2004; Nakanishi et al. 1995; Rauschenberger et al. 1997;
Zehnder et al. 2003] sowie TNF-a und COX-2 [Kokkas et al. 2007; Nakanishi et al.
2001; Pezelj-Ribaric et al. 2002] im Pulpagewebe symptomatischer Zahne konnten in
mehreren Studien nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich jedoch
widerspruchliche Angaben Uber die Expression von IL-1a, IL-18 und TNF-a in
gesunden und entzindeten Proben der Zahnpulpa. Wahrend mehrere Autoren uber
ahnliche Expressionsmuster wie unter In-vitro-Bedingungen berichten, konnte in den
anderen Studien gezeigt werden, dass IL-1a, IL-18 und in einigen Fallen auch TNF-a
wahrend einer Pulpitis nicht verstarkt exprimiert werden [Kokkas et al. 2007; Zehnder et
al. 2003]. Dabei wurde die Bedeutung unterschiedlicher Entziindungsgrade des

Pulpagewebes und der Entzindungsdauer diskutiert [Kokkas et al. 2007].

Eine systematische Betrachtung der Ergebnisse bereits durchgefuhrter Studien
lasst darauf schlielen, dass im Pulpagewebe wahrend der Pulpitis eine erhohte
Genexpression der Zytokine vorliegt. Die meisten Zytokine sind somit sichere

Entzindungsmarker.

2.6 Defensine

Die Problematik der Resistenzbildung von Bakterien gegen konventionelle
Antibiotika ist augenblicklich ein haufig diskutiertes Thema in der zuganglichen Literatur.
Obwohl in den letzten Jahrzehnten viele neue antimikrobielle Praparate, wie
Cephalosporine der dritten und der vierten Generation, Imipenem, Fluorchinolone usw.
entwickelt worden sind, scheint die Resistenzbildung der Bakterien standig zu wachsen
[Kern 1999]. Die Entdeckung von antimikrobiellen Peptiden, den so genannten
,naturlichen® Antibiotika, lasst eine Alternative zu konventionellen Praparaten moglich
erscheinen. Zu den meisterforschten Gruppen der antibakteriellen Peptide gehdren die
Defensine. Die Erforschung der Defensine brachte neue und interessante Erkenntnisse
uber einige bisher unbekannte Aspekte der angeborenen Immunitat ans Licht. Diese
Forschungsergebnisse lassen eine bedeutende Rolle der Defensine in den Prozessen

der lokalen Immunantwort des Organismus vermuten.
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2.6.1 Struktur und Wirkungsweise der Defensine

Humane Defensine sind, ahnlich wie die meisten antimikrobiellen Peptide, kleine
kationische Eiweil’e mit einer niedrigen molekularen Masse von ca. 4-6 kDa. Defensine
sind aus 33-47 Aminosauren aufgebaut und besitzen drei intramolekulare
Disulfidbricken [Dale & Krisanaprakornkit 2001; Schneider et al. 2005; Schroder 1999].
Diese Peptide stellen einen phylogenetisch alten Abwehrmechanismus gegen
einwandernde Infektion von Bakterien, Pilzen und Viren dar und sind ein Teil der
angeborenen lokalen Immunantwort des Organismus [Boman 1995; Marshall 2004;
Yang et al. 2007]. Das angeborene Immunsystem ist nicht nur fur eine lokale
Immunantwort essenziel, sondern besitzt auch mediatorische Funktionen und verbindet
das unspezifische angeborene und das spezifische Immunsysteme miteinander [Boman
1995; Marshall 2004; Yang et al. 2007].

Die Wirkungsweise der Defensine ist noch nicht vollstandig geklart. Zurzeit wird
davon ausgegangen, dass diesem Mechanismus die amphyphilen Eigenschaften und
starke positive Ladung der Defensine zur Grunde liegen. Dank dieser Eigenschaften
sind Defensine in der Lage, an die bakterielle Membran anzudocken und Poren in der
Membran zu bilden [Lourenzoni et al. 2007; Morgera et al. 2008; Pazgier et al. 2007].
Die Annaherung der Defensine an die Bakterien erfolgt elektrostatisch. Die stark
negativen Membranen der Bakterien interagieren mit den stark positiv geladenen
Peptiden; dabei kommt es jedoch aus einem noch nicht ausreichend geklarten Grund
zu keinen Interaktionen zwischen negativ geladenen Korperzellen und Defensinen
[Boman 1995; Dale 2002; Dale & Krisanaprakornkit 2001; Selsted & Ouellette 2005].
Vermutlich spielt hier der hohe Cholesteringehalt der Korperzellen eine Rolle, wodurch
die Aktivitat der Defensine auf der Oberflache der cholesterinhaltigen Zelle unterdruckt
wird [Boman 1995; Dale 2002; Dale & Krisanaprakornkit 2001; Selsted & Ouellette
2005]. Die anschlieRende Porenbildung in den bakteriellen Membranen beruht
wahrscheinlich auf amphyphilen Eigenschaften der Defensine, welche einen
hydrophilen und einen hydrophoben Teil in ihrer Struktur besitzen. Dank diesen
Eigenschaften sind Defensin-Molekule in der Lage, hydrophobe lipidhaltige Schicht zu
uberwinden und sich somit in die bakterielle Membran zu integrieren [Dale 2002; Dale &
Krisanaprakornkit 2001; Schneider et al. 2005]. Die meisten Mikroorganismen sind nicht
in der Lage, den auf diese Weise entstehenden Flussigkeits- und Mineralverlust zu
kompensieren und gehen dadurch zur Grunde [Schneider et al. 2005; Schroder 1999]
(Abbildung 3).
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Abb. 3 Interaktion zwischen den positiv geladenen Defensinmolekilen (1) und
der stark negativ geladenen bakteriellen Membran (2). Anschlielende
Integration der Defensin-Molekille in die Lipiddoppelschicht und
Porenbildung (3) (Modifiziert nach H. Chen)

Defensine werden von unterschiedlichen Koérperzellen exprimiert, synthetisiert und
in die direkte Umgebung ausgeschuttet. Manche Defensine (wie hBD-1) werden dabei
konstitutiv exprimiert, das heif3t, dass die Genexpression in jedem Zustand der Zelle
immer konstant bleibt. Die anderen Defensine (wie hBD-2) kénnen dagegen induziert
werden [Feucht et al. 2003; Seo et al. 2001]. Der Induktionsmechanismus der
Genexpression von Defensinen ist relativ gut in der zuganglichen Literatur beschrieben.
Viele Mikroorganismen besitzen ahnliche Strukturen, die von den Korperzellen mit Hilfe
spezieller Rezeptoren erkannt (diskriminiert) werden kdnnen. Hierbei handelt es sich
meistens um bestimmte Membranbestandteile der Mikroorganismen, wie
Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane oder Lipoteichonsaure, welche fur die
Rezeptoren der Korperzellen erkennbare ,Motive“ bilden, die so genannten Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPs) [Reinhold et al. 2005]. Die PAMPs
diskriminierenden Rezeptoren werden als patterns recognition receptors (PRR)

bezeichnet [Pivarcsi et al. 2004]. Darunter befindet sich die Gruppe der Toll-like
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Rezeptoren (TLRs) [Jiang et al. 2006; Mutoh et al. 2007], vor allem TLR-4, die am
Anfang des Induktionsmechanismus der Genexpression von Defensinen steht. Das
TLR-4 Rezeptor funktioniert zusammen mit CD-14 Rezeptor, welches PAMPs erkennt
und das Signal Uber TLR-4 nach einem Second-messenger-Prinzip ins Zellinnere
weiterleitet [O'Neill 2006]. Die nachfolgende Reaktionskaskade 16st dann die
Aktivierung der Genexpression aus. Zu den Besonderheiten der Defensin-Synthese
gehort eine Zwischenspeicherung einer inaktiven Form des Protheins (Propeptid) im
endoplasmatischen Retikulum, wo dieser durch Einwirkung bestimmter Enzyme nach
Bedarf aktiviert werden kann [Chen et al. 2006; Sahasrabudhe et al. 2000]. Der
Mechanismus der Induktion einer Genexpression von Defensinen ist in Abbildung 4

dargestellt.

Die Wirkungsweise der Defensine beruht somit auf physikalischen Prinzipien. Dies
konnte erklaren, warum im Laufe der Evolution fast keine Resistenz der
Miroorganismen gegenuber den Defensinen entwickelt worden ist [Boman 1995; Dale &
Krisanaprakornkit 2001; Morgera et al. 2008; Pazgier et al. 2007]. Jedoch ist es
experimentell gelungen, eine Resistenz bestimmter Mikroorganismen gegen Defensine
zu induzieren [Peschel 2002]. So wurden die fur Resistenzbildung verantwortlichen
Gene von Porphyromonas gingivalis erfolgreich mittels oxidativen und thermischen
Stress koaktiviert [Shelburne et al. 2005]. AuRerdem wurde berichtet, dass die LPS von
Porphyromonas gingivalis und Capnocytophaga ochracea eine inhibierende Wirkung

auf TLR-Rezeptoren besitzen [Yoshimura et al. 2002].

Die Mechanismen der antiviralen und antitoxischen Wirkung der Defensine sind
nicht ausreichend geklart. Vermutlich sind einige Defensine in der Lage,
Adhasionsrezeptoren bestimmter Viren zu blockieren. So wurde eine Inaktivierung von
Heparinsulfat und Glykoprotein B, also Adhasionsrezeptoren der HSV-2 Viren, durch
Defensine beschrieben [Hazrati et al. 2006; Quinones-Mateu et al. 2003; Sun et al.
2005].
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Abb. 4

Induktion einer angeborenen Immunantwort. ERK: Extrazellularsignal-regulierte
Kinase; IKK: Ix Kinase; IRAK: IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase; JNK: c-Jun N-
terminale Kinase; LPS: Lipopolysaccharid; LBR: LPS-bindendes Protein; NF-x<B
nukledrer Faktor «B; SPK: Stress-aktivierte Proteinkinase; TIRAP: ,toll-IL-1R (TIR)
domain-containing adapter protein“; TLR-4: Toll-like-Rezeptor 4; TRAF: Tumor-

Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 (Modifiziert nach G. Baumgarten)
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2.6.2 Klassifikation der Defensine

Defensine sind antimikrobielle Peptide, die drei intramolekulare Disulfidbricken
besitzen und hauptsachlich B-Faltblattstruktur aufweisen. Zurzeit sind drei
Untergruppen der Defensine bekannt, die sich unter anderem in den Positionen dieser
Disulfidbriicken unterscheiden. Dementsprechend werden folgende Defensine (in

Klammern sind Genpolymorphysmen angegeben) differenziert [White et al. 19995]:

- o-Defensine (Gene: DEFA1, DEFA1A3, DEFA3, DEFA4, DEFA5,
DEFAG)

- B-Defensine (Gene: DEFB1, DEFB4, DEFB103A / DEFB103B,
DEFB107A / DEFB107B DEFB110 bis DEFB133)

- B-Defensine (Gen DEFT1P)

Da sich die humanen alpha-Defensine vor allem in den primaren (azurophilen) Granula
neutrophiler Granulozyten finden lassen, werden diese Human Neutrophil Peptides
(HNP) genannt. Bis jetzt sind vier alpha-Defensine beschrieben worden (HNP-1 bis -4)
[Boman 1995; Dale & Krisanaprakornkit 2001; Schneider et al. 2005]. Humane beta-
Defensine werden insbesondere an epithelialen Oberflachen produziert. Derzeit sind
vier beta-Defensine bekannt (hBD-1 bis -4) [Yang et al. 2007].

2.7 Humane beta-Defensine

Die Gruppe humaner beta-Defensine umfasst hBD-1, hBD-2, hBD-3 und hBD-4,
deren Hauptexpressionsort Epithelzellen sind. Bei den beta-Defensinen wird zwischen
konstitutiven und induzierbaren Formen unterschieden. Den beta-Defensinen wird eine
wichtige Rolle in der angeborenen lokalen Immunatwort zugeschrieben, da diese die
ersten korpereigenen Substanzen sind, welche gegen schadliche Mikroorganismen eine

Wirkung entfalten.

Das humane beta-Defensin-1 ist ein aus 36 Aminosauren bestehendes Peptid mit
einem Molekulargewicht von 3,9 kDa [Schroder 1999]. HBD-1 wurde zunachst aus dem
Plasma der Patienten mit entzundlichen Nephropatien isoliert. Dabei wurden die
Epithelzellen des Urogenitaltraktes als Syntheseort fur hBD-1 identifiziert [Bensch et al.
1995]. Die Expression von hBD-1 wurde aulerdem auch in Epithelien der Haut
[Schroder 1999], des Gastrointestinaltraktes [O'Neil et al. 1999] und des
Respirationstraktes [Hiratsuka et al. 1999; Singh et al. 1998] nachgewiesen. HBD-1

besitzt antimikrobielle Eigenschaften gegenuber grampositiven und gramnegativen
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Bakterien und Pilzen [Bensch et al. 1995; Diamond et al. 2001; Jurevic et al. 2003;
O'Neil et al. 1999].

Das humane beta-Defensin-2 hat ein Molekulargewicht von 4 kDa und ist aus 41
Aminosauren aufgebaut [Schroder 1999]. Zum ersten Mal wurde hBD-2 in der
Epidermis von Patienten mit Psoriasis entdeckt [Schroder 1999]. Anschliel3end konnte
gezeigt werden, dass auch in den Epithelien der Haut und des Respirationstraktes
hBD-2 exprimiert wird [O'Neil et al. 1999; Schroder 1999]. Fur hBD-2 konnte eine hohe
antimikrobielle Aktivitat gegenuber gramnegativen Bakterien und Pilze, jedoch lediglich

bakteriostatische Effekte auf grampositive Bakterien nachgewiesen werden.

Das 5,12 kDa schwere, aus 45 Aminosauren bestehende humane beta-Defensin-3
wurde ebenfalls erstmals aus der Haut von Psoriasis-Patienten isoliert [Batoni et al.
2006]. Wenig spater wurde dieses Peptid in den Epithelzellen der reproduktiven
Organe, des Gastrointestinal- und Respirationstraktes entdeckt [Joly et al. 2004]. Dem
hBD-3 wird von allen bekannten Defensinen die starkste antimikrobielle Aktivitat
zugeschrieben. HBD-3 wirkt schon in niedrigen Konzentrationen sowohl gegen
grampositive und gramnegative Bakterien als auch gegen Pilzen toxisch [Maisetta et al.
2006].

Uber das humane beta-Defensin-4 ist derzeit noch sehr wenig bekannt. Dieses
Defensin wurde wahrend der Analyse der genomischen Sequenz von Menschen
entdeckt [Chen et al. 2006; Garcia et al. 2001] und wurde bis jetzt nur in wenigen
Geweben (wie respiratorische und orale Epithelien) nachgewiesen [Vankeerberghen et
al. 2005; Yanagi et al. 2005]. Ahnlich wie hBD-2 gilt auch das hBD-4 als induzierbar und
besitzt eine hohe antimikrobielle Wirkung [Chen et al. 2006; Garcia et al. 2001;
Vankeerberghen et al. 2005; Yanagi et al. 2005].

2.7.1 Humane beta-Defensine in der Mundhdhle

Die Mundhohle des Menschen ist, im Vergleich zu allen anderen Abschnitten des
Gastrointestinaltraktes, am starksten mit unterschiedlichen Mikroorganismen kolonisiert.
Bis zu 500 taxonomische Einheiten von Bakterien, Protozoa, Pilzen und Viren,
Stellvertreter sowohl pathogener als auch kommensaler Flora kdnnen sich gleichzeitig
in der menschlichen Mundhohle befinden [Marsh & Martin 2002]. Die epithelialen
Strukturen der Mundhdhle spielen dementsprechend eine wichtige Rolle in der

Formierung der lokalen Abwehr und der Barrierefunktion der Schleimhaut. Die
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Ergebnisse fruherer Untersuchungen lassen dabei eine Bedeutung der humanen beta-

Defensine vermuten [Dale & Krisanaprakornkit 2001].

Das Plattenepithel der Mundhohle ist Uberwiegend mehrschichtig und verhornt. Mit
Hilfe der In-situ-Hybridisierung wurden einzelne Schichten der Mundschleimhaut auf
Expression von beta-Defensinen untersucht [Abiko et al. 2001]. Die Ergebnisse zeigten
einen hohen Gehalt der exprimierten mRNA von hBD-1 und -2 in den suprabasalen
Schichten des Gingivaepithels, insbesondere in den unteren Schichten des Stratum
spinosum [Abiko et al. 2001]. Die Konzentration der Peptide war dagegen hoher in den
oberen Schichten des Stratum spinosum und vor allem im Stratum granulosum, was
spater auch fir hBD-3 in Wangen- und Zungenschleimhaut beschrieben wurde
[Dunsche et al. 2002]. Eine ahnliche Verteilung wurde auch in der entziindeten Gingiva
beobachtet [Dommisch et al. 2005; Dunsche et al. 2002].

Uberraschenderweise ist es nicht gelungen, nennenswerte Mengen humaner beta-
Defensine im Saum- und Sulkusepithel zu finden; dagegen war die Expression humaner
alpha-Defensine in diesen Bereichen beachtlich [Dale et al. 2001]. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass beta-Defensine Uberwiegend von differenzierteren Zellen
exprimiert und synthetisiert werden und die Synthese dieser Peptide vom Grad der
Differenzierung abhangt [Abiko et al. 2001; Dale et al. 2001]. Die Bestatigung daflr
scheinen Ergebnisse einer Untersuchung der Expression von hBD-2 im squamosen
Zellkarzinom zu liefern. Dabei zeigte sich die Expression von hBD-2 [Sawaki et al.
2002], jedoch nicht von hBD-1 [Wenghoefer et al. 2008], verstarkt in den
Hyperkeratose-Bereichen im Vergleich zu weniger oder nicht keratinisierten Bereichen
des Karzinoms. Zusatzlich wurden weniger und besser differenzierte Karzinome
miteinander verglichen, wobei in allen weniger differenzierten Tumoren keine
Expression von hBD-2 nachgewiesen werden konnte [Sawaki et al. 2002]. Die Autoren
wiesen darauf hin, dass diese Ergebnisse jedoch wahrscheinlich auf gesunde Gingiva
nicht Ubertragbar sind, da ihre Beobachtungen im pathologisch alterierten Gewebe
durchgefihrt wurden [Sawaki et al. 2002].

Humane beta-Defensine wurden dartber hinaus auch im Gewebe der Zahnpulpa
entdeckt [Dommisch et al. 2005]. Den Autoren dieser Studie gelang es, mit Hilfe von
Polymerasekettenreaktion (PCR) die Expression von hBD-1 und -2 in homogenisierten
Pulpen intakter menschlicher Weisheitszahne nachzuweisen. Die Auswertung der PCR-

Produkte zeigte die Anwesenheit des Transkripts von hBD-1 in allen und von hBD-2 in
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einigen Proben der Pulpa [Dommisch et al. 2005]. Gleichzeitig wurde eine
immunohistochemische Untersuchung der Proben vorgenommen, welche eine hohe
Konzentration des hBD-1 und eine vergleichsweise niedrigere des hBD-2 Transkripts im

Zytoplasma der Odontoblasten zeigte [Dommisch et al. 2005].

Die Erforschung des Gewebes von Speicheldrisen fuhrte ebenso zur Entdeckung
von humanen beta-Defensinen in diesen Organen. Die Angaben dartber allerdings
variieren in der zuganglichen Literatur [Abiko et al. 2003]. So wurde in einer Studie die
Expression von hBD-1 im Epithel der kleinen Speicheldrisen, ebenso wie in den
Glandulae submandibularis und parotis beschrieben [Mathews et al. 1999;
Sahasrabudhe et al. 2000]. Die Expression von hBD-2 konnte in den Speicheldrisen
nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse einer anderen Studie zeigen dagegen die
Anwesenheit des Transkripts von hBD-2, ebenso wie von hBD-3 im Gewebe der
Glandula sublingualis, submandibularis und parotis [Dunsche et al. 2002]. Mit Hilfe von
HPLC und Western Blott wurden hBD-1 und -2 in einer Konzentration von ca. 150 ng/ml
im Speichel nachgewiesen. Die Autoren vermuteten jedoch die Quelle dieser Peptide
nicht in den Speicheldrisen, sondern in den Epithelzellen der Mundhdhle [Mathews et
al. 1999; Sahasrabudhe et al. 2000].

Neuerdings ist es gelungen, die Expression von hBD-1, -2 und -3 auch im
Knochengewebe nachzuweisen [Warnke et al. 2006]. Im ersten Teil der Studie wurde
die Expression dieser beta-Defensine in den Kulturen der aus der Kompakta eines
intakten retromolaren menschlichen Knochens stammenden Osteoblasten bestimmt.
Dies konnte auch mit Hilfe einer immunochistochemischen Farbung bestatigt werden.
Im zweiten Teil des Experiments konnte zusatzlich eine Immunoreaktivitdt eines
chronisch infizierten Knochens, vor allem an der Grenze zwischen Knochensubstanz
und Knochenmark, gezeigt werden. Die immunohistologische Farbung eines nicht
infizierten Knochens wies dagegen signifikant niedrigere Expression von hBD-1, -2, und
-3 auf. Diese Ergebnisse zeigten eindeutig, dass beta-Defensine nicht ausschliellich in

epithelialen Strukturen exprimiert werden [Warnke et al. 2006].

2.7.2 Bedeutung humaner beta-Defensine bei Erkrankungen der Mundhéhle

Der pathologische Zustand der Gewebe fuhrt zu Veranderungen der Genexpression
von beta-Defensinen; dabei wurde eine hohe interindividuelle Variabilitdt in der
Expression beobachtet [Tao et al. 2005]. Die Einwirkung unterschiedlicher Reize auf

eine defensinproduzierende Zelle fuhrt jedoch bei allen Genotypen zu einer Induktion
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der Genexpression [Seo et al. 2001]. Zu diesen Reizen gehodren beispielsweise
bakterielle Endotoxine, wie LPS, sowie proinflammatorische Zytokine, wie TNF-a oder

Interleukine.

Die Angaben Uber das Expressionsmuster von hBD-1 variieren in der zuganglichen
Literatur. Laut einigen Studien zeigt die Expression von hBD-1 einen konstitutiven
Charakter [Dale & Krisanaprakornkit 2001; Dommisch et al. 2005; Hacker 2006]. So
wurden Proben der gesunden und entziindeten Gingiva ebenso wie mit verschiedenen
bakteriellen LPS stimulierte Zellen untersucht [Krisanaprakornkit et al. 1998]. In diesen
Proben und Kulturen wurden lediglich die vorher genannten interindividuellen, jedoch
keine in Verbindung mit einer Entzindung oder Stimulation stehenden signifikanten
Unterschiede bei der Expression von hBD-1 beobachtet [Dommisch et al. 2005;
Krisanaprakornkit et al. 1998; Liu et al. 2001; Premratanachai et al. 2004; Saitoh et al.
2004]. Ahnliche Ergebnisse lieferten Untersuchungen der Zahnpulpa und der
Pulpazellen. In der gesunden Zahnpulpa oder in kultivierten Pulpazellen liel3 sich ein
hoher Gehalt der hBD-1 mRNA nachweisen; dagegen war die Expression dieses
Peptids in entzundeten Proben oder bei mit LPS stimulierten Zellen sogar herabgesetzt
oder unverandert [Dommisch et al. 2007; Hacker 2006; Veerayutthwilai et al. 2007].

In anderen Studien wurde die Expression von hBD-1 jedoch als stimulierbar
beschrieben. So zeigten In-vitro-Studien eine deutliche Steigerung der Genexpression
von hBD-1 in den mit Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) und mit lebenden Spezies
der mit Porphyromona gingivalis stimulierten Kulturen der immortalisierten und primaren
oralen Keratinozyten [Seo et al. 2001; Vankeerberghen et al. 2005]. Ahnlich verhielt
sich die Expression von hBD-1 im entziindeten Gewebe der Speicheldrisen und in
Gastrointestinaltrakt [Bajaj-Elliott et al. 2002; Sahasrabudhe et al. 2000].

Die Expression von hBD-2 wurde ebenfalls in verschiedenen In-vivo und In-vitro-
Studien untersucht. Die Stimulation immortalisierter und primarer Keratinozyten mit LPS
kommensaler und pathogener Bakterien, UV-Licht und proinflammatorischen Zytokinen
fuhrte zu einer Induktion der Expression von hBD-2 und -3 [Feucht et al. 2003;
Krisanaprakornkit et al. 2000; Seo et al. 2001; Vankeerberghen et al. 2005]. Die
Ergebnisse der Studien zeigten allerdings auch Unterschiede in der Genexpression, die
offensichtlich durch verschiedene bakterielle Arten und Serotypen hervorgerufen wurde.
Dies flhrte zu der Vermutung, dass die Induktion der Expression von hBD-2 und -3 ein

selektiver Prozess ist [Feucht et al. 2003; Vankeerberghen et al. 2005].
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Die Untersuchungen der Proben entziindeter und gesunder Gingiva zeigten
ebenfalls die interindividuelle Variabilitat der Expression von hBD-2 und -3 [Dommisch
et al. 2005]; auch wurde eine herabgesetzte Genexpression dieser Defensine in den
Gingivaproben von Parodontitis-Patienten beschrieben [Bissell et al. 2004; Lu et al.
2004; Lu et al. 2005]. Diese Beobachtungen widersprechen den Ergebnissen vieler
Laborstudien, die eindeutig eine Induktion der Expression von hBD-2 und -3 durch
Einwirkung von LPS oder proinflammatorischern Zytokinen zeigten. Als mogliche
Ursache wird von den Autoren der Studien das Vorhandensein von
proinfammatorischen Zytokinen im gesunden Gewebe diskutiert, welche zur
Aktivierung der Genexpression von Defensinen auch bei einer Entziindungsfreiheit
fuhren konnten [Bissell et al. 2004; Lu et al. 2004; Lu et al. 2005].

Wahrend einer akuten Entzindung der Gingiva (Gingivitis) wurde ahnlich wie bei
einer Pilzinfektion (Kandidose) im Gegensatz zu gesunden Proben eine erhohte
Expression von hBD-2 beobachtet [Abiko et al. 2002; Dommisch et al. 2005]. Andere
Untersuchungen zu einer Pilzinfektion, u. a. an kinstlich hergestellten oralen Epithelien
(RHOE), zeigten dagegen eine herabgesetzte Expression von hBD-1, -2 und -3
wahrend einer Kandidose [Lu et al. 2006]. Die RHOE Kulturen besitzen eine ahnliche
Struktur wie das Gewebe der oralen Schleimhaut. Nach einer Infektion der Kultur mit
pathogenen Stadmmen von Candida albicans wurde erstmal eine Induktion der
Expression von beta-Defensinen beobachtet, die allerdings im Laufe der Zeit schwacher
wurde [Lu et al. 2006]. Der Mechanismus des Widerstands von Candida albicans gegen

die lokale Immunantwort ist nicht bekannt [Lu et al. 2006].

Die nicht infektidsen Krankheiten der Mundhdhle kdnnen ebenfalls die Expression
von Defensinen beeinflussen. In den Regionen mit Hyperkeratose und Leukoplakie
wurde verstarkte Genexpression von beta-Defensinen beobachtet [Abiko et al. 2002].
Noch starker ausgepragt war die Expression in den mit Lichen planus befallenen
Bereichen der Schleimhaut [Abiko et al. 2002].
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3 Fragestellung und Ziele der Arbeit

In friiheren Studien wurde bereits die Bedeutung der humanen beta-Defensine fir die
lokale Immunantwort des Organismus gegen einwandernde Mikroorganismen
untersucht. Dabei entfalten diese Peptide eine direkte antimikrobielle und mediatorische
Wirkung. Humane beta-Defensine werden nicht ausschlielich in Epithelzellen, sondern
auch in Zellen anderer Gewebegruppen exprimiert und synthetisiert, darunter auch in
der Zahnpulpa [Dommisch et al. 2005; Dommisch et al. 2007]. Die Genexpression
humaner beta-Defensine wird durch Bakterien oder deren Stoffwechselprodukte
induziert und scheint sich zwischen der gesunden und der entzindeten Geweben zu
unterscheiden. Aufgrund dieser Erkentnisse ergaben sich folgende Ziele und

Fragestellungen:

(1)  Findet die Genexpression der proinflammatorischen Zytokine
TNF-a, COX-2, IL-1B und -6 im Pulpagewebe statt?

(2) Wie unterscheidet sich die  Genexpression von
proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, COX-2, IL-18 und-6

wahrend der klinisch diagnostizierten Pulpitis?

(3) Lasst sich eine klinisch diagnostizierte Pulpitis mit Hilfe der

labordiagnostischen Methoden, der PCR, bestatigen?

(4)  Findet die Genexpression von humanen beta-Defensine-1, -

2, -3 und -4 im Pulpagewebe statt?

(5)  Wie unterscheidet sich die Genexpression von humanen
beta-Defensinen-1, -2, -3 und -4 im Pulpagewebe wahrend
der klinisch und molekularbiologisch diagnostizierten Pulpitis
(M2) im Vergleich zu deren Expression in der gesunden

Pulpa (p1)?

Fiar die Annahme, dass die Genexpression von hBD-1, -2, -3 und -4 in der gesunden
(11) und entziindeten (u2) Pulpa sich nicht unterscheidet, lautete die Nullhypothese (Ho):
Ho: HM1= M2

Fir die Alternativhypothese (Ha) galt dann:

Ha: H1<> 2



MATERIAL UND METHODEN 21

4 Material und Methoden

4.1 Ubersicht

Die Proben der gesunden und entziindeten Pulpa wurden wahrend chirurgischer
oder endodontischer Eingriffe gewonnen. Die Diagnose ,Pulpitis® wurde anhand
klinischer Symptome gestellt. Nach der RNA-Extraktion und reversen Transkription
wurde eine quantitative Real-Time Polymerase-Ketten-Reaktion durchgefuhrt, die

Ergebnisse wurden anschlie3end statistisch ausgewertet.

4.2 Probengewinnung

Die Proben der Pulpa stammten von Patienten, die sich einer routinemaflligen
chirurgischen oder endodontischen Behandlung im CharitéCentrum 3, Charité-
Universitatsmedizin Berlin, unterzogen haben. Alle Patienten gaben, gemal} der
Empfehlung der Zentralen Ethikkomission, nach vorheriger Aufklarung ihre Einwilligung
in die vorliegende Untersuchung [CGE 2003]. Patienten, die in den zurtckliegenden 24
Stunden Analgetika genommen hatten, wurden von der Teilname an der Studie
ausgeschlossen. Die als ,gesund” klassifizierten Pulpen stammten von kariesfreien,
vitalen dritten Molaren, welche aus chirurgischen oder kieferorthopadischen Grinden
operativ entfernt werden mussten. Die Proben der entzindeten Pulpa wurden aus den
karidosen, vitalen Zahnen gewonnen, die Symptome einer Pulpitis, andauernde oder
spontane Schmerzen und starke Reaktion auf thermische Reize zeigten. Diese Pulpen
stammten entweder aus nicht erhaltungswurdigen dritten Molaren, oder wurden
wahrend einer Vitalexstirpation gewonnen. Die extrahierten Zahne wurden mittels eines
diamantierten Bohrers (Komet, Lemgo, Deutschland) der Lange nach aufgetrennt.
Dabei wurde mit Wasserkuhlung gearbeitet, um mdgliche thermische Schadigung des
Gewebes zu vermeiden (Abbildungen 5a und 5b). Das Pulpagewebe wurde
anschlie3end mit Hilfe eines Handexcavators aus dem Pulpenkavum entfernt und unter
Zugabe eines RNA-Stabilisationsreagens (Qiagen, Hilden Deutschland) in ein
Kryordhrchen (Nunc, Roskilde, Danemark) uberfuhrt. Lagerung und Transport der

Proben erfolgten in einem Kryobehalter in flissigem Stickstoff (Abbildungen 6a und 6b).
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Abb. 6a, 6b Aus einem dritten Molaren gewonnene Zahnpulpa (die hier abgebildete Pulpa

wurde aufgrund des nicht abgeschlossenen Wurzelwachstums nicht

weiterverarbeitet).

4.3 RNA-Extraktion aus den Gewebeproben

Die Extraktion der RNA erfolgte mit Hilfe der TRIzol Methode (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland). Das Gewebe wurde mittels eines Dounce-Homogenisators (Sartorius,
Gottingen, Deutschland) homogenisiert. Dabei wurde unter standiger Kihlung mit Eis
gearbeitet, um die Aktivitat der im Gewebe enthaltenen RNAsen zu inaktivieren. Das
Biopsat wurde mit 750 pl TRIzol-Reagenz bis zur vollstandigen Auflésung des Gewebes
homogenisiert. Nach dem Gewebeaufschlu? wurde das Volumen mit RNase-freiem
Wasser auf 1000 ul aufgefullt, um ein Volumenverhaltnis von TRIzol-Reagenz zu der

Probensuspension von 3:1 zu gewahrleisten.

Die Probe wurde funf Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert, um eine komplette
Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe zu erreichen. AnschlieBend wurden 200 pl
Chloroform zugegeben, das Gefall verschlossen, 15 Sekunden von Hand geschittelt

und erneut drei Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Dann wurde der Ansatz 15
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Minuten lang mit 10.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert (Eppendorf, Hamburg, Deutschland).
Dadurch ergaben sich zwei scharf voneinander abgetrennte Phasen. Die obere
(wassrige) Phase enthielt die RNA, die untere (organische Phenol-Chloroformphase)
enthielt DNA und Proteine. Die obere farblose, wassrige Phase wurde abgenommen
und in ein steriles 1,5 ml Gefal® Uberfihrt. Anschlielend erfolgte die RNA-Prazipitation
durch Zugabe von 500 pl Isopropanol. Zur RNA-Fallung wurde das Gefall bei
Zimmertemperatur fur 10 Minuten inkubiert und dann bei 4 °C fur 10 Minuten bei 10.000
rom zentrifugiert (Eppendorf, Hamburg, Deutschland).

Der Uberstand wurde moglichst vollstandig dekantiert. Um die restlichen Salze und
Isopropanolrickstande auszuwaschen, wurde das Zentrifugat (Pellet) mit 1000 ul
Ethanol (75 %) versetzt und vorsichtig vermischt. Der Ansatz wurde sofort bei 5.000
rom finf Minuten bei 4 °C zentrifugiert; der Uberstand wurde verworfen. Das GefaR
wurde mit gedffnetem Deckel stehen gelassen, um den restlichen Alkohol moglichst
vollstandig verdunsten zu lassen. Das Pellet wurde mit 50 pl Rnase-freiem Wasser
durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipettenspitze gelést und anschlielRend fur
10 Minuten bei 55 °C im Hybridisationsofen (Hybaid Shake 'n® Stack, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) inkubiert, um den Lésevorgang zu vervollstandigen.

Nach der Trockenzeit der RNA wurden 30 ul DEPC-Wasser (Diethylpyrocarbonat
mit Aqua dest. 1:1000 verdlinnt) hinzugegeben. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Der
Absorptionswert, die Absorptionsverhaltnisse (Ratio), die RNA-Konzentration, die
relative Reinheit der RNA (Purity), die relative RNA-Ausbeute, sowie
Proteinkonzentration wurden anschlieBend mittels eines Spektrometers (Biochrom,

Cambridge, England) bestimmt.

Die Quantifizierung der RNA wurde bei 260 nm (OD260) und 280 nm (OD280)
durchgefuhrt, wobei eine OD260 von 1 der RNA-Konzentration von 40 ug/ml entsprach
[Sambrook 2001]. Dazu wurden am Spektrometer folgende Einstellungen
vorgenommen: Die Zellweglange wurde entsprechend der verwendeten Messkuvette
auf 5 mm und der Quotient von OD260nm/OD280nm auf 1,8 eingestellt; fur die
Messung der RNA wurde im Menu Faktor 40 gewahlt. Die RNA-haltige Losung wurde
fur die Messung 1:5 verdunnt (2 yl Probe + 8 ul DEPC-Wasser). Als Referenz diente
DEPC-Wasser. Alle Proben wurden je nach Materialmenge auf eine Endkonzentration

von 1 ug RNA pro ul DEPC-Wasser eingestelit.
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4.4 Reverse-Transkriptase — Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Als RT-PCR wird eine Kombination zwischen Umschreiben einer exprimierten RNA
(mRNA) in die DNA (cDNA) und darauf folgende Amplifizierung des gesuchten
Genprodukts mittels einer Polymerase Kettenreaktion (PCR) bezeichnet. Im ersten
Schritt erfolgt die Hybridisierung eines Oligo-(dT) Primers an die aus dem Gewebe
isolierte Poly(A)"-RNA. Dieser Primer markiert den so genannten Poly(A)-Schwanz der
MmRNA und leitet so in Anwesenheit von dem Enzym ,Reverse Transkriptase“ die
Synthese des komplementaren DNA-Strangs ein. Die so synthetisierte cDNA kann in
einer darauf folgender PCR amplifiziert werden. Die Detektion des Produkts kann je
nach Methode auf unterschiedliche Weise erfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurde

eine Real-Time PCR verwendet.

4.4.1 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

FUr die Reverse Transkription der gewonnen RNA wurde ein RT-Kit (Promega,
Wisconsin, USA) verwendet. Das Vorgehen entsprach den Herstellerangaben und
begann mit Zubereitung eines RT-Puffer-Mixes in einem dinnwandigen PCR-Réhrchen.
Dazu wurden pro Ansatz 1 yl (200 U) Reverse Transkriptase, 1,25 pl, 10 mM dNTP, 5
Ml 5% Puffer und 2,75 ul RNAse-freies Wasser verwendet. Das Gesamtvolumen des
Mixes pro Ansatz betrug somit 10 ul, bei mehrfachen Ansatzen wurden zusatzlich 10%

Pippetierfehler einkalkuliert (Tabelle 1).

Die Zugabe der Reversen Transkriptase und 10 mM dNTP erfolgte bei der
Temperatur von ca. 4 °C [Levin et al. 1999]; beim Auftauen von 5xPuffer wurde explizit
auf vollstandige Losung des Puffers geachtet. AnschlieRend erfolgte die Zubereitung
von RNA-Mix. Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 15 ul und beinhaltete 2 pl oligo-
dT Primer, ein der Ausgangskonzentration entsprechendes Volumen RNA und ein
variables Volumen RNAse-freies Wassers. Die Herstellung des RNA-Mixes erfolgte auf
Eis. Die darauf folgende Aufschmelzung der Sekundarstruktur der RNA erfolgte bei
70 °C Uber 8 min in einem PCR-Cycler (UNO-Thermoblock, Biometra, Goéttingen,
Deutschland) (Tabelle 1).

AnschlieRend wurden die Reaktionsgefalle sofort aus dem heilRen Block
genommen und auf Eis gestellt, um die Ruckfaltung der RNA zu verhindern. Danach
wurde dem RNA-Mix pro Ansatz 10 pl RT-Puffer-Mix zugegeben. Die reverse

Transkription erfolgte dann Uber 60 min bei 42 °C und wurde mit Inaktivierung der
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Reversen Transkriptase uber 10 min bei 70 °C und Abkuhlung auf 4 °C beendet
(Tabelle 1). Die Aufbewahrung der cDNA erfolgte bei -20 °C.

Tab.1 Pipettierschema und PCR-Cycler-Programmierung zur RTder isolierten RNA
aus dem Pulpagewebe.

Reagenzie .
Ausgangskon Endkon- Reagenzien Endkon-
n . -zentration zentration Volumen RT-Puffer-Mix Volumen zentration
RNA-Mix
DEPC- variabel Reverse
Wasser 1-13 pl Transkriptase Twl 200U
. dNTP 1,25 pl 10 mM (1 pg)
Gesamt- variabel 1 variabel
RNA Hg 113 pl
Puffer 5ul 5%
Oligo-dT 1 g 2l
Gesamtvo 15 DEPC-Wasser 2,25 pl
lumen
Inkibation im PCR-Cycler 8 min bei 70 °C.
Danach sofort auf Eis. Gesamt-volumen 10pl
Gesamtvolumen 25 pl
. 60 min bei 42 °C reverse Transkription
Programmierung des - —— -
PCR-Cyclers 10 min bei 70 °C Denaturierung der RT
5 min bei 4 °C danach Lagerung bei -20 °C

4.4.2 Real-Time PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) erlaubt eine Vervielfaltigung (Amplifizierung)
von gewulnschten DNA-Abschnitten, welche mit spezifischen Oligonukleotiden (Primern)
markiert werden. Unter Zugabe der thermostabilen DNA-Polymerase dienen diese
Primer als Startmolekule fur die Synthese von DNA. Das Enzym Taqg-Polymerase wurde
ursprunglich aus einem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert. Die
Thermostabilitdt des Enzyms ist fur die PCR essenziell, da die Reaktion bei
wechselnden Temperaturen bis zu 80-90 °C durchgefuhrt wird. Eine exponentielle
Amplifizierung der DNA verlauft in einer zyklischen Reaktionsabfolge, welche
Denaturierung der DNA, Primeranlagerung an die spezifische DNA-Fragmente
(Annealing) und Verlangerung des betroffenen DNA-Abschnittes (Elongation)
beinhaltet. Die PCR ist eine sehr sensitive Methode, mit deren Hilfe wesentlich hdhere

DNA-Konzentrationen erreicht werden konnen, als im ursprunglichen Material.
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Fir die Real-Time PCR existieren unterschiedliche Detektionsformate. In dieser
Studie wurde ein Detektionsformat angewendet, welches auf dem Gebrauch des
Fluoreszenzfarbstoffs QuantiTect SYBRgreen (Qiagen, Hilden, Deutschland) basiert.
Dieser Farbstoff fugt sich interkalierend in die Doppelhelix der DNA (in den kleinen
Furchen zwischen den Basen) ein. Wahrend der Bindung kommt es zu einer Emission
des Lichts mit der Wellenlange von 490 nm, und diese Emission wird im Real-Time
PCR-Cycler am Ende jeder Elongationsphase gemessen. In diese Phase liegt die
maximal amplifizierte Menge an doppelstrangiger DNA vor. Wahrend der Denaturierung
|6st sich der Farbstoff wieder aus der doppelstrangigen DNA heraus, dabei senden freie
Farbstoffmolekile eine geringe Hintergrundfluoreszenz aus, die computer-gestitzt vom
eigentlichen Signal subtrahiert wird. Mit Hilfe eines Computerprogramms wird der
Fluoreszenzanstieg grafisch in Kurven dargestellt, die anschlieBend unmittelbar

ausgewertet werden kdnnen.

4.5 Gewinnung der Positivkontrollen und Standardkurven

Fur die spatere Untersuchung der Genexpression von Defensinen, Zytokinen und
des Housekeepinggens (siehe 4.7.1) in der Pulpa war die Herstellung positiver
Kontrollen notwendig. Hierfur wurde eine Zellkultur aus Keratinozyten verwendet, in
welcher die Expression der oben genannten Gene bereits in den fruheren Studien
nachgewiesen worden war. Hierfur wurden HaCaT Zellen verwendet, welche ahnliche
Eigenschaften wie primare Keratinozyten aufweisen. Bei der Zelllinie HaCaT (human
adult low calcium temperature keratinocytes), die durch Dr. N. E. Fusenig (Deutsches
Krebsforschungsinstitut, Heidelberg) entwickelt worden, handelt es sich um humane
immortalisierte Keratinozyten. Diese Zelllinie ist aus diesem Grund und wegen ihrer

gleichbleibenden Replikations- und Proliferationsraten einfach zu handhaben.

Die Zellen wurden in einem serumhaltigen DMEM-Medium (Biochrom, Berlin,
Deutschland) in den 75 cm? Kulturflaschen (TPP, Trasadingen, Schweiz) in einem
Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) kultiviert, mehrfach durch Trypsinierung
passagiert und in den 6-Well Platten (TPP) mit bakteriellen LPS der E. coli (Sigma-
Aldrich, Minchen, Deutschland) fur vier Stunden stimuliert. Die RNA-Extraktion erfolgte
mittels RNEasy Minikits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben.
AnschlieBend wurde eine Reverse Transkription (siehe 4.5.1) vorgenommen. Danach
wurde eine PCR mit den entsprechenden Primern fir die gesuchten Gene (GAPDH,
hBD-1 bis -4, TNF-a, COX-2, IL-1 und -6) getrennt voneinander angesetzt (Tabelle 2).
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Die Produkte wurden nach dem Abschluss der Reaktion auf 3%igem Agarosegel
(Rotigarose, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mittels Elektrophorese aufgetrennt
(siehe 4.9). Die anschlieRende Untersuchung des Agarosegels zeigte einzelne in UV-
Licht fluoreszierende Banden von Produkten, welche beim Vergleich mit einem 20 bp

DNA Lieter die Grolke der gesuchten Produkte aufwiesen.

Des Weiteren erfolgte einzeln flir jeden Primer eine Aufreinigung der cDNA nach
Herstellerangaben aus den PCR-Produkten (QlAquick, Qiagen, Hilden, Deutschland).
Diese DNA diente anschlieend der Herstellung von Standardkurven. In der
vorliegenden Studie wurden die Standardkurven fur jedes Primerpaar in einer
vorbereitenden PCR hergestellt. Hierzu wurden zunachst die cDNA-Kopien pro ml im

jeden aufgereinigten PCR-Produkt mit Hilfe folgender Formel kalkuliert:
Molekiile/pl = (DNA [g/ml)/DNA-L&ange [Basenpaare x 660] x 6.022 x 10%

Danach wurde fiir jedes Produkt eine Verdiinnungsreihe mit 1x10? bis 1x10"
Kopien hergestellt [Bongrazio et al. 2006]. Anschliel3end folgte die vorbereitende Real-
Time PCR. Hierzu wurde das Prinzip der ,nested” (verschachtelten) PCR verwendet.
Hierbei wird im ersten Schritt die PCR mit einem Template Uber wenige Zyklen
durchgefuhrt. Das Produkt wird dabei durch die so genannten ,long primer‘ markiert
und amplifiziert. AnschlieRend wird eine neue PCR mit dem PCR-Produkt aus der
ersten Reaktion und neuen Primer (,short primer) eingesetzt. Diese Primer liegen
weiter innen auf dem DNA-Abschnitt als die ersten, so dass in diesem zweiten Schritt
nur noch die spezifischen DNA Abschnitte des ersten Schritts amplifiziert werden. Der
erste Schritt wurde mit der aus den HaCaTs gewonnener Kontroll-DNA nach dem
beschriebenen Prinzip durchgeflhrt. Fur die Herstellung der Standardkurven und flr
PCR mit Proben wurden dementsprechend ,short primer” verwendet. Die generierten

Standardkurven dienten der Qantifizierung der weiteren Reaktionen (Abbildung 7).
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Abb. 7 Darstellung der Standardkurven fiir die Verdiinnungsreihen 1x10?
bis 1x10"" Kopien der Kontroll-DNA.

4.6 Quantitative Bestimmung der Expression

Die quantitative Bestimmung der Expression der Gene hBD-1 bis -4, TNF-a, IL-1f,
IL-6, COX-2 sowie GAPDH wurde mittels Real-Time-RT-PCR-Analyse in einem
Fluoreszenz-Cycler (Rotor Gene, Corbett Robotics, Australia) durchgeflihrt. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte jeweils am Ende der Elongationsphase und wurde als

exponentielle Funktion grafisch dargestellt. Nach Ablauf der Real-Time-PCR wurden



MATERIAL UND METHODEN 29

Schwellenwert (Threshold) und Baseline gesetzt. Die Zyklen, in den die Emissionskurve
einer PCR den Schwellenwert Uberstieg, wurden als Ct (Crossing threshold)-Wert

definiert und dienten der spateren Berechnung der Genexpression.

Zu jeder PCR wurden zusatzlich Negativkontrollen durchgefuhrt. Hierzu dienten
Proben, die keine DNA enthielten (Non-Template-Kontrolle), sowie Proben mit der
isolierten (siehe 4.4) RNA (Non-RT-Kontrolle). Die Non-Template-Kontrollen enthielten,
neben Primer und SYBRgreen, DEPC-Wasser und sollten eine Aussage hinsichtlich
Kontamination der Proben geben. Die Non-RT-Kontrollen bestanden aus nicht in cDNA
umgeschriebenen Proben der isolierten RNA. Diese Kontrolle diente der Uberpriifung
der Reinheit der mRNA.

4.6.1 Quantitative Bestimmung des Housekeeping-Gens

Eine gebrauchliche und anerkannte Methode zur Normalisierung der PCR-
Ergebnisse bei der quantitativen Auswertung ist die Verwendung von Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Die GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse,
welches in den Zellen eines Organismus die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-
phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat katalysiert. Da die GAPDH ein Bestandteil eines in
jeder Zelle stattfindenden Prozesses ist, wird deren Gen als Houskeeping-Gen
bezeichnet. Die Sequenzen der in dieser Studie verwendeten GAPDH-Primer sind in
Tabelle 2 dargestellt. Die Zusammensetzungen des PCR-Mixes zur Herstellung von

Standardkurven und zur Untersuchung der Proben sind Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tab. 2 In der vorliegenden Studie verwendete Primer Sequenzen
Produkt-
Gen AcNo Vorwarts Ruckwarts groRe

(kb)
HBD-1 (long) NM tcattacaattgcgtcagcag ttgcagcacttggccttc 105
HBD-1 (short) 005218 | ggagggcaatgtctctattctg ctctgtaacaggtgccttgaa 64
HBD-2 (long) AF atcagccatgagggtcttgt gagaccacaggtgccaattt 144
HBD-2 (short) 040153 | tcctcttctcgttectcttca agggcaaaagactggatgac 102
HBD-3 (long) NM agcctagcagctatgaggatc cttcggcagcattttcggcca 206
HBD-3 (short) 018661 | cattatcttctgtttgctttgctc cgatctgttcctcctttgga 148
HBD-4 (long) NM tgccttaagagtggagccata ctcctcatggctttttgcag 109
HBD-4 (short) 004942 | ccagtcttttgccctagaagg ttttgttccagggagaccac 60
TNF-a (long) NM cccgagtgacaagcctgtag gaggtacaggccctctgatg 151
TNF-a (short) 000594 | ccatgttgtagcaaaccctca agctggttatctctcagctcca 102
IL-1B (long) NM ctccagggacaggatatgga tctttcaacacgcaggacag 134
IL-1B (short) 000576 | caacaagtggtgttctccatgt gcccaaggccacaggtat 72
IL-6 (long) NM ctggtcttttggagtttgagg atctgaggtgcccatgct 306
IL-6 (short) 000600 | agagtagtgaggaacaagccaga | ttgccgaagagccctcag 233
COX-2 (long) NM tgagcatctacggtttgctg tgcttgtctggaacaactgc 158
COX-2 (short) 000963 | caggaggtctttggtctggt atcaccccattcaggatgc 111
GAPDH (long) NM cctgacctgccgtctagaaa tactccttggaggccatgtg 276
GAPDH (short) | 002046 | tcaagaaggtggtgaagcag ccctgttgctgtagccaaat 198

Tab. 3 PCR-Ansatz fir Real- Time PCR. Die Menge der cDNA betrug in jeder
Probe 160 ng, die Endkonzentration der verwendeten Primer betrug 0,6 mM.

Komponente Menge
Template 4 ul
Primer 4
DEPC-Wasser 2 ul
SYBRgreen® 10
Total 20 ul

4.6.2 Quantitative Bestimmung der Expression von Entziindungsmarkern und

Defensinen

Die Sequenzen der in dieser Studie verwendeten Primer von Entziindungsmarkern
TNF-a, IL-1B, IL-6 sowie COX-2 und humanen beta-Defensinen hBD-1 bis -4 sind in
Tabelle 2 dargestellt. Die Zusammensetzungen des PCR-Mixes zur Herstellung von

Standardkurven und zur Untersuchung der Proben sind Tabelle 3 zu entnehmen. Die

gewulnschten Produkte wurden im Real-Time PCR-Cycler mit folgendem Programm

vervielfaltigt.
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95,0°C 300 s
95,0°C 15s
56,0° C 30s 35 Zyklen
72,0°C 30s
72,0°C 300 s

4.7 Auswertung der PCR

Die ermittelten Werte wurden mit den Werten des Houskeeping-Gens GAPDH
normalisiert. Die Normalisierung erfolgte durch die Bildung eines Quotienten aus dem
Wert der GAPDH und dem Wert des interessierenden Gens (hBD-1 bis -4, TNF-a, IL-
18, IL-6 und COX-2) mit Hilfe von Microsoft Office Excel Software (Microsoft Office
2003, Redmond, WA, USA).

4.8 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der Produktgrofe und -spezifitat wurde in dieser Arbeit zusatzlich die
Gelelektrophorese verwendet. Die Agarose (3 g) (Rotigarose; Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) wurde in 97 ml 1xTBE-Puffer (TRIS-Borsaure-EDTA-Puffer) gelost und
gekocht. Nach der Abkuhlung, jedoch noch im flissigen Zustand wurde dem Gel 0,5-1
Ml Ethidiumbromid (10 mg/ml) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzubegeben. Nach
dem Ausharten des 3 %igen Gels erfolgte dessen Beladung mit 10 pl des PCR-
Produktes, gemischt mit 2 ul Ladepuffer (ABgene, Surrey, GroRbritannien) und
anschliellende Elektrophorese Uber eine Zeit von 60 min bei einer Spannung von 120
Volt in 500 ml 1xTBE-Puffer. Die Dokumentation der Ergebnisse wurden im UV-Licht
Kammer  (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Frankreich) mit Hilfe der
Bildverarbeitungssoftware Photo Finish (GatorData, Inc., Lutz, USA) durchgefuhrt und

aufgezeichnet.

4.9 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SPSS for Windows 11 (SPSS,
Chicago, USA). Zunachst wurde eine deskriptive Statistik mit Angaben von Medianwert,
Minimum, Maximum sowie Mittelwert und Standardabweichungen durchgefuhrt. Der
Vergleich der Genexpression von humanen beta-Defensinen-1 bis- 4, IL-183, IL-6,
TNF-a sowie COX-2 in gesunden gegenuber entziindeten Pulpaproben erfolgte in
einem zweiten Arbeitsschritt mittels Mann-Whitney-U-Tests. In dem Test wurde ein
Signifikanzniveau von p=0,05 angenommen. Die grafische Darstellung der Ergebnisse

erfolgte Uber Boxplotdiagramme.
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5 Ergebnisse

In dieser Studie wurden insgesamt 17 Proben der Pulpa mit dem Verfahren der

quantitativen Real-Time PCR untersucht. Die Proben stammten von unterschiedlichen

Patienten, bei denen gesundes (n=7) und entzindetes (n=10) Zahnpulpagewebe
entnommen wurde.

5.1 Quantitativer Nachweis von proinflammatorischen Zytokinen

Die Expression von proinflammatorischen Zytokinen TNF-q, IL-18, IL-6 sowie COX-

2 konnte qualitativ in allen Proben nachgewiesen werden (Abbildung 8).
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Abb. 8 Gelelektrophorese und Schmelzkurven der PCR -
Produkte COX-2, TNF-q, IL-1B und -6 (beispielhaft).
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Die Ergebnisse der Real-Time PCR zeigten im Vergleich zu den gesunden eine
signifikante Erhohung der Expression von TNF-a, IL-1B8 und COX-2 bei den
entzindeten Pulpaproben (Abbildungen 9-11). Die Expression von IL-6 war in den
entzindeten Proben ebenfalls erhdht; signifikante Unterschiede der Expression konnten

jedoch fir dieses Zytokin nicht nachgewiesen werden (Abbildung 12).
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Abb. 9 Relative Expression von TNF-a in der
gesunden und entzindeten Zahnpulpa.
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Abb. 10 Relative Expression von COX-2 in der
gesunden und entzindeten Zahnpulpa.
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Abb. 11 Relative Expression von IL-1f in der
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Abb. 12 Relative Expression von IL-6 in der

gesunden und entzindeten Zahnpulpa.
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Die Genexpression von hBD-1 und -4 konnte in allen Pulpaproben qualitativ
nachgewiesen werden.

Dagegen wurde die Genexpression von hBD-2 und -3

entsprechend jeweils in 7 bzw. 5 Proben beobachtet (Abbildung 13).
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Abb.13 Gelelektrophorese und Schmelzkurven der PCR - Produkte

HBD-1, -2, -3 und -4 (beispielhaft).
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Die quantitative Auswertung der Genexpression von hBD-1 und -4 zeigte ein
signifikant hoheres Expressionsniveau der beiden Defensine in den entzindeten

Pulpaproben gegenlber gesunden Pulpen (Abbildungen 14 und 15).
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Abb. 14 Relative Expression von hBD-1 in der
gesunden und entzindeten Zahnpulpa.
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Abb. 15 Relative Expression von hBD-4 in der
gesunden und entzindeten Zahnpulpa.
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Die Expression von hBD-2 und -3 war ebenfalls in den pulpitischen Proben erhoht,
signifikante Unterschiede zu der Expression von diesen Defensinen im gesunden
Zustand der Pulpa konnten allerdings nicht nachgewiesen werden (Abbildungen 16 und
17). Insgesamt wurden in allen Proben sehr niedrige Expressionen von hBD-2 und -3 in
Vergleich zu hBD-1, -4 und Zytokinen beobachtet.
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Abb. 16 Relative Expression von hBD-2 in der
gesunden und entzindeten Zahnpulpa.
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Abb. 17 Relative Expression von hBD-3 in der
gesunden und entzindeten Zahnpulpa.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methode

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Expression der
humanen beta-Defensine-1, -2, -3 und -4 sowie der proinflammatorischen Zytokine und
Entzindungsmediatoren IL-1, IL-6, TNF-a und COX-2 in gesunder und entzindeter

Zahnpulpa.

Die gesunden Proben stammten aus extrahierten dritten Molaren, welche vital,
symptomlos, kariesfrei, aber aus kieferortepadischen oder chirurgischen Griinden nicht
erhaltungswiurdig waren. Die entzindeten Proben stammten zum Teil aus extrahierten,
nicht erhaltungswurdigen pulpitischen dritten Molaren oder wurden wahrend einer
Vitalexstirpation aus pulpitischen Zahnen gewonnen. Um eine eventuelle Beeinflussung
der Genexpression von Entzindungsmediatoren, Zytokinen oder Defensinen durch
Pharmazeutika auszuschliel3en, wurden Patienten, die vor der Behandlung Analgetika
eingenommen hatten, in dieser Arbeit nicht berlcksichtigt. Die Diagnose ,Pulpitis®
wurde anhand klinischer Symptome (spontaner und/oder andauernder Schmerz sowie
starke Reaktion der betroffenen Zahne auf thermische Reize) gestellt. Um die Aktivitat
der im Pulpagewebe vorhandenen RNAsen herabzusetzen, wurde ein RNA-
Stabilisationsreagenz verwendet. Die so stabilisierten Proben wurden im flussigen

Stickstoff (-196 °C) sofort eingefroren und gelagert.

Das Homogenisieren des Pulpagewebes wurde mit Hilfe eines Glass-Glass
Homogenisators durchgeflhrt, welcher wahrenddessen standig mit Eis gekuhlt wurde
um die Aktivitat der RNAsen zu minimieren. Gleichzeitig erfolgte auch die RNA-
Extraktion mittels TRIzol-Methode [Sambrook 2001]. Diese Methode wurde der RNEasy
Methode aufgrund der hdheren Ausbeute der totalen RNA aus kleinen Gewebemengen
vorgezogen [Sambrook 2001]. Die Konzentrationen der extrahierten RNA wurden
anschliellend photometrisch evaluiert; dabei wurden unterschiedliche Konzentrationen
der RNA in unterschiedlichen Proben gemessen. Um die Konzentrationen der cDNA
und dadurch auch die Ergebnisse der spateren PCR nicht zu beeinflussen, wurden die

RNA-Konzentrationen in allen Proben auf 1 ug/ul geeicht.

In der vorliegenden Studie wurden alle Untersuchungen mit Hilfe der quantitativen
Real-Time-PCR durchgefihrt. Der entscheidende Vorteil dieser hoch sensitiven
Methode ist, dass die Amplifizierung der PCR-Produkte in jeder zu untersuchenden

Probe direkt am Monitor abgelesen und gemessen werden kann; es bedarf dabei also
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keiner zusatzlichen Untersuchung des Agarosegels und dessen Densitometrie. Das
Arbeitsprinzip der Methode beruht auf einer Anderung des Fluoreszenzsignals, welches
entweder durch fluoreszierenden Primer oder durch fluoreszierende interkalierende
Bestandteile des Mastermix erzeugt wird. In dieser Studie wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYBRgreen verwendet. Fur die Anwendung dieser Substanz war
es notwendig, die Konzentration der eingesetzten Primer, sowie die
Annealingtemperatur in einem Vorversuch zu optimieren. Im Vorversuch wurden
ebenfalls die internen Standards fur die spatere PCR hergestellt. Dazu wurden das
Prinzip der Nested-PCR und aus den mit LPS stimulierten, immortalisierten
Keratinozyten HaCaT isolierten Kontroll-DNA, verwendet. Vor dem Herstellen der
Standard-Kurven wurde das PCR-Produkt aufgereinigt und photometriert. Dies wurde
unternommen, um die Zahl der Genkopien fur die spatere Auswertung zu berechnen.
AnschlieBend erfolgte die Herstellung der 10er Verdunnungsreihen und der

Standardkurven fur jeden Primer.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Enzyms Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als interner Standard verwendet. GAPDH ist ein
Enzym der Glykolyse, welcher in menschlichen Zellen konstitutiv exprimiert wird und als
Houskeeping Gen bei einer PCR verwendet werden kann. Die Konzentrationen der aus
den Pulpaproben isolierten RNA konnen sich interindividuell sehr stark unterscheiden.
Aus diesem Grund war eine Normalisierung der PCR Ergebnisse mit dem

Expressionslevel der GAPDH in jeder Probe erforderlich.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Die typischen Symptome einer Pulpitis sind spontan auftretende und andauernde
Schmerzen, eine erschwerte Lokalisation des betroffenen Zahnes durch den Patienten
sowie eine starke Reaktion des betroffenen Zahnes auf thermische Reize. Die
subjektiven Empfindungen des Patienten oder des Behandlers erlauben oft keine
eindeutige Aussage uber den Entzindungsgrad der Pulpa [Kokkas et al. 2007; Pezelj-
Ribaric et al. 2002]. Dies erscheint nur mdglich mit Hilfe unterschiedlicher
labordiagnostischer Methoden wie zum Beispiel PCR [Kokkas et al. 2007; Pezelj-
Ribaric et al. 2002]. In dieser Studie handelte es sich um die Proben der gesunden und
entzundeten Zahnpulpa. Als Kontrolle der tatsachlich vorhandenen Entzindung wurden
die Gene der COX-2, IL-1, IL-6 und TNF-a untersucht. In frGheren Studien wurden

diese Entzindungsmediatoren und proinflammatorische Zytokine in vielen Geweben
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(darunter auch in der Zahnpulpa) als induzierbar und entziindungsassoziiert identifiziert
[D'Souza et al. 1989; Huang et al. 1999; Kokkas et al. 2007; Lin et al. 2002; McLachlan
et al. 2004; Nakanishi et al. 1995; Nakanishi et al. 2001; Pezelj-Ribaric et al. 2002;
Rauschenberger et al. 1997; Zehnder et al. 2003]. Somit konnte die tatsachlich
vorhandene Entzindung der Pulpa anhand der erhéhten Expression von COX-2, IL-1,
IL-6 und TNF-a ermittelt werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen die
Annahmen: die Genexpression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, COX-2, IL-13
und -6 findet im Pulpagewebe statt und unterscheidet sich in gesunden und
entzindeten Pulpen. Eine klinisch diagnostizierte Pulpitis lasst sich durch verstarkte
Genexpression von proinflommatorischen Zytokinen und Entzindungsmediatoren
molekularbiologisch bestatigen. Somit konnten die ersten drei Fragestellung der

vorliegenden Arbeit positiv beantwortet werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass humane beta-Defensine-1
bis -4 nicht nur in den Epithelzellen, sondern auch im Pulpagewebe, exprimiert werden.
Somit wurde auch die vierte Fragestellung positiv beantwortet. Diese Beobachtungen
bestatigen Ergebnisse fruherer Studien, in welchen die Expression von hBD-1 und -2 in
der Pulpa bereits beschrieben wurde [Dommisch et al. 2005; Hacker 2006;
Veerayutthwilai et al. 2007]. Ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit wurde eine starke
Expression von hBD-1 in allen Pulpaproben und ein schwache von hBD-2 in einigen
Proben beobachtet [Dommisch et al. 2005]. Zusatzlich wurde in der vorliegenden Studie
zum ersten Mal die Expression von hBD-3 und -4 im Gewebe der Zahnpulpa
nachgewiesen, wenngleich die Expression von hBD-3 in der Zahnpulpa ahnlich

schwach und unregelmaRig wie die von hBD-2, zu sein scheint.

Warum nicht in allen Proben der Pulpa hBD-2 und -3 exprimiert wurde, ist nicht
geklart. Moglicherweise spielen interindividuelle genetische Unterschiede der
Probanden hierfur eine Rolle [Saitoh et al. 2004]. Potentiell sind Pulpazellen wie
Odontoblasten oder Odontoblastenahnliche Fibroblasten in der Lage, mRNA von hBD-2
zu exprimieren [Dommisch et al. 2007; Veerayutthwilai et al. 2007]. Auch die Defensine
selbst scheinen sich in deren Expression gegenseitig zu beeinflussen; so wurde in einer
friheren Studie eine regulatorische, genauer gesagt eine inhibierende Wirkung vom
rekombinanten hBD-2 auf die Expression von hBD-1 nachgewiesen [Dommisch et al.
2007].
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Frihere Studien zeigten Unterschiede in der Expression von humanen beta-
Defensinen im gesunden und entziandeten Gewebe. So konnte zum Beispiel festgestellt
werden, dass die Expression der mRNA von humanen beta-Defensinen in
verschiedenen Geweben wahrend einer Entzindung erhdht ist [Abiko et al. 2002;
Ashitani et al. 2007; Dommisch et al. 2005; Warnke et al. 2006]. Die flunfte
Fragestellung dieser Arbeit war die vergleichende Untersuchung der Genexpression
von hBD-1 bis -4 in den gesunden und entzindeten Pulpen. Diese Fragestellung konnte
lediglich fur hBD-1 und -4, jedoch nicht fir hBD-2 und -3 positiv beantwortet werden.Die
Ergebnisse zeigten gegenlber den gesunden eine signifikante Steigerung der
Expression von hBD-1 und hBD-4 in den entzindeten Proben. Bei der Expression von
hBD-2 und -3 wurde ebenfalls eine Steigerung beobachtet, die allerdings nicht

signifikant war.

Diese Beobachtungen bestatigen die Theorie, dass die Defensine wahrend einer
Entzindung vermehrt exprimiert werden [Boman 1995; Dale 2002; Dale &
Krisanaprakornkit 2001]. Dies gilt insbesondere fir hBD-2, -3, und -4, welche in
friheren Studien bereits als induzierbar beschrieben worden sind [Feucht et al. 2003;
Garcia et al. 2001; Krisanaprakornkit et al. 2000; Seo et al. 2001; Vankeerberghen et al.
2005]. Dagegen gilt hBD-1 als konstitutiv exprimiert [Dale & Krisanaprakornkit 2001;
Dommisch et al. 2005; Hacker 2006]. Die Angaben zur Expression von hBD-1 variieren
in der zuganglichen Literatur jedoch erheblich. In zahlreichen Studien wurde eine
Induzierbarkeit der Expression von hBD-1 nachgewiesen [Bajaj-Elliott et al. 2002;
Sahasrabudhe et al. 2000], oder sie konnte in-vitro erreicht werden [Seo et al. 2001;
Vankeerberghen et al. 2005]. Die Untersuchungen unterschiedlicher menschlicher
Gewebe, wie Speicheldrusen, Gingiva und anderer Epithelien, zeigten signifikante
Steigerungen der Genexpression von hBD-1 wahrend entzundlicher Prozesse [Bajaj-
Elliott et al. 2002; Sahasrabudhe et al. 2000; Seo et al. 2001; Vankeerberghen et al.
2005]. Daruber hinaus konnte die Expression dieses Defensins nach Stimulation von
Keratinozyten mit UV-Licht, TNF-a, LPS, Interferon-y (IFN-y), Aminosauren sowie
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) erreicht werden [Seo et al. 2001]. Die Stimulation
von Odontoblasten mit rhBD-2 und LPS flhrte in zwei weiteren Studien jedoch zu einer
Minderung der Expression von hBD-1 [Dommisch et al. 2007; Veerayutthwilai et al.
2007]. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei Untersuchungen des Pulpagewebes

gemacht, wobei die Autoren als madglichen Grund fur eine verminderte Expression von
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hBD-1 im entzindeten Pulpagewebe eine Nekrose der Pulpa vermuteten [Hacker
2006].

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich vitales Gewebe untersucht. Das
Gewebe stammte von Patienten, die jegliche Medikation in den letzten 24 Stunden
verneint haben. Zusatzlich lassen sich methodische Unterschiede [Bongrazio et al.
2006] zu der vorherigen Studie feststellen, wie zum Beispiel die Lagerung der Pulpa,

das Homogenisieren oder die eingesetzten RNA-Konzentrationen.

Ein moglicher Grund fur die Beobachtung einer verstarkten Expression von hBD-
1 im Pulpagewebe konnte die Tatsache sein, dass es wahrend einer Entzindung zur
Migration von weiteren defensin-exprimierenden Zellen in das Gewebe kommt [Boman
1995; Marshall 2004; van Wetering et al. 1999; Yang et al. 2007]. Frihere
Untersuchungen zeigten, dass Monozyten und Makrophagen, die in den ersten Stadien
der Entzindung im Gewebe vermehrt zu finden sind, ahnlich wie Epithelzellen humane
beta-Defensine, darunter auch hBD-1, exprimieren [Wehkamp et al. 2003]. Zusatzlich
liegen Studien vor, die eine verstarkte Genexpression von hBD-1 in den mit IFN-y und
LPS stimulierten Monozyten zeigen [Duits et al. 2002]. Ein anderer moglicher Grund far
die beobachtete Steigerung der Expression von hBD-1 konnte ein ahnlicher genetischer
Mechanismus wie bei Keratinozyten sein. Bei diesen Zellen wurden in der DNA
ahnliche Motive in der Nukleotidensequenz bei hBD-1, IL-6 und IFN-y kodierenden
Genen nachgewiesen, die so genannten ,consensus sites®. Bei der Aktivierung von IL-6
und IFN-y kdnnte automatisch das hBD-1 Gen exprimiert werden [van Wetering et al.
1999].

In der vorliegenden Arbeit konnte die angenommene Nullhypothese teilweise
widerlegt und die Alternativhypothese teilweise bestatigt werden, weil nicht bei allen
untersuchten humanen beta-Defensinen eine signifikante  Steigerung der
Genexpression wahrend der klinisch und molekularbiologisch diagnostizierten Pulpitis

beobachtet wurde.

6.3 Ausblick

Die Bedeutung der humanen beta-Defensine in der entziundlichen Reaktion der
Pulpa ist noch nicht ausreichend geklart. Erste Ergebnisse lassen jedoch vermuten,
dass humane beta-Defensine eine wichtige Rolle in der lokalen unspezifischen
Immunantwort in der Pulpa spielen konnten. Ungeklart bleibt auch, wie sich das

Fortschreiten der Karies in den mineralisierten Geweben des Zahnes auf die
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Expression und Synthese von antimikrobiellen Peptiden auswirkt und inwiefern beta-

Defensine die Kariesprogression beeinflussen konnen.

Einige Laboruntersuchungen konnten interessante Erkenntnisse Uber
Interaktionen von Defensinen mit verschiedenen kariogenen Bakterien liefern [Maisetta
et al. 2006; Ouhara et al. 2005]. Dabei scheinen hBD-2, -3 und neuerdings auch hBD-4
aufgrund ihrer starken antimikrobiellen Eigenschaften gréliere Rolle als hBD-1 zu
spielen [Batoni et al. 2006; Garcia et al. 2001; Maisetta et al. 2006; Maisetta et al. 2003;
Maisetta et al. 2005; Maisetta et al. 2008]. Eine wichtige und interessante Erkenntnis
uber hBD-2 war die Entdeckung seiner Fahigkeit, die Differenzierung von
Pulpafibroblasten in Odontoblasten und somit die Produktion vom tertidren Dentin zu
regulieren. In einer friheren Studie konnte gezeigt werden, das hBD-2 die Expression
von Dentin-Sialophosphoprotein, welches in die Dentinogenese involviert ist in,
Pulpazellen induzieren kann [Shiba et al. 2003]. So kdnnten zum Beispiel synthetisch
hergestellte humane beta-Defensine als Bestandteil von Unterflllungsmaterialien neben
ihren antimikrobiellen Effekt auch eine initierende Wirkung auf reparative Prozesse in
Pulpa ausliben. Weitere Grundlagenstudien sind notwendig, um Interaktionen von
humanen beta-Defensinen miteinander und mit anderen Komponenten des

Immunsystems zu untersuchen.

Die bedeutendste Eigenschaft der beta-Defensine ist die antimikrobielle Wirkung.
Die Erkenntnisse friherer Studien lassen jedoch vermuten, dass die Expression dieser
Peptide in den Zellen der Pulpa geringer ist, als in den Epithelien, sodass die
Konzentration von beta-Defensinen und deren Wirkung im Pulpagewebe wahrscheinlich
als relativ gering einzuschatzen ist. Aus diesem Grund wurden bereits Versuche
unternommen, die Expression von beta-Defensinen durch Eingriffe in die genomische
DNA von Fibroblasten anzuregen. Dabei handelte es sich um eine Transfektion von
defensin-produzierenden Keratinozyten und nicht defensin-produzierenden Fibroblasten
mit retroviralen und lentiviralen, hBDs-tragenden Vektoren. Insbesondere nach einer
Zugabe des lentiviralen Vektors SIN18cPPTRhMLV waren die Fibroblasten in der Lage,
hBD-2 und -3 zu exprimieren und zu synthetisieren [Yin et al. 2006; Yin et al. 2006]. Auf
dieser Grundlage wurde ein In-vivo- und ein In-vitro-Modell flr die antimikrobielle
Gentherapie entwickelt. Fur diese Modelle wurden die hBD-2 Gene verwendet. In
verschiedene murine und humane Zellinien, darunter Fibroblasten, wurde ein
hBD-2-tragender retroviraler Vektor transferiert. Daraufhin wurden diese Zellen mit

Escherichia coli stimuliert, um die Expression von hBD-2 anzuregen. Die Auswertung
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der Ergebnisse zeigte in allen transferierten Zellinien eine Expression von hBD-2.
AnschlielRend wurde das Experiment mit lebenden Labormausen durchgefuhrt. Nach
der Immunisierung wurden die Mause mit Escherichia coli infiziert. Das Gewebe der
immunisierten Mause zeigte bei der Auswertung geringere Konzentration der vitalen
Bakterien als bei den Mausen der Kontrollgruppe. Auf diese Weise ist gelungen, die
antimikrobielle Aktivitat des hBD-2 und die Moglichkeit fur eine Verstarkung der lokalen
Immunantwort durch Transfektion der hBD-2 Gene in die nicht defensin-produzierende
Zellen zu demonstrieren [Yin et al. 2006]. In einer weiteren Tierstudie ist es gelungen,
eine adaptive Immunantwort gegen parodontopathogene Erreger mit Hilfe eines
defensinhaltigen Praparates zu induzieren [Brogden et al. 2003].

Die Entwicklung eines medikamentosen oder praventiven Ansatzes fur die Therapie
der vitalen Pulpa mit humanen beta-Defensinen konnte vor den oben genannten

Hintergrinden in der Zukunft als langerfristiges Ziel gelten.



SCHLUSSFOLGERUNGEN

45

7 Schlussfolgerungen

Aus den Ergebnissen der durchgefuhrten Arbeit lassen sich folgende Schluss-

folgerungen ziehen:

(1)

(2)

3)

(4)

®)

Proinflammatorische Zytokine TNF-a, COX-2, IL-18 und -6

werden im Pulpagewebe exprimiert.

Wahrend der Pulpitis kommt es in der Pulpa zu statistisch
signifikanten ~ Veranderungen der  Genexpression  von
proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, COX-2 und IL-1,
jedoch nicht von IL-6.

Eine klinisch diagnostizierte Pulpitis lasst sich mit Hilfe der
labordiagnostischen Methoden, der PCR, bestatigen.

Humane beta-Defensine-1, -2, -3 und -4 werden im

Pulpagewebe exprimiert.

Wahrend der Pulpitis kommt es in der Pulpa zu statistisch
signifikanten Veranderungen der Genexpression von humanen

beta-Defensinen-1 und -4, jedoch nicht von hBD-2 und -3.

Bei der Entziindung der menschlichen Zahnpulpa scheinen humane beta-Defensine

eine Rolle zu spielen.

Die genaue Bedeutung der beta-Defensine sowie ihre

potenziellen therapeutischen und diagnostischen Anwendungsmaoglichkeiten wahrend

Pulpitis bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.
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8 Zusammenfassung

Problemstellung: Humane beta-Defensine (hBDs) sind antimikrobielle Peptide, die in
der Formierung der angeborenen, lokalen Immunantwort eine wichtige Rolle zu spielen
scheinen. Die Bedeutung dieser Peptide in der menschlichen Zahnpulpa ist noch nicht
ausreichend geklart.

Zielsetzung: Das Ziel der Studie war, die Genexpression der humanen beta-Defensine-
1, -2, -3 und -4 sowie TNF-a, COX-2, IL-1B und -6 im gesunden und entzundeten
Pulpagewebe zu untersuchen. Die Expression von proinflammatorischen Zytokinen
diente in der vorliegenden Arbeit als Kontrolle der tatsachlich vorhandenen Entztindung.
Material und Methoden: Die gesunden und entziundeten Pulpen wurden entweder
durch Vitalexstirpation oder post extractionem entnommen. Die Proben wurden unter
Zugabe von RNA-Stabilisationsreagens sofort nach der Entnahme bis zur weiteren
Verarbeitung in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die mRNA
wurde nach dem Homogenisieren der Proben mittels TRIzol-Methode extrahiert und
anschlieBend in einer Reverse-Transkriptase-Reaktion in cDNA umgeschrieben. Die
quantitative Analyse der Genexpression erfolgte mittels Real-Time-
Polymerasekettenreaktion. Die Auswertung der Ergebnisse wurde mittels Mann-
Whitney-U-Tests durchgefuhrt.

Ergebnisse: Die  Genexpression von humanen  beta-Defensinen  und
proinflammatorischen Zytokinen findet im Pulpagewebe statt. HBD-2 und hBD-3 wurden
sowohl in gesunden als auch in entzindeten Pulpen nur schwach exprimiert. Fur hBD-1
und hBD-4 konnten in entzindeten Pulpen im Vergleich zu gesunden Proben signifikant
erhdhte Genexpressionen nachgewiesen werden. Die Genexpression fur die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, COX-2 und IL-13 war gegenuber den gesunden
bei den entziindeten Pulpen erhdht. Fur das proinflammatorische Zytokin IL-6 konnten
keine signifikante Unterschiede bezuglich der Genexpression gefunden werden.
Schlussfolgerung: Humane beta-Defensine-1 und -4 sowie die proinflammatorischen
Zytokine TNF-a, COX-2 und IL-1B werden in entzindeten Pulpen verstarkt exprimiert.
Die Expression dieser Peptide spielt eine Rolle bei der entzindlichen Reaktion der

menschlichen Pulpa.

Schlagwéorter: beta-Defensine, Zytokine, Entziindung, Pulpitis, PCR
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9 Abstract

Statement of problem: Human beta-defensins (hBDs) are antimicrobial peptides that
play an important role in the innate host defense against bacterial invasion, contribute to
promotion of adaptive immune responses and show chemotactic activities. Until now,
the role of hBDs in the human dental pulp has not been adequately investigated.

Objectives: The aim of this study was to determine the expression of hBD-1, -2, -3, -4
and proinflammatory cytokines TNF-a, COX-2, IL-18 and -6 in healthy and inflamed
human dental pulps. In the present study cytokines were used as molecular diagnostic
markers for pulpal inflammation.

Materials and methods: Samples of healthy and inflamed dental pulps were obtained
from extracted third molars and during treatment of pulpitic teeth. Pulp tissue specimens
were immediately frozen in liquid nitrogen with addition of RNA stabilization reagent and
stored at -80 °C. Total RNA was extracted from homogenized pulp tissue using the
TRIzol method Gene expression was assessed using Reverse Transcriptase Reaction
and Real-Time-PCR. Differences in gene expression between healthy and inflamed
pulps were compared using Mann-Whitney-U test.

Results: The expression of human beta-defensins and cytokins was observed in
human dental pulps. HBD-2 and -3 were only weakly expressed in healthy and inflamed
pulps. In contrast, the expression of hBD-1 and -4 was significantly increased in
inflamed compared to healthy pulps. The expression of TNF-a, COX-2, IL-1B (but not

IL-6) was also significantly increased during inflammation.
Conclusions: These results suggest that beta-defensins obviously play a role in the

innate pulpal host defence.

Keywords: beta-Defensines, cytokines, inflammation, pulpitis, PCR
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11 Anhang

11.1 Gerate- und Materialienliste

10.

1.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Chloroform (Caelo, Hilden, Deutschland)

Diamantierte Bohrer (Komet, Lemgo, Deutschland)

DNA-Aufreinigungskit, QIAquick (Qiagen, Hilden, Deutschland)
Dounce-Homogenisators (Sartorius, Gottingen, Deutschland)
Fluoreszenzfarbstoff, QuantiTect SYBRgreen® (Qiagen, Hilden, Deutschland)
Hybaid Hybridisation Ofen (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA)
Isopropanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Kit fiir Reverse Transktiption (Promega, Wisconsin, USA)

Kryorohrchen (Nunc, Roskilde, Ddnemark)

Kulturflaschen (TPP, Trasadingen, Schweiz)

Laminarbank (Heraeus, Hanau, Deutschland)

LPS (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Mikroskop (Carl Zeiss, New York, USA)

Nukleotidenmix (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

PCR-Softstrips 0,2 pl (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland)
Pipetten (Nunc, Roskilde, Ddnemark)

Primer fiir die PCR (MWG Biothech, Ebersberg, Deutschland)
ReaktionsgefaBe 1,5 ml (Nunc, Roskilde, Ddnemark)

RNA-Extraktionskit, RNEasy Minikit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

RNA-Extraktionskit, TRIzol (Invitrogen, California, USA)
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22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

RNA-Stabilisationsreagenz, RNAlater (Qiagen, Hilden, Deutschland)

RT-PCR-Cycler (Rotor Gene, Corbett Robotics, Australien)

Spektrometer (Biochrom, Cambridge, England)

SPSS-Software (SPSS Inc., Chicago, USA)

Stickstoffbehilter (Taylor-Wharton, Husum, Deutschland)

UNO-Thermoblock (Biometra, Géttingen, Deutschland)

UV-Licht Kammer (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Frankreich)

Waage (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Zelllinie HaCaT (Deutsches Krebsforschungsinstitut, Heidelberg, Deutschland)

Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
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11.2 Abkiirzungsverzeichnis

1. Abb. = Abbildung

2. AcNo = »Accession Number®, Identifikationsnummer fiir DNA-Frequenzen
3. APs = antimikrobiellen Peptide

4. cDNA = “copy Desoxyribonukleinsaure”

5. °C = (Grad) Celsius

6. COX-2 = Cyclooxygenase-2

7. Gt = Schwellenzyklus

8. DNA = “desoxyribonucleic acid” Desoxyribonukleinsaure
9. E.coli = Escherichia coli

10. Fa. = Firma

1. g = Gramm

12. HBD = humanes beta-Defensin

13. HNP = humanes neutrophile Peptid

14. IFN = Interferon

15. IL = Interleukin

16. kb = Kilobasen

17. kDa = Kilodalton

18. LPS = Lipopolysaccharide

19. M = Mol

20. mM. = Millimolar

21. min = Minute

22. ml = Milliliter

23. mm = Millimeter

24. mRNA = »messenger ribonucleic acid“, Messenger-Ribonukleinsaure
25. n = “number”, Fallzahl

26. ng = Nanogram

27. nm = Nanometer

28. OD = Optische Dichte
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

PCR

pH

Poly-A*
rhBD-2
RNA
rmp

RT

RT-PCR

Taq
TBE
TGF-
TLR

TNF-a

uv

Hg

Signifikanzbereich
»polymerase chain reaction“, Polymerasekettenreaktion

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkon-
zentration

Polyadenylatschwanz der mRNA

rekombinantes humane beta-Defensin-2
,ribonucleic acid“, Ribonukleinsaure
»revolutions per minute®, Umdrehungen pro Minute
Reverse Transkription

Reverse Transkription- Polymerasekettenreaktion
»second“, Sekunde

Thermus aquaticus

TRIS-Borsaure-EDTA

Transforming Growth Factor-beta

Toll-like Rezeptor

Tumor Necrosis Factor-alpha

»unit(s)“, Einheit(en)

Ultraviolett

Mikrogramm

Mikroliter
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