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1 Abkurzungsverzeichnis

A. Aggregatibacter

Abb. Abbildung

AcNo Identifikationsnummer der DNA-Sequenzen
AMP’s Antimikrobielle Peptide

°C Grad Celsius

Caz+ Calcium

CCR-6 Chemokinrezeptor 6

CD4+ cluster of differentiation 4 Rezeptor

CD14+ cluster of differentiation 14 Rezeptor

cDNA copy desoxyribonukleinacid, Kopie Desribonukleinséaure
cm2 Quadratzentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

CYS Cystein

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desribonukleinacid, Desribonukleinsaure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

EGF-Rezeptor

Epidermal Growth Factor Receptor

EMD® enamel matrix derivative, Schmelzmatrixprotein
ERK Extrazelluldr regulierte Kinase, Enzym

F. Fusobacterium

FCS Fetal calf serum, fetales Kalberserum

g Gramm

GAP-DH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase




GTR guided tissue regeneration, gesteuerte
Geweberegeneration

h Hour, Stunde

HaCaT human adult low calcium high temperature kreatinocytes,
humane Keratinozytenzelllinie

hBD-1,2,3 humane Beta-Defensine 1, 2, 3

HNP’s Human neutrophil peptides

IL-1B Interleukin 13

IL-6 Interleukin 6

kDA Kilodalton

LPS Lipopolysaccharid

Lsg Ldsung

Mg 2+ Magnesium

min Minute

ml Milliliter

N2 Stickstoff

Na+ Natrium

NAD+ Nikotinamidadenindinukleotid

NADH Nikotinamidadenindinukleotid-Dehydrogenase

nm Nanometer

nM Nanomol

NK’s Natdurliche Killerzellen, Lymphozyten

02 Molekularer Sauerstoff

P. Prevotellla

p38 mitogenaktivierte Proteinkinasen

PBS phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte
Salzlésung

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

rpm Revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

RT-PCR Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion




St. Streptococcus

Taq Thermus aquaticus

TAP’s tracheal antimicrobielle Peptide
TLR-1, 2 Toll-like-Rezeptor-1, -2

TNF-a Tumor Nekrose Faktor alpha
Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromol
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2 Abstrakt

Einleitung und Fragestellung

Epithelien nehmen in der Mundhdhle als physikochemische Barrieren gegeniber einer
Vielzahl von Noxen eine zentrale Stellung in der immunologischen Abwehr ein.
Schmelzmatrixproteinderivate (EMD) haben einen positiven Effekt auf parodontale
Wundheilungsvorgange. Die antibakteriellen Eigenschaften von antimikrobiellen
Peptiden (AMP’s) sowie ihre potentielle Rolle in der Wundheilung sind in der Literatur
beschrieben. Jedoch ist unklar, welchen Einfluss Schmelzmatrixproteine auf die lokale
Genexpression humaner Beta-Defensine in Epithelzellen haben.

Zielsetzung
Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von EMD auf die Genexpression von
antimikrobiellen  Peptiden und proinflammatorischen  Zytokinen in  humanen

Keratinozyten (HaCaT).

Material und Methoden

HaCaT-Zellen wurden jeweils fiur 1, 6, 12 und 24 h mit 100 pg/ml EMD stimuliert.

50 ng/ml TNF-a diente als positive Kontrolle. Nach Extraktion der RNA wurde die
Genexpression von hBD-1, -2, -3, LL-37, IL-1p3, IL-6 quantitativ mittels Real-time-PCR

untersucht.

Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen eine statistisch signifikante Hemmung der hBD-1 Expression vor
allem in spaten Phasen der Stimulation nach 12 h (p = 0,044) und 24 h (P = 0,048)
durch EMD im Vergleich zu unstimulierten Zellen (negative Kontrolle). Entsprechende
Daten zeigen sich nach Stimulation mit TNF-a nach 12 h (p = 0,044) und 24 h (p =
0,040). EMD stimuliert statistisch signifikant (p = 0,035) nach 24 h die Genexpression
von IL-1B. HBD-3 und LL-37 wurden nicht reguliert.

Schlussfolgerungen
Entgegen der bisherigen allgemeinen Datenlage, dass hBD-1 in Epithelzellen konstant
exprimiert wird, konnte die vorliegende Studie erstmals zeigen, dass EMD die

Expression von hBD-1 in HaCaT-Zellen reguliert.



2 Abstract

Introduction

Epithelial tissue lines the oral cavity and its primary functions are to protect from toxins,
pathogens and physical destruction. Enamel matrix derivatives (EMD) have been used
for periodontal regeneration. Antimicrobial peptides (AMP) are part of the innate

immune response and play an important role in wound healing.

Objectives
The aim of the present study was to analyze the effect on AMPs expression in human

keratinocytes (HaCaT cells) in presence of EMD.

Materials and methods

HaCaTs were cultured and stimulated with 100 pg/ml EMD an 50 ng/ml TNF-a for 1, 6,
12 and 24 h. Total RNA was extracted and analyzed by real-time RT-PCR for human
beta-defensins-1, -2, -3, cathelicidin LL-37 and interleukins IL-1B- and IL-6.

Results

Treatment with EMD caused a significant inhibition of hBD-1 mRNA expression
compared to no treatment in HaCaT keratinocytes after 12 h (p = 0,044) and 24 h (p =
0,048). Simultaneous treatment with TNF-a caused a significant inhibition of hBD-1
MRNA compared to no treatment in HaCaT keratinocytes after 12 h (p = 0,044) and 24
h (p = 0,040). IL-B was significantly upregulated after 24 h (p = 0,035) by stimulating
with EMD compared to no treatment in HaCaT keratinocytes. LL-37 was not expressed

after stimulation with EMD or TNF-a or no treatment at any time-point measured.

Conclusion
The present study shows a significant inhibition of hBD-1 gene expression in HaCaT

kreatinocytes following treatment with EMD.



3 Einleitung

Parodontitis ist eine bakteriell verursachte, entzindliche Erkrankung des Parodonts.
Aktuelle Studien zeigen, dass die Pravalenz der schweren Parodontitis in Deutschland
leicht abnimmt, jedoch ist sie im Vergleich zu anderen Industrienationen wie den USA
oder Japan noch immer hoch (Schiitzhold et al. 2015; Holtfreter et al. 2009; Hirotomi et
al. 2014). So litten laut der 4. Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS V) im Jahr
2006 insgesamt 73 % der 35-44 Jahrigen und 88 % der 65-74 Jahrigen an einer
Parodontitis. Der mit zunehmendem Alter verbundene Anstieg systemischer
Erkrankungen erhdht auch das Risiko an einer Parodontitis zu erkranken, da besonders
chronisch entziindliche Erkrankungen wie beispielsweise metabolische, kardiovaskulare
oder entzindlich rheumatische Erkrankungen mit einer Parodontitis assoziiert sind
(Pischon et al. 2007; Desvarieux et al. 2010; Boillot et al. 2015; Detert et al. 2010;
Silvestre-Rangil et al. 2016).

Die Therapie der Parodontitis umfasst die mechanische Reduktion des parodontalen
Biofilms auf der Wurzeloberflache um ein immunologisches Gleichgewicht zwischen
bakteriellem Angriff und Wirtsimmunitat einzustellen. Die parodontale Regeneration
dient dariber hinaus der Wiederherstellung aller Strukturen des Parodonts, d.h.
Desmodont, Alveolarknochen, Wurzelzement und Gingiva (Caton 1997). Je nach
knéchernem Defekt des Parodonts stehen daflr verschiedene Therapieanséatze zur
Wahl. Neben chirurgischen Techniken wie der gesteuerten Geweberegeneration (GTR),
finden Knochenersatzmaterialien und Schmelzmatrixproteine (SMP) sowie eine
Kombination aus beidem Anwendung.

Schmelzmatrixproteine werden wahrend der Zahnentwicklung von der Hertwig'schen
Epithelscheide sezerniert und spielen eine bedeutende Rolle bei der Zementogenese,
durch Steuerung und Stimulation der PDL-Zellen, und der Bildung mineralisierter
Strukturen, dem Alveolarknochen und des Wurzelzements (Hammarstrom 1997b).
Emdogain® (Biora, AB, Malmo, Schweden) st das Produkt eines
Schmelzmatrixproteins (SMP), welches seit 1997 zur Behandlung intraossarer,
parodontaler Defekte eingesetzt wird. Es wirkt als Stimulanz der Geweberegeneration
indem es Vorgange wahrend der Zementogenese imitiert (Rathva 2011). Der positive
Effekt von SMP auf die Geweberegeneration ist in in-vitro und in-vivo Studien belegt
(Lyngstadaas et al. 2001; Bertl et al. 2009). Epithelzellen zeigen in Anwesenheit von
Schmelzmatrixporteinen eine vermehrte Proliferation (Rincon et al. 2005). Desweiteren

beschleunigt SMP die epitheliale Wundheilung aufgrund seiner antibakteriellen, anti-
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apoptotischen und anti-inflammatorischen Eigenschaften (Lafzi et al. 2011). Aul3erdem
konnte nachgewiesen werden, dass SMP die Proliferation und Zelldifferenzierung von
mesenchymalen Zellen wie Osteoblasten und Fibroblasten stimuliert (Pischon et al.
2006; Zeldich et al. 2007).

In den 1980er Jahren wurden erstmals kdrpereigene, antimikrobiell wirksame Proteine,
die antimikrobiellen Peptide (AMP’S), entdeckt, welche gegen eine Vielzahl von
bakteriellen Pathogenen wirksam sind (Steiner et al. 1981). Eine besondere Rolle dabei
nehmen die humanen Beta-Defensine (hBD’s) ein, die in verschiedenen Epithelien des
Kdrpers, wie in der Trachea, im Urogenitaltrakt und der dufReren Haut nachgewiesen
wurden. Die Funktion und Wirkungsweise der AMP’s wurde bereits in verschiedenen
Zelltypen wie Keratinozyten, Endothelzellen und Osteoblasten untersucht (Niyonsaba
et al. 2002; Kawsar et al. 2010; Varoga et al. 2009). Sie sind Teil der initialen
Immunantwort und haben dariber hinaus Einfluss auf die epitheliale Wundheilung
indem sie die Migration und Proliferation von Keratinozyten stimulieren (Niyonsaba et
al. 2007). Studien belegen, dass antimikrobielle Peptide einen regulatorischen Einfluss
auf Entzindungsmediatoren wie Interleukine und Wachstumsfaktoren haben (Grayson
et al. 2006). Zudem wirken humane Beta-Defensine antimikrobiell gegen parodontal
pathogene Keime wie P. intermedia, P. gingivalis, T. forsythia, F. nucleatum und A.
actinomycetemcomitans (Gursoy und Kénonen 2012). Humane Beta-Defensine -1, -2
und -3 werden auch im gingivalen Epithel exprimiert (Gursoy und Kénénen 2012). Es
wurden signifikante Unterschiede bei der Exprimierung der hBD's in entzindlich
veranderter Gingiva beschrieben (Dommisch et al. 2015; Dommisch et al. 2005b; Wang
et al. 2015).

In der parodontalen Regeneration nehmen Epithelien als physikochemische Barriere
eine besondere Schutzfunktion ein. Mit der Destruktion des Saumepithels beginnen
parodontal pathologische Prozesse. Bisher konnte nachgewiesen werden, dass SMP‘s
die parodontale Regeneration positiv beeinflussen. Zudem wird angenommen, dass
antimikrobielle Peptide eine Rolle in der Wundheilung spielen. Jedoch gibt es keine
Studien, die aufzeigen wie sich im Rahmen der parodontalen Regeneration SMP‘s auf
die lokale Expression antimikrobieller Peptide in Epithelzellen auswirken. Die
vorliegende Arbeit befasst sich mit dem zellbiologischen Einfluss von SMP'‘s auf die
Expression antimikrobieller Peptide und proinflammatorischer Zytokine in humanen
Epithelzellen (HaCaT).
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4 Literaturtbersicht

4.1 Parodont

4.1.1 Anatomie und Physiologie des Parodonts

Der Begriff Parodont/Periodont wird aus dem Griechischen abgeleitet, wobei para und
peri fur ,neben“ und odontus fur ,Zahn“ stehen. Es kann folglich ,das den Zahn
umgebende Gewebe“ abgeleitet werden.

Zum Parodont werden der Alveolarfortsatzknochen, das Desmodont, das Wurzelzement
und die Gingiva gezéhlt. Die Funktionen des Parodonts sind eine feste Verankerung
des Zahnes im Knochen, eine Sicherstellung der Eigenbeweglichkeit des Zahnes in der
Alveole zur Dampfung der mechanisch einwirkenden Krafte und vor allem eine
immunologische Barrierefunktion in der Mundhohle gegeniber verschiedenen Noxen.
Eine besondere Stellung nehmen dabei Epithelien, besonders das Saumepithel, als

physikochemische Barriere ein.

Schmelz

Sulcusepithel

Saumepithel

Orales Epithel

Bindegewebe

Alveolarknochen

Abb. 1 Schematische Darstellung Lage des Saumepithels
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4.1.2 Parodontitis

Die Parodontitis ist eine immuninflammatorische Erkrankung des Zahnhalteapparates,
hauptséachlich verursacht durch gram-negative anaerobe Bakterien.

Die Erkrankung beginnt stets mit einer Gingivitis. Diese ist durch entsprechende
Mundhygienemalinahmen des Patienten reversibel. Bei einem Fortschreiten der
Gingivitis kommt es zu einer Ausbreitung der Entziindung auf weitere parodontale
Strukturen. Gewebedestruktionen des umliegenden Hart- und Weichgewebes sind die
Folgen, welche irreversible Schaden darstellen. Zeichen einer manifesten Parodontitis
sind gingivale Erytheme und Odeme, Blutungen durch Sondieren mittels
Parodontalsonde, Rezessionen, vermehrte Sulkusflissigkeit, erhohte Zahnmobilitat und
Zahnwanderung (Preshaw et al. 2012).

Schlieflich kann durch den inflammatorisch bedingten Attachmentverlust Zahnverlust
die Folge sein (Trindade et al. 2014). Nikotin- und Alkoholabusus sowie
immunsuprimierende Erkrankungen wie Diabetes (Typ | und II) sind Hauptrisikofaktoren
und begunstigen die Entstehung parodontaler Erkrankungen (Deschner et al. 2014;
Preshaw et al. 2012).

Zur Destruktion des parodontalen Gewebes kommt es Uber drei Wege (Tatakis und
Kumar 2005). Die Pathogene sezernieren selbst proteolytische Enzyme, die direkt
parodontale Strukturen zerstéren. Die abgegebenen Enzyme und Toxine der
Pathogenen stimulieren in den betroffenen Zellen selbst degenerative Enzyme. Zudem
wird durch pathogene Bakterien selbst eine Immunantwort stimuliert, es kommt zur
Ausschuittung proinflammatorischer Zytokine, die eine Gewebsdestruktion bewirken.

Zu den besonders parodontal pathogenen Keimen gehdren die anaeroben Bakterien P.
gingivalis, T. denticola und T. forsythia. Neueste Modelle gehen nicht mehr von einer
Destruktion durch individuelle Keime aus, sondern von einem Synergismus der
parodontalpathogenen Keime mit anderen Mikroorganismen aus, welche ein
Ungleichgewicht des parodontalen Biofilms zur Folge hat (Hajishengallis 2015). Eine
symbiotisch mikrobielle Flora gerat in eine ,Dysbiose®, in der Anaerobier dominieren.
Fur eine Homoostase sind immunologische Prozesse im Parodont verantwortlich. Geréat
diese Homdstase aus dem Gleichgewicht kommt es zu einem Prozess indem sich
Entzindung und Ausbreitung der Pathogene gegenseitig verstarken. Beispielsweise
kénnen P. gingivalis, T. denticola und T. forsythia das Komplementsystem blockieren
(Popadiak et al. 2007; Potempa et al. 2009). P. gingivalis kann die Funktion der

Neutrophilen manipulieren, sodass diese eine Destruktion von parodontalem Gewebe
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bewirken. (Hajishengallis 2015). T. denticola inhibiert die Produktion humaner [3-

Defensine in gingivalem Epithel (Shin et al. 2013).

Eine in Europa verbreitete Klassifikation der Parodontitis ist die Klassifikation nach
Armitage (Armitage 2000). Hier unterscheidet man in chronische und aggressive sowie

lokale und generalisierte Parodontitiden.
I Gingivopathien
I Chronische Parodontitis (lokalisiert, generalisiert)

1] Aggressive Parodontitis (lokalisiert, generalisiert)

AV Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen

\% Nekrotisierende Parodontalerkrankungen

VI Abszesse des Parodonts

Vi Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen Lasionen

VIII Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformitéten oder Zustande

4.1.3 Parodontale Regeneration

Regeneration, auch ,restitutio ad integrum® bedeutet Neubildung des Vorhandenen.
Eine parodontale Regeneration meint eine Gewebeneubildung, welches dem
verlorengegangen Gewebe in Form und Funktion entspricht. Das bedeutet eine
Neubildung von Alveolarknochen, Wurzelzement und dem parodontalen Ligament. Im
Gegensatz dazu bedeutet Reparation der Ersatz verlorengegangener Strukturen durch
beispielsweise Narbengewebe. Um eine Regeneration der betroffenen Gewebe zu
erreichen, sollte eine Proliferation des Saumepithels nach apikal vermieden werden. Ein
sogenanntes ,langes Saumepithel® flhrt lediglich zu einer reparativen Heilung und
fungiert dann als Ersatzgewebe. Im Gegensatz zu einem physiologischen Saumepithel,
scheint ein ,langes Saumepithel” eine geringere Zellproliferationsrate aufzuweisen (Uno
et al. 1998).

Epithelien nehmen in der parodontalen Regeneration eine zentrale Stellung ein. Sie

bieten Schutz gegen externe Noxen indem sie als physikalische oder chemische
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Barriere fungieren. Sie kleiden dabei alle Kérperoberflaichen und Hohlen aus und
regulieren die Homoostase des Korpers uber Resorptions- und Sekretionsvorgédnge
(Coraux et al. 2005).

Das Saumepithel ist der Zahnoberflache direkt anliegend, bildet den Epithelansatz und
hat eine spezielle Schutzfunktion gegentber parodontalen Pathogenen. Die
Veranderung des Saumepithels in Form von L&asionen ist Teil der parodontalen Lasion.

Die Wundheilung der entstandenen Lasionen ist die Voraussetzung der parodontalen

Regeneration wird grundséatzlich in drei Phasen unterteilt (Schreml et al. 2010).

* Phase der Entziindung

Wahrend der inflammatorischen Phase kommt es zur Stabilisierung eines
Blutkoagulums mit anschlieRendem Abbau von Fibrin. Es migirieren Epithelzellen
in den Defekt.

* Phase der Proliferation

Es kommt zur Bildung einer tempordren Matrix durch Zellproliferation,
Neuvaskularisierung, Zellorganisation und Wundkontraktion. Es bildet sich ein

Granulationsgewebe und es kommt zur Fibrinolyse.

*  Phase der Maturation

In  der dritten Phase findet eine vermehrte Kollagensynthese und

Geweberemodelling statt.

Die parodontale Heilung nimmt eine besondere Stellung ein, da sowohl Weichgewebe
(Gingiva, parodontales Ligament) als auch Hartgewebe (Alveolarknochen,
Wourzelzement) in komplexer Abstimmung gleichzeitig regenerieren. Verschiedene

Zellen und Botenstoffe missen bei der Zellmigration, Adhasion, Proliferation und

14



Differenzierung koordiniert werden. Die Selektion der Zellen entscheidet weitgehend
welche Art von Heilung resultiert, Regeneration oder Reparation (Sculean et al. 2015a;
Taba et al. 2005).

4.2 Regenerative Parodontaltherapie

4.2.1 Einleitung

Das primére Ziel der Parodontaltherapie ist die Kontrolle der bakteriellen Infektion um
die Progression des Attachementverlustes aufzuhalten. Dies geschieht zunéchst mittels
individueller bzw. professioneller mechanischer Biofilmentfernung. Nach der
Kausaltherapie wird eine Regeneration des Alveolarknochens, des parodontalen
Ligaments, des Wurzelzements und des Weichgewebes angestrebt. Zur Anwendung in

der parodontalen Regeneration kommen:

* Knochenersatzmaterialen
* Gesteuerte Geweberegeneration (GTR)

* Schmelzmatrixproteine (SMP‘s, Emdogain®, Firma Straumann)

Um die, neben den Weichgewebsdefekten, entstandenen, kndchernen, parodontalen
Defekte zu regenerieren, kdnnen verschiedene Knochen(-ersatz-)materialen zum
Einsatz kommen. Man unterscheidet dabei 4 Gruppen. Bei autogenem Knochen handelt
es sich um Eigenknochen des Patienten, intraoral (z.B. Tuberregion) oder extraoral
(z.B. Beckenkamm) entnommen. Allogener Knochen ist Material derselben Spezies
(z.B. humane Praparate wie DFDBA, demineralized freeze-dried bone allografts,
demineralisiertes, gefriergetrocknetes allogenes Knochenersatzmaterial). Xenogenes
Knochenersatzmaterial, Material einer anderen Spezies, stammt meist von Rindern
oder Schweinen. Zuletzt kommt auch synthetisches/alloplastisches
Knochenersatzmaterial zum Einsatz (Benic und Hammerle 2014). Nach neuesten
Auswertungen, kommt man zur Annahme, dass die Chance auf eine komplette
parodontale Regeneration bei autogenem Knochen am grof3ten ist, gefolgt von
allogenen Materialen. Dagegen scheint es bei xenogenen Ersatzmaterialien nur zu

einer partiellen parodontalen Regeneration zu kommen (Sculean et al. 2015b).
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Eine weitere, in der parodontalen Heilung eingesetzte Methode ist die gesteuerte
Geweberegeneration (GTR). Mittels Membrantechnik werden die Anteile des Parodonts
gezielt voneinander getrennt, um eine Einwanderung des schneller proliferierenden
Epithels in den knéchernen Defekt und damit die Bildung des Saumepithels nach apikal
zu verhindern. Auf3erdem wird so ein Hohlraum fiur das Koagulum und die
Gewebeheilung wahrend der parodontalen Wundheilung geschaffen. Verwendete
Materialien kénnen nicht resorbierbar/synthetisch (z.B. Polytetrafluorethylen) oder
resorbierbar/natirlich/synthetisch sein (z.B. Kollagen, Polyglactin), wobei alle
nichtresorbierbaren Materialien in einem spateren Zweiteingriff entfernt werden mussen.
Meist kommen resorbierbare Membranen aus Kollagen, vom z.B. Schwein, zum
Einsatz. Die ideale Membran sollte osteoinduktiv sein und eine eigene Resorptionsrate

haben, die der Formationsrate des neuen Knochens entspricht (Bartold et al. 2015).

Die dritte unterstltzende, regenerative Methode st das Einbringen von
Schmelzmatrixproteinen. Seit 1997 kann ein Schmelzmatrixproteinderivat, Emdogain®
(Straumann, EMD) kommerziell erworben werden, welches einer Hitzebehandlung im
Herstellungsprozess unterzogen wurde. Schmelzmatrixproteine wirken als Initiator der
Zementogenese, fordern die Bildung von Wurzeldentin und induzieren die
Differenzierung der vorhandenen Zellen zu Zementoblasten im Zahnfollikel
(Hammarstrom 1997a).

Hauptbestandteil des Schmelzmatrixprotenderivates ist das Amelogenin, welches von
den Ameloblasten sezerniert wird und anschlieRend die Schmelzbildung fordert. Es
wurde beschrieben, dass Amelogenin isoliert eine dhnliche Wirkung hat wie EMD mit
allen Fraktionen, namlich eine Stimulation der Proliferation und Differenzierung von
PDL-Zellen (Lyngstadaas, Wohlfahrt et al. 2009). PDL-Zellen sind fir die Bildung und
Regeneration von Gewebe eines physiologischen Zahnhalteapparates von signifikanter
Bedeutung. Sie sind an der Zementogenese beteiligt (Arceo et al. 1991) und
produzieren Proteine (z.B. Osteonectin), welche an der Osteogenese mitwirken
(Jonsson et al. 2011).
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4.2.2. Bestandteile von Schmelzmatrixprotein

Die Zusammensetzung von Schmelzmatrixprotein ist eine Komposition aus
verschiedenen Fraktionen. Schmelzmatrixproteine bestehen dabei zum grol3ten Teil
aus Amelogenin (90 %), ein hydophobes Protein. Der andere Teil (10 %) setzt sich aus
Enamelin, Tuftelin, Amelotin, Ameloblastin (oder Amelin) und verschiedenen

Serumproteinen zusammen (Hammarstrom 1997a).

Amelogenin ist der dominante Proteinkomplex des Schmelzmatrixproteins und spielt in
der Schmelzreifung eine bedeutende Rolle. Amelogenine bestehen aus verschiedenen
hydrophoben Peptiden, die sich aus Aminosauren wie Prolin, Leucin, Glutamin und
Histidin zusammensetzen (Brookes et al. 1995). Zahnschmelz ist die héarteste Substanz
des Korpers. Wahrend seiner Bildung scheiden spezielle Epithelzellen, die
Ameloblasten, eine Matrix aus. Von dem organischen Teil bestehen 90 % aus
Amelogenin, welche vermutlich das Wachstum der Hydroxylapatitkristalle steuern
(Termine et al. 1980). Wahrend der sekretorischen Phase wird das Enamelysin direkt
von Ameloblasten und Odontoblasten in die Schmelzmatrix abgegeben. Dieses Enzym
spaltet vom hydrophilen Amelogenin das carboxy-terminale Segment ab und reduziert
damit die Affinitat des Amelogenins zu den Hydroxylappatitkristallen (Fukae et al. 1998).
Es hat seine optimale Funktion bei neutralem pH-Wert. AnschlieRend, wéahrend der
Reifungsphase, ist Kallikrein-4 das dominante Enzym. Kallikrein-4 baut das Amelogenin
proteolytisch ab, damit es anschliel3end leichter aus der Matrix wieder entfernt werden
kann (Brookes et al. 1995). Fehler in der Interaktion mit Enamelin kdnnen
Deformationen im Schmelz zur Folge haben, ein Beispiel hierfir ist die x-
chromosomale Amelogenesis imperfecta (Fan et al. 2011).

Amelogenin lasst sich neben der Zahnhartsubstanz zusatzlich im Gehirn und im
hamatopoetischen System nachweisen (Deutsch et al. 2006). Einige Studien nehmen
an, dass Amelogenin deshalb nicht nur wéhrend der Biomineralisation eine Rolle spielt,
sondern auch als Signal-Molekul fungiert. Als Hauptbestandteil von EMD férdert es die
Proliferation von PDL-Zellen (Zeichner-David et al. 2006).

Tuftelin, ein anionisches Protein, gehdrt zu den Nicht-Amelogeninen und wurde
erstmals von Deutsch 1991 in sich entwickelndem, sowie im ausgereiften Schmelz
beschrieben (Deutsch et al. 1991). Es wurde nachgewiesen, dass Tuftelin au3erdem im

Hoden, in der Nebenniere, in der Niere, in embryonalen Stammzellen, in den Neuronen
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des Gehirns und auch im kanzerogenen Weichgewebe exprimiert wird (Leiser et al.
2011), wobei in der Niere und im Hoden die mRNA Exprimierung signifikant hoher ist,
als in den anderen Geweben (Leiser et al. 2007). Es wird wahrend der Zahnentwicklung
bereits im Knospenstadium gebildet und spielt eine Rolle bei der Formation der
Schmelzkristalle (Paine et al. 2000).

Enamelin (ca. 5 % des Schmelzmatrixproteins) ist das grof3te Matrixprotein mit einem
Molekulargewicht von 32-kDa. In Interaktion mit Amelogenin steuert es das
morphologische Wachstum in der Kristallstruktur wahrend der Biomineralisation (Fan et
al. 2011). Ein fehlerhaft kodiertes Gen dieses Proteins kann ebenso wie beim
Amelogenin zu einer Fehlbildung des Schmelzes fuhren (Fan et al. 2011; Kida et al.
2002). Enamelin ist im Gegensatz zum hydrophoben Amelogenin hydrophil. Beide
Proteine sind an den Tomes’schen Fasern der Ameloblasten lokalisiert (Gallon et al.
2013).

Ameloblastin (auch Amelin oder Sheathlin) scheint fur die Schmelzbildung von
besonderer Bedeutung zu sein. Es findet sich wahrend der sekretorischen Phase in den
Tomes'schen Fasern der Ameloblasten in den gebildeten Schmelzstaben und in den
Zwischenrdumen und kann somit eine Funktion in der Biomineralisation des Schmelzes
haben. Das kodierende Gen fir Ameloblastin befindet sich in der gleichen Region, die
mit der autosomal-dominant vererbten Amelogenesis imperfecta in Verbindung
gebracht wird. Hieraus lasst sich ableiten, dass Ameloblastin wahrend des
Schmelzreifungsprozesses auch in Verbindung mit Zahnfehlbildungen steht (Cerny et
al. 1996).

Ameloblastin tritt auch in anderen Geweben wie Osteoblasten, Zementoblasten und

PDL-Zellen auf und beeinflusst deren Metabolismus (Zhang et al. 2011).

4.2.3 Zellbiologischer Einfluss des Schmelzmatrixproteinderivates (EMD)

EMD fordert die parodontale Regeneration. Das wurde sowohl in in-vivo, als auch in in-
vitro-Studien nachgewiesen. Das Interesse am parodontal-regenerativen Potential von
EMD wurde zunachst durch die Studien von Hammarstrom begrindet (Hammarstrom et
al. 1997).
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4.2.3.1 In-Vivo-Studien

Klinisch-humane Studien

Zahlreiche, Klinische In-vivo-Studien unterstiitzen den positiven Effekt von EMD bei der
parodontalen Wundheilung.

Ein aktueller Review von Sculean gibt einen Uberblick tber Anwendungen von EMD in
der Heilung bei intraossaren, parodontalen Defekten (Sculean et al. 2015b). Dabei
wurde nach der EMD-Behandlung eine signifikante Bildung neuen Zements, neuen
Knochens und eines langen Saumepithels festgestellt. Au3erdem wurden histologische
Veranderungen hinsichtlich der Formation zellularen Zements, Knochens und
parodontalen Ligaments festgehalten. Die Ergebnisse wurden 6-9 Monate nach der
EMD-Behandlung erhoben und in verschiedene Typen der Wundheilung (regenerativ,
reparativ, Bildung eines langen Saumepithels) eingeteilt. Insgesamt kam es in 45 % der
Falle zu einer partiellen parodontalen Regeneration nach Behandlung mit EMD. Die
durchschnittliche Neubildung von Zement lag bei 1,3 mm und von Alveolarknochen bei
0,6 mm. Keine Studie zeigt eine vollstéandige Heilung des Defektes. In einer Studie kam
es nur zur Bildung eines langen Saumepithels nach EMD-Behandlung (Parodi et al.
2000).

Ein Review untersuchte Kklinische Studien zur Behandlung gingivaler Dehiszenzen
(Miller Klasse | und 1) mit dem koronalen Verschiebelappen mit und ohne
unterstitzende Behandlung mit EMD. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
zusatzliche Applikation von EMD zu einer signifikant héheren Formation von
keratinisiertem Gewebe fuhrte als die alleinige Behandlung mit einem koronalen
Verschiebelappen. Nach 2 jahriger Reevaluation waren 53 % der zusatzlich mit EMD
behandelten Dehiszenzen noch vollstandig gedeckt, in der Kontrollgruppe waren es
23 % (Hagewald et al. 2002; Cueva et al. 2004; Spahr et al. 2005).

Eine Studie untersuchte die Wundheilung in Gingivabiopsien nach Applikation von EMD
wahrend einer parodontalen Lappenoperation. EMD beschleunigte die Wundheilung
aufgrund seiner antibakteriellen, anti-apoptotischen und anti-inflammatorischen
Eigenschaften (Lafzi et al. 2011).
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4.2.3.1.2 Experimentelle Studien

Viele experimentelle Studien belegen das regenerative Potential von EMD.

Die Bildung von neuem Bindegewebe und die Anzahl von Kollagenfasern sowie die
frihe Bildung neuer Muskelzellen ist unter Einfluss von EMD in vivo signifikant erhéht
(Al-Hezaimi et al. 2012).

Am Mausmodell konnte in-vivo nach intravendser Gabe von EMD ein stimulierender
Effekt auf die Angiogenese nachgewiesen werden (Thoma et al. 2011).

Auch nach Gabe von EMD in die Chorioallantoismembran (CAM — Membran) des
Huhnereis kam es zu einer vermehrten Neuvaskularisation (Kauvar et al. 2010).

EMD hat Einfluss auf die Odontoklastentatigkeit in-vivo und damit auch auf die
Wurzelresorption (Yagi et al. 2009). In dieser Studie wurden erste Molaren von Ratten
extrahiert und die Wurzeloberflache vor Replantation mit EMD behandelt. Nach einer
Woche wurden die Zahne der getoteten Tiere nach Odontoklastenzahl, Flache der
Odontoklasten pro Wurzeloberflache und resorbiertem Dentin histologisch untersucht.
Die EMD-behandelten Flachen wiesen eine deutlich geringe Zahl an Odontoklasten aus
sowie eine verminderte Wurzelresorption an den Odontoklastenoberflachen.

Am Hunde-Modell wurden kunstlich geschaffene parodontale Defekte an den
Wurzeloberflachen mit EMD oder Orthophosphorsaure (36%) behandelt. Nach 7,14,21
und 28 Tagen fand eine histologische Untersuchung der Hart- und Weichgewebe statt.
Dabei war die Anzahl an neugebildetem Zement in der EMD-Gruppe signifikant erhdht
(Sakallioglu et al. 2004).

4.2.3.2 In-Vitro-Studien

PDL-Zellen, Endothelien, Osteoblasten, Fibroblasten

Zahlreiche in-vitro-Studien untersuchen den Einfluss von EMD Parodontale
Ligamentzellen (PDL-Zellen) hinsichtlich regenerativer Prozesse wie Proliferation und
Differenzierung. Eine Vielzahl von Autoren beschreibt hier die stimulierende Zellwirkung
des EMD.

Gestrelius beschatftigte sich als einer der Ersten mit dem Einfluss von EMD auf PDL-
Zellen (Gestrelius et al. 1997). Es konnte nachgewiesen werden, dass EMD einen

positiven Einfluss auf die Proliferation sowie die Protein- und Kollagensynthese hat.
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EMD erhohte die Migration von PDL-Zellen und gingivalen Fibroblasten (GF), was auf
eine verbesserte Wundheilung im Zellkulturmodell hindeutet (Hoang et al. 2000).

Eine Studie von Nokhbehsaim et al. untersuchte den Einfluss von EMD im
Zellkulturmodell auf die Expression von IL-183, IL-6, IL-8 und COX-2 in PDL-Zellen
(Nokhbehsaim et al. 2012). Einen Tag nach Stimulation mit EMD war die
Genexpression von IL-18 und COX-2 signifikant vermindert. IL-8 hingegen wurde
signifikant starker exprimiert. Nach 6 Tagen allerdings hatte EMD einen inhibtorischen
Effekt auf die Genexpression, sodass IL-6, IL-8 und COX-2 signifikant vermindert
waren und IL-1[ nicht reguliert wurde.

Weiterhin konnte im Zellkulturmodell mit PDL-Zellen der Einfluss von EMD auf die
Expression einer Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren nachgewiesen
werden (Parkar und Tonetti 2004). Von 268 getesteten Genen wurden 125 von PDL-
Zellen exprimiert. EMD hemmte, unter anderem, antientziindliche Gene wie IL-4 und
IL-13. Daruber hinaus férderte EMD auch gewebe- und knochenstimulierende Gene wie
TGF-3, BMP-1, BMP-4 und CTGF. Aul3erdem war die endogene TGF-3 Produktion von
PDL-Zellen durch eine EMD-Stimulation, insbesondere durch die EMD-Fraktion
Amelogenin, erhéht (Grayson et al. 2006). Unsere Arbeitsgruppe untersuchte den
Einfluss von EMD auf die CTGF Expression. Eine signifikant erhdhte Genexpression
von CTGF wurde sowohl nach 6 als auch nach 12 Stunden gemessen (Heng et al.
2007).

Unter EMD-Einfluss konnte eine signifikante Erhdhung der COX-2 mRNA Expression in
PDL-Zellen bei verschiedenen EMD-Konzentrationen (50 pg/ml und 100 pg/ml)
nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde eine mRNA Inhibition von RANKL bei
allen EMD-Konzentrationen (5, 25, 50, 100 ug/ml) festgestellt, was einen regenerativen
Prozess durch EMD, hinsichtlich des Knochenstoffwechsels bei der Mineralisation
unterstreicht (Takayanagi et al. 2006).

In einer Studie wurden PDL-Zellen auf Schmelzmatrixproteinen Kkultiviert und
hinsichtlich zellularer Attachmentrate, Proliferation, DNA-Replikation, c-AMP-Titer und
autokriner Produktion von bestimmten Wachstumsfaktoren untersucht. Bei Anwesenheit
von EMD waren die PDL-Attachmentrate, Wachstum und Metabolismus signifikant
erhoht. Ebenfalls konnte eine erhdhte autokrine Produktion von TGF-[3, IL-6 und PDGF-
AB nachgewiesen werden. In der Kontrollgruppe wurden die Proliferation und das

Wachstum von epithelialen Zellen gehemmt (Lyngstadaas et al. 2001).
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Schmelzmatrixproteine wirken sich ab einer bestimmten Zeit und Konzentration
hemmend auf die Proliferation auf PDL-Zellen in-vitro aus. So erhohte sich die
Proliferationsrate bei EMD Konzentrationen von 25 pg/ml und 50 pg/ml.
Konzentrationen von 75 upg/ml und 100 pg/ml in Verbindung mit langen
Inkubationszeiten (7-10 Tage) hemmen statistisch signifikant die Proliferation von PDL-
Zellen (Davenport et al. 2003).

Des Weiteren stimulierte EMD in Abhangigkeit der extrazellular regulierte Kinase (ERK)
die Proliferation sowohl von gingivalen als auch von dermalen Fibroblasten (Zeldich et
al. 2007). Weinberg et al. zeigte, dass EMD in der Lage ist, die Uber Prostaglandin E2
inhibierte Proliferation von gingivalen Fibroblasten zu unterbinden (Weinberg et al.
2010).

AulBerdem konnten Pischon et al. nach Stimulation mit EMD die Forderung der
Kollagensynthese in priméren humanen Osteoblasten zeigen (Pischon et al. 2006).
Eine weitere in-vitro-Studie untersuchte das Verhalten humaner Alveolarosteoblasten
auf ihre Zellproliferation, ALP Aktivitdt, mMRNA-Expression und das Attachment in An-
und Abwesenheit von EMD in verschiedenen Konzentrationen (Jiang et al. 2011). EMD
erhoht deutlich die Zellproliferation. Das deutet darauf hin, dass EMD férderlich auf die

Wundheilung und Neubildung humaner Osteoblasten wirkt.

Fur die Wundheilung spielen Endothelien eine wesentliche Rolle. Untersuchungen an
HUVEC-Zellen (Endothelzellen der Umbilicalvene) und HMVEC-Zellen (humane
mikrovaskuldre Endothelzellen) zeigen, dass EMD die Proliferation und Migration
fordert (Kasaj et al. 2012). Allerdings kann der Effekt nur bei Konzentrationen von 20
pug/ml EMD erreicht werden. Dagegen kommt es bei héheren Konzentrationen (50-100
png/ml) zu einem inhibitorischen Effekt (Schlueter et al. 2007; Bertl et al. 2009).

In Anwesenheit von EMD (0,1 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml) konnte eine schnellere
Wundheilung, d.h. Migration von HUVEC-Zellen, im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Konzentrationen von 100 pg/ml EMD bewirkten jedoch eine
Hemmung der Migration von HUVEC-Zellen. EMD scheint in bestimmten
Konzentrationen einen positiven Effekt auf die Angiogenese zu haben (Bertl et al.
2009).

22



Epithelzellen

Viele Studien deuten darauf hin, dass EMD einen inhibitorischen Effekt auf die
Zellproliferation von Epithelien hat (Kawase et al. 2000; Weinberg et al. 2010; Kawase
et al. 2001). Dabei scheint TGF-R der Mediator fir diesen eher zytostatischen, nicht
zytotoxischen, Effekt zu sein (Kawase et al. 2000; Kawase et al. 2002).

Ameloblastin, eine Fraktion des Schmelzmatrixproteins, welches in der sekretorischen
Phase der Ameloblasten freigesetzt wird, hemmt isoliert den Zellzyklus in der G1-Phase
von Epithelzellen und damit auch die Zellproliferation (Saito et al. 2014).

Epithelzellen des Mallasez’'schen Epithels, ein Abkdmmling der Hertwig'schen
Epithelscheide, scheinen eine Ausnahme darzustellen. Sie zeigen in Anwesenheit von
Schmelzmatrixporteinen eine vermehrte Proliferation (Rincon et al. 2005). Das kénnte
ein Hinweis darauf sein, dass diese Zellen eine Rolle in der parodontalen Regeneration

spielen (Grandin et al. 2012).

4.3 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide gehdren zur angeborenen Immunantwort und mittlerweile
wurden ca. 400 von Ihnen entdeckt. Studien beschéftigten sich anfangs mit der Frage
wie sich bestimmte Organismen wirksam gegen Bakterien schitzen, wenn sie keine T-
Gedachtniszellen oder Antikorper, wie z.B. Insekten, besitzen (Yamaguchi und Ouchi
2012). Antimikrobielle Peptide wurden erstmals 1981 beschrieben (Steiner et al. 1981).
Antimikrobiell wirksame Proteine konnten in Pflanzen, wirbellosen Lebensformen und
Wirbeltieren sowie beim Menschen nachgewiesen werden (Semple und Dorin 2012).
Die ersten beim Menschen entdeckten AMP’s, die humanen neutrophilen Peptide
(HNP) -1,-2 und -3 wurden den Defensinen zugeschrieben (Ganz et al. 1985), ebenso
die, im Respirationstrakt nachgewiesenen, Trachea antimikrobiellen Peptide (TAP)
(Diamond et al. 1991), welche spater als a-Defensine (HNP’s) und Beta-Defensine
(TAP’s) klassifiziert wurden (Yamaguchi und Ouchi 2012).

Antimikrobielle Peptide, wie z.B. humane Beta-Defensine und Cathelicidine, spielen
eine entscheidende Rolle bei der initialen Immunantwort. Sie werden als ,naturliches
Antibiotikum® bezeichnet und man erhofft sich mit Ihnen die weit verbreiteten
Resistenzbildungen verschiedener Bakterienstamme gegen Antibiotika einzudammen.

Antimikrobielle Peptide wirken ahnlich wie Breitbandantibiotika, sowohl gegen gram-
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positive, als auch gegen gram-negative Bakterien (Fox et al. 2013). Die antimikrobielle
Aktivitat humaner Beta-Defensine ist direkt verknupft mit deren Konzentration und
indirekt gekoppelt mit der Albouminkonzentration im Serum (Yadava et al. 2006).

Es gibt auch Vorbehalte gegentuber einer therapeutischen Anwendung antimikrobieller
Peptide. Experimentell konnte in einer Studie eine Kreuzresistenzentwicklung bei S.
aureus mit humanen neutrophilen-Defensin-1 und Pexiganan (Magainin 2)
nachgewiesen werden. Ein therapeutischer Einsatz von AMP’s kdnnte das initiale
Wirtsimmunsystem stark unterminieren und seine Fahigkeiten mikrobielle Infektionen zu
kontrollieren einschréanken (Habets, Michelle G J L und Brockhurst 2012).

4.3.1 Cathelicidin LL-37

Ebenfalls zur Gruppe der antimikrobiellen Peptide gehort das humane Cathelicidin LL-
37. Es findet sich in neutrophilen Granulozyten und wird auf3erdem von naturlichen
Killerzellen, B-Zellen, Monozyten, Mastzellen, Keratinozyten und verschiedenen
Epithelien exprimiert (Niyonsaba et al. 2010).

Physiologisch ist die Zahl von LL-37 in der Haut gering, jedoch kann sie sich in
inflammatorisch verdnderten Keratinozyten sprunghaft erhéhen (Kim, Kim et al. 2005).
Gerade in Bezug auf dermale Erkrankungen wie Psoriasis kénnte eine hohe Zahl von
LL-37 in Keratinozyten eine Linderung des Krankheitsbildes verschaffen (Akiyama et al.
2014).

Es wurde herausgefunden, dass LL-37 protektiv auf primare Keratinozyten und HaCaT-
Zellen wirkt, indem es die COX-2-Expression stimuliert und somit die Apoptose der
Zelle verzdgert. Das ist interessant, weil LL-37 dadurch einen positiven Einfluss auf die
epitheliale Wundheilung haben kénnte (Chamorro et al. 2009).

Weiterhin wurde festgestellt, dass die Konzentration von LL-37 in der Sulkusflussigkeit
bei Patienten mit Gingivitis leicht erhéht und chronischer Parodontitis signifikant erhoht
war (Turkoglu et al. 2009). Die antikbakteriellen Eigenschaften werden auf die
Neutralisation von Lipopolysacchariden (LPS) der Bakterienmembran zurtickgefthrt.
Jedoch scheint LL-37 keine antimikrobielle Aktivitdt gegen Porphyromonas gingivalis in
humanen gingivalen Fibroblasten zu zeigen (Inomata et al. 2010). Das Bakterium
scheint den Wirkungsmechanismus tUber Proteolyse des CD14+ Rezeptors und des LL-

37 selbst zu unterbinden.
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LL-37 bendtigt allerdings fir seine zytoprotektive Wirkung ein Konzentrationsoptimum
von ca. 1 pM. In hoéheren Konzentrationen, >2,5 puM, kann LL-37 zum Zelltod bei
Fibroblasten fuhren (Oudhoff et al. 2010). Generell stimulierte LL-37 die Produktion von
Zytokinen, wie IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-31 und TNF-a, welche wiederum andere
immunkompetente Zellen wie Makrophagen stimulieren. Dabei férdert es sowohl die
Fibroblastenmigration als auch deren Proliferation. Auf3erdem kommt es zur
Unterdrickung der Kollagensynthese (bei Konzentrationen von 10-50 nM) und damit

auch zu einer reduzierten fibroblastischen Aktivitat (Park et al. 2009).

4.3.2 Aufbau und Wirkungsmechanismus der humanen Beta-Defensine

Humane Beta-Defensine bestehen aus 33-47 Aminosduren und besitzen 3
intramolekulare Disulfidbricken bei einer molekularen Masse von 4-6 kDa. Sie gehdren
zum angeborenen Immunsystem und wirken auch als Mediator zwischen spezifischer
und unspezifischer Immunantwort (Schroder und Harder 1999; Dale et al. 2001). So
stimuliert, z.B., hBD-2 dendritische Zellen Uber den CCR6-Rezeptor (Yang et al. 1999)
und a-Defensine wirken chemotaktisch auf T-Zellen und Monozyten (Chertov et al.
1996; Yang et al. 2000).

Humane Beta-Defensine sind aus Cysteinbausteinen bestehende antimikrobielle
Peptide, die in verschiedenen Epithelien, wie die der Atemwege, Niere, Haut, Cornea
und der Gingiva vorkommen (Gursoy und Kononen 2012). Bisher wurden 4 Beta-
Defensine naher charakterisiert (hBD-1, -2, -3 und -4), dabei werden jedoch nur hBD-1,
-2 und -3 in der Mundhdhle exprimiert (Dale et al. 2001; Diamond et al. 1991; Vardar-
Sengul et al. 2007).

Beta-Defensine sind sauerstoffunabhéngig, amphiphil und stark positiv geladen. Sie
besitzen 3 Disulfidbricken (Cys I-V, Cys II-1V, Cys IlI-VI), welche die B-Faltblattstruktur
stabilisieren. Sie sind antimikrobiell wirksam gegen Bakterien, Viren und Hefepilze. Als
multifunktioneller Mediator nehmen sie im Korper aul3erdem Einfluss auf die
Entwicklung, Fertilitat, Wundheilung und Tumorentstehung (Semple und Dorin 2012).
Die antimikrobielle Aktivitdit der humanen Beta-Defensine beruht auf der starken
positiven Eigenladung. Als Kationen binden Beta-Defensine elektrostatisch selektiv an
die negativ geladene Bakterienmembran, dort generieren sie Poren, welche die

Permeabilitat steigern und die Bakterien zugrunde gehen lassen (Yamaguchi und Ouchi
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2012). Das hBD-3 inhibiert Uber die Bindung an die Lipid-Doppel-Membran die
bakterielle Zellwandsynthese (Wimley et al. 1994; Semple und Dorin 2012).

Die Aktivitat der Beta-Defensine ist stark an die lonen-Konzentration im Medium
gekoppelt. Ihre antimikrobielle Funktion wird in Anwesenheit von Na+, Mg2+ und Caz+
beeintrachtig (Bowdish et al. 2006). Das hBD-3 zeigt dazu die geringste Sensitivitat,
seine Aktivitat ist bis zu einer Konzentration von 200 mM Na+ unbeeintrachtigt. Das
liegt wahrscheinlich an der besonders hohen Eigenladung (+11) des hBD-3 (Ouhara et
al. 2005; Gursoy und Kéndnen 2012).

Beta-Defensine konnen sowohl proinflammatorisch als auch immunsuppressiv wirken.
Aufgrund ihrer hohen positiven Eigenladung kdnnen sie elektrostatisch an verschiedene
Rezeptoren, wie CCR-6, binden und so zur Chemotaxis von Makrophagen, Monozyten
und Neutrophilen beitragen. Aul3erdem kdnnen sie elektrostatisch als Antagonisten an
Rezeptoren binden, die sonst von proinflammatorischen Stimulantien besetzt werden
und somit auch indirekt antiinflammatorisch wirken (Yang et al. 2000; Semple und Dorin
2012).

Auch in der Wundheilung spielen Beta-Defensine eine Rolle. Sie stimulieren die
Migration und Proliferation von Keratinozyten (Niyonsaba et al. 2007).

In der Mundhdhle richtet sich die direkte antimikrobielle Aktivitat von hBD-1, -2 und -3
gegen eine Vielzahl parodontalpathogener Bakterien wie P. intermedia, P. gingivalis, T.
forsythia, F. nucleatum und A. actinomycetemcomitans (Gursoy und Kénonen 2012).
Das unterstreicht die Bedeutung der Beta-Defensine im Zusammenhang mit
parodontalen Erkrankungen.

Es gibt jedoch auch Madoglichkeiten der Resistenz oraler Pathogene gegen Beta-
Defensine. So konnen Bakterien ihre Zellhille verédndern, sich mittels Biofilmen
schitzen oder das Defensin spalten (Campos et al. 2004; Lu et al. 2009). Zudem
konnen orale Bakterien indirekt die Synthese der Beta-Defensine beeinflussen. So
unterdriickt beispielsweise T. denticola die Expression von TNF-a und TLR-2 und
hemmt damit die Sekretion von hBD-2 und hBD-3 (Shin und Choi 2010; Shin et al.
2010).

4.3.2.1 Humanes Beta-Defensin 1 (hBD-1)
Das humane Beta-Defensin-1 wurde erstmal bei Patienten mit Nierenleiden isoliert und

spater auch im Respirationstrakt und in oralem Epithel nachgewiesen (Bensch et al.

26



1995; Devine 2003). Anders als bei den anderen humanen Beta-Defensinen, welche
durch Viren oder Bakterien stimulierbar sind, scheint das hBD-1 konstitutiv exprimiert zu
werden (Dunsche et al. 2002; Froy 2005). Allerdings wurde ein signifikant geringerer
Spiegel an hBD-1 in oralen Plattenepithelkarzinomzellen nachgewiesen (Wenghoefer et
al. 2008). Gegenteilig zum hBD-2 und hBD-3 scheint das hBD-1 hier hemmend zu
wirken (Semple und Dorin 2012). Bei einem Karzinom des Lungengewebes konnte das
Gegenteil nachgewiesen werden. Hier wurde neben hBD-2 auch das hBD-1 vermehrt
exprimiert. Anscheinend spielt hBD-1 eine Rolle im Wachstum von malignen Tumoren
(Arimura et al. 2004).

In der Mundhdhle wurde eine hohe antimikrobielle Aktivitdt von hBD-1 gegen Candida
albicans und gram-positive Anaerobier festgestellt, jedoch nur in der reduzierten Form
des hBD-1, nachdem die 3 Disulfidbriicken gespalten wurden (Schroeder et al. 2011).
Bei inflammatorisch verandertem oralen Epithel, sowohl bei einer Gingivitis als auch bei
einer Parodontitis, konnte kein signifikant erhdhter Spiegel von hBD-1 im Vergleich zur
gesunden Gingiva festgestellt werden (Dommisch et al. 2005a). Nach Stimulation mit
IL-18 und Nikotin konnte die Genexpression von hBD-1 sogar signifikant gehemmt
werden in Keratinozyten (Liu et al. 2013; Wolgin et al. 2012).

Die Aktivitat des hBD-1 héangt von seiner Struktur ab. In der oxidierten Form ist die
antimikrobielle Aktivitat gering. In der reduzierten Form, nach Redoxreaktion, hat hBD-1

eine deutlich potentere antibakterielle Wirkung (Schroeder et al. 2011).

4.3.2.2 Humanes Beta-Defensin 2 (hBD-2)

Anders als das hBD-1, scheint das humane Beta-Defensin 2 (hBD-2) in Keratinozyten-
Zellkulturen durch proinflammatorische Entztindungsmediatoren wie TNF-a, IL-15 und
IL-8 sowie durch Bakterien stimulierbar (Singh et al. 1998; Harder et al. 2000). HBD-2
wurde auf der Suche nach weiteren Defensinen erstmals 1997 in psoriatischer Haut
isoliert (Harder et al. 1997). Es scheint lediglich leicht bakteriostatisch gegen gram-
positive Bakterien, wie S. aureus, zu wirken, dafiir jedoch starker bakterizid gegen
gram-negative Bakterien. Zudem geht man von einem hohen antimykotischen Potential
des hBD-2 aus (Harder et al. 1997).

In der Mundschleimhaut wird hBD-2 bei Entziindungsprozessen im Vergleich zu hBD-1
und hBD-3 verstarkt exprimiert. Bei einer Gingivitis konnte ein signifikant héheres hBD-
2-Level als bei hBD-1 und hBD-3 nachgewiesen werden, bei einer Parodontitis ein

leicht Hoheres als bei hBD-3 und ein signifikant Hoheres als bei hBD-1 (Dommisch et
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al. 2015). In-vivo wirkt das hBD-2 wie das hBD-3 als Proonkogen, indem es das
Zellwachstum bei oralen Plattenepithelkarzinomen beschleunigt (Winter et al. 2011).
Das hBD-2 wirkt proinflammatorisch, es ist Uber eine Interaktion mit dem CCR2-
Rezeptor von Makrophagen, Monozyten und Neutrophilen an der Chemotaxis beteiligt
(Rohrl et al. 2010). Es kann, aufgrund seiner kationischen Natur, elektrostatisch an eine
Vielzahl von Rezeptoren binden. Das hBD-2 kann so z.B. an den CCR-6 Rezeptor
binden und induziert die Chemotaxis von CD4+ Zellen und T-Gedéachtniszellen (Yang et
al. 1999).

4.3.2.3 Humanes Beta-Defensin 3 (hBD-3)

Das humane Beta-Defensin 3 wurde, wie das hBD-2, erstmals aus humaner
psoriatischer Haut isoliert und wird auRerdem in der Lunge, Osophagus, Trachea,
Plazenta und oralen Keratinozyten gebildet. Es ist stimulierbar mit TNF-a und
Interferon-y (Harder et al. 2001; Jia et al. 2001; Garcia et al. 2001). Das hBD-3 hat eine
hohe antimikrobielle Aktivitdt gegen eine Vielzahl von Pathogenen, auch gegen
multiresistente S. aureus und ist, anders als die anderen Beta-Defensine, auch bei
hohen NaCl-Konzentrationen wirksam (Sass et al. 2010).

Das hBD-3 wirkt selbst proinflammatorisch indem es die Expression von Zytokinen wie
TNF-a, IL-1q, IL-6 und IL-8 stimuliert (Funderburg et al. 2011). AuR3erdem interagiert es
mit TLR’s von antigenpréasentierenden Zellen. Es aktiviert diese Uber eine Bindung an
TLR-1 und TLR-2 (Funderburg et al. 2007). Wie das hBD-2, interagiert das hBD-3 mit
dem CCR-2 Rezeptor und ist so an der Chemotaxis von Makrophagen, Monozyten und
Neutrophilen beteiligt (R6hrl et al. 2010). Ahnlich wie andere Beta-Defensine und LL-37
stimuliert es auRerdem die Expression von IL-18 Uber eine Aktivierung von p38 und
ERK (Niyonsaba et al. 2002).

Studien zeigen, dass hBD-3 ebenfalls einen immunsuppressiven Effekt haben kann. So
inhibiert hBD-3, bei bestimmten Konzentrationen (2,5-5 pg/ml), in Anwesenheit von LPS
die Expression von TNF-a und IL-6. Ein proinflammatorischer Effekt konnte erst bei
hoheren Konzentrationen (20-30 pg/ml) nachgewiesen werden (Niyonsaba et al. 2007;
Funderburg et al. 2007).

Das hBD-3 selbst generiert nicht, wie die anderen Beta-Defensine, direkt Poren in der
bakteriellen Membran. Sie binden an die Lipid-Doppel-Membran und stéren die

bakterielle Zellwandsynthese. Es kommt so zu Stdérungen und Diskontinuitdten in der
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Membran, welche dann zur Osmose und zum Untergang des Bakteriums filhren (Sass
et al. 2010).

Weiterhin scheint das hBD-3 auch stark antiviral wirksam zu sein. So bindet es an ein
Oberflachenprotein, das Glykoprotein B, des Herpes Simplex Virus und hindert so das
Virus in die Zellen der Zervix-Schleimhaut einzudringen. Uber denselben Weg bindet
hBD-3 auch an das Influenzavirus (Hazrati et al. 2006; Leikina et al. 2005).

Eine weitere wichtige Aufgabe hat das hBD-3 in der Wundheilung. Es stimuliert die
Migration und Proliferation von Keratinozyten unter in-vitro Bedingungen, auch unter der
Anwesenheit von pathogenen Keimen, und beschleunigt so den Verschluss des
Defektes (Niyonsaba et al. 2007).

Die Rolle von LL-37 und humaner Beta-Defensine in der epithelialen Wundheilung
Studien zeigen, dass LL-37 und die humanen Beta-Defensine 1, 2 und 3 einen Einfluss
auf die epitheliale Wundheilung haben (Campbell et al. 2011; Bucki et al. 2010;
Niyonsaba et al. 2007).

Differenzierung, Migration und Proliferation sind Eigenschaften, die bei der
Reepithelialisierung und damit der parodontalen Wundheilung eine wichtige Rolle
spielen. Sowohl LL-37 als auch die Beta-Defensine beginstigen die Migration und
Differenzierung von Epithelzellen (Campbell et al. 2011). LL-37 und hBD-3 férdern
indirekt die Migration und Proliferation von Keratinozyten tber die Induktion des STAT-
Proteins sowie der Aktivierung des EGF-Rezeptors (Niyonsaba et al. 2007; Bucki et al.
2010). Das hBD-2 ist ebenfalls in der Lage die Keratinozytenmigration und —proliferation
zu steigern und beschleunigt in-vitro im Darm die Wundheilung. LL-37 férdert neben der

Reepithelialisierung auch die Angiogenese (Otte et al. 2008).
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5 Fragestellung

Epithelien kleiden innere und &ulRere Korperoberflachen aus. Die Epithelzellen in der
Mundhohle nehmen in der parodontalen Heilung eine zentrale Stellung ein. Einerseits
bieten Epithelien Schutz gegen externe Noxen als physikalische und chemische
Barriere, dariiber hinaus bieten sie antibakteriellen Schutz, insbesondere durch die
Expression antimikrobieller Peptide. Antimikrobielle Peptide scheinen die epitheliale
Wundheilung zu beeinflussen. Das regenerative Potential von EMD wird in in-vivo- und
in in-vitro Studien ebenfalls belegt.

Die vorliegende Arbeit untersucht welchen Einfluss Schmelzmatrixproteinderivate
(EMD), die in der parodontalen Wundheilung und Regeneration eingesetzt werden, auf
die Expression von antimikrobiellen Peptiden, insbesondere die humanen Beta-
Defensine 1, 2, 3 und das Cathelicidin LL-37 in Epithelzellen haben. AuRerdem wird
untersucht, ob EMD die proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-6 in Epithelzellen

reguliert.
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6 Material und Methoden

6.1.1 Zellkultivierung

In  der vorliegenden Studie wurde eine immortalisierte, nicht tumorigene
Keratinozytenzelllinie, HaCaT, verwendet.

Die HaCaT-Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37° C und 21 % O,, 69 % N, und
10 % CO, kultiviert.

Zur Kultivierung wurde das Medium DMEM mit 20 % FCS, 1 % Amphotericin B, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 1 % nicht essentielle Aminosauren und 1 % Glucoseldsung
verwendet. Das Starvationsmedium wurde mit stattdessen mit 0,5 % FCS angesetzt?.
Der Wechsel des Mediums fand alle 2 Tage statt. Bei 80-90 %iger Zellkonfluenz
erfolgte die Passage der Zellen. Der Zellmonolayer wurde mit PBS? gewaschen und
anschlieRend wurde mittels Trypsin? die Verbindung der Zellen zur Oberflache bei 37°c
im Brutschrank geldst. Das Trypsin wurde danach mit Medium inaktiviert und die Zellen
mit PBS gespult. Danach wurde alles in je 50 ml Rdhrchen bei 800 rpm 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen mit je 20 ml Medium erneut

verdunnt und wieder in Zellkulturflaschen ausgesat.

6.1.2 Stimulation der Zellen

Die Zellen wurden in einer Dichte von 67.750/Well auf 6-Well-Platten kultiviert.
Anschliel3end wurden die Zellen mit Stimulationsmedium (DMEM und 0,5 % FCS) mit
je 5 ng/ml TNF-a (positive Kontrolle), bzw. mit je 100 pg/ml EMD fur 1 h, 6 h, 12 h oder
24 h behandelt. Emdogain®-Gel der Firma Straumann® ist in 0,3 ml Spritzen erhéltlich

mit einer Konzentration des Schmelzmatrixproteins von 30 mg/ml.

L DMEM, FCS, Amphotericin B, Penicillin/Streptomycin, n.e. Aminosiuren (Biochrom, Berlin, Deutschland)
2 PBS (Biochrom, Berlin, Deutschland)
3 Trypsin (Biochrom, Berlin, Deutschland)
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Abb. 2 Lichtmikroskopische Darstellung, HaCaT-Zellen 2 Tage nach Zellpassagierung

6.1.3 RNA-Isolation und Reverse-Transkriptase — Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR)

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland). Hier
wurde das Protokoll des Herstellers zur Isolierung der RNA verwendet.

Im Rahmen der Reverse — Transkriptase - Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurde
zunachst die gewonnene RNA aus den Zellen mittels einer DNA-Polymerase in cDNA
umgeschrieben. Um die Synthese der Komplementar-DNA (cDNA) zu ermoglichen
bendtigte man einen Oligo-d(T)-Primer und Thymin-Basen, zur Hybridisierung des
komplementaren Poly(A)-Restes der mRNA. AnschlieBend erfolgte die Amplifizierung

der cDNA mit thermostabilen DNA-Polymerasen in einer Polymerasekettenreaktion.

6.2.1 Reverse Transkription

Fur die Reverse Transkription wurde das RT-Kit von Promega (Wisconsin, USA)
verwendet. Zunachst wurde, je nach Anzahl der vorhandenen Proben (je Probe 10 pl
Gesamtvolumen), der RT-Puffer-Mix angesetzt. Fir jede Probe benétigte man dazu
2,75 yl aqua bidest, 5 ul Puffer, 1,25 pl 10 mM dNTP und 1 pl des Enzyms Reverse

Transkriptase.
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Anschliel3end wurde der RNA-Mix, auf Eis, pipettiert. Daftir wurden je Probe 2 pl oligo-
(dT) Primer (je nach fotometrisch ermittelter RNA-Konzentration), eine variable Menge
RNA und zuletzt RNAse freies Wasser in ein Rohrchen pipettiert, welches dann ein
Gesamtvolumen von 15 ul aufwies.

Der RNA-Mix wurde dann in einen PCR-Cycler (UNO-Thermoblock der Firma Biometra,
Gottingen, Deutschland) gegeben. Dort fand die Aufschmelzung der Sekundarstruktur
der RNA Uber 8 min bei 70° C statt.

Jedem Ro6hrchen des RNA-Mixes wurden nun 10 ul RT-Puffer-Mix beigefugt
(Gesamtvolumen 25 ul je Probe). Die Proben wurden zuriick in den Thermoblock
gegeben und es erfolgte die Reverse Transkription tUber 60 min bei 42° C, die
anschlieBenden 10 min des Programms wurde das Enzym bei 70° C inaktiviert und zum
Schluss die Proben auf 4° C heruntergekihlt. Die Umschreibung der mRNA in cDNA ist
nun abgeschlossen. Jede Probe wurde noch mit 18 yl RNAse freiem Wasser verdunnt

(Gesamtvolumen je Probe nun 47 ul ) und dann bei -20° C aufbewahrt.

6.2.2 Real-Time-PCR

Die quantitative-Echtzeit-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) ist eine Methode, mit der
man bestimmte Gensequenzen vervielfaltigen kann. Die gewonnenen Produkte werden
dabei nach jedem Reaktionsdurchlauf Gber eine Fluoreszenzmessung bestimmt und
guantitativ-grafisch dargestellt.

Die gewunschten, zu kopierenden, Sequenzen werden mit sogenannten Primern
markiert, diese Oligonukleotide dienen als Startmolekile fur die Neusynthese an zwei
Einzelstrangen und begrenzen so den zu kopierenden Abschnitt. Weiterhin wurde noch
ein Enzym zugeflgt, welches die Reaktion katalysiert. Die Tag-Polymerase, gewonnen
aus dem Bakterium thermus aquaticus, ist thermophil und selbst bei Temperaturen von
bis zu 100° C hitzestabil und behalt seine Polymeraseaktivitat. Es gibt drei Phasen, die
mehrmals zyklisch durchlaufen werden, sodass die Vervielfaltigung einen
exponentiellen Anstieg erfahrt. Zuerst wird bei hohen Temperaturen (ca. 90° C) die
DNA denaturiert und dabei die Wasserstoffbriickenbindungen aufgebrochen um die
Doppelhelix zu trennen. AnschlieRend konnte bei einer bestimmten Temperatur, die
vom PCR-Cycler gehalten wird, die Primerhybridisierung stattfinden. Bei der
darauffolgenden Phase der Elongation, fiillte die DNA-Polymerase die freien Platze auf.
Um die PCR-Produkte zu quantifizieren benoétigte man einen DNA-Farbstoff. In der

vorliegenden Arbeit wurde QuantiTect SYBRGreen (Qiagen, Hilden, Deutschland) dafir
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verwendet. Dieser Farbstoff fligt sich wahrend der Reaktion in die doppelstrangige DNA
ein, dadurch steigt dessen Fluoreszenz. Mit jedem Zyklus nimmt die Ziel-DNA zu und
dementsprechend steigt auch die Fluoreszenz des Farbstoffes. Wéahrend der Bindung
kommt es zu einer Lichtemission mit einer Wellenlange von 490 nm. Die Messung
erfolgte dann am Ende jeder Elongationsphase, da hier die maximale Zahl der
vervielfaltigten, doppelstrangigen DNA vorliegt und die Produktzunahme konnte grafisch
dabei am Monitor verfolgt werden. Bei der folgenden Denaturierung des nachsten
Zyklus I6st sich der Farbstoff wieder aus der DNA und steht fir den nachsten Durchlauf
wieder zur Verfugung.

Nach Durchlauf aller Zyklen konnte die Auswertung grafisch im dazugehorigen

Programm (Rotorgene, Quiagen, Hilden, Deutschland) dargestellt werden.

6.3 Gewinnung der Standardkurven

Die Gewinnung der Standardkurven der verwendeten Gene diente dann spéter der
Quantifizierung der eigentlichen Produkte nach RT-PCR.

Hierfir wurde die cDNA aus den PCR-Produkten nach einem Protokoll aufgereinigt
(QlAquick, Quiagen, Hilden, Deutschland) und dann zur Herstellung der
Standardkurven genommen. Vorher musste die Menge der entsprechenden cDNA-

Kopien (je ml) errechnet werden. Dazu wurde folgende Formel verwendet:

Molekiile/ul = (DNA [g/ml] / DNA-Lange [Basenpaare x 660] x 6,022 x 102

Daraus wurde dann aus jeder Probe eine Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen 1
x 102 bis 1 x 10! hergestellt (Bongrazio et al. 2006). Bei der folgenden Real-Time-PCR
wurde das sogenannte ,nested“ (verschachtelte) Prinzip verwendet. Dabei wird bei
einer ersten, kurzen PCR in weniger Zyklen mit einem long Primer das Produkt markiert
und amplifiziert. Die gewonnene DNA hierfur stammt aus den HaCaT-Zellen.
AnschlieBend koénnen im zweiten Schritt auf dem Produkt aus der ersten PCR die
eigentlichen Sequenzen mittels einem short Primer genau amplifiziert werden. Fur die
Messung der Genexpression der Proben und flir die Herstellung der Standardkurven

der zu bestimmenden Gene wurden short Primer verwendet.
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Abb. 3 Standardkurve fur LL-37 (beispielhaft)
Gen AcNo vorwarts riackwarts Produkt-
GroRRe (kb)
hBD-1 (long) NM tcattacaattgcgtcagcag ttgcagcacttggccttc 105
hBD-1 (short) | 005218 ggagggcaatgtctctattctg ctctgtaacaggtgccttgaa 64
hBD-2 (long) NM atcagccatgagggtcttgt gagaccacaggtgccaattt 144
hBD-2 (short) | 040153 tcctcttetegttectcttca agggcaaaagactggatgac 102
hBD-3 (long) NM agcctagcagctatgaggatc cttcggcagcattttcggcca 206
hBD-3 (short) | 018661 cattatcttctgtttgctttgctc cgatctgttcctcctttgga 148
IL-1B (long) NM ctccagggacaggatatgga tctttcaacacgcaggacag 134
IL-1B (short) | 000576 caacaagtggtgttctccatgt gcccaaggccacaggtat 72
IL-6 (lonQ) NM ctggtcttttggagtttgagg atctgaggtgcccatgct 306
IL-6 (short) 000600 | agagtagtgaggaacaagccaga ttgccgaagagccctcag 233
GAPDH (long) NM cctgacctgccgtctagaaa tactccttggaggccatgtg 276
GAPDH (short) | 002046 tcaagaaggtggtgaagcag ccctgttgctgtagccaaat 198

Tab. 1 Verwendete Primer mit entsprechenden Sequenzen

6.4 Quantitative Bestimmung der Genexpression

Die quantitative Bestimmung der Genexpression der verwendeten Gene hBD-1, hBD-2,
hBD-3, IL-1B, IL-6 und LL-37 erfolgte direkt wahrend der Real-Time-PCR mittels
Fluoreszenzmessung nach jedem Durchlauf und kann am Monitor dabei grafisch als
Exponentialfunktion abgelesen werden. Ein vom Programm ermittelter Schwellenwert
(Threshold) diente der spéateren Berechnung der Genexpression aller Werte, die den

Schwellenwert tGberstiegen (ct — Werte = crossing threshold Werte).
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In jeder PCR lief eine Kontrollprobe (non template control) mit, welche keine DNA
enthielt, sondern ausschlie3lich SYBR-Green, DEPC Wasser, jeweilige Primer der PCR
und statt DNA weiteres DEPC Wasser. Diese diente zur Kontrolle der Reinheit

verwendeter Reagenzien.
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Abb. 4 Direkte quantitative Auswertung im Programm Rotorgene

6.5 Quantitative Bestimmung des Housekeeping-Gens

Zur Normalisierung aller PCR Ergebnisse wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase verwendet. GAPDH ist ein Schlisselenzym des Stoffwechselweges der
Glykolyse, welches Glycerinaldehyd-3-phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat oxidiert
unter Reduzierung von NAD+ zu NADH.
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6.6 Statistische Auswertung

Aus den Experimenten wurden mit Hilfe der Software Microsoft Excel® fur Windows
2000® die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Student-T-Test. Dieser Test ist besonders
geeignet die normalverteilten Mittelwerte zweier Proben gleicher Varianz zu
vergleichen. Dabei wurden je die Proben der TNF-a -, und der EMD-Stimulation der
einzelnen Zeiten mit den entsprechenden Negativkontrollen verglichen um zu
untersuchen, ob es statistisch signifikante Abweichungen gibt. Eine Signifikanz von

p < 0,05 wurde dabei angenommen.
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7 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion zeigen nach EMD-Stimulation der
HaCaT-Zellen statistisch signifikante Unterschiede in der Genexpression beim
humanen Beta-Defensin-1 sowie bei den Interleukinen IL-18 und IL-6 (siehe Abb.
5,7,8).

Weder EMD noch TNF-a beeinflussten die hBD-3 und LL-37 Genexpression in HaCaT-

Zellen.

7.1 hBD-1 Genexpression

Die Ergebnisse zeigen eine statistisch signifikante Hemmung (p < 0,05) der hBD-1
Expression in spaten Phasen der EMD-Stimulation (12 h, p = 0,044, 24 h, p = 0,048) im
Vergleich zur negativen Kontrolle. Entsprechende Daten zeigen sich nach Stimulation
mit der positiven Kontrolle (12 h, p =0,044, 24 h, p = 0,040) im Vergleich zur negativen
Kontrolle. Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der EMD-
Gruppe und der TNF-a Gruppe.
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Abb. 5 hBD-1 Genexpression
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7.2 hBD-2 Genexpression

EMD hat keinen Einfluss auf die Regulation von hBD-2 in HaCaT-Zellen. TNF-a
stimuliert die Expression von hBD-2 an allen gemessen Zeitpunkten (1 h, 6 h, 12 h, 24
h). Die hBD-2 Expression nach TNF-a Stimulation ist im Vergleich zur negativen
Kontrolle und zur EMD-Gruppe nicht signifikant verandert. Sowohl in der negativen
Kontrollgruppe als auch in der EMD-Gruppe konnte keine Genexpression von hBD-2

nachgewiesen werden.
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Abb.6 hBD-2 Genexpression
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7.3 hBD-3 Genexpression

EMD stimuliert die Genexpression von hBD-3 in HaCaT-Zellen nicht. Zu keinem der
gemessenen Zeitpunkte (1 h, 6 h, 12 h, 24 h) konnte ein quantitativer Nachweis der
Expression von hBD-3 in der negativen Kontrolle, sowie in den mit TNF-a und EMD
stimulierten Proben erbracht werden.

Weder EMD, noch die negative und positive Kontrolle, TNF-a, konnten zu den

gemessen Zeitpunkten (1 h, 6 h, 12 h, 24 h) die Expression von hBD-3 regulieren.

7.4 LL-37 Genexpression

EMD stimuliert die Genexpression von LL-37 in HaCaT-Zellen nicht.

Zu keinem der gemessen Zeitpunkte (1 h, 6 h, 12 h, 24 h) konnte ein quantitativer
Nachweis der Expression von LL-37 in der negativen Kontrolle, sowie in den mit TNF-a

und EMD stimulierten Proben erbracht werden.

7.5 Interleukin-1B Genexpression

EMD stimuliert statistisch signifikant die Expression von IL-13 nach 24 h (p =0,001)
im Vergleich zur negativen Kontrolle. TNF-a stimuliert IL-18 statistisch signifikant im
Vergleich zur negativen Kontrolle nach 1 h (p = 0,035).

Die Genexpression von IL-18 konnte sowohl in der negativen Kontrollgruppe als auch in
den Stimulationen mit EMD und TNF-a zu jedem gemessenen Zeitpunkt (1 h, 6 h, 12 h
und 24 h) nachgewiesen werden.
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7.6 Interleukin-6 Genexpression

EMD hat keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression von IL-6 im Vergleich zur
negativen Kontrolle.

TNF-a stimuliert im Vergleich zur negativen Kontrolle statistisch signifikant (p = 0,002)
die Expression von IL-6 nach 6 h. Zu allen Zeitpunkten (1 h, 6 h, 12 h und 24 h) konnte
in der TNF-a stimulierten Gruppe IL-6 nachgewiesen werden.

In der negativen Kontrollgruppe konnte IL-6 nicht nachgewiesen werden.
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8 Diskussion

8.1 Diskussion der Methodik
Die vorliegende Arbeit hat den Einfluss von EMD auf die Expression antimikrobieller

Peptide und proinflammatorischer Zytokine in HaCaT-Zellen untersucht.

In der vorliegenden Studie wurde eine immortalisierte, nicht tumorigene
Keratinozytenzelllinie, HaCaT, verwendet.

Sie ersetzt in vielen Studien native, humane Keratinozyten (Fusenig et al. 1990). Die
verwendeten Keratinozyten wurden der Peripherie eines primaren malignen Melanoms
eines 62 jahrigen Patienten an der oberen Ruckenhaut bei der Nachoperation
entnommen. Durch die Arbeitsgruppe von Prof. Fusenig et al konnte nach histologisch
gesicherter Benignitat die Zelllinie am Deutschen Krebsforschungsinstitut in Heidelberg
etabliert werden (Boukamp et al. 1988). Sie unterliegt einem festen Wachstumszyklus,
bei dem eine konstante Zellteilung nach 7 Tagen erreicht wird (Wanner et al. 1999).
HaCaT steht dabei fir Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes. In
einer Vielzahl von Studien zur Vergleichbarkeit der Eigenschaften von HaCaT und
nativen Keratinozyten konnten Gemeinsamkeiten im biochemischen Verhalten
ausgemacht werden. Sie verhalten sich in Kultur wie normale Keratinozyten hinsichtlich
Differenzierung und Wachstum (Boukamp et al. 1988; Ryle et al. 1989). Auch nach
hohen Passagezahlen (>300) konnten keine malignen Transformationen nachgewiesen
werden (Boukamp et al. 1997).

Nach Kultivierung der Zellen, wurden diese mit 100 pg/ml EMD stimuliert. Mit dieser
Konzentration wurde bereits in zahlreichen in vitro Untersuchungen stimuliert
(Nokhbehsaim et al. 2012; Khedmat et al. 2010; Weinberg et al. 2010).

Die RNA-Extraktion erfolgte mittels der RNEasy — Methode (Quiagen, Hildesheim,
Deutschland). Diese Methode wurde aus allen etablierten kommerziell erwerblichen
Systemen zur RNA Extraktion benutzt, da sie im Vergleich besonders hohe RNA-
Konzentrationen und Reinheit der Endprodukte ermdéglicht (Metcalf und Weese 2012).

Die RNA der jeweils drei Proben eines Versuches wurden gepoolt und der RNA-Gehalt
mit dem Photometer bestimmt. Die gemessenen Konzentrationen wurden vor der
Umschreibung in cDNA geeicht (1 pg/ul RNA je Probe) um die Reproduzierbarkeit und

Vergleichbarkeit fur die anschlieRende Real-time-PCR zu garantieren.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Amplifizierung der einzelnen Produkte mit Hilfe der
Real-time-PCR durchgefuhrt. Im Vergleich zur konventionellen PCR kann bei dieser
Methode jeder Durchlauf der einzelnen Probe gemessen werden und damit eine
Echtzeitquantifizierung direkt entnommen werden. Die hohe Sensitivitdt ermdglicht
genaue Ergebnisse ohne die Produkte zusatzlich in einem Agarosegel laufen zu lassen.
Die Quantifizierung wird mit Hilfe einer Fluoreszenzmessung vorgenommen. Ein
fluoreszierender Farbstoff wird dabei dem PCR-Mastermix zugefugt. In dieser Arbeit
wurde dafur der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green verwendet. Vor der Anwendung
mussten Standardkurven der benutzten Primer hergestellt werden, um die Anzahl der
jeweiligen Genkopien jeder Probe spéater berechnen zu koénnen. Hierfur wurden 10er
Verdinnungsreihen der PCR-Produkte hergestellt.

Zum Vergleich der Expression der Gene zu jedem Primer wurde das Enzym GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) verwendet. Es wird als Enzym der
Glykolyse in jeder humanen Zelle konstant exprimiert und kann deshalb zur

Normalisierung der PCR-Ergebnisse herangezogen werden (Radonic et al. 2004).

6.2 Diskussion der Ergebnisse

In der parodontalen Heilung nehmen Epithelien eine zentrale Stellung ein, da sie Uber
den physikalischen Schutz hinaus durch die Expression antimikrobieller Peptide einen
antibakteriellen Schutz bieten, was insbesondere an der Barriere vom
Mundhdhlenepithel zu anderen Gewebearten entscheidend ist. Das parodontale Epithel
schitzt vor dem Eindringen parodontal pathogener Keime und damit der daraus
resultierenden Destruktion des Parodonts. Weiterhin ist ein intaktes Saumepithel
entscheidend fir die immunologische Abwehr und verhindert ein Eindringen
verschiedener Bakterien in den Blutkreislauf. Das ist in Bezug auf die Assoziation
sytemischer Erkrankungen mit einer manifestierten Parodontits von besonderer
Bedeutung. Das Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob das seit vielen Jahren in der
parodontalen Heilung eingesetzte Proteinderivat, EMD, die Expression von
antimikrobiellen Peptiden, sowie proinflammatorischen Zytokinen in der Epithelzelllinie
HaCaT reguliert.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals gezeigt, dass EMD einen Einfluss auf die
Genexpression von humanen Beta-Defensinen in HaCaT-Zellen hat.
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Humane Beta-Defensine 1-3 werden im Epithel der Mundhdhle exprimiert (Dale et al.
2001; Gomes und Fernandes 2010; Gursoy und Kdénonen 2012) und sind ein Teil der
initialen Immunantwort gegen Bakterien, Viren und Pilze. AuRerdem nehmen Humane
Beta-Defensine eine essentielle Rolle neben der kdrpereigenen Immunantwort auch in
Wundheilungsvorgangen uber eine Stimulation der Migration und Proliferation von
Keratinozyten auch unter Anwesenheit von pathogenen Keimen ein (Niyonsaba et al.
2007).

Schmelzmatrixproteine férdern die Regeneration parodontaler Strukturen indem sie
Vorgange der Zahnentwicklung imitieren (Hammarstrom 1997a). Im Bereich der
parodontalen Regeneration gibt es bisher keine Publikationen die den Einfluss von
EMD auf die lokale Expression der humanen Beta-Defensine zeigte, welche selbst
bereits in der Mundhdhle nachgewiesen wurden.

In der vorliegenden Studie konnte erstmals eine Regulierung der Genexpression von
hBD-1 durch EMD in HaCaT-Zellen nachgewiesen werden. HBD-1 wurde sowohl in der
negativen Kontrolle, als auch nach Stimulation mit TNF-a sowie mit EMD in den
HaCaT-Zellen exprimiert. Interessanterweise fand eine Regulation der Expression in
den spaten Phasen der Stimulation mit EMD statt. Die Anzahl der Genkopien ist nach
12 und 24 Stunden statistisch signifikant niedriger in den EMD- und TNF-a-stimulierten

Proben im Vergleich zur negativen Kontrolle

Das hBD-1 wird in verschiedenen Zelltypen exprimiert (Gursoy und Kondnen 2012).
Einige Autoren beschreiben, dass die Expression, trotz Stimulation mit verschiedenen
Mediatoren, z.B. TNF-a, LPS, PMA und IL-6, konstant blieb (Zhao et al. 1996).
Allerdings wurde eine verminderte Genexpression von hBD-1 in inflammatorisch
veranderten gingivalen Keratinozyten nach Stimulation mit IL-18 nachgewiesen (Liu et
al. 2013), was die Ergebnisse unserer Arbeit stitzt, da die Stimulation mit TNF-a
ebenfalls eine signifikant verminderte Genexpression von hBD-1 bewirkte. Dies wirde
die Annahme, dass humane Beta-Defensine wahrend einer Entzindung vermehrt
exprimiert werden (Dale et al. 2001), fur hBD-1 nicht bestatigen, da unsere Studie
Gegenteiliges zeigt. Jedoch stitzen unsere Ergebnisse, die zeigen das TNF-a die
Expression von hBD-1 hemmt, andere Studien, in denen hBD-1 ebenfalls bei
inflammatorisch verdnderten Keratinozyten vermindert exprimiert wird (Liu et al. 2013).
Auch bei Nikotinabusus konnte nachgewiesen werden, dass in oralen Epithelzellen
hBD-1 und hBD-2 vermindert exprimiert werden (Wolgin et al. 2012).
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EMD stimulierte in vorliegender Arbeit nicht die Genexpression von hBD-2. Nur in den
mit der positiven Kontrolle, d.h. mit TNF-a stimulierten Proben, konnte hBD-2 tberhaupt
nachgewiesen werden. Es wurde in vorangegangenen Studien gezeigt, dass hBD-2
durch diverse Entziindungsmediatoren wie IL1[3, IL-8, LPS und TNF-a reguliert wird
(Yamaguchi und Ouchi 2012; Liu et al. 2013). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
scheinen das zu bestatigen. In der Literatur wird jedoch eine hBD-2-Exprimierung in
HaCaT’s ohne weitere Stimulation beschrieben, dies konnte hier in der unstimulierten
Kontrollgruppe nicht bestéatigt werden (Seo et al. 2001). Jedoch ist nicht

auszuschliel3en, dass hBD-2 lediglich unter der Nachweisgrenze exprimiert wurde.

In keinem der Versuche konnten Genkopien von hBD-3 in den HaCaT’s nachgewiesen
werden. Jedoch bedeutet dies nicht, dass HaCaT‘s hBD-3 nicht exprimieren. Ein
maoglicher Grund kdnnte ein Exprimierungsspiegel unterhalb der Nachweisgrenze sein,
d.h. es konnte fotometrisch keine RNA mehr nachgewiesen werden. Andere Studien
zeigen, dass die Genexpression von hBD-2 und hBD-3 deutlich geringer ist, als die von
hBD-1 und hBD-4 (Paris et al. 2009), was die Ergebnisse in vorliegender Arbeit
ebenfalls stutzt.

Entsprechend der Datenlage uber die Expression von LL-37 in HaCaT-Zellen) konnte
das Cathelicidin in keiner Probe dieser Studie nachgewiesen werden (Kim et al. 2005).
LL-37 wird sowohl in psoriatischer Haut exprimiert und in primaren humamen
Keratinozyten (Kim et al. 2005). Unsere Arbeit stutzt somit bisherige Studien, in denen

keine Stimulation von LL-37 in HaCaT’s moglich war.

Es konnte eine signifikante Steigerung der IL-18 Expression nach 24 h nach EMD
Stimulation der HaCaT-Zellen nachgewiesen werden. Dies konnte darauf hindeuten,
dass EMD nach einer gewissen Zeit proinflammatorisch wirkt. Auch in den spaten
Phasen (12 h, 24 h) bei hBD-1 wurde eine Regulation sowohl in den EMD-stimulierten,
als auch in den TNF-a stimulierten Proben gemessen, die auf eine inflammatorische
Reaktion hindeuten. So wurden bereits eine verminderte Expression von hBD-1 nach
Stimulation mit IL-13 nachgewiesen (Liu et al. 2013). Zu allen gemessenen Zeiten (1 h,
6 h, 12 h, 24 h) stimulierte in der vorliegenden Studie TNF-a die IL-1B, nach einer
Stunde dabei sogar signifikant im Vergleich zur negativen Kontrolle. Jedoch nimmt der
Spiegel von IL-13 der TNF-a stimulierten Proben nach 6 h kontinuierlich wieder ab.
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EMD scheint keinen regulatorischen Einfluss auf die Genexpression von IL-6 in HaCaT-
Zellen zu haben. Ganz ahnlich wie bei IL-13 verhielt es sich bei der Genexpression von
IL-6 nach Stimulation mit TNF-a. Auch hier ist der Spiegel in allen gemessenen Zeiten
(2 h, 6 h, 12 h, 24 h) hoher als im Vergleich zur negativen Kontrolle. Jedoch sinkt er

nach 6 h kontinuierlich wieder ab.

Unsere Studie zeigte, dass Emdogain® die Genexpression von hBD-1 signifikant
hemmt. Anders, als bei den humanen B-Defensinen-2 und -3, die bei einer Gingivitis
bzw. Parodontitis vermehrt exprimiert werden, konnte bereits eine signifikant
verminderte Genexpression von hBD-1 wéahrend einer Parodontitis in gingivalem Epithel
nachgewiesen werden (Dommisch et al. 2005). Das bedeutet, dass hBD-1 wahrend
inflammatorischer Prozesse in Epithelien vermindert exprimiert wird. Nach bisheriger
Datenlage ist hBD-3 an Wundheilungsvorgangen in Keratinozyten beteiligt (Niyonsaba
et al. 2007). HBD-3 wurde, entgegen der Datenlage, in vorliegender Arbeit in keiner der
Gruppen exprimiert (Kisich et al. 2007). Da hBD-3 vermehrt bei entzindlichen
Prozessen stimuliert wird, ware in folgenden Studien eine Préastimulation mit
proinflammatorischen Mediatoren vor der eigentlichen EMD-Stimulation sinnvoll in
Betracht zu ziehen (Dommisch et al. 2005b). Eine solche Préastimulation kénnte auch far
hBD-1 in Betracht gezogen werden um herauszufinden, ob EMD die Genexpression

von hBD-1 in bereits entziindlich verandertem Epithel zusatzlich hemmt.

Die vorliegenden Ergebnisse Uber die Genexpression humaner Beta-Defensine und
proinflammatorischer Zytokine in einer Keratinozytenzelllinie kénnen als Modell fur
Folgestudien mit Primarkulturen oder klinischen Biopsien aus der Mundhoéhle in Bezug

auf die Regulation antimikrobieller Peptide herangezogen werden.
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9 Schlussfolgerungen

Entgegen der bisherigen Datenlage, dass hBD-1 in Epithelzellen konstant exprimiert
wird, konnte die vorliegende Studie erstmals zeigen, dass EMD die Expression von
hBD-1 in HaCaT-Zellen nach 12 und 24 h signifikant hemmt. Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich nach Stimulation mit TNF-a. Auch hier fand eine signifikant geringere
Genexpression von hBD-1 im Vergleich zur negativen Kontrolle nach 12 h und 24 h

statt.
EMD scheint dagegen keinen regulatorischen Einfluss auf die Genexpression von hBD-
2 und hBD-3 aufzuweisen.

Zudem konnte unsere Studie bestatigen, dass das, zu den antimikrobiellen Peptiden

gehodrende, LL-37 nicht in HaCaT-Zellen exprimiert wird.

Dagegen stimulierte EMD signifikant die Genexpression des proinflammatorischen
Zytokins IL-1pB.

Das parodontal regenerativ wirkende EMD hat Einfluss auf die Genexpression von
AMP’s, speziell hBD-1. Es bleibt noch herauszufinden, ob neben hBD-3 auch hBD-1 in

der epithelialen Wundheilung eine Rolle spielt.
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