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Ziel der Arbeit

Die Bedeutung von parodontalpathogenen Bakterien, wie Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis), in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis (RA) ist bisher nicht geklart. Die
vorliegende in vitro Arbeit wurde in Kooperation mit der Zahnmedizin durchgefuhrt, um nach
einem mdoglichen Zusammenhang zwischen einer Parodontitis und einer RA zu suchen. In dieser
Studie wurden die Adhésion und Invasion von P. gingivalis in humane Chondrozyten sowie die
daraus resultierenden Veranderungen auf den Zellzyklus, die Zellapoptose sowie -nekrose von

infizierten Chondrozyten untersucht.

Es ist bereits bekannt, dass es eine enge Assoziation zwischen der Parodontitis und
kardiovaskularen Erkrankungen gibt [Beck et al. 1996; Patel et al. 1998]. In weiteren Studien
wurde eine 13%- ige Assoziation zwischen der RA und der Parodontitis durch die Mundhygiene
erklart [Pischon et al. 2008]. Sowohl die Parodontitis als auch die RA sind durch den Verlust von
kndchernen und bindegewebigen Strukturen gekennzeichnet [Snyderman und McCarty 1982].
Einer der Schlusselkeime bei der Entstehung einer Parodontitis ist P. gingivalis, ein orales,
gramnegatives, anaerobes Stabchen. Ein mdoglicher Anhaltspunkt fur eine systemische
Ausbreitung von oralen Bakterien konnte bereits durch vergangene Studien erkannt werden.
Anders als bei Arthrose- Patienten, konnten bei RA- Patienten im Blut und in der
Synovialflissigkeit Antikdrper (AK) gegen orale Bakterien nachgewiesen werden [Yoshida et al.
2001]. Basierend auf diesen Kenntnissen wurden in dieser Arbeit erste Versuche durchgefiihrt,
um den Einfluss von oralen Bakterien auf humane Chondrozyten zu untersuchen, welcher einen
mdoglichen Pathomechanismus bei Entstehung der RA darstellen kénnte. Humane Chondrozyten
wurden aus Kniegelenken isoliert und als Monolayer kultiviert. AnschlieBend wurden die
Chondrozyten mit P. gingivalis infiziert. Die Ziele dieser Arbeit waren, mittels Scanning-
Elektronenmikroskopie (SEM) die Lagebeziehung von P. gingivalis zu humanen Chondrozyten
zu untersuchen. Eine mogliche Invasion des Keims in humane Chondrozyten wurde mittels
Invasionsassays und konfokaler Lasermikroskopie (KLM) dargestellt. Zellzyklusverdnderungen
der infizierten Chondrozyten wurden mittels Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Die
Apoptose wurde mittels TUNEL- Assays und Caspase 3- Western- Blot- Analyse dargestellt und
die Zellnekrose wurde mittels Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH)- Konzentration

untersucht.
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1. Einleitung
1.1 Die Rheumatoide Arthritis

Die RA ist eine zumeist chronische und progredient verlaufende systemische Erkrankung des
Bindegewebes. Zu beobachten sind destruierende Gelenkverdnderungen sowie der fakultative
Befall von Sehnen, Sehnenscheiden und Schleimbeuteln, wie auch eine Manifestation innerer
Organe [Geiler 1996]. Die RA kann in jedem Lebensalter auftreten. Dabei erkranken Frauen
drei- bis viermal h&ufiger als Manner [Lee ML et al. 2001]. Sie ist die hdufigste entziindliche
Gelenkerkrankung in Deutschland [Cimmino et al. 1998]. Der Altersgipfel liegt derzeit zwischen
dem 35. und 50. Lebensjahr [Lipsky 1999]. Die RA wird klinisch nach dem American College of
Rheumatology (ACR) diagnostiziert:

1. Anhaltende Morgensteifigkeit von mindestens einer Stunde

2. Arthritis in drei oder mehr Gelenkbereichen

3. Arthritis an mindestens einem der drei Bereiche der Hand (Karpus,
Metakarpophalangealgelenke (MCP), proximale Interphalangealgelenke (PIP)

. beidseitig symmetrische Arthritis

. Rheumafaktornachweis

. Nachweis von Rheumaknoten

~N O o1 b

. Radiologische Verénderungen (gelenknahe Osteoporose u.a.).

Es werden momentan verschiedene Atiologien diskutiert, welche zur RA fihren.
Untersuchungen sprechen fir eine fehlgesteuerte und/ oder nicht ausreichende Immunantwort
des Organismus auf einen Kontakt mit einem derzeit noch unbekannten Antigen [Hein et al.
1999]. Etwa 70 Prozent der Erkrankten weisen das Erbmerkmal HLA- DR4 auf [Reveille et
al.1996; Turesson et al. 2006]. Dabei ist das relative Risiko an einer RA zu erkranken flr einen
HLA- DR4 positiven Merkmalstrager flinfmal hoher als fir einen HLA- DR4 negativen Tréager
[Turesson et al. 2006]. Vermutlich geht der RA eine inapparent verlaufende Erkrankung oder
eine langer zurlck liegende Infektion voraus. Ausloser der Erkrankung sind Stérungen der
immunologischen Verarbeitung von bestimmten viralen oder bakteriellen Antigenen. Haufige
Begleiterscheinungen der RA sind viszerale Manifestationen und h&matologische

Verénderungen, wie normochrome bis hypochrome Andmien. Bei einem aktiven Schub wird
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haufig eine Leukozytose beobachtet. Weitere extraartikulare Manifestationen sind unter anderem
Splenomegalie, Rheumaknoten und Ulzera der Haut sowie entzundliche Augenverénderungen,
reaktive Hepatitis, Perikarditis, Amyloidose und Kompressionssyndrome an Nerven. Die
Prognose der RA ist schwer bestimmbar. Ein serologischer Marker der RA ist der Rheumafaktor
(RF), der in 80 Prozent der Falle nachgewiesen wird [Geiler 1996]. Bei Patienten mit positivem
RF verlauft die Krankheit meist aggressiver als bei seronegativen Patienten. Jedoch korreliert die
Hohe des RF nicht mit dem Schweregrad der Erkrankung. Ein Faktor, der eine spezifische
Aussage Uber das Auftreten einer RA erlaubt, ist der Anti- CCP- AK (CCP = cyclic citrullinated
peptide). Die Spezifitat liegt bei 95 bis 98 Prozent in Patientenpopulationen mit einer manifesten
Erkrankung [Hartung et al. 2007]. Eine Vorhersage Uber den Schweregrad der RA gibt
maoglicherweise der Autoantikorper gegen das Zytoskelettprotein Vimentin, MCV (Mutiertes
Citrulliniertes Vimentin). Es konnte gezeigt werden, dass die Hohe dieses MCV- Titers mit dem
Schweregrad der RA korreliert [Innala et al. 2008; Mathsson et al. 2008]. Neuere Marker, die
zunehmend an Bedeutung bei der Diagnostik der RA gewinnen, sind die Adhdasionsmolekiile
SICAM- 1, sVCAM- 1 und sk- Selectin. Auch bei diesen Markern konnte eine enge Korrelation
zwischen der Hohe des Titers und dem Schweregrad des Verlaufs der RA beobachtet werden
[Kuryliszyn- Moskal et al. 2004; Yildirim et al. 2005]. Des Weiteren wurden besonders hohe
Serumtiter von SICAM- 1, sVCAM- 1 und sSE- Selectin bei Patienten mit einer frihen RA
beobachtet [Klimiuk et al. 2007]. Hauptproduktionsort dieser Autoantikérper gegen citrullinierte
Proteine ist das entzlindete Gelenk. Ebenso scheinen synoviale B- Zellen von RA- Patienten
beféhigt zu sein, verstarkt Anti- CCP- AK zu bilden [van Venrooij et al. 2002]. Die
Citrullinierung von verschiedenen Proteinen wurde besonders bei Apoptosevorgéngen oder bei
Keratinozytendifferenzieung beobachtet [Asaga et al. 1998; Senshu et al. 1996]. In 50 bis 70
Prozent der Félle verlauft die RA linear progressiv, davon bei 25 Prozent rasch progredient. In
weniger als zehn Prozent tritt ein selbst limitierender Krankheitsprozess auf. Je spéter die
Erkrankung behandelt wird und je langer diese besteht, desto seltener kann eine
Spontanremission erwartet werden [Hettenkofer 2001].
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1.2 Die Rheumatoide Arthritis auf zellularer Ebene

Bei Patienten mit einer RA lassen sich sowohl im Gelenk, als auch systemisch im Blut
verschiedene immunpathologische Prozesse nachweisen. So befinden sich in den Gelenken von
RA- Patienten diffuse Ansammlungen lymphozytérer Zellen. Durch chronische Entziindungen
im Gelenk und der daraus folgenden chondro- und osteolytischen Wirkung kommt es zur
Destruktion von Knorpel- und Knochengewebe. Makrophagen férdern durch Zytokinfreisetzung
eine Neovaskularisation, die anschlieBend zu einer verstarkten Adhdsion von Lymphozyten im
Synovialgewebe fuhrt. Diese lagern sich an Bindegewebsbestandteile wie Kollagen oder
Fibronektin an. Nach verstarkter Freisetzung von IL- 2 aus CD- 4 positiven T- Zellen werden B-
Lymphozyten angeregt, sich zu Plasmazellen zu differenzieren und verstarkt Antikorper zu
produzieren [Harris 1990]. So entsteht auch der RF, ein Autoantikorper der IgM- Klasse, der sich
gegen den Fc- Teil von IgG richtet. Durch eine verstarkte Expression von inflammatorischen
Zytokinen wie IL- 1, IL- 6, TNF- a und TGF- 1 kommt es zu einer erh6hten Ausschittung der
Metalloproteasen Gelantinase, Kollagenase sowie Stromelysin und Urokinase Type Plasminogen
Activator (UTPA). Diese induzieren einen verstarkten Bindegewebsumbau und fiihren zur

strukturellen Zerstorung des Gelenkes.

1.3 Knorpelgewebe und Chondrozyten

Ein Gelenk besteht im Allgemeinen aus zwei knochernen Gelenkkorpern, welche meist mit
hyalinem Gelenkknorpel Uberzogen sind. Weitere Strukturen sind die Gelenkkapsel, welche mit
der Gelenkschmiere (Synovia) ausgekleidet ist. Die Gelenkkapsel umschliet das Gelenk. Sie
besteht aus zwei Schichten, dem Stratum fibrosum auBen und dem Stratum synoviale innen. Oft
wird die Gelenkkapsel von Bandern und Muskelsehnen verstarkt, die zur Stabilisierung des
Gelenkes beitragen. Der hyaline Gelenkknorpel ist frei von Gefallen und Nerven [Grande et al.
1989; Green 1971] und zeigt nur ein geringes proliferatives Verhalten [Kawasaki et al. 1999;
Pullig et al. 2001]. Er stltzt und schiitzt das kndcherne Gelenk vor Abnutzung und ermdglicht
eine optimale Kréftelibertragung. Er fungiert als Stolidampfer und sorgt im Zusammenspiel mit
der Gelenkfllssigkeit fur ein reibungsfreies Gleiten der Gelenkflachen. Er Uberzieht die
artikulierenden Knochenenden als eine wenige Millimeter starke Schicht. In der Histologie

unterscheidet man verschiedene Zonen des hyalinen Knorpels:
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Zone 1 Superfiziale Tangentialfaserzone
Zone 2 Transitionalzone
Zone 3 Radiarzone

Zone 4 Mineralisationszone/ Kalzifizierungszone.

Die Tangentialfaserzone hat den hochsten Kollagengehalt. Die spindelférmigen Chondrozyten
sind parallel zum Kollagenfasergerist aufgebaut. Die Tangentialfaserzone ist wenige 100 um
dick und dem Binnenraum des Gelenkes zugewandt. In dieser Ubergangszone sind die
Chondrozyten unregelmaRig angeordnet. Diese Zone hat den hdchsten Proteoglykangehalt (PG).
Die néchste Schicht ist die Radidrzone. Sie ist die dickste Schicht. Die Chondrozyten verlaufen
senkrecht zur Gelenkflache und sind séulenartig angeordnet. In der Mineralisationszone
beobachtet man einen niedrigen Gehalt an PG. Die Chondrozyten sind degenerativ verandert.
Danach folgt das subchondrale Knochengewebe. Den Chondrozyten kommt eine bedeutende
Rolle zu. Neben Wasser, welches einen VVolumenanteil von bis zu 80 Prozent hat, nehmen sie
nur einen kleinen Teil, bis zu zehn Prozent des Knorpelgewebes, ein. Den Rest des
Knorpelgewebes stellt die extrazelluldre Matrix dar, welche von den Chondrozyten synthetisiert
wird. Ein wichtiger Bestandteil dieser Matrix sind Kollagene. Kollagen ist als Strukturprotein
das h&ufigste tierische Protein. Zum jetzigen Zeitpunkt sind etwa 20 Kollagentypen bekannt [von
der Mark 1999]. Kollagene erzeugen die Struktur des Knorpels. Sie verleihen dem Knorpel
mechanische Festigkeit und Elastizitat und stellen sich als Rahmenkonstruktion dar, welche in
die amorphe Grundsubstanz der Matrix eingebettet ist. In normalem Gelenkknorpel befinden
sich die Kollagene Typ 2, 9, 11, 6 und 10, wobei neben Kollagen Typ 9 und 11 das Kollagen
Typ 2 den groften Stellenwert beim hyalinen Knorpel hat. Kollagen Typ 2 ist mit mehr als 90
Prozent Anteil am Kollagengesamtvolumen das wichtigste Hauptkollagen des hyalinen Knorpels
[Mollenhauer und Kuettner 1997]. Es baut mit den Kollagenen Typ 9 und 11 die typischen
Kollagenfibrillen auf. Kollagen Typ 2 besteht aus einer Reihe von Hydroxylysinmolekilen,
welche die Tropokollagenmolekiile der dinnen Fibrillen untereinander verbinden. Ubrige
Bestandteile der extrazellularen Matrix sind Wasser und Glucosaminoglykane. Diese
Glucosaminoglykane unterteilt man in 4 Hauptgruppen: 1. Hyaluronan, 2. Chondroitinsulfat und
Dermatansulfan, 3. Keratansulfan, 4. Heparansulfan und Heparin. Sind nun diese Glucosamine
an Proteine gebunden, bezeichnet man sie als Proteoglycane. Wenn man Knorpelzellen aus

ihrem Verbund herauslést und in vitro kultiviert, findet eine Dedifferenzierung der
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Chondrozyten statt. Sie verandern ihren Phanotyp und &ndern ihre spezifische Syntheseleistung.
Chondrozyten in vitro exprimieren nicht- zellspezifisches Kollagen Typ 1 und stellen die
Synthese von Kollagen Typ 2 und Typ 9 ein [Hauselmann et al. 1994]. Weiter konnte beobachtet
werden, dass sie sich nach langerer Kultur in vitro wieder redifferenzieren und die Synthese von
Kollagen Typ 2 wieder aufnehmen. Humane Chondrozyten in Monolayer- Kulturen
redifferenzieren spéter, Chondrozyten in 3D- Kultur friher [Hauselmann et al. 1994; Fuss et al.
2000].

1.4 Die Parodontitis

Die Parodontitis ist eine entzlindliche Erkrankung des Parodontiums, welche mit zunehmendem
Verlust des Stutzgewebes zum Zahnverlust fihren kann [Haffajee et al. 1994]. Seit 1999 werden

die Parodontalerkrankungen folgendermaRen klassifiziert [Armitage 1999]:

Typ 1: lokalisierte oder generalisierte chronische Parodontitiden
Typ 2: lokalisierte oder generalisierte aggressive Parodontitiden
Typ 3: nekrotisierende Parodontalerkrankungen

Typ 4: Parodontitiden assoziiert mit systemischen Erkrankungen.

Hinzu kommen Parodontitiden in Assoziation mit hamatologischen Stoérungen, genetischen
Storungen, anderweitig klassifizierte Parodontitiden, Parodontalabzesse, Parodontitiden in
Assoziation mit endodontalen L&sionen und entwicklungsbedingte oder erworbene parodontale
Erkrankungen. Die Grundlage fiir die Etablierung einer Parodontitis ist das VVorhandensein einer
Gingivitis. Hauptursache einer Gingivitis ist unter anderem eine Anhaufung von Plaque in Form
eines Biofilms. Die Gingivitis wird nach der American Academy of Periodontology (1989) in

vier Typen eingeteilt:

Typ 1: ausschlieBlich plaqueinduzierte Gingivitis

Typ 2: durch systemische Faktoren modifizierte Gingivitis
Typ 3: durch Medikamente modifizierte Gingivitis

Typ 4: durch Mangelernédhrung modifizierte Gingivitis.

Die Entstehung einer klinisch ausgepragten Gingivitis verlauft in drei abgrenzbaren Phasen: der
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Initiallasion, der Frihlasion und der etablierten Lésion. Jedoch ist der Ubergang von der
Gingivitis zur Parodontitis noch nicht ganz vollstandig geklart. Die Hauptkrankheitsursache
einer Parodontitis ist die bakterielle Plaque, primar hervorgerufen durch gramnegative anaerobe
Bakterien, wie zum Beispiel A. actinomycetemcomitans. Ein weiterer Schlisselkeim, der mit
einer Parodontitis assoziiert wird, ist P. gingivalis [Socransky et al. 1999]. Parodontalpathogene
Keime bilden auf der Zahnoberflache einen Bakterienfilm. Dieser Biofilm kann eine chronische,
inflammatorische Reaktion induzieren, welche zur Gewebedestruktion fuhrt. Durch die
Persistenz der Keime kommt es zu einer Beeintrachtigung der Epithelintegritat und es wird die
Entstehung von oberflachlichen und auch tiefen Ulzerationen begiinstigt. Als Folge der
Ulzerationen kann es zu einer direkten Invasion der Krankheitserreger in und durch das Epithel
kommen. Auf diesem Weg gelangen die parondontalpathogenen Bakterien ins Blut und
verschaffen sich einen systemischen Zugang [Dorn et al. 1998; Weinberg et al. 1997]. Auf
Grund der standigen Exposition gegeniber bakterieller Virulenzfaktoren unterhélt der auf der
Zahnoberflache gelegene bakterielle Biofilm eine chronische Bakteridmie. Die Anfélligkeit
einer Person, eine Parodontitis zu bekommen, steht in einem engen Zusammenhang mit der
Starke seines Immunsystems. Die Pravalenz der Parodontitis nimmt mit steigendem Alter zu
[Okamoto et al. 1988]. Sowohl exogene als auch endogene Faktoren kénnen die systemische
Immunabwehr stéren. Neben bekannten Risikofaktoren wie Rauchen, niedrigem sozial-
6konomischem Status, hohem BMI, Diabetes, Osteoporose, Osteopenie und HIV scheinen auch
genetisch bedingte Erkrankungen (Papillon- Lefevre- Syndrom durch Fehlfunktion der
polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten) einen Einfluss auf die Entstehung einer
Parodontitis zu haben [Deinzer 2004; Genco et al. 1999; Grossi et al. 1994; Reinhardt et al.
1999; Ronderos et al. 2000; Tezal et al. 2000]. In den letzten Jahren konnte eine Assoziation
zwischen einer Parodontitis und einem erhohten Risiko flr systemische Erkrankungen wie der
koronaren Herzkrankheit, Herzinfarkt, der Artherosklerose und dem Schlaganfall gezeigt werden
[Beck et al. 1998; Haraszthy et al. 1998; Offenbacher et al. 1999]. Die Parodontitis wird als
chronischer Prozess angesehen, bei dem sich Phasen erneuter Exazerbation mit Phasen der
Stagnation abwechseln. Entscheidend dafir sind das Zusammenspiel von Wirtsabwehr,

Umweltfaktoren und Mikroorganismen.
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1.5 P. gingivalis als ein Leitkeim der Parodontitis

Einer der Hauptkeime, der mit der Entstehung einer Parodontitis in Verbindung gebracht wird ist
P. gingivalis [Genco et al. 1996; Haffajee und Socransky 1994]. Seit dem Jahre 1986 grenzt man
die Gattung Porphyromonas von der Familie der Bacteriodaceae (welche anaerob wachsende,
gramnegative Stabchen umfasste) ab. Zur Gattung Porphyromonas z&hlt man unter anderem P.
endodontalis, P. asaccharolytica und P. gingivalis. P. gingivalis ist ein Erreger, welcher auf der
Zunge, im Speichel, auf der bucccalen Mucosa, im gingivalen Sulkus und in parodontalen
Zahnfleischtaschen zu finden ist. Der Keim ist gramnegativ, obligat anaerob, nicht beweglich
und bildet keine Sporen. P. gingivalis gehort zu den sogenannten ,,schwarz pigmentierten
Keimen*, da er auf Blutagar schwarz oder braun pigmentierte Kolonien bildet. P. gingivalis ist in
der Lage die Epithelintegritat zu beeintrachtigen, in humane Endothelzellen zu invadieren und
sich so einen moglichen systemischen Zugang zu verschaffen [Walter et al. 2004; Weinberg et
al. 1997]. Um im Wirt zu Uberleben, lagern sich die Bakterien mittels Fimbrien an
Endothelzellen oder Epithelzellen an. Mit Hilfe von Toxinen dringen die Keime in das Gewebe
ein. Gramnegative Keime, wie der P. gingivalis, konnen Exotoxine und Endotoxine produzieren.
Dabei dienen die Exotoxine zur H&molyse in der Wirtzelle, und die Endotoxine blockieren die
Abwehr des Wirtes. Es konnte gezeigt werden, dass P. gingivalis besonders haufig bei der
Entstehung von schweren Parodontitiden beteiligt ist [Genco et al. 1996]. P. gingivalis kann aber
auch bei gesunden Menschen nachgewiesen werden [Kdndnen 1999; van Winkelhoff et al.
2002]. Im Tierversuch gilt P. gingivalis als hoch virulent. Je nach P. gingivalis- Typstamm ist
die Virulenz unterschiedlich ausgepragt [Eick et al. 2002]. Diese Ausprdgung von
Virulenzfaktoren wird durch Umwelteinfliisse mit beeinflusst. Zu den Einflissen zahlt man die
Temperatur, den osmotischen Druck sowie die Eisen-, Kalzium- und Magnesium-
konzentrationen. Speziell die Eisenkonzentration hat einen starken Einfluss auf die
Membranproteinsynthese von P. gingivalis. In verschiedenen Studien konnte beobachtet werden,
dass durch Eisenmangelstress das Wachstum von P. gingivalis zum Erliegen kommt [Barura et
al. 1990; McKee et al. 1986; Bramanti et al. 1990]. Zu den Virulenzfaktoren von P. gingivalis
zahlt man eine Vielzahl von Proteasen (z.B. Gingipaine), den ,,fibroblast inhibitory factor, den
,,bone resorption inducing factor” und kollagenabbauende Enzyme. Hinzu kommen Fettséuren,
Endotoxine, Adhé&sine, Hamolysine, Glykoproteine, Fimbrien und zahlreiche zytotoxische
Stoffwechselprodukte [Desphande et al. 1999; Haffajee et al. 1994; Njoroge et al. 1997; Olsen et
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al. 1999; Weinberg et al. 1997]. P. gingivalis verfugt tber zahlreiche Schutzmechanismen. Seine
Pigmentierung konnte ein Abwehrmechanismus gegen giftige, oxidative Sauerstoffmetabolite
sein. Das schwarze und eisenporphyrinhaltige Hamatin bindet nicht nur Sauerstoff, sondern
bietet auch Schutz vor Sauerstoff [Baehni et al. 1979]. Ein weiteres Enzym ist die
Superoxiddismutase. Diese hat die F&higkeit, Sauerstoffionen mit Protonen zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff zu reduzieren [Amano et al. 1990; 1992]. Die duferst
hitzestabilen (bis 121° C) Lipopolysaccharide von P. gingivalis stimulieren Zellen des Blutes
und des Zahnfleischgewebes zur Expression von TNF, PGE und vor allem IL- 1. Dadurch wird
eine Entziindung induziert und Osteoklasten werden verstarkt aktiviert. Diese setzten vermehrt
intrazellulares Kalzium frei, was zur verstarkten Weichteil- und Knochendestruktion fiihrt, wie
man es bei einer RA beobachten kann [Bockman et al. 1981; Chen et al. 2001; Saito et al. 1990].

1.6 Assoziation von Parodontitis und Rheumatoider Arthritis

Die RA st eine systemische chronisch- entziundliche Erkrankung, die ahnlich wie die
Parodontitis von dem Verlust von bindegewebigen und mineralisierten Strukturen
gekennzeichnet ist [Snyderman und McCarty 1982]. In einer Querschnittsstudie konnte eine
signifikant positive Assoziation zwischen der RA und der Parodontitis gezeigt werden. Nach
Adjustierung flr Risikofaktoren der Parodontitis wie Alter, Alkoholkonsum, BMI, Rauchen und
sozialokonomischer Status wurde eine enge Assoziation zwischen der RA und der Parodontitis
beobachtet. Dabei deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass 13 Prozent der Assoziation durch die
Mundhygiene erklart werden konnte [Pischon et al. 2008]. Eine Schlusselrolle bei der
Entstehung einer Parodontitis stellen Parodontalpathogene wie P. gingivalis dar. Sie sind in der
Lage die Epithelintegritat zu beeintrachtigen [Weinberg et al. 1997]. Es konnte gezeigt werden,
dass P. gingivalis in humane Endothelzellen invadiert und die Transkription und Proteinsynthese
beeinflusst [Walter et al. 2004]. Es besteht damit die VVoraussetzung fir Parodontalpathogene,
wie dem P. gingivalis, sich einen direkten systemischen Zugang zum Blutkreislauf zu
verschaffen und eine Bakteridmie zu unterhalten. Vergangene Studien zeigten, dass bei Patienten
mit RA im Blut sowie in der Synovialflissigkeit vermehrt AK und DNA gegen parodontale
Pathogene nachgewiesen werden konnten [Moen et al. 2003; Yoshida et al. 2001]. Aufgrund
dieser Tatsache verhartet sich der Verdacht, dass parodontalpathogene Keime ihre Aktivitét nicht

nur auf das Parodont beschrénken, sondern moglicherweise auch die Gelenke direkt schadigen
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konnen. Ein Krankheitsbild, welches im Zusammenhang mit der RA und direkter
Gelenksschadigung durch Bakterien steht, ist die Septische Arthritis (SA). Es konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit einer RA ein erhohtes Risiko besitzen, eine SA zu bekommen
[Favero et al. 2008]. SA- induzierende Bakterien, wie Staphylococcus aureus oder Escherichia
coli haben die Fahigkeit, in vitro den Zelltod von humanen Chondrozyten zu induzieren und
fuhren zum Abbau von Glykosaminoglykanen in der Knorpelmatrix [Lee MS et al. 2001; Smith
et al 1982]. Des Weiteren konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass die Parodontitis,
ahnlich wie die RA, nicht nur auf lokale Entziindungsprozesse beschrénkt ist, sondern
systemischen Einfluss hat [Patel et al. 1998]. Verschiedene Strukturen, wie die
Synovialmembran und der Gelenkknorpel, grenzen den Binnenraum eines Gelenkes ab. Die
Synthese von hyaliner Knorpelmatrix erfolgt durch die Chondrozyten. Trotz der verschiedenen
Atiologien der Erkrankungen fallen jedoch die dhnlich ablaufenden pathologischen Prozesse auf.
Sowohl die RA als auch die Parodontitis sind entziindliche Erkrankungen, welche die Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen triggern. Dadurch konnen bei diesen Patienten im
Vergleich zu gesunden Menschen, eine bis zu zehnfach héhere Menge an inflammatorischen
Mediatoren ausgeschittet und freigesetzt werden [Beck et al. 1996]. Zu den
Entziindungsmediatoren gehoren unter anderem TNF- a, IL- 1 und IL- 6. Ein gesteigerter lokaler
Anstieg dieser Mediatoren kann systemisch zu einer Leukozytose fuhren [Kweider et al. 1993].
Des Weiteren konnte bei Patienten mit einer RA oder Parodontitis eine gesteigerte Synthese von
Akute- Phase- Proteinen wie beispielsweise das C- reaktive- Protein (CRP) und Amyloid A
beobachtet werden [Ebersole et al. 1997; Loos et al. 1998]. AulRerdem wurde ein Anstieg des
Lipidmetabolismus beschrieben. Es kommt zu einer Erhdhung von Cholesterin, Triglyzeriden,
HDL und LDL [Mattila et al. 1998; Valtonen 1991]. Durch parodontalpathogene Bakterien
kommt es weiterhin zu einer verstarkten Bildung von chemotaktischen Chemokinen wie IL- 8
[Nassar et al. 2002; Pischon et al. 2001] sowie Adhé&sionsmolekulen wie ICAM- 1, VCAM- 1
und Selektinen [Darveau et al. 1995]. Dieser Anstieg von Mediatoren in den Endothelzellen
stimmuliert eine Adhéasion, Transmigration und die leukozytére Chemotaxis [Walter et al. 2004].
Eine fortlaufende Exposition mit inflammatorischen Mediatoren unterstiitzt und begunstigt
letztendlich die Entstehung anderer systemischer Erkrankungen. So konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit einer Parodontitis oder mit Gelenk- und Wirbelsdulenerkrankungen ein erhohtes
Risiko fiir das Auftreten von atherosklerotischen GeféRveranderungen haben. Gleiches gilt fur

kardiovaskuldare Komplikationen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall [Patel et al. 1998]. Frihere
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Untersuchungen zeigten, dass bei Patienten mit RA (anders als bei Arthrose- Patienten) im Blut
und in der Synovialflissigkeit vermehrt AK gegen Prevotella intermedia (P. intermedia) und
Bacteroides forsythus (B. forythus) gefunden wurden. Ebenso konnte im Blut von RA- Patienten
ein erhodhtes Auftreten von 1gG- AK gegen Hitzeschockproteine von Actinobacillus
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), nachgewiesen werden [Yoshida et al.
2001]. Weiterhin gibt es Hinweise dafur, dass parodontale Erreger die Gelenke auf direktem
Wege schadigen konnen. Es konnte gezeigt werden, dass der schwarz- pigmentierte P. gingivalis
in der Lage ist, Knorpelgewebe, speziell Proteoglykane, abzubauen [Klamfeldt 1986]. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Synthese von Proteoglykanen in embryonalen
Chondrozytenkulturen nur durch den Kulturiiberstand des P. gingivalis inhibiert wurde [van
Kampen et al. 1984]. Basierend auf diesen Tatsachen sollte in dieser in vitro Arbeit erstmalig der
direkte Einfluss von parodontalen Leitkeimen wie P. gingivalis auf die Zellproliferation von
humanen Chondrozyten untersucht werden. Weiterhin sollte untersucht werden, welchen
Einfluss P. gingivalis auf die Zellvitalitat, insbesondere der Apoptose von humanen
Chondrozyten hat.

1.7 Der Zellzyklus

Um einen geregelten Ablauf des Lebens zu gewdhrleisten, missen Zellen miteinander
kooperieren. Den kontrollierten Prozess der Zellteilung mit der Replikation und Weitergabe von
Zellkomponenten bezeichnet man als Zellzyklus. Dabei unterliegt der Zellzyklus verschiedenen
Kontrollmechanismen, welche die Zellteilung fordern oder diese unterbinden. Die wichtigsten
Molekiile zur Regulierung des Zellzyklus sind Zykline, Zyklin- abhéngige Kinasen (CDK) und
CDK- Inhibitoren (CKI). Zykline sind Proteine und besitzen eine aus zirka 100 Aminosauren
bestehende Homologie, welche ,,Zyklin- Box*“ genannt wird. Mittels dieser Zyklin- Box binden
die Zykline die CDKs und werden von diesen aktiviert [Denhardt 1999; Puri et al. 1999]. CDKs
sind zyklisch aktivierte Proteinkinasen und gehdren zu den Serin- Threoninkinasen, welche
Phosphate auf andere Proteine wie die Zykline (bertragen. Sie haben eine enzymatische
Funktion. Die Zykline besitzen keine enzymatische Aktivitat. lhre Aktivitat wird durch die

CDKSs mittels Phosphorylierung gesteuert.
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Abb.1: Zellzyklus (vereinfacht)

In der G1- Phase (Prasynthesephase) wéchst die Zelle, erfullt ihre Funktion und bereitet die
nachfolgende Chromosomenverdopplung vor. Dauer: variabel, Stunden, Tage, Jahre.
In der GO- Phase verlasst die Zelle den Zellzyklus und teilt sich nicht mehr. Die Zellfunktion

bleibt erhalten und die Zelle kann beliebig wieder in die G1- Phase Ubertreten.

In der S- Phase (DNA- Synthese) findet die Verdopplung der DNA statt. Dabei entstandene
Fehler werden durch verschiedene Mechanismen repariert, damit jeder DNA- Abschnitt nur

einmal verdoppelt wird. Dauer: konstant, weniger als zehn Stunden.

In der G2- Phase (Pramitosephase) wachst die Zelle weiter. Die DNA- Verdopplung wird noch

einmal Uberprift und Fehler korrigiert. Dauer: Stunden.

In der M- Phase (Mitosephase) finden die Mitose und die Zytokinese statt. Die Chromosomen
mit dem nun doppelten DNA- Gehalt werden getrennt und auf zwei neue Kerne verteilt. Ebenso

wird das Zytoplasma geteilt und auf zwei Tochterzellen verteilt. Dauer: Minuten.

Prophase: Die Zellorganellen verfallen und das Chromatin verdichtet sich. Die Chromosomen
verkurzen sich und werden als Fadenkn&ule sichtbar. Die verdoppelten Zentrosomen wandern zu
den entgegengesetzten Polen. Ausbildung von Mitosespindel und radidr verlaufender

Mikrotubuli um Zentrosomen. Der Nukleolus verschwindet.
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Metaphase: Die Chromosomen verkiirzen sich weiter und ordnen sich in der Aquatorialebene an.
Die Zentromere der Chromosomen richten sich zum Mittelpunkt aus und es entsteht das Bild
eines Monasters (Mutterstern). Erste Mikrofilamente sammeln sich auf Hohe der
Aquatorialebene.

Anaphase: Die Zentromerpaare der Chromosomen teilen sich in zwei Tochterchromosomen und
wandern entlang der Spindelfasern zu den Spindelpolen. Die Chromosomen werden mit Hilfe
der Mikrotubuli transportiert und es bilden sich zwei Tochtersterne an den Polen.

Telophase: Es bildet sich eine neue Kernhille um die gewanderten Chromosomen und der
Nukleolus erscheint wieder. Die Chromosomen verlangern und entspiralisieren sich. Der
Spindelapparat wird abgebaut. Das Zytoplasma trennt sich an der Einschniirungsstelle. Es
werden die Membranteile neu gebildet und die Zellorganellen werden aufgeteilt. Die kleinen

Tochterzellen wachsen und differenzieren sich in der Postmitosephase.

1.8 Die Zellapoptose

Der physiologische Vorgang des Zellselbstmordes, die Apoptose (Schrumpfnekrose), gewinnt
zunehmend an Bedeutung bei der Untersuchung von chronischen Erkrankungen, wie zum
Beispiel der RA. Die wichtigsten Merkmale der Apoptose sind fehlende Entziindungsreaktion,
Schrumpfung der Zellen, gesteigerte Endonukleaseaktivitat, Anbindung des Chromatins an den
Zellkern, eine intakte Zellmembran, Aktivierung von Caspasen sowie eine geordnete DNA-
Fragmentierung (es entstehen je nach Zelltyp identisch lange Bruchstiicke). Die bei der Apoptose
entstehenden Apoptosekdrper werden von Makrophagen phagozytiert oder von anderen Zellen
aufgenommen. Wahrend der Embryogenese, bei Zellerneuerungen oder bei der Regeneration
von Gewebe findet eine gesteigerte Apoptose statt. Man unterscheidet einen intrinsischen und
einen extrinsischen Weg. Der intrinsische Weg der Apoptose beginnt mit der Freisetzung von
Cytochrom C (CYT- C) aus den Mitochondrien sowie der Aktivierung von Proteasen aus der
ICE- Familie, den Caspasen, welche die Proteine von Zellbestandteilen (Zellkern,
Mitochondrien, DNA) spalten. Aktiviert werden die Proteasen unter anderem durch
Medikamente (z.B. Zytostatika), andere Proteasen oder Strahlung. Die extrinsische Aktivierung
und Steuerung der Apoptose Ubernehmen Regulatorgene, wie die spezifischer
Oberflachenrezeptoren der CD 95- Familie, Fas oder TNF R1. Fir einen geregelten

physiologischen Ablauf in Lebewesen ist es auflerordentlich wichtig, dass apoptotische
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Vorgéange gut gesteuert sind. Findet eine zu starke korpereigene Hemmung der Apoptose statt, so
kann das zum Beispiel zu malignen Erkrankungen fuhren. Im Gegensatz dazu kann eine zu
schwache oder fehlende Apoptose bei autoreaktiven Immunzellen zu Autoimmunkrankheiten
wie zum Beispiel degenerative Gelenkserkrankungen fuhren. In dieser Arbeit wird eine mogliche
Apoptose von humanen Chondrozyten nach Infektion mit P. gingivalis durch den Nachweis

einer Aktivierung von Caspase 3 und der DNA- Fragmentierung untersucht.

1.9 Aktivierung von Caspasen

Eine zentrale Rolle bei der Apoptose nehmen die Caspasen ein. Sie gehoren zur Familie der
Cystein- Proteasen und spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation der Apoptose. Es kénnen
zurzeit drei Hauptsignalwege zur Aktivierung von Effektor- Caspasen naher beschrieben werden
[Hoppe et al. 2002]. Der erste Signalweg fiihrt Gber Caspase 8 mittels FADD (Adapterprotein)
unter Ausbildung eines ,,Death Inducing Signaling Complexes (DISC)“ und der anschlieenden
Aktivierung von Caspase 3. Ein weiterer Signalweg fiihrt Gber das Endoplasmatische Retikulum
(ER). Hier wird Caspase 12 Uber Stressstimulation, zum Beispiel im Rahmen deregulierter
Entleerung des Kalzium- Speichers oder bei massiver Ansammlung von bestimmten Proteinen,
wie bei Virus- Infektionen oder Amyloid- Protein beim M. Alzheimer, aktiviert. Der dritte
Signalweg fuhrt Ober die Mitochondrien. CYT C wird aus dem Intermembranraum freigesetzt
und interagiert im Zytolsol mit Adenosin- Triphosphat (ATP), Apoptose- Protease-
Aktivierungs- Faktor (Apaf- 1) und der Procaspase 9, welche das Apoptosom bilden. Das
Apoptosom aktiviert dann weiter die Caspase 9, welche anschlieBend die Effektorcaspase 3
aktiviert. Effektorcaspasen fiihren zur Schrumpfung der Zellen, welche anschlieBend als

Apoptotic Bodies phagozytiert werden.
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Abb.2: Signalwege der Apoptose Uber die Caspasenkaskade (vereinfacht)

1.10 DNA- Fragmentierung

Nach Caspasenaktivierung folgt die kontrollierte DNA- Fragmentierung durch Endonukleasen.
Je nach Zelltyp bendtigen diese verschiedene Cofaktoren wie zum Beispiel Kalzium- oder
Magnesiumionen. Diese Endonukleasen trennen die DNA zwischen den Nukleosomen auf.
Dabei entstehen identisch lange DNA- Bruchstlicke. Bei der nekrotischen DNA- Fragmentierung
findet eine unkontrollierte Spaltung der DNA mit unterschiedlich langen Bruchstiicken statt. In
einer DNA- Elektrophorese stellen sich diese DNA- Bruchstlicke der Apoptose als Leiterstruktur
da.

1.11 Die Zellnekrose

Die Nekrose ist die unphysiologische Form des Zelltodes. Sie ist die Folge schwerer
Zellschaddigung mit umliegender oder auch, im fortgeschrittenen Stadium, systemischer
Entziindungsreaktion. Ublicherweise gehen der Nekrose reversible Zellveranderungen voraus

(Schwellung, Verfettung). Eine Zellschddigung kann verschiedene Ursachen haben. Zu den
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Ursachen gehtren unter anderem extreme Hitze oder Kélte, Infektionen mit Viren,
Sauerstoffmangel, toxische Substanzen, Strahlung sowie auch die Aktivierung des
Komplementsystems. Wirkt ein schédigender Reiz lange und intensiv genug auf eine Zelle,
kommt es zum provozierten Zelltod. Charakteristisches Merkmal ist das Anschwellen der Zelle
(hydropische Schwellung), verursacht durch eine Schadigung der Plasmamembran. Durch die
Schadigung der Membran verliert die Zelle ihr osmotisches Gleichgewicht bis zum totalen
Verlust der Struktur und Form. Durch die geschadigte Membran tritt der Zellinhalt
(Zellorganellen, Enzyme sowie Zellchromatin) in die Umgebung aus. Die lysosomalen Enzyme
greifen im umliegenden Gewebe auch die anderen Zellen an, was zu einem nekrotischen
Zelluntergang fuhrt. Durch die anschlieBende Phagozytose der Zellbestandteile kommt es zu

einer Entziindungsreaktion.

I
- Z el

Karyvopyknose Karyorrexis Karyolysis

Abb.3: Stadien des Zellkernzerfalls beim provozierten Zelltod
(veranderte Skizze nach Buhling, Lepenies,Witt: 2004,
Intensivkurs Allgemeine und spezielle Pathologie)
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2. Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Nachfolgend werden die Materialien aufgefthrt, die bei den beschriebenen Experimenten

verwendet worden sind.

2.1.1 Isolierung primarer Chondrozyten aus artikularem Knorpelgewebe

- Kultur- Medium: DMEM F- 12, FCS inaktiviert (10 %), Penicillin/ Streptomycin (1 %)

- Verdau- Medium 1: DMEM F- 12, FCS inaktiviert (10 %), Penicillin/ Streptomycin (1 %),
Pronase (1mg/ ml)

- Verdau- Medium 2: DMEM F- 12, FCS inaktiviert (10 %), Penicillin/ Streptomycin (1 %),
Collagenase A (1mg/ ml)

2.1.2 Anzucht von P. gingivalis ATCC 33277

- Cocktail fur Blutagar: Hemin (50 mg), NaOH (1 ml), dest. Wasser (100 ml), Vitamin K
(2 Amp.)
- Brain- Heart- Cocktail: BHI (37 g/ I), Cystein (1 g), Hefe (5 g), Vitamin K (2,5 ml)

2.1.3 Identifizierung von P. gingivalis (Bunte Reihe)

- Suspensionsmedium: Demineralisiertes Wasser (2 oder 3 ml)

- JAMES Reagenz: Verbindung J 2183 (0,5 g) und HCI N (100 ml)

- NIT 1 Reagenz: Sulfanilséure (0,8 g) und Essigsaure 5 N (100 ml)

- NIT 2 Reagenz: N- N- Dimethyl- 1- Naphtylamin (0,6 g) und Essigsaure (100 ml)
- FB Reagenz: Fast Blue BB (0,35 g) und Org. Losungsmittel (100 ml)
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2.1.4 Das Scanning- Elektronenmikroskop

- Karnowski- Lésung: PFA 4 %, PBS (pH 7,2) + Glutaraldehyd
- Aceton (10- 100 %)

2.1.5 Das Protection- Invasionsassay

- Metronidazol (0,1mg/ ml)
- Gentamycin (0,5 mg/ ml)

2.1.6 Immunfluoreszenz und konfokale Lasermikroskopie

Einfach - und Doppelfarbung

- Verdiinnungsmedium (VM) 20 ml PBS; 0,2 g BSA; 0,01 g TWEEN 20
- prim. AK a Rabbit anti P. gingivalis

- sek. AK goat anti rabbit A 488

- sek. AK goat anti rabbit A 546

- Phalloidin A 546

- Phalloidin A 488

TUNEL- Féarbung
- Verdiinnungsmedium (VM): PBS (20 ml); BSA (0,2 g), TWEEN 20 (0,01 g)

- Enzym Losung: Deoxynukleotidyl Transferase mit E. coli

- Label Losung: Nukleotid Mixtur in Reaktionspuffer

- Reaktionsmixtur: Enzym Losung (50 ul) und Label Losung (450 ul)
- Anti Fluorescein AK Alexa 488 anti FITC

- Phalloidin A 546

2.1.7 Durchflusszyometrische Analyse (FACS)

- RNaseA (0,5 mg) + Stammkonzentration (61 mg/ ml)
- Propidium lodid (50 pg/ ml)
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- Ethanol 100 %
-PBS+FCS2%

2.1.8 Das Caspase 3- Western- Blot- Verfahren

- Trenngel (Polyacryamidgel): H,O dest. (4,1 ml); Trenngelpuffer (2,5 ml); Acryamid 40%
(3,25 ml); SDS 10 % (100 pl); APS 10 % (50 ul); TEMED (5 pl)

- Sammelgel (Polyacryamidgel): H,O dest. (2,426 ml) Sammelgelpuffer (1 ml);

Acryamid 40 % (0,534 ml); SDS 10 % (40 ul); APS 10 % (40 pl); TEMED (10 pl)

- Laufpuffer (Stock): Tris (30 g); Glycin (144 g); SDS (10 g); H,O dest. (2000 ml)

- Laufpuffer: Stock (200 ml); H,O dest. (800 ml)

- Blotting Puffer (Stock): Tris (60 g); Glycin (288 g); H,O dest. (2000 ml)

- Blotting Puffer: Stock (80 ml); H,O dest. (720 ml); Methanol (200 ml)

- Blockpuffer: H,O dest. : Rotiblock (1:10)

- Lysepuffer: Tris- HCI 50 mM (100 ul); EDTA 0,25 mM (1 ul); PMFS 1mM (10 ul);
Antipain 10 pg/ ml (5 ul), Leupeptin 10 pg/ ml (5 ul); Pepstatin A 10 pg/ ml (5 ul); NP 40 1 %
(50 pl) Phophoproteinpuffer (824 pl)

- Bradford- Lsg.: Biorad- Lsg. (2 ml) + H,O dist. (8 ml)

- Lammli - Mercaptoethanolpuffer: Lammlipuffer (475 pl) + Mercaptophethanol (25 ul)

- Caspase 3- AK anti rabbit

- sek. AK anti mouse IgG (CY5.5)

- sek. AK anti rabbit 1gG (IRDye™ 800)

- ERK- AK anti mouse (sc 1647)

2.1.9 Bestimmung der LDH- Konzentration
- Katalysatorlésung (1 ml): Diaphonase/ NAD™ Mixtur, Lyophilisat + H,O dist. (1 ml)

- Dye- L6sung(45 ml): lodotetrazoliumchlorid (INT), Sodiumlaktat
- LDH- Reaktionslosung: Katalysatorlosung + Dye- Lésung (46 ml)
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2.1.10 Chemikalien

DMEM/ Hams F- 12

Hirn- Herz- Infusion (BHI)
Fetales Kéalberserum (FBS)
PBS

Trypsin EDTA

Tween 20

Penicillin/ Streptomycin
Columbia- Agar

Enzyme und Antikorper

Pronase

Collagenase A

RNase A

Propidium lodid

Phalloidin Alexa FlourA 488, A 546
Prim. AK Alexa Flour

Sek. AK Alexa Flour A 488, A 546
Caspase 3- AK

ERK- AK

Sek. AK CY5.5

Sek. AK IRDye™ 800

Staurosporin

Triton X100

Material
Zellkulturflaschen
Nylon- Filter

Permaflour

Biochrom
Sifin
Biochrom
Biochrom
Biochrom
Sigma
Biochrom
Sifin

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Santa Cruz

Santa Cruz
Rockland
Rockland

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich

TPP
BD Falcon

Beckman-Coulter, Fullerton, CA
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Kits

APl rapid ID 32 A BioMerieux
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche
In Situ Cell Death Detection Kit, AP Roche

Firmen und Hersteller

Amersham, Dreieich, Deutschland

BD Falcon, Bedford, Deutschland
Beckman- Coulter, Fullerton, CA, USA
BioMerieux, Marcy | Etoile,Frankreich
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Boehringer Ingelheim GmbH, Ingelheim, Deutschland
DIFCO, Detroit, USA

GIBCO Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA
Immunotech, Marseille, Frankreich
LICOR Inc, Lincoln, USA

MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland
Molecular Probes, Eugene, USA

R&D System, Minneapolis, MN, USA
Roche, Mannheim,Deutschland

Rockland, PA, USA

Santa Cruz, CA, USA

Sigma- Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Sifin, Berlin, Deutschland

Sigma, Minchen, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz
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2.2 Methoden
2.2.1 Isolierung von priméaren Chondrozyten aus artikularem Knorpelgewebe

Primare humane Chondrozyten wurden nach einer bereits etablierten Methode isoliert und
kultiviert [Wohlrab et al. 2002, 2004]. Das Knochen-/ Knorpelgewebe stellte die Klinik fur
Orthopéadie, Charité Universitatsmedizin Berlin, Campus Mitte, zur Verfligung. Nach Vorlage
eines Ethikvotums sowie Aufklarung der Patienten wurde das Material aus den Knie- bzw.
Hiftgelenken von Probanden gewonnen, die an einer Gelenksarthrose erkrankten und einen
prothetischen Gelenkersatz erhielten. Nachdem das Gewebe unter sterilen Bedingungen mit PBS
gewaschen worden ist, wurde mit einem Skalpell das Knorpelgewebe vom Knochen getrennt und

in zirka einmal 1mm groRe Stiicke zerkleinert. Danach wurden die Gewebestilicke in das Verdau-
Medium 1 (50 ml Falcon) tberfiihrt.

A B
Abb.4: Isolierung von humanen Chondrozyten aus Gelenkknorpeln (A) und in der Nahaufnahme

(B)

Anschliefend wurde das Verdau- Medium 1 fir 30 Minuten im Brutschrank bei 37° C inkubiert.
Dann erfolgte das erneute Waschen der Gewebestiicke und die Uberfilhrung in das steril filtrierte
Verdau- Medium 2. Dieses inkubierte weitere 18 Stunden im Brutschrank bei 37° C. Danach
wurde das Medium mittels Zellsieb (BD Falcon) filtriert und bei 1400 rpm flr acht Minuten
zentrifugiert. Nach dem AbgieRen des Uberstandes wurde das Pellet zweimal mit PBS

gewaschen. Die gewonnenen Knorpelzellen wurden anschlieBend in Kulturflaschen tberfuhrt
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und mit Kulturmedium Hams F- 12 plus 10%- igen FCS unter Zusatz von 1%- igen
Antibiotikum (Penicillin, Streptomycin) bei 37° C im Brutschrank kultiviert. Der Wechsel des
Kulturmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage. Fur die Versuche wurden ausschlieBlich

Primarzellen und Zellen der ersten und zweiten Passage verwendet.

Abb.5: Humane Chondrozyten in Monolayerkultur nach zehn Tagen

2.2.2 Anzucht von P. gingivalis ATCC 33277

Herstellung des Nahr- Agars

Der Columbia- Agar (40g/ I) wurde abgewogen und in destilliertes Wasser gegeben. Dieses
Gemisch wurde zum Kochen gebracht und bei 121° C fir 15 Minuten autoklaviert. AnschlieBend
wurde der Columbia- Agar auf 50° C abgekihlt. Danach erfolgte die Zugabe von 2,5 ml Vitamin
K- Cocktail und 25 ml 5%- iges Schafsblut. Dann wurde der Columbia- Agar in Petrischalen

ausgegossen.

Anzucht des Keims

Der Stock von P. gingivalis ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, Va) wurde
aufgetaut und jeweils 100 pl des Keims wurden auf den Blutagarplatten ausgestrichen. Die
beimpften Agarplatten lagerten im Anaerobiertopf (mit AnaeroGen) bei 37° C im Brutschrank.
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Nach zwei bis drei Tagen Verweildauer im Brutschrank wurden von der Hauptkultur des Keims
Subkulturen angelegt. Die gekihlten Agarplatten wurden unter sterilen Bedingungen getrocknet
und durchnummeriert. Von der Hauptkultur A wurde der Keim mit einer sterilen Ose
aufgenommen und auf neue Agarplatten ausgestrichen, so dass eine Subkultur A entstand. Nach
dem Prinzip Hauptkultur A zu Subkultur A, Hauptkultur B zu Subkultur B. Danach erfolgte die
Lagerung der Subkulturen im Brutschrank bei 37° C. Es wurden alle zwei bis drei Tage erneute
Subkulturen angelegt. Fiir die Versuche sind ausschlielich Stdimmen von P. gingivalis ATCC
33277 benutzt worden.

A B

Abb.6: Zellkultur von P. gingivalis auf Blutagar (A) ausgestrichen und (B) als Einzelkolonien

2.2.3 Darstellung der Wachstumskurve von P. gingivalis

Der Keim P .gingivalis wurde von den Agarplatten mittels steriler Ose in BHI- Medium
uberfuhrt. Dann erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte (OD) mit Hilfe eines Photometers
(die OD sollte zwischen 0,9 und 1,2 bei 520 pm liegen). Danach wurde die Suspension mit dem
Keim flir 24 Stunden bei 37° C im Brutschrank gelagert. Anschlielend wurden von dieser
Bakteriensuspension 5 ml in 25 ml BHI Gberfuhrt und im stiindlichen Abstand die optische

Dichte mittels Photometers bei 520 um gemessen und protokolliert.
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Abb.7: Grafische Darstellung des Wachstums von P. gingivalis

2.2.4 Uberprifung auf Reinheit von P. gingivalis
2.2.4.1 Durchfiihrung einer Gram- Farbung

Zur Uberpriifung der Reinheit des Keims wurden mikroskopische Préaparate angefertigt und eine
Gram- Farbung durchgefiihrt. Der Keim wurde mit einer Ose auf einem Objekttrager aufgetragen
und mit einem Tropfen NaCl auf dem Objekttrager verrieben. Nachdem der Keim auf dem
Objekttrager an der Luft getrocknet war, erfolgte die Fixierung mittels Bunsenbrenners. Danach
wurde der Objekttrager fir eine Minute vollstandig mit Kristalviolettldsung bedeckt und
anschlieBend mit Lugols- Losung abgespilt. Dann erfolgte die vollstindige Bedeckung des
Objekttrdgers mit Lugols- Losung fir eine Minute und die anschlielende Spilung des
Objektragers mit destilliertem Wasser und Entfarbelésung. Dann wurde der Objekttréger fiir eine
Minute vollstandig mit Safraninldsung bedeckt und anschliefend wieder mit destilliertem

Wasser abgespilt. AbschlieRend erfolgte die Auswertung des Praparates unterm Lichtmikroskop.
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2.2.4.2 Auswertung der Gram- Farbung

Bakterien lassen sich bezuglich des Zellhillenaufbaus in zwei Gruppen unterteilen. Die Zellhille
der ersten Gruppe besteht aus einer mehrschichtigen Mureinschicht mit Teichonsauren und einer
inneren Zellmembran. Bakterien der zweiten Gruppe besitzen eine dullere Membran mit
Lipopolysacchariden, einem dlnnen, einschichtigen Mureinsacculus und einer inneren
Zellmembran. Mittels Gram- Farbung lassen sich Riickschlusse auf den Zellwandaufbau ziehen.
Die grampositiven Bakterien mit der mehrschichtigen Mureinschicht farben sich mit
Kristallviolettlosung und Lugolbeize blau und lassen sich nicht mit Alkohol entfarben. Die
gramnegativen Bakterien, mit der einschichtigen Mureinschicht, entfarben sich unter Alkohol
und féarben sich nach Gegenfarbung mit Safraninlésung rot. Die getrockneten Préparate wurden
mikroskopiert und ausgewertet. Man sah kleine rot- orange Bakterienkolonien. Da der Keim zu
den gramnegativen Mikroorganismen gehort, war diese Methode hinweisend dafir, dass keine

Verunreinigung durch grampositive Mikroorganismen stattgefunden hatte.

2.2.4.3 Identifizierung von P. gingivalis (Bunte Reihe)

Das API rapid ID 32 A bestand aus verschiedenen Suspensionen und einem Teststreifen mit
verschiedenen Vertiefungen (siehe Abbildung 8). Im ersten Schritt erfolgte die Uberfiihrung des
Keims in eine Biomerieux- Suspension (Mc Farland Nr. 4). Die Menge des zu uberfiihrenden
Keims richtete sich nach der Tribung der Kontrollsuspension (Mc Farland Standards). Es
wurden 55 pl Biomerieux- Suspension in jede Vertiefung des Teststreifens gegeben.
AnschlieBend erfolgte die Bedeckung der Vertiefung 1.0 mit zwei Tropfen Paraffindl und die
Lagerung des Teststreifens fir vier Stunden im Brutschrank bei 37° C. Danach wurde in die
Vertiefung 0.0 ein Tropfen NIT 1 und ein Tropfen NIT 2 gegeben und in die Vertiefung 0.1
fugte man einen Tropfen JAMES- Reagenz hinzu. Im letzten Schritt erfolgte die Pipettierung
von einem Tropfen FB- Reagenz in jede Vertiefung 0.2 (PAC) bis 0.E (SerA). Nach 15-
mindtiger Lagerung bei Raumtemperatur wurde das Ergebnis abgelesen und mit Hilfe eines
Bakteriencodebuches der Profilindex (spezifische Reaktion der Bakterien mit den Suspensionen)

der Erreger bestimmt.
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2.2.4.4 Auswertung der Bunten Reihe

Das API rapid ID 32 A ermdglicht eine ldentifizierung von anaeroben Erregern mittels
standardisierter und miniaturisierter enzymatischer Reaktionen. Dieses System besteht aus 25
Streifen mit jeweils 32 Vertiefungen. 29 dieser Vertiefungen enthalten dehydratisierte Substrate
flr die Identifizierung. Alle Reaktionen auf dem Streifen sind in ein numerisches Profil codiert.
Anhand der Farbreaktion ergibt das einen bestimmten Zahlencode, welcher mit Hilfe eines
Ergebnisblattes bestimmt wird. Alle biochemischen Reaktionen sind auf diesem Ergebnisblatt in
Dreier- Gruppen eingeteilt. Die positiven Reaktionen erhalten die Werte eins, zwei oder vier, je
nach Stellung in der Dreier- Gruppe. Die negativen Reaktionen erhalten den Wert null. Dann
werden die Werte jeder Gruppe addiert. Zum Schluss erhélt man acht Zahlen (24 Reaktionen-
acht Dreier- Gruppen), welche das numerische Profil ergeben. Mit Hilfe des Profilindexes fir
Bakterien wurden die Zahlen verglichen und dem Erreger P. gingivalis zugeordnet. Der Code
war folgender: 0101 654 222.

Abb.8: Teststreifen mit dem Zahlencode von P. gingivalis
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2.2.5 Infektion von humanen Chondrozyten

Humane Chondrozyten wurden bis zur Subkonfluenz (80 Prozent Konfluenz) im Brutschrank bei
37° C und 5%- igen Kohlenstoffdioxid (CO,) angeziichtet. P. gingivalis wurde von Columbia-
Agar- Platten in Kulturmedium DMEM HAMS F- 12 uberfuhrt. Mittels Fotometers erfolgte die
Bestimmung der OD. Mit einer OD von 0,5= 5x10’/ ml (MOI 100) wurden die humanen

Chondrozyten mit P. gingivalis infiziert und im Brutschrank bei 37° C gelagert.

2.2.6 Untersuchung der Lage mittels Scanning- Elektronenmikroskopie

Die Interaktion und Adhéasion von P. gingivalis mit bzw. an humanen Chondrozyten wurde
mittels SEM dargestellt. Humane Chondrozyten wurden auf Termanoxpléttchen in 24- Well-
Platten angezuchtet und mit P. gingivalis fur zwei Stunden infiziert. Als Versuchskontrolle
wurden Chondrozyten ohne Keimbeimpfung verwendet. AnschlieRend erfolgte die Fixierung der
Zellen mit Karnowski- Losung flr 24 Stunden bei 4° C. Nach Dehydrierung der Proben in einer
Ethanol- Serie (10, 30, 50, 70, 90, 100 %) auf Eis fur jeweils zehn bis funfzehn Minuten
inkubierten die Zellen in 100%- igen Ethanol bei Raumtemperatur. Danach wurden alle Proben
in flussigem CO, getrocknet und mit einem etwa zehn nm dickem Goldfilm benetzt.
AbschlieBend erfolgte die Auswertung mittels SEM (LEO 1530 Feld Emission Scanning-
Elektronenmikroskop; LEO Elektronenmikroskopie GmbH, Oberkochen, Germany). Es wurden
mindestens drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt, von denen représentative Bilder digital

dokumentiert wurden.

2.2.7 Untersuchung der Invasion von P. gingivalis in humane Chondrozyten

Die Intrazellularitdt von P. gingivalis in humane Chondrozyten wurde mittels Invasionsassays
untersucht. Die Durchfiihrung der Methodik des Invasionsassays erfolgte nach einer bereits
etablierten Methode [Walter et al. 2004]. Humane Chondrozyten wurden in 6- Well- Platten
angezichtet und mit P. gingivalis infiziert. Es wurden mindestens drei unabhéngige Versuche

durchgefihrt, von denen repréasentative Daten digital dokumentiert sind.
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Bestimmung der adhérierenden und intrazellularen Keime

Nach zweisttindiger Infektion mit P. gingivalis wurde das Kulturmedium abgesaugt und
anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Anschlielend erfolgte die Lyse der Chondrozyten
mit sterilem Wasser fur 30 Minuten und das Ausstreichen der Zellen auf Columbia- Agar-
Platten. Abschlieend wurden die Agar- Platten im Brutschrank bei 37° C unter anaeroben
Bedingungen inkubiert. Nach sieben Tagen erfolgte die Auszahlung der Colony forming units

(CFU) von P. gingivalis.

Untersuchung der invasiven Keimzahl

Nach zweistlindiger Infektion mit P. gingivalis wurde das Kulturmedium abgesaugt und
anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Zur Bestimmung der intrazelluldren Keime erfolgte
die Zugabe von Kulturmedium als auch Metronidazol und Gentamycin (zwei ml pro Well), um
die extrazellularen Keime abzutdten. AnschlieBend wurden die Zellen im Brutschrank fir 2,5
Stunden bei 37° C inkubiert. Danach erfolgte die Lyse der Zellen mit sterilem Wasser.
AnschlieBend wurden die Chondrozyten auf Columbia- Agar- Platten ausgestrichen und im
Brutschrank bei 37° C unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Nach den sieben Tagen erfolgt
die Auszdhlung der CFU von P. gingivalis.

2.2.8 Immunfluoreszenzfarbung und konfokale Lasermikroskopie

Die Chondrozyten wurden auf Glasplattchen in 24- Well- Platten angezuchtet und mit P.
gingivalis fur eine, drei oder sechs Stunden infiziert. Als Kontrolle dienten Chondrozyten ohne
Keimbeimpfung. Nach jedem Arbeitsschritt wurden die Zellen ein bis dreimal mit PBS
gewaschen. Zur Auswertung mittels KLM (Carl Zeiss Laser Scanning System, LSM 5 Pascal,
Objektiv: 63x NA:1.4 Plan- Apochromat Carl Zeiss, Jena, Deutschland), wurden die
Glaspléttchen mit den Chondrozyten mittels Permaflour (Eindeckmedium) auf dem Objekttrager
eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Es wurden jeweils mindestens drei unabhédngige

Versuche durchgefiihrt, von denen repréasentative Bilder digital dokumentiert sind.
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Einfachférbung

Zur Darstellung der Interaktion von P. gingivalis mit humanen Chondrozyten wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefuhrt. Die infizierten Chondrozyten wurden mit frisch
angesetztem 3%- igen Paraformaldehyd (PFA) mit einem pH- Wert von 7,6 fiir 20 Minuten. bei
Raumtemperatur fixiert. Anschlielend erfolgte die 15- minutige Permabilisierung der fixierten
Zellen mit einprozentigem Triton X100 bei RT. Danach wurden die unspezifischen
Bindungsstellen mittels einer 30- mindtigen Blockade (fiinf Prozent Ziegen- Serum in
Verdinnungsmedium (VM)) bei RT abgebunden und es erfolgte die Inkubation mit dem
primaren AK im Verhéltnis 1:200 in VM fur 30 Minuten bei RT. AnschlieBend wurden die
Zellen mit dem sekundéaren AK A 546 im Verhaltnis 1:8000 in VM fur 12 Stunden bei 4° C im
Dunkeln inkubiert. AbschlieRend erfolgte die 30- minutige Inkubation der Zellen mit Phalloidin
488 in VM im Verhaltnis 1:200 zur Visualisierung des Aktinzytoskelettes, bei RT im Dunkeln.

Doppelfarbung

Um die intra- und extrazellulére Lokalisation von P. gingivalis zu unterscheiden, wurde eine
doppelte Immunfluoreszenzfarbung nach einer bereits etablierten Methode durchgefihrt [Hocke
et al. 2008]. Infizierte Chondrozyten wurden mit frisch angesetztem 3%- igen PFA fur 20
Minuten bei RT fixiert. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden mittels einer 30- minitigen
Blockade (siehe Einzelfarbung) bei RT abgebunden. Zunachst erfolgte die Anfarbung von
extrazellularen Keimen, wobei keine Permeabilisierung stattfand. Die Zellen wurden mit dem
primaren AK im Verhaltnis 1:200 in VM fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Die Detektion der
adhdrierenden Bakterien erfolgte mittels griin fluoreszierenden sekundaren AK A 488 in VM im
Verhéltnis 1:8000 fur 12 Stunden bei 4° C im Dunkeln. Dann wurden die Zellen mit ein-
prozentigem Triton X100 fir 15 Minuten bei RT permeabilisiert, um die intrazelluldren Keime
nachzuweisen. Anschlielend wurden die Zellen erneut mit dem primaren AK in VM im
Verhéltnis 1:200 fiir 30 Minuten bei RT inkubiert und abschlieBend mit dem rot fluoreszierenden
sekundaren AK A 546 im Verhaltnis 1:8000 in VM fur 12 Stunden bei 4° C im Dunkeln

inkubiert.

TUNEL- Férbung

Der Einfluss von P. gingivalis auf die Apoptose von humanen Chondrozyten wurde mittels

TUNEL- Immunfluoreszenz untersucht. Mit Hilfe der terminalen Desoxynukleotidyltransferase

(TdT), welche die Polymerisation von Nukleotiden an freien 3- OH DNA- Enden katalysiert, ist
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es moglich, apoptosespezifische DNA- Strangbriiche nachzuweisen. Die Methodik der TUNEL-
Féarbung wurde nach einer bereits etablierten Methode durchgefiihrt [Hocke et al. 2008]. Die
Chondrozyten wurden auf Glasplattchen angeziichtet und mit P. gingivalis flr zwei, vier oder
sechs Stunden infiziert. Die Kontrolle der Apoptose erfolgte mittels Beimpfung mit Staurosporin
(1uM). Die infizierten Chondrozyten wurden mit frisch angesetztem 3%- igen PFA mit einem
pH- Wert von 7,6 fir 20 Minuten bei RT fixiert und anschlieBend mit 0,1%- igen Triton X100 in
NaCitrat (0,1 M; pH 6,0) auf Eis fiir zwei Minuten permeabilisiert. Dann erfolgte die 60-
minutige Inkubation der Chondrozyten mit der fluoreszierenden TUNEL- Reagenz bei 37° C im
Brutschrank. Fir eine Stabilisierung des Fluoreszenzsignals wurden die Zellen mit Alexa 488
gelabelten anti FITC AK fir 60 Minuten bei 37° C im Brutschrank inkubiert. AbschlieRend
wurden die Zellen mit Phalloidin 546 im Verhaltnis 1:200 in VM zur Visualisierung des
Aktinzytoskelettes fiir 30 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert.

Abb.9: Konfokales Lasermikroskop
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2.2.9 Bestimmung des DNA- Gehalts von humanen Chondrozyten

Der Einfluss von P. gingivalis auf den Zellzyklus von humanen Chondrozyten wurde mittels
FACS- Analyse untersucht. FACS- Gerdte sind Laboranalysatoren, die die Fluoreszenz von
unterschiedlich grof3en Partikeln messen wahrend diese durch ein Glasrohrchen flieRen und von
einem Laser bestrahlt werden. Um den DNA- Gehalt der Zellen zu bestimmen, wurden diese mit
Propidium lodid (PI) markiert. Pl bindet unspezifisch an die DNA einer Zelle. Der DNA- Gehalt
einer Zelle richtet sich nach dem Zyklusstadium. Wahrend Zellen in der G1- Phase nur einen
einfachen DNA- Gehalt besitzen, haben Zellen in der G2/ M- Phase einen doppelten DNA-
Gehalt. Die RNase wurde benutzt um die unspezifischen Bindungen des Pls an der RNA zu
unterbinden. Die Chondrozyten wurden in 6- Well- Platten kultiviert, mit P. gingivalis flir zwei
Stunden infiziert und anschlieBend zwei bis drei mal mit sterilem PBS gewaschen. Dann erfolgte
das Abldsen der Chondrozyten vom Boden mittels Trypsin (zirka 500 pl/ Well) und die
Uberfuihrung der Zellen in Falcon- Réhrchen. Danach wurden 2 ml Medium mit 10%- iges FCS
hinzugegeben. Die abgeldsten Zellen wurden bei 800 U/ Minute fiir etwa zehn Minuten und 4° C
zentrifugiert und nochmals mit kaltem PBS mit 2%- igem FCS gewaschen. Die Fixierung der
Zellen erfolgte mittels 300 ul kaltem PBS mit 2%- igem FCS sowie 700 pl kaltem 100%- igem
Ethanol fur 30 Minuten bei 4° C. Nach erneutem Waschen mit kaltem PBS mit 2%- igem FCS
erfolgte die Zugabe von 600 ul kaltem PBS mit 2%- igem FCS sowie 4.86 pl RNase A und 6
Pl. Als Kontrollen wurden Zellen ohne Infektion mit P. gingivalis verwendet sowie
Chondrozyten ohne Zugabe von Pl. Die Auswertung erfolgte mittels FACS- Gerdt (BD
Biosciences). Es wurden mindestens drei unabhdngige Versuche durchgefiihrt, von denen

reprasentative Daten digital dokumentiert sind.

2.2.10 Durchftihrung des Caspase 3- Western- Blot- Verfahrens

Das Western- Blot- Verfahren ist eine Methode, bei der mittels Gelelektrophorese spezifische
Proteine getrennt und durch spezifische Antikorper die Proteine nachgewiesen werden. Die
humanen Chondrozyten wurden in 6- Well- Platten kultiviert und mit P. gingivalis fir 30
Minuten, eine, zwei oder sechs Stunden bei 37° C infiziert. Als Kontrolle dienten Chondrozyten
ohne Keimbeimpfung. Zur Kontrolle fur Apoptose wurden die Zellen mit Staurosporin (1uM)

beimpft.
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Es wurden mindestens drei unabhéngige Versuche durchgefihrt, von denen représentative Daten

digital dokumentiert sind.

Herstellung der Proben

Die 6- Well- Platten wurden zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend
erfolgte die Lyse der Pellets mittels Lysepuffer auf Eis und die Uberfiinrung in Eppendorf-
Réhrchen. Danach erfolgte die Proteinbestimmung nach Bradford. Es wurden je ein ml
Bradfordreagenz (Biorad Lab.) zu je funf pl des gel6sten Pellets gegeben. Dabei bindet die
Bradfordreagenz unspezifisch an Proteine und es erfolgt ein Farbumschlag von rot nach blau.
Der Proteingehalt wurde mittels Fotometer bei einer OD von 595 nm bestimmt. Die Berechnung
der benétigten Mengen fiur die Gel- Elektrophorese richtete sich nach dem Proteingehalt der
Proben. Nach Zugabe des Lammli- Puffers (Biorad Lab.) wurden die Proben bei 94° C fir finf

Minuten erhitzt und auf das Gel aufgetragen.

Trennung der Proteine

Mittels der Elektrophorese wurden die Proteine getrennt. Dazu wurden die Proben auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Gel besteht aus zwei Anteilen, einem Sammelgel zur
Bundelung der Proteine und einem Trenngel zur Trennung der einzelnen Fraktionen. Nach der
Herstellung der Gele wurden diese zwischen zwei Glasplatten gegossen, zuerst das Trenn- und
darliber das Sammelgel. Nach dem Antrocknen der Gele wurden diese in eine Elektrophorese-
kammer mit Laufpuffer eingespannt und die Proben in die einzelnen Kammern aufgetragen. Die
Trennung lief bei 100 bis 130 V fir etwa 1,5 Stunden. Nach der Proteintrennung erfolgte die
Uberfithrung der Fraktionen auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham). In einem elektrischen
Feld wanderten die negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Membran in Richtung Anode.
Der Transfer lief bei 100 V fir eine Stunde mittels eiskaltem Blottingpuffer. Zur Kontrolle des
Transfers wurde die Membran nach Porceau gefarbt, anschlieBend mit destilliertem Wasser
gespult und fir eine Stunde mittels Odyssey Blocking Puffer (LICOR Inc.) geblockt. Danach
erfolgte die Inkubation mit dem Caspase 3- AK und dem ERK- AK (Proteinbeladungskontrolle)
im Verhéltnis 1:2000 fur ein bis zwei Stunden bei RT. Nach mehrmaligem Waschen der
Membran mit PBS mit 0,1%- igen Tween erfolgte die Inkubation mit den fluochromgekoppelten
sekundaren Antikérpern im Verhdltnis 1. 2000 fir eine Stunde bei RT im Dunkeln.

AnschlieBend wurde die Membran erneut mit PBS mit 0,1%- igen Tween gewaschen.
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Die Auswertung der Proteinbanden erfolgte mittels Odyssey Infrarot Imaging System (LICOR
Inc., Lincoln USA).

2.2.11 Untersuchung der Zellnekrose mittels LDH- Konzentrations- Assays

Zum Nachweis einer moglichen Nekrose wurde die LDH- Konzentration von humanen
Chondrozyten nach Infektion mit P. gingivalis bestimmt. Die Chondrozyten wurden in 24- Well-
Platten angezlichtet und mit P. gingivalis fir zwei, vier oder sechs Stunden infiziert. Als
Kontrolle dienten Chondrozyten ohne Keimbeimpfung. Die Kontrolle der Nekrose erfolgte durch
Beimpfung der Zellen mit 2%- igem Triton X100. Nach der Infektion mit P. gingivalis wurde
das Medium abgezogen und jeweils 100 upl/ Well in eine 96- Well- Platte Uberfihrt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe der Reaktionslésung (100ul/ Well), so dass sich insgesamt
200 pl in jedem Well befanden. Danach wurden die Platten bei 800 U/ Minute fur zehn Minuten
zentrifugiert, der Uberstand erneut abgezogen und in eine neue 96- Well- Platte Gberfiihrt. Die
zligige Auswertung der Proben erfolgte mittels Elisa Reader oder Fotometer bei 490nm. Es
wurden mindestens drei unabhéngige Versuche durchgefuhrt, von denen reprasentative Daten

digital dokumentiert sind.
2.2.12 Statistische Analyse
Alle Versuche wurden mindestens dreimal durchgefiihrt und représentative Daten digital

dokumentiert. Fir die Auswertung der Statistik wurde ein paariger T- Test mit gleichen

Variablen benutzt. Ein p- Wert < 0.05 gilt als signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Adhasion und Invasion von P. gingivalis in Chondrozyten

3.1.1 Scanning- Elektronenmikroskopischer Nachweis der Adhé&sion

Um eine Interaktion und Adhdsion von P. gingivalis mit bzw. an humanen Chondrozyten zu
untersuchen, wurden SEM- Praparate angefertigt. Humane Chondrozyten wurden auf
Termanoxplattchen in 24- Well- Platten bis zur Sub- Konfluenz angeziichtet und anschlieRend
mit P. gingivalis fur zwei Stunden infiziert. Die Scanning- Elektronenmikroskopische
Darstellung zeigt eine Adhéasion und eine enge Interaktion von P. gingivalis an bzw. mit

humanen Chondrozyten.

Abb.10: SEM- Ubersichtsaufnahme eines humanen Chondrozyten mit
adhdrierendem P. gingivalis
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Abb.11: SEM- Nahaufnahme der Zelloberflache von humanen
Chondrozyten mit adhérierendem P. gingivalis

Abb.12: SEM- Nahaufnahme eines Chondrozytenauslaufers

mit einer Adhéasion und Interaktion von bzw. mit P. gingivalis
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3.1.2 Darstellung der Adhéasion mittels konfokaler Lasermikroskopie

Zur weiteren Darstellung der Adhésion und Interaktion von P. gingivalis an bzw. mit humanen
Chondrozyten wurde eine Farbung und Analyse mittels KLM durchgefiihrt. Nach einer Infektion
mit P. gingivalis erfolgte die Markierung des Erregers und der infizierten Chondrozyten mittels
AK und Phalloidin. Die Chondrozyten stellen sich griin, P. gingivalis rot dar. Die Abbildung

zeigt eine Adhasion und Interaktion von P. gingivalis zu bzw. mit humanen Chondrozyten.

Abb.13: Interaktion zwischen P. gingivalis und humanen Chondrozyten

3.1.3 Nachweis der Invasion von P. gingivalis mittels Invasionsassays

Das modifizierte Antibiotika- Protection- und Invasionsassay untersucht quantitativ den Anteil
an intra- und extrazelluldren Keimen. Humane Chondozyten wurden mit P. gingivalis infiziert.
Die Bestimmung der intrazellularen Keimzahl erfolgte durch Zugabe von Antibiotika zur
Totung der extrazellularen Bakterien. Das Ergebnis zeigt eine Invasion von P. gingivalis in

humane Chondrozyten mit einer CFU von 7,7 x 10°.
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Abb.14: Grafische Darstellung der Invasion von P. gingivalis in
humane Chondrozyten

3.1.4. Bestatigung der Invasion mittels konfokaler Lasermikroskopie

Die Darstellung von P. gingivalis in der Doppelfarbung mittels konfokaler Lasermikroskopie
zeigt qualitativ die Invasion des Keims in humane Chondrozyten. Nach Infektion mit P.
gingivalis wurden die extrazelluldren Keime mit dem ersten Antikorper (griner Kanal) markiert.
Nach dem permabilisieren der Chondrozyten wurden die extra- und intrazellularen Bakterien mit
dem zweiten Antikorper (roter Kanal) markiert. Um extrazellulare Keime und intrazelluldre
Keime voneinander zu unterscheiden, wurden beide Kandle gleichzeitig dargestellt. Nach
Uberlagerung der Kanéale erschienen die extrazellularen Keime gelb und die intrazelluldren
Keime rot. Die Abbildung 17 zeigt eine Invasion von P. gingivalis (weil3er Pfeil) in humane
Chondrozyten.
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Abb.15: Extrazellularer P. gingivalis, grun markiert ohne Permeabilisierung
der Chondrozyten

Abb.16: Extra- und intrazellulérer P. gingivalis, rot markiert nach
Permeabilisierung der Chondrozyten
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Abb.17: Extra- und intrazelluldrer P. gingivalis nach Uberlagerung der
Kanadle, die intrazelluldren Erreger sind rot markiert (siehe Pfeil)

3.2 Einfluss von P. gingivalis auf den Zellzyklus von humanen Chondrozyten

3.2.1 Darstellung von Zellzyklusveranderungen mittels FACS- Analyse

Die Abbildungen 18 bis 21 zeigen die Zellzyklusverdnderungen von humanen Chondrozyten
nach Infektion mit P. gingivalis. Die FACS- Analyse zeigt eine prozentuale Zunahme der in der
G1- Phase befindlichen Zellen nach Infektion mit P. gingivalis, im Vergleich zu nicht infizierten
Chondrozyten (69,41+ 7,67 gegen 61,41+ 1,62) und eine prozentuale Abnahme der
Chondrozyten in der S- Phase (11,15+ 6,70 gegen 12,51+ 2,26) sowie eine deutliche Abnahme
Chondrozytenanzahl in der G2/ M- Phase (9,61+ 1,070 gegen 26,08+ 3,76) nach Infektion mit P.

gingivalis.
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Abb.18: Grafische Darstellung der Mittelwerte der Zyklusphasen von
infizierten Chondrozyten (in Prozent) im Vergleich zur nicht-
infizierten Kontrollgruppe

Zellzyklusphasen (MW+STABW)
Vergleichsgruppen G1/GO S G2/M
Chondrozyten ohne Infektion 61,41+1,62 12,51+2,26 26,08+3,76
Chondrozyten nach Infektion 69,24+7,67 11,15+6,70 9,61+1,070

Abb.19: Tabellarische Darstellung, Mittelwerte der verschiedenen Zell-
zyklusphasen von Chondrozyten mit und ohne Infektion mit P. gingivalis
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Abb.20: Grafische Darstellung der Zellzyklusphasen Abb.21: Zellzyklusphasen einer humanen
einer nicht- infizierten Kontrollgruppe Chondrozytenkultur nach Infektion mit
(exemplarisches Beispiel) P.gingivalis (exemplarisches Beispiel)

3.3 Quantifizierung der Apoptose von infizierten humanen Chondrozyten

3.3.1 Darstellung von DNA- Fragmentierung mittels TUNEL- Farbung
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Wiéhrend der Apoptose einer Zelle entstehen durch Nukleaseaktivitdt DNA- Strangbruche. Die
dabei entstehenden Enden werden mittels einer Terminalen Desoxyribosyl- Transferase mit
einem Fluoreszin- markierten Nukleotid verbunden. Chondrozyten mit griinem Zellkern sind
Apoptose- positive Zellen. Als Kontrolle der Apoptose diente das Zellgift Staurosporin (1uM),
dass Apoptose induziert. Als eine weitere Kontrolle wurden nicht- infizierte Zellen verwendet.
Das Ergebnis zeigt, dass P. gingivalis nach Infektion von humanen Chondrozyten signifikant
Apoptose in humanen Chondrozyten induziert. Es konnte ein schadigender Einfluss auf das
Zytoskelett durch eine Zunahme von Stressfasern der infizierten Chondrozyten beobachtet

werden.

Abb.22: Chondrozyten mit intaktem Zytoskelett ohne Beimpfung mit

P. gingivalis

50



Abb.23: TUNEL- positive Chondrozyten mit Stressfasern und leicht
geschadigtem Zytoskelett nach Beimpfung mit P. gingivalis fur

zwei Stunden

Abb.24: TUNEL- positive Chondrozyten mit vermehrten Stressfasern

und unscharfen Zellmembranen nach Beimpfung mit P. gingivalis flr

vier Stunden
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Abb.25: TUNEL- positive Chondrozyten mit stark geschadigtem
Zytoskelett und vermehrten Stressfasern nach Beimpfung mit P. gingivalis
fur sechs Stunden

Abb.26: TUNEL- positive Chondozyten ohne erkennbare Zellstruktur

mit total defektem Zytoskelett und deutlicher Zellschrumpfung nach

Beimpfung mit Staurosporin (1uM) flr zwei Stunden.
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3.3.2 Nachweis von Caspase 3 mittels Western- Blot- Verfahren

Eine weitere Untersuchung der Apoptose ist der Nachweis von Caspase 3. Das Western- Blot-
Verfahren ist eine Methode, bei der mittels Gelelektrophorese Proteine aufgetrennt und mit
spezifischen Antikorpern nachgewiesen werden. Nach Infektion der Chondrozyten mit P.
gingivalis wurden die Zellproteine mittels Gelelektrophorese fragmentiert und die Caspase 3
gemessen. Als Positivkontrolle der Apoptose diente Staurosporin (1uM). Als weitere Kontrolle
wurde die Caspase 3 von unbehandelten Chondrozyten bestimmt. Abbildung 27 zeigt keine
erhdhte Caspase 3 in unbehandelten Zellen sowie in infizierten Zellen fur 30 Minuten und sechs
Stunden. Nach Infektionzeiten von einer sowie nach zwei Stunden konnte ein Anstieg der
Caspase 3 beobachtet werden. Chondrozyten, die mit Staurosporin behandelt wurden, zeigen

eine erhohte Caspase 3.

Caspase 3 e —— e
20kD ~ 3

ERK 2 Y - emy e
|

Neg. Pg30m Pglh Pg2h Pg6bh Stauro

Abb.27: Darstellung der Caspase 3 von humanen Chondrozyten nach

Infektion mit P. gingivalis und Staurosporin (exemplarisches Beispiel)
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3.4 Untersuchung der Zellnekrose von infizierten humanen Chondrozyten

3.4.1 Bestimmung der LDH- Konzentration nach Infektion mit P. gingivalis

Die Bestimmung der LDH wurde als Nachweis fur die Nekrose verwendet. Nach Infektion von
humanen Chondrozyten mit P. gingivalis wurde die LDH- Konzentration in den Uberstanden
gemessen. Als Positivkontrolle diente Triton X100. In Abbildung 28 sieht man einen deutlichen
Anstieg der LDH nach Inkubation mit Triton X100 fir zwei Stunden. Als Negativkontrolle
wurde Staurosporin, als Marker der Apoptose verwendet. Als weitere Kontrolle wurde die LDH-
Konzentration im Uberstand von unbehandelten Chondrozyten bestimmt. Die Grafik zeigt, dass
P. gingivalis nach Infektion fir zwei Stunden keine signifikante Nekrose in humanen
Chondrozyten induziert, jedoch nach vier Stunden ein Anstieg und nach sechs Stunden ein

signifikanter Anstieg (p<0,05) der LDH zu beobachten ist.

LDH bei OD 490 nm
[
T

Vergleichsgruppen

Abb.28: Grafische Darstellung der LDH- Konzentration von humanen
Chondrozyten nach Infektion mit P. gingivalis, Triton X100 und
Staurosporin
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4 Diskussion

4.1 Kultivierung von humanen Chondrozyten

Humane Chondrozyten wurden aus Knie- bzw. Huftgelenken von Arthrose- Patienten, die eine
Total- Endoprothese erhielten, gewonnen. Nach enzymatischem Verdau und Isolierung der
Chondrozyten wurden die Zellen als Monolayer kultiviert, wie bereits in zahlreichen Studien
zuvor beschrieben [Choi et al. 1980; Green 1971; Manning und Bonner 1967; Wohlrab et al.
2002, 2004]. Die Vorteile der Monolayerkultur gegeniiber Suspensionskulturen oder
Zellkulturen in Agarosegel sind eine schnelle Zellvermehrung, da es zu einem Anstieg der
Proliferation von humanen Chondrozyten in Monolayerkultur kommt [Elima und Vuorio 1989;
Sittinger et al. 1997]. Des Weiteren ist die Technik der 2 D- Monolayerkultur leichter zu
handhaben, als eine technisch aufwendigere Zellkultur in Agarose- oder Kollagengel [Delbruck
et al. 1986; Gibson et al. 1982]. Zur Qualitatssicherung wurden die Zellen mittels

Lichtmikroskopie auf Zelldichte, Zellform sowie auf Verunreinigungen durch Pilze kontrolliert.

In der vorliegenden Arbeit entsprach die Morphologie der Chondrozyten den Kriterien, wie sie
bereits in verschiedenen Studien vorbeschrieben wurden. Die Zellen waren abgeflacht, erhielten
zunehmend ein spindelférmiges Aussehen mit Zytoplasmaauslaufern und zeigten eine verstérkte
Neigung zur Adhasion [Green 1971; Holtzer et al. 1960]. Bereits nach wenigen Stunden kam es
zu einer Grolkenzunahme [Anderson et al. 1970; Holtzer et al. 1970]. Des Weiteren konnte ein
chondrozytentypisches Wachstumsmuster [nach Sellner 1989] beobachtet werden. Nach einer
Adaptionsphase der Primarkultur zwischen 48- 72 Stunden erfolgte die logarithmische
Wachstumsphase. Die Chondrozyten zeigten eine verstarkte mitotische Aktivitat, die durch
Kontakthemmung bei zunehmender Konfluenz gestoppt wurde. AnschlieBend kam es zur
Wachstumsstagnation mit gleichbleibender Zellzahl [Sellner 1989]. Fiir die Versuche wurden
nur Primdrkulturen und Kulturen der ersten und zweiten Passage verwendet. Es wurden
ausschlieBlich Kulturen aus mindestens 10° Zellen angelegt, da Chondrozyten in einem dichten
Verband phé&notypisch bestandiger sind und bei Zellkontakt wieder redifferenzieren [Chacko et
al. 1969].
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Chondrozyten in Monolayerkulturen mit niedriger Zelldichte verlieren schneller ihren Phanotyp
[Deshmukh und Kline 1976]. Wenn man humane Chondrozyten in Monolayerkulturen anlegt,
kommt es zu einer phanotypischen Dedifferenzierung der Zellen. Diese Beobachtung wurde
bereits in verschiedenen Studien gemacht [Fuss et al. 2000; Klagsbrun 1997; Rodriguez et al.
1998; Sellner 1989]. Chondrozyten in 2 D- Monolayerkultur nehmen bereits nach der ersten
Passage eine  fibroblastenahnliche  Zellmorphologie an und  verandern  ihre
Syntheseeigenschaften. Sie stellen zunehmend die Synthese des knorpelspezifischen Kollagens
Typ 2 ein und bilden fibroblastentypisches Kollagen Typ 1 und Typ 3. Trotz dieser
phanotypischen  Dedifferenzierung unterscheiden sich humane Chondrozyten von
fibroblastischem Gewebe. Chondrozyten in 2 D- Monolayerkultur zeigen erst nach 48- 72
Stunden eine Adhadsion am Kulturflaschenboden [Manning und Bonner 1967]. Fibroblasten
hingegen adhérieren bereits nach wenigen Stunden. Des Weiteren nehmen Fibroblasten in der
Primarkultur sofort ein abgeflachtes, spindelférmiges Aussehen an, mit den typisch langen
Zellauslaufern [Manning und Bonner 1967]. Humane Chondrozyten behalten in der Primérkultur
ihr leicht rundliches Aussehen und nehmen erst nach 48 Stunden eine fibroblastendhnliche
Morphologie an [Mallein- Gerin et al. 1970]. Diese Fakten geniligen bereits, um Chondrozyten
eindeutig von Fibroblasten abzugrenzen [Manning und Bonner 1967]. In der vorliegenden Arbeit
entsprachen die Zellen den bereits beschriebenen in vitro Kriterien [Manning und Bonner 1967]

fir humane Chondrozyten.

4.2 Kultivierung von P. gingivalis ATCC 33277

Es konnte gezeigt werden, dass P. gingivalis besonders mit schweren Parodontitiden assoziiert
ist [Genco et al. 1996]. Fir die vorliegenden in vitro Untersuchungen wurde der Stamm P.
gingivalis ATCC 33277 verwendet, welcher bereits in vorherigen Studien als Referenzstamm
benutzt worden ist [Lamont et al. 1995; Nassar et al. 2002; Walter et al. 2004]. Obwonhl der P.
gingivalis- Stamm als wenig invasiv beschrieben wurde, konnten vergangene Studien zeigen,
dass P. gingivalis ATCC 33277 die Fahigkeit besitzt, humane Endothelzellen, Epithelzellen und
Fibroblasten zu infizieren und in diese zu invadieren [Dorn et al. 2000; Murakami et al. 2008;
Walter et al. 2004]. P. gingivalis ATCC 33277 gehort zu den hoch virulenten P. gingivalis-
Stdmmen [Dorn et al. 2000].
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Weitere Studien zeigten, dass der P. gingivalis- Stamm ATCC 33277 trotz seiner Kapselbildung
das Potential hat, in humane Epithelzellen zu invadieren [Cutler et al. 1995].

In der vorliegenden Untersuchung wurde erstmals der Einfluss von P. gingivalis auf primare
humane Chondrozyten untersucht, um einen moglichen Zusammenhang bei der Entstehung von
destruktiven Gelenkserkrankungen zu erschlieBen. Unter anaeroben Bedingungen wurde P.
gingivalis auf Blutagar- Platten ohne CO, im Brutschrank bei 37° C kultiviert. Um die OD zu
bestimmen, wurde der Keim in HAMS F12 Kulturmedium mit 10 % FCS (berfuhrt. In den
vorliegenden Versuchen stellten wir fest, dass P. gingivalis unter anaeroben Bedingungen im
Kulturmedium fir bis zu 16 Stunden vital und teilungsféhig ist. Hingegen kam es in PBS bereits
nach 2 Stunden zu einer signifikanten Abnahme der Teilungsfahigkeit von P. gingivalis (Daten

nicht gezeigt).

4.3 Assoziation von Parodontitis und Rheumatoider Arthritis

Die Bedeutung von bakteriellen Infektionen und Virulenzfaktoren in der Atiologie der RA wird
diskutiert [Alamanos et al. 2005; Lee MS et al. 2001; Smith et al. 1982]. Bakteridmien mit
parodontalpathogenenen Erregern ereignen sich gehduft nach zahnérztlichen Behandlungen, aber
auch wahrend taglicher RoutinemaBnahmen, wie bei der Zahnpflege oder bei der Mastikation
[Forner et al. 2006]. Es konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz und der Schweregrad einer
Bakteridmie mit Parodontalkeimen bei Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu gesunden
Probanden erhoht ist [Forner et al. 2006]. Diese Tatsachen k&nnen mdglicherweise dazu
beitragen, dass Parodontitis- Patienten ein erhdhtes Risiko besitzen, eine systemische
Ausbreitung einer Infektion mit peripherer Organbeteiligung einschlieBlich entzindlicher
Gelenkserkrankungen zu erleiden [Moen et al. 2006]. Parodontalpathogene Erreger wie P.
gingivalis sind in der Lage die Epithelintegritdt zu beeintrachtigen [Weinberg et al. 1997]. Es
wurde nachgewiesen, dass P. gingivalis humane Endothelzellen invadiert und die Transkription
und Proteinsynthese beeinflusst [Walter et al. 2004]. Nur wenige Studien lassen vermuten, dass
parodontale Keime moglicherweise zu einer direkten Schadigung der Gelenke fiihren kdnnen
[Jasin 1983; Klamfeldt et al. 1986]. Eine Hypothese ist, dass P. gingivalis in der Lage ist, den
Abbau von extrazelluldrer Matrix und dabei insbesondere von Proteoglykanen zu induzieren

[van Kampen et al. 1984; Klamfeldt et al 1986]. P. gingivalis hat die Fahigkeit, Cysteinproteasen
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zu produzieren, die als Gingipaine bezeichnet werden [Lantz et al. 1993]. Diese Gingipaine
kdnnen verschiedene Immunglobuline wie 1gG und IgA spalten [Kodowaki et al 1994] und eine
Ansammlung und Adhasion von Komplementfaktoren an der Bakterienoberflache verhindern
[Cutler et al. 1993]. Durch die Fahigkeit eine C3 und C5 aktivierte Chemotaxis zu unterbinden,
hat P. gingivalis moglicherweise einen Weg gefunden, sich der nattrlichen Abwehr des Wirtes,
wie zum Beispiel der Phagozytose, zu entziehen und sich systemisch auszubreiten [Schifferle et
al. 1993]. P. gingivalis besitzt das Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS). Das LPS kann in
Epithelgewebe eindringen und Knochengewebe resorbieren [Hausmann 1970]. Es besteht damit
die Voraussetzung fur Parodontalpathogene wie dem P. gingivalis sich einen direkten
systemischen Zugang zum Blutkreislauf zu verschaffen und eine low level Bakteriamie zu
unterhalten. Verschiedene Studien konnten ein vermehrtes Auftreten von AK gegen parodontale
Pathogene sowie deren DNA bei RA- Patienten im Blut sowie in der Synovialflissigkeit
beobachten [Moen et al. 2003, 2006; Yoshida et al. 2001]. Der Nachweis von AK gegen gram-
negativen parodontalpathogenen Bakterien in der Synovialflissigkeit kénnte darauf hinweisen,
dass die Lokalisation und somit die Aktivitat der Parodontalpathogene nicht nur auf das Parodont
beschrankt ist. In einer weiteren Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der Parodontitis
und der RA bekraftigt werden. P. gingivalis hat die Fahigkeit mittels der Peptidylarginin-
Deiminase (PAD) Proteine zu citrullinieren [Walker et al. 1999]. Es konnte erstmalig gezeigt
werden, dass RA- Patienten, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, einen erhéhten AK-
Titer gegen P. gingivalis im Blut haben und dass dieser AK- Titer mit der Hohe des AK- Titers
gegen CCP- IgM und CRP korreliert [Mikuls et al. 2008]. RA- Patienten mit einem hohen CCP-
AK- Titer und erhohtem CRP haben einen signifikant hoheren AK- Titer gegen P. gingivalis,
einem der Leitkeime der Parodontitis [Mikuls et al. 2008]. In einer Studie von Hara et al. konnte
gezeigt werden, dass Pathogene von P. gingivalis, wie zum Beispiel LPS die Expression von
IgM und IgM- RF induzieren konnen. In einer immunologischen Studie konnten identische
Sybtypen des HLA- DR- 4 Antigens bei RA- Patienten und Parodontitis- Patienten gefunden
werden. Das HLA- DR- 4 ist ein Antigen, das verstarkt bei RA- Patienten beobachtet wird.
Dabei lag die starkste Assoziation auf der dritten hypervariablen Region des HLA- DRB 1-
Gens. Die Subtypen 0401, 0404, 0405 und 0408 waren bei beiden Erkrankungen identisch
[Bonfil et al. 1999]. Die zusammengetragenen Daten zeigen, dass die Parodontitis und die RA
systemische Erkrankungen sind und ahnliche Atiologien aufweisen. Sowohl die RA als auch die

Parodontitis sind durch den Abbau von Knochen- und Knorpelgewebe gekennzeichnet. Es
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konnte gezeigt werden, dass es bei einer Parodontitis zur systemischen Ausbreitung von P.
gingivalis kommen kann. Weiter gibt es Anhaltspunkte, dass der parodontalpathogene P.
gingivalis die Fahigkeit besitzt, durch Endo- und Exotoxine die Wirtsabwehr zu umgehen, in
verschieden Gewebe zu invadieren und diese zu destruieren. Das konnte auf einen mdoglichen
Pathomechanismus bei der Entstehung der RA hindeuten. In diesem Zusammenhang zeigen die
vorliegenden Daten, dass P. gingivalis in der Lage ist, humane Chondrozyten zu infizieren und
Proliferation und Apoptose zu beeinflussen, was mdoglicherweise auf eine Rolle von
parodontalpathogenen Keimen in der Pathogenese von entziindlichen Gelenkerkrankungen

hinweisen konnte.

4.4 Interaktion von P.gingivalis mit humanen Chondrozyten

Bakterien missen die Fahigkeit zur Adhasion an die Zellmembran besitzen, um Wirtszellen
infizieren und in diese invadieren zu koénnen. Die Fahigkeit von P. gingivalis an oralen
Epithelzellen oder gingivalen Fibroblasten zu adhérieren und in diese zu invadieren, konnte
bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden [Dorn et al. 2001; Duncan et al. 1993; Lamont
et al. 1995; Madianoset et al. 1996]. In einer weiteren Studie konnte eine Invasion von P.
gingivalis in humane Endothelzellen nachgewiesen werden [Walter et al. 2004]. Ein
Hauptvermittler der Adhésion und Invasion von P. gingivalis sind Fimbrien [Lamont und
Jenkinson 1998]. Sie sind bis zu drei um lang und zirka funf nm dick. Mittels der Fimbrien
bindet P. gingivalis an die Oberflachenrezeptoren der Wirtszellen und beginnt seine aktive
Invasion in die Zellen [Njoroge et al. 1997; Weinberg et al. 1997]. Die Bakterien siedeln sich im
perinukledaren Gebiet der Wirtszellen an, wo sie dann Einfluss auf den Zellstoffwechsel des
Wirtes nehmen [Lamont et al. 1995; Lamont und Yilmaz 2002; Walter et al. 2004]. Weiter gibt
es Hinweise darauf, dass erst durch den Kontakt zwischen Bakterium und Wirtszelle, die
Bildung virulenter Mediatoren angeregt wird [Park und Lamont 1998]. Einer der
Hauptvirulenzfaktoren sind die Cysteinproteinasen. Diese Enzyme sind in der Lage, an Laminin,
Fibrinogen und Fibronektin zu binden und diese Proteine abzubauen [Pike et al. 1996]. Von P.
gingivalis produzierte Proteasen konnen Kollagen, elastische Fasern sowie Albumin und
Haptoglobin abbauen [Holt und Bramanti 1991; Mayrand und Holt 1988; Travis et al. 1997].
Wie bereits in vergangenen Studien beschrieben, konnte eine Interaktion von P. gingivalis mit

verschiedenen Geweben beobachtet werden. Es konnte gezeigt werden, dass P. gingivalis die
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Fahigkeit besitzt, in Endothelzellen, Epithelzellen und Fibroblasten zu invadieren, diese zu
infizieren und Einfluss auf deren Zellprozesse zu nehmen [Lamont et al. 1992,1995; Saglie et al.
1982, 1986, 1988; Walther et al. 2004].

In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro die Interaktion von P. gingivalis mit primaren,
humanen Chondrozyten untersucht. Mittels SEM- und KLM- Analyse konnten wir zeigen, dass
es nicht nur eine Adhésion, sondern auch eine Interaktion von P. gingivalsis mit humanen
Chondrozyten gibt. Die Invasion von P. gingivalis in humane Chondrozyten wurde mittels
Invasionsassays untersucht, eine Methode, die sich bereits in vergangenen Studien etabliert hat
[Deshpande et al. 1998; Walter et al. 2004]. Es konnte gezeigt werden, dass der
parodontalpathogene P. gingivalis die Fahigkeit besitzt, in humane Chondrozyten zu invadieren.
Um die Intrazellularitat von P. gingivalis mit einer weiteren Methode nachzuweisen, wurde eine
doppelte Immunfluoreszenzfarbung nach Infektion der Chondrozyten durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mittels KLM, wie sie bereits in vergangenen Studien etabliert wurde
[Hocke et al. 2008; Slevogt et al. 2007]. Anhand der doppelten Immunfluoreszenzfarbung konnte
eine Invasion von P. gingivalis in humane Chondrozyten, als spezifischer Nachweis der
Intrazellularitat, bestatigt werden. In unseren Versuchen konnten wir eine 27%- ige Invasion
von P. gingivalis mittels Invasionsassays nachweisen. Der prozentuale Anteil der intrazellul&ren
Erreger mittels konfokaler Lasermikroskopie (5 %) war deutlich geringer als im Protection-
Invasionsassay. Eine mogliche Ursache fur die unterschiedliche Intrazellularitat kdnnte in der
Methodik des Invasionsassays liegen. Es bleibt zu diskutieren, ob im Invasionsassay durch die
Zugabe von Metronidazol und Gentamycin wirklich alle extrazelluldren Bakterien getotet
worden sind. Die erneute Anzucht der Erreger auf Columbia- Agar kdnnte jedoch eine mogliche
Persistenz von P. gingivalis in Chondrozyten erklaren, die schon in vergangenen Studien
beschrieben worden ist [Madianoset et al. 1996]. In einer in vitro Untersuchung mit Epithelzellen
konnte eine intrazellulare Persistenz und Replikation von P. gingivalis beobachtet werden
[Madianoset et al. 1996]. In weiteren Studien wurden verschiedene Invasionsraten von P.
gingivalis in Endothelzellen oder Epithelzellen zwischen 2,9 % und 34 % beschrieben [Dorn et
al. 2000; Walter et al. 2004; Unowey et al. 2006]. Dabei hing die Invasionsrate vom jeweiligen
Zelltyp ab. Zurzeit werden verschiedene Wege der Invasion von P. gingivalis in das Gewebe
diskutiert. In kardialen Mesenchymzellen wurde P. gingivalis in Phagosomen vorgefunden

[Lamont et al. 1992]. Die Invasion in Epithelzellen wurde durch andere Endozytosevorgange
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erklart. Dabei lag P. gingivalis frei im Zytoplasma vor, ohne die Struktur der Zellen zu
beeintrachtigen [Lantz 1996]. In einer anderen Studie konnte eine Intrazellularitat von P.
gingivalis in Vakuolen beobachtet werden [Lamont et al. 1995]. In unserer Studie konnten wir
vereinzelte Bakterien im Zytoplasma finden, ohne einen konkreten Mechanismus der Invasion zu
definieren. Es wurden auch zwischen den verschiedenen P. gingivalis- Stammen Unterschiede in
der Invasionsrate beobachtet [Cutler et al. 1995]. P. gingivalis- Stdmme mit starker
Polysaccharid- Kapselauspragung zeigten eine deutlich geringere Adhésions- und Invasionsrate
als Stamme mit geringer Kapselbildung [Cutler et al 1995]. In unseren Versuchen benutzten wir
einen P. gingivalis- Stamm mit geringer Kapselbildung. Trotz dieser geringen Kapselbildung
wird der P. gingivalis- Stamm ATCC 33277 als gering invasiv beschrieben [Miyabe et al. 2004;
Katz et al. 1996]. Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf die Invasionsrate von P. gingivalis haben
konnte, ist die Methodik der Chondrozyten- Infektion. Die Infektion der humanen Chondrozyten
erfolgte unter mikroaerophilen Bedingungen. P. gingivalis ist ein obligater Anaerobier, so dass
man in vitro von nicht optimalen Bedingungen fiir eine Infektion mit P. gingivalis ausgehen
kann. In Anlehnung an die aufgefiihrten Daten, bestatigen unsere Versuche eine Adhésion und
Invasion von P. gingivalis in humane Chondrozyten als einen méglichen Pathomechanismus bei
der Entstehung der RA.

4.5 Einfluss von P. gingivalis auf den Zellzyklus von humanen Chondrozyten

Im Laufe einer Zellteilung durchl&uft die Zelle verschiedene Phasen, die den Zellzyklus bilden.
Dabei spielt die G1- Phase eine entscheidende Rolle fir die Regulierung der Zellteilung [Murray
und Hunt 1993; Nurse 1975]. In der G1- Phase wird die Zelle auf die Zellteilung vorbereitet
und die Chromosomenverdoppelung wird aktiviert oder sie verlasst den Zellzyklus, geht in die
GO- Phase und stoppt die Zellteilung [Murray und Hunt 1993; Nurse 1975]. Aus der GO- Phase
kann die ruhende Zelle jederzeit in den Zellzyklus zuriick und wieder proliferieren [Stein et al.
1985]. Die Abldufe der Zellzyklusphasen sind prazise reguliert, um eine normale Zellteilung zu
gewadhrleisten [Coqueret 2002]. In kirzlich durchgefiihrten Studien konnte gezeigt werden, dass
P. gingivalis die Fahigkeit besitzt, den Zellzyklus von Epithelzellen und Osteoblasten zu
manipulieren [Kuboniwa et al. 2008; Kato et al. 2008]. Dabei wurde beobachtet, dass P.
gingivalis den Zellzyklus von infizierten Zellen blockieren oder stimulieren kann [Kuboniwa et

al. 2008; Kato et al. 2008]. Eine Blockierung des Zellzykluses konnte eine Rolle bel
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apoptotischen Zell- Prozessen spielen. Eine Stimulierung konnte auf eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese von Tumorerkrankungen hindeuten [Dephande et al. 2005]. In der Studie von
Kuboniwa et al. konnte eine verstarkte Zellproliferation von infizierten gingivalen Epithelzellen
beobachtet werden. Bereits nach 6- stiindiger Infektion mit P. gingivalis kam es zu einem
signifikanten prozentualen Anstieg der Zellen in der S- Phase. In der Studie von Kato et al.
konnte nach Infektion mit P. gingivalis ein hemmender Einfluss auf den Zellzyklus von
Osteoblasten beobachtet werden. Es kam nach 10- stundiger Infektion zu einer signifikanten
Abnahme der lebenden Zellen. Die infizierten Osteoblasten verharrten in der G1- Phase und der
prozentuale Anteil der infizierten Zellen in der S- Phase und G2- Phase nahm deutlich ab.
Dadurch wurde der naturliche Zellzyklus in seinen Abléufen gestort. Da in der G1- Phase die
Zelle auf die Zellteilung vorbereitet wird, kam es zu einer Blockierung der Zellteilung.
Gleichzeitig konnte eine erniedrigte Expression von Zyklin- abhdngigen Kinasen wie zum
Beispiel Zyklin D1, D2 und D3 beobachtet werden. Diese Zykline sind wichtige Regulatoren
beim Wechsel einer Zelle aus der G1/ GO- Phase in die G1/ S- Phase [Obaya and Sedivy 2002].
Durch die Hemmung der Expression der Zykline wird der Zellzyklus gestort und die Zelle kann
nicht von der G1/ GO- Phase in die ndchste Phase Ubertreten. In einer anderen Studie konnte
gezeigt werden, dass Toxine vom parodontalpathogenen A. actinomycetemcomitans in der Lage
sind, den Zellzyklus der Wirtszellen in der G2/ M- Phase zu blockieren und so einen hemmenden

Einfluss auf die Zellteilung zu nehmen [Sugai et al. 1998].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von P. gingivalis auf den Zellzyklus von humanen
Chondrozyten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass P. gingivalis einen signifikanten
Einfluss auf Zellzyklusprozesse von humanen Chondrozyten nimmt. Nach Infektion mit P.
gingivalis kam es zu einer prozentualen Zunahme der Chondrozyten in der G1/ GO- Phase und
einer deutlichen prozentualen Abnahme der Chondrozyten in der S- und G2- Phase. In
Anlehnung an die Studie von Kato et al. lasst dieses Ergebnis auf eine reduzierte Zellteilung der
humanen Chondrozyten nach Infektion mit P. gingivalis schlieBen. Dadurch wurden die
infizierten Chondrozyten gehindert, einen wichtigen Kontrollpunkt im Zellzyklus (G1/ S- Phase)
zu passieren, was eine bedeutende Rolle fiir das Zellwachstum haben kénnte. Die RA ist neben
der Synovitis auch durch den Verlust von Knorpelgewebe gekennzeichnet [Snydermann und
McCarty 1982].
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Damit konnte eine Hemmung des Zellzyklus mdglicherweise im Zusammenhang stehen mit

destruktiven Gelenksveréanderungen bei entziindlichen rheumatischen Erkrankungen.

4.6 Apoptose- induzierende Mechanismen von P. gingivalis

Die Apoptose ist ein fundamentaler Prozess bei der Aufrechterhaltung der Zell- Homoostase
[Hengartner 2000]. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig der Einfluss von P. gingivalis auf
die Apoptose von humanen Chondrozyten beschrieben. Bereits in friiheren Studien konnte
gezeigt werden, dass parodontalpathogene Bakterien Apoptose- induzierende Eigenschaften
haben, wie zum Beispiel die Aktivierung der Caspase 3, die DNA- Fragmentation und den
Verlust der Membranintegritéat in Leukozyten und T- Lymphozyten [Arakawa et al. 2000; Kato
et al. 2000; Wang et al. 1999]. In weiteren Studien wurden der Einfluss von
parodontalpathogenen Erregern auf die Apoptose in gewebestédndigen Zellen wie Fibroblasten
oder Epithelzellen beschrieben [Chen et al. 2001; De Carlo et al. 1998; Urnowey et al. 2006;
Wang et al. 1999; Wilton et al. 1993]. Es konnte gezeigt werden, dass P. gingivalis die Aktivitat
und Freisetzung zelleigener Kollagenasen in Epithelzellen und Fibroblasten stimuliert und somit
Apoptose- fordernde Mechanismen in Gang setzt [De Carlo et al. 1998]. In der Studie von Wang
et al. wurden Fibroblasten mit isolierten Proteasen von P. gingivalis beimpft. Es konnte ein
Anstieg der Apoptoserate von infizierten Fibroblasten bereits nach 12- stindiger Inkubation mit
den Proteasen beobachtet werden. In der Studie von Wilton et al. konnte nachgewiesen werden,
dass Bakterienstimme von A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis Toxine bilden, die
apoptotische VVorgénge in Leukozyten, Fibroblasten und Epithelzellen aktivieren. Einen weiteren
Einfluss auf die Apoptose scheint die Infektionszeit zu haben, mit der eine Zelle infiziert wird. In
einer Untersuchung mit gingivalen Epithelzellen wurde die DNA- Fragmentation nach
verschiedenen Infektionszeiten mit P. gingivalis mittels Elisa bestimmt. Es konnte nach 2-
stiindiger Infektionszeit eine signifikante Apoptose in den infizierten Zellen beobachtet werden.
Nach Infektionszeiten von 24 Stunden kam es zu einem signifikanten Abfall der Apotose auf das
Niveau der nicht- infizierten Kontroll- Gruppe. Die Destruktion des Gelenkknorpels gewinnt
immer mehr an Bedeutung in der Pathogenese der RA. Bereits frihere Untersuchungen konnten
einen Zusammenhang zwischen der RA und der Apoptose von Chondrozyten aufdecken [Kim
und Song 1999]. In der Studie von Kim and Song verglich man Knorpelgewebe von RA-

Patienten mit dem Knorpelgewebe von Probanden ohne RA. Es konnte eine doppelt so hohe
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Anzahl an apoptotischen Zellen bei den RA- Patienten nachgewiesen werden. Einen Stellenwert
beziglich der Apoptose- induzierenden Eigenschaft von P. gingivalis scheinen neben
verschiedenen Enzymen wie den Cysteinproteasen auch toxische Metabolite zu haben [Lamont
und Jenkinson]. In Studien konnte gezeigt werden, dass Derivate organischer Sauren, wie
Butyrate oder Propionate, von parodontalpathogenen Erregern, die Apoptose in B- und T- Zellen
induzieren. Weiter konnte beobachtet werden, dass Ammoniak oder Schwefelwasserstoff sowie
organische Séauren Einfluss auf die Immunabwehr des Wirtes haben und eine Destruktion von
Alveolarknochen und Stutzgewebe induziert wird [Lamont und Jenkinson 1998]. Die exakten
Abldaufe der Regulation von apoptotischen Vogangen, die durch parodontalpathogene Keime
induziert werden, sind noch nicht vollstédndig erschlossen. Verschiedene Studien zeigen, dass es
sowohl auf zellularer Ebene als auch erregerspezifische Unterschiede in der Regulation der

Apoptose gibt.

In Anlehnung an die zuvor beschriebenen Studien wurde in dieser Arbeit das Apoptoseverhalten
von humanen Chondrozyten nach Infektion mit P. gingivalis untersucht. Es konnte eine
Apoptose von humanen Chondrozyten nach Infektion mit P. gingivalis nachgewiesen werden.
Mittels Caspase 3- Western- Blot und TUNEL- Farbung wurden zwei verschiedene
Pathomechanismen des programmierten Zelltodes dargestellt. Beide Methoden haben sich
bereits in vergangen Studien als Nachweis von Apoptose etabliert [Barcia et al. 2007; John et al.
2007; Kithn und Lotz 2001]. Uber welche biochemischen Prozesse genau die Apoptose ablauft,

wird in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

4.7 Caspase 3- Aktivierung und DNA- Fragmentierung

Die Fahigkeit von oralen Bakterien wie P. gingivalis Uber verschiedene Mechanismen,
einschlieBlich der Aktivierung von Caspasen, Apotose in Endothelzellen oder Fibroblasten zu
induzieren, konnte bereits in vergangenen Studien gezeigt werden [Nakhjiri et al. 2001;
Urnowey et al. 2006; Zahlten et al. 2007]. Einer der Hauptmechanismen zur Induzierung von
Apoptose ist die Aktivierung von Cysteinproteasen [Hengartner 2000]. Dabei stellt die Caspase 3
ein Schlisselenzym der Apoptose dar. Als inaktivierte Proenzyme werden die Caspasen durch
verschiedene Prozesse der Aktivierungskaskade in die aktivierte Form tberfiihrt und aktivieren

Endonukleasen, welche Apoptose- typisch die DNA der Zelle fragmentieren [Hengartner 2000].
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Verschiedene Studien zeigten, dass P. gingivalis Uber eine Aktivierung von Caspase 3 Apoptose
in gingivalen Epithelzellen und Fibroblasten induziert [Brozovic et al. 2006; Urnowey et al.
2006].

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass nach Infektion mit P. gingivalis flr eine
und zwei Stunden eine erhohte Caspase 3 in humanen Chondrozyten zu verzeichnen war. In
weiteren Experimenten wurde zum Ausschluss einer eventuellen Nekrose die LDH-
Konzentration von humanen Chondrozyten nach Infektion mit P. gingivalis bestimmt. Nach 2-
stiindiger Infektion mit P. gingivalis kam es zu keiner signifikanten LDH- Konzentration. Daraus
lasst sich schlieRen, dass P. gingivalis nach einer Infektionszeit bis zu zwei Stunden Apoptose
durch eine Aktivierung der Caspase 3 in humanen Chondrozyten induziert. In unserer
Untersuchung konnte weiter gezeigt werden, dass nach einer langeren Infektionszeit von sechs
Stunden die Caspase 3 von humanen Chondrozyten herunterreguliert wurde. Ahnliche
Ergebnisse wurden in einer Studie von Nakhjiri et al. beschrieben. Es konnte nach 2- stundiger
Infektion von gingivalen Epithelzellen mit P. gingivalis eine Apoptose nachgewiesen werden
[Nakhjiri et al. 2001]. Nach langeren Infektionszeiten von bis zu 24 Stunden kam es zu keiner
signifikanten Apoptose bei gingivalen Epithezellen [Nakhjiri et al. 2001]. In der vorliegenden
Arbeit konnte eine deutliche Zunahme der LDH- Konzentration von humanen Chondrozyten
bereits nach 4- stindiger Infektion mit P. gingivalis nachgewiesen werden. Daher kénnte man
vermuten, dass es nach Infektionszeiten von mehr als zwei Stunden mit P. gingivalis, zu einer
zunehmenden Nekrose in humanen Chondrozyten kommt. In Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Ergebnissen konnte in einer Studie von Miyabe et al. ahnliche Ergebnisse
beobachtet werden. Man verglich verschiedene P. gingivalis- Stimme auf Virulenz und
Zytotoxizitdt. Nach 4- stindiger Infektion von Leukozyten konnte eine signifikant erhohte
Konzentration der LDH beim P. gingivalis- Stamm ATCC 33277 im Vergleich zum anderen P.
gingivalis- Stamm 16-1 beobachtet werden [Miyabe et al. 2004]. Daraus kdnnte man schlieRen,
dass die verschiedenen P. gingivalis- Stdmme unterschiedlich ausgepragt Zellnekrose induzieren.
In der vorliegenden Studie wurde als ein weiterer Mechanismus der Apoptose die DNA-
Fragmentierung untersucht. Eine etablierte Methode zum Nachweis der DNA- Fragmentierung
ist der TUNEL- (TdT- mediated d-UTP nick end labeling terminal desoxynucleotidyl
Transferase) Test [Barcia et al. 2007; Hein et al. 2006, Hocke et al. 2008, N'Guessan et al. 2005].
Die TUNEL- Reaktion markiert insbesondere DNA- Strangbriiche aufgrund apoptotischer
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Mechanismen. In verschiedenen Studien konnte eine Apoptose- assoziierte DNA-
Fragmentierung in Epithelzellen und aortalen Endothelzellen, nach Infektion mit P. gingivalis,
beobachtet werden [Nakhjiri et al. 2001; Roth et al. 2007]. In dieser Arbeit konnte eine
signifikante DNA- Fragmentierung, ab einer Infektionszeit von zwei Stunden mit P. gingivalis in
humanen Chondrozyten nachgewiesen werden. Damit wird die These, dass P. gingivalis in

humanen Chondrozyten Apoptose induziert bekraftigt.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen erstmalig, dass P. gingivalis in der Lage ist, primare humane
Chondrozyten zu infizieren und in diese zu invadieren. Die vorliegenden Daten zeigen weiterhin,
dass P. gingivalis die Proliferation und die Apoptose humaner Chondrozyten beeinflusst, was
mdoglicherweise auf eine Rolle von parodontalpathogenen Keimen in der Pathogenese der RA
hinweist. Damit unterstiitzen unsere Ergebnisse die Hypothese einer mdglichen Assoziation

zwischen der Parodontitis und der RA.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von oralen parodontalpathogenen Bakterien, wie P.
gingivalis, als einen moglichen Pathogenitatsfaktor bei der Entstehung von entzlindlichen
Gelenkerkrankungen, wie der RA, zu ergrinden. Es wurden die Adhésion und Invasion von P.
gingivalis in humane Chondrozyten sowie die daraus resultierenden Verdnderungen auf den
Zellzyklus, die Zellapoptose sowie Zellnekrose von infizierten Chondrozyten experimentell

untersucht.

Die RA ist eine systemische und chronisch- entziindliche Erkrankung. Sie zeichnet sich unter
anderem durch die Akkumulation eines pro- inflammatorischen Zellinfiltrates in der
Synovialmembran aus. Die sogenannte Synovitis tragt zur Entstehung von Pannusgewebe bei,
was letztendlich den Abbau von Knochen- und Knorpelgewebe im Gelenk induziert. Bis zum
jetzigen Zeitpunkt ist die genaue Atiologie der RA noch nicht geklart. Es scheinen jedoch
genetische sowie Umweltfaktoren, wie das Geschlecht, Alter, BMI, Zigarettenkonsum, HLA-
Genotyp sowie Infektionen, eine Rolle zu spielen. Die Bedeutung von bakteriellen Infektionen
und Virulenzfaktoren in der Atiologie der RA werden zunehmend diskutiert. In unserer Arbeit
haben wir die Bedeutung von oralpathogenen Bakterien als eine Mdglichkeit in der Pathogenese
von entzindlichen Gelenkerkrankungen untersucht. Es ist bereits bekannt, dass es eine enge
Assoziation zwischen der Parodontitis und der RA gibt. Sowohl die Parodontitis als auch die RA
sind durch den Verlust von kndchernen und bindegewebigen Strukturen gekennzeichnet. Einer
der Schlisselkeime bei der Entstehung einer Parodontitis ist P. gingivalis, ein orales,
gramnegatives, anaerobes Stabchen. Dieser Erreger ist in der Lage, die Epithelintegritat zu
beeintréchtigen, in humane Endothelzellen und Fibroblasten zu invadieren und die Transkription
und Proteinsynthese dieser Zellen zu beeinflussen. Es besteht damit die Voraussetzung fur
Parodontalpathogene, wie zum Beispiel P. gingivalis, sich einen direkten systemischen Zugang

zum Blutkreislauf zu verschaffen und eine ,,low level“ Bakteriamie zu unterhalten.

Humane Chondrozyten wurden aus Gelenken von Arthrose- Patienten, die eine TEP erhielten
isoliert, als Monolayer kultiviert und mit 5x10° P. gingivalis infiziert. Die Adhasion von P.
gingivalis in humanen Chondrozyten wurde mittels Scanning- Elektronenmikroskopie (SEM)

dargestellt. Eine mdgliche Invasion von P. gingivalis in humane Chondrozyten wurde
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lasersmikroskopisch sowie mittels Invasionsassays untersucht. Veranderungen des Zellzyklus
der infizierten Chondrozyten wurden mittels Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Die
Apoptose der infizierten Chondrozyten wurde mittels Terminale- Desoxyribosyl- Transferase
mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL)- Assays sowie der Caspase 3- Western- Blot-
Analyse dargestellt. AbschlieRend wurde die Zellnekrose nach Infektion mit P. gingivalis mittels
Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH)- Konzentration der infizierten Zellen untersucht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine Adhasion und Interaktion von P. gingivalis
an bzw. mit humanen Chondrozyten. Das Invasionsassay und die konfokale Lasermikroskopie
bestéatigten eine Invasion von P. gingivalis in humane Chondrozyten. Die FACS- Analyse zeigte
nach Infektion mit P. gingivalis eine prozentuale Zunahme der Chondrozyten in der G1- Phase
(69,41+7,67 versus 61,41+1,62), eine prozentuale Abnahme der infizierten Zellen in der S-
Phase (11,15+6,70 versus 12,51+2,26) sowie eine signifikante Abnahme der Chondrozyten in
der G2/ M- Phase (9,61+1,070 versus 26,08£3,76). Mittels TUNEL- Assays konnte eine
signifikante Apoptose infizierter Chondrozyten nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden
Veranderungen des Zytoskelettes mit einer Zunahme von Stressfasern (Verdichtung von Aktin-
Filamenten) in humanen Chondrozyten, nach Infektion mit P. gingivalis, beobachtet. Die
Untersuchung mittels Caspase 3- Western- Blots zeigte nach Infektionszeiten von 1 h sowie nach
2 h einen Anstieg der Caspase 3 im Vergleich zur nicht- infizierten Kontrollgruppe. Die
Untersuchung der LDH- Konzentration zeigte keinen LDH- Anstieg nach 2- stiindiger Infektion
mit P. gingivalis, jedoch war nach 4 h und 6 h eine Zunahme der LDH- Konzentration zu

verzeichnen.

Patienten mit einer Parodontitis haben ein héheres Risiko eine RA zu bekommen als gesunde
Personen und vice versa. Einer der Leitkeime bei der Entstehung einer Parodontitis ist P.
gingivalis. Andere Autoren zeigten, dass P. gingivalis die Fahigkeit besitzt, die Immunabwehr zu
umgehen, sich systemisch auszubreiten und in atheromatdse Endothelzellen zu invadieren.
Weiter gibt es Untersuchungen, die auf eine mdgliche Assoziation zwischen der Parodontitis und
der RA hinweisen. P. gingivalis besitzt die F&higkeit, IgM- RF zu induzieren und mittels seines
Enzymes PAD Proteine zu citrullinieren. Patienten mit einer RA haben einen signifikant hoheren

AK- Titer gegen P. gingivalis im Blut als gesunde Personen.
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Dabei korreliert die Hohe des P. gingivalis- AK- Titers mit der Hohe des AK- Titers gegen
citrullinierte Proteine. Dieser AK- Titer gegen citrullinierte Proteine stellt einen wichtigen

prognostischen Parameter der RA dar.

Anhand unserer Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass P. gingivalis die Fahigkeit besitzt,
humane Chondrozyten zu infizieren und in diese zu invadieren. Die vorliegenden Daten zeigen
weiter, dass P. gingivalis die Proliferation und Apoptose humaner Chondrozyten beeinflusst, was
mdoglicherweise auf eine Rolle von parodontalpathogenen Keimen, wie zum Beispiel P.
gingivalis, in der Pathogenese von entziindlichen Gelenkerkrankungen, im speziellen der RA
hinweist. Zusammenfassend unterstiitzen unsere Daten die Hypothese einer mdglichen

Assoziation zwischen der Parodontitis und der RA.
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