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1. Einleitung

1.1. Der Pulpa-Dentin-Komplex

Das Dentin macht den grof3ten Teil des Zahnhartgewebes aus und setzt sich aus
verschiedenen Schichten zusammen. Die aul3erste etwa 30 um dicke Dentinschicht,
die parallel zur Schmelz-Dentin-Grenze respektive Dentin-Zement-Grenze verlauft,
hei3t Manteldentin. Die anschlieBend gebildete Hauptmasse des Dentins wird
zirkumpulpales Dentin genannt. Zur Zahnpulpa hin wird das zirkumpulpale Dentin
von einer noch unmineralisierten organischen Dentinmatrix, dem Pradentin,
begrenzt. Besonders charakteristisch fur das menschliche Dentin sind die regelmalig
angeordneten Dentinkanalchen (Tubuli), welche die Fortsatze der Odontoblasten
(Tomes'sche Fortsatze) enthalten. Diese Dentinkanédlchen weisen einen
Durchmesser von 0,5 mm bis 200 nm auf und stellen eine direkte Verbindung zum
Pulpenkavum dar. Dieser im Innern des Zahnes gelegene Hohlraum enthalt die
Zahnpulpa und lasst sich anatomisch in einen Kronen- und einen Wurzelbereich
untergliedern. Histologisch zeichnet sich die Zahnpulpa durch ein lockeres, stark
vaskularisiertes, spezialisiertes Bindegewebe aus. Es finden sich Zellen
unterschiedlicher Funktionen und Populationen, wie Odontoblasten, Fibroblasten,
undifferenzierte Mesenchymzellen, Histiozyten, dendritische Zellen, Perizyten,
Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen (Hellwig et al., 2003). Odontoblasten
bilden die periphere Zellschicht der Zahnpulpa mit direktem Kontakt zum Dentin.
Beim Zahn des Erwachsenen ragt der Odontoblastenfortsatz nicht weiter als 0,5 mm
von der Pulpa-Dentin-Grenze Richtung Dentin-Zement-Grenze (Garberoglio und
Brannstrom, 1976). Dennoch steuern Odontoblasten oder deren Ersatzzellen in der
vitalen Pulpa via Exkretion und Resorption des Dentinliquors den Dentinstoffwechsel
(Karjalainen und Soéderling, 1984).

Verschiedene Erkrankungen des Zahnes (Schmelz-Dentin-Karies oder Wurzelkaries)
und des Zahnhalteapparates (Parodontitis, Rezessionen) kdnnen zur Exposition von
Dentin fihren. Dadurch wird den Mikroorganismen der Zutritt zum Wurzelkanal
gewahrt. Mit zunehmender Demineralisierung und Infektion des Dentins sind die
Odontoblasten die ersten Zellen, die den Mikroorganismen und deren

Stoffwechselprodukten ausgesetzt sind (Hellwig et al., 2003). Die Pulpa antwortet
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auf diesen mikrobiellen Reiz als immunkompetentes Gewebe mit einer lokalen
Entztndung (Jontell et al., 1998)

1.2. Karies - die infizierte Zahnhartsubstanz

Die bakteriell bedingte Zahnkaries ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten des
menschlichen Koérpers. Unter Karies versteht man einen dynamischen
Demineralisationprozess der Zahnhartsubstanz durch Stoffwechselprodukte
kariogener Mikroorganismen, die sich der Zahnoberflache in einer Plaquematrix
(Biofilm) anlagern (Hellwig et al., 2003). Aus nahrungsbedingten Kohlenhydraten
bilden diese Bakterien Sauren, wie zum Beispiel Milchsaure, die zu einem Absinken
des pH-Wertes unter die fur Schmelz (pH 5,5 — 5,7) und Dentin (pH 6,3 — 6,5)
kritische Grenze fiihren, mit der Folge, dass das Hydroxylapatit der
Schmelzoberflache zunachst chemisch verandert wird und schlie8lich in Lésung
geht. Die Zahnhartsubstanzen werden demineralisiert. Die Anhaftung der kariogenen
Mikroorganismen an die Zahnoberflache innerhalb eines Biofilms, sowie die Bildung
und Freisetzung von Sauren sind entscheidend fur das kariogene Potential dieser

Mikroorganismen (Hamada und Slade, 1980; Tamesada et al., 2004).

Die Anderung der Homoostase innerhalb der Mundhohle zusammen mit einem
Ubermalligen Wachstum der kariogenen Mikroorganismen in der Plaquematrix wird
als Hauptursache fur Zahnkaries anerkannt. Wenn der haufige Verzehr von
Kohlenhydraten tber einen langeren Zeitraum anhalt, ist die Entstehung irreversibler
Substanzdefekte unausweichlich. Tiefe kariése Lasionen verursachen in der Regel
eine Entzindungsreaktion im Pulpa-Dentin-Komplex (Jontell et al., 1998; McLachlan
et al., 2004).

1.3. Streptococcus mutans

In der Zahnplaque, die der Zahnoberflache aufliegt, sind ca. 200-300 verschiedene
Mikroorganismen zu finden (Hamilton und Bowden, 2000). Vor allem kommen
zahlreiche Anaerobier-Spezies vor. Bereits 1924 konnte Clarke anhand mikrobieller
Studien orale Streptokokken in der Plaquematrix nachweisen. Fitzgerald und Keyes

(1960) entdeckten, dass speziell Streptokokken, unter anderem Streptococcus
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mutans, hauptsachlich an der Entstehung der Zahnkaries beteiligt sind.
Streptokokken sind aerotolerant (fakultativ anaerob), unbeweglich, grampositiv,
oxidase- sowie katalase-negativ. Ihre Kohlenhydratverwertung ist fermentativ.
Dennoch konnen Streptokokken sehr wohl Sauerstoff metabolisieren. Die wichtigsten
mit der Plaque assoziierten sduretoleranten Bakterien sind S. mutans, S. anginosus,
S. constellatus, S. gordonii, S. intermedius, S. mitis, S. oralis, S. salivarius und S.
sangius (Svensater et al., 2003).

Vorrangige klinische Bedeutung findet Streptococcus mutans in Zusammenhang mit
oralem Biofilm, Kariesentstehung und —progression (Donkersloot und Hoerman,
1974; Hamada und Slade, 1980; Loesche, 1986). Dies héngt vor allem zusammen
mit der ausgepragten Sauretoleranz und mit der Fahigkeit, niedermolekulare Zucker
abzubauen und kurzkettige Carbonséuren zu synthetisieren (Drucker und Melville,
1968; Tanzer et al., 1969), die zu einer Demineralisation der Zahnhartsubstanz
fuhren (Shaw, 1987). Zusatzlich ist S. mutans in der Lage, Saccharose in langkettige,
zum Teil unldsliche Polysaccharide umzuwandeln (Shen et al., 2004). Diese bilden
nicht nur ein Nahrungsreservoir fir diese Keime, sondern verleihen oralen Biofilmen
eine struktur- und volumengebende Matrix, Klebrigkeit und Bestandigkeit (Shen et
al., 2004). S. mutans kann sowohl intrazellulare Polysaccharide (intracellular
glycogen-like polysaccharides, IPSs) als auch extrazellulare Polysaccharide
synthetisieren. Dies tragt entscheidend zur Kariogenitat von S. mutans bei (Harris et
al., 1992).

Neben Saccharose ist S. mutans ebenfalls in der Lage, weitere Kohlenhydrate und
Zuckeralkohole, wie Glucose, Lactose, Trehalose, Mannitol, Sorbitol, Raffinose und
Melibiose, die mit der Nahrung angeboten werden zu verstoffwechseln (Coykendall,
1989).

Die Anhaftung an die Zahnoberflache wird durch spezifische
Oberflachenadhasionsmolekile (cell-surface adhesion-like proteins) vermittelt
(Russell und Lehner, 1978). Diese unterstitzen nicht nur das Anhaften des
Bakteriums an die Zahnoberflache, sondern stellen weitere Bindungsstellen fir die
Anlagerung weiterer Mikroorganismen dar. Neuere Untersuchungen haben gezeigt,
dass eine Supprimierung dieser Proteine eine Virulenzreduktion von S. mutans zur
Folge hat (Nakano et al., 2006).
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1.4. Entzindung

Profunde kariose Lasionen fihren zu einer Interaktion zwischen S. mutans und
Pulpazellen, einhergehend mit einer inflammatorischen Reaktion des Pulpa-Dentin-
Komplexes (Hahn et al., 2000; Jontell et al., 1998). Unter Entziindung versteht man
einen schnellen, aber wohl koordinierten Prozess, der durch eine mikrobielle
Infektion oder eine Gewebeschadigung ausgeltst werden kann (Kumar et al., 2007;
Nathan, 2002). Dieser Prozess beinhaltet eine Schadigung und Zerstérung
korpereigenen Gewebes. Die hauptsachliche Bedeutung einer Entzindung ist, die
Infektion zu beseitigen und eine Reparatur des geschadigten Gewebes einzuleiten,
so dass der Zustand der Homoostase wieder erreicht wird. Wesentlich fir die
Effektivitat dieses Systems ist die Fahigkeit, eine schnelle Immunantwort einzuleiten,
die dem entziindungsauslésenden Reiz adaquat ist, und trotzdem das Gewebe nicht
zu stark schadigt. Demzufolge ist die ideale Entzindungsreaktion schnell,
destruierend (wenn notig), spezifisch und selbstlimitierend (Nathan, 2002; Segal et
al., 2000).

1.5. Immunreaktion

Das menschliche Immunsystem beinhaltet sowohl zellulare als auch humorale
Abwehrreaktionen und lasst sich in einen unspezifischen (angeborenen) und einen
spezifischen (erworbenen) Teil gliedern. Das angeborene Immunsystem ist das
altere von beiden und in unterschiedlicher Auspragung in allen Metazoen zu finden
(Medzhitov, 2007). Die Zellen des angeborenen Immunsystems, neutrophile
Granulozyten und Monozyten, verwenden spezifische Rezeptoren, um eine
mikrobielle Infektion zu erkennen und zu signalisieren (Medzhitov, 2007; Takeda et
al., 2003). Diese Signale dienen zwei hauptsachlichen Funktionen: Auslosen einer
Entzindungskaskade, die letztendlich hilft, die Infektion einzugrenzen, und die
Aktivierung des erworbenen Immunsystems. Der spezifische Teil wird durch B- und
T-Lymphozyten verkérpert und Gber Antigen-Antikorper-Reaktionen vermittelt. Dieser
Prozess ist effektiver, benétigt allerdings mehr Zeit, bis dieser voll entwickelt ist.
Hauptausldser fur eine Entziindungsreaktion ist die Erkennung von Mikroorganismen
durch spezifische Rezeptoren der Zellen des unspezifischen Immunsystems (Takeda

et al., 2003). Die Kennzeichen einer Entziindung, die mit einer mikrobiellen Infektion
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einhergehen (z.B. R6tung, Erwdrmung, Schwellung und Schmerz) werden durch das
angeborene Immunsystem initiiert. Evolutiondr hat sich eine Spezifitat an
Rezeptoren ausgebildet, die in der Lage sind, viele verschiedene Klassen von
potentiellen Pathogenen zu erkennen (Janeway, 1989). So sind die Zellen des
angeborenen Immunsystems befahigt, einen grol3en Bereich der mikrobiellen Vielfalt
zu erkennen (Akira et al., 2001; Medzhitov, 2001). Diese Strategie wird ,pattern
recognition” (Muster-Erkennung) und die Rezeptoren, die diese anwenden, ,pattern
recognition receptors® (PRRs) genannt. Solche mikrobiellen ,Muster” kdnnen zum
Beispiel Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS) und Peptidoglykane

gram-negativer und gram-positiver Mikroorganismen sein.

Pattern recognition Rezeptoren sind in die Immunreaktion involviert (Janeway, 1989;
Hoffmann et al., 1999). Besonders relevant bezuglich der Initiation der Entziindung
sind PRRs, die bei Erkennung einer mikrobiellen Infektion mit einem pro-
inflammatorischen Signal antworten. In diesem Zusammenhang sind die Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) am besten charakterisiert (Akira et al., 2001). TLRs werden von
phagozytierenden Zellen, wie Makrophagen, Neutrophile und dendritischen Zellen
exprimiert. Infolge einer mikrobiellen Infektion kommt es zur Aktivierung dieser Zellen
(Akira et al.,, 2001; Medzhitov, 2001) mit anschlieender Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine, vor allem Interleukinen, welche viele der friilhen Signale
vermitteln, die eine Entziindung etablieren (Medzhitov, 2007; Mariathasan und
Monack, 2007).

1.6. Zytokine

Zytokine, die von verschiedenen Gewebs- und Zelltypen produziert und sezerniert
werden, besitzen ein pleiotropes Wirkungsspektrum. Zytokine beeinflussen einander
in Bezug auf die Synthese und in diesem Zusammenhang einer additiven,
synergistischen oder auch antagonistischen Wirkung. Als Zytokine wurden
ursprunglich Faktoren bezeichnet, die von den Zellen des Immunsystems produziert
werden und auch diese beeinflussen. Es hat sich aber gezeigt, dass sie auch auf
andere Zellen und Gewebe wirken kénnen. Alle Zytokine wirken auf Zielzellen tber
spezifische Rezeptorsysteme, die Liganden mit hoher Affinitat binden kénnen. Nach

der Bindung des Zytokins an einen spezifischen Rezeptor kommt es zur Ubermittlung
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eines Signals in den Zellkern, was zur Induktion der Transkription von Zielgenen
fuhren kann. Man unterteilt die Funktionen der Zytokine in drei Gruppen:
Immunregulatorische Wirkung, Entzindung und Akute-Phase-Reaktion, sowie
Hamatopoese. Die Regulation des Immunsystems erfolgt meist Uber Interferone und
Interleukine, die die Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von B- und T-
Lymphozyten induzieren. Die Koordination von Entzindungs- und Akute-Phase-
Reaktionen wird vor allem durch die Interleukine IL-1, IL-6, IL-8, durch TNF-a und
Interferone (IFN) reguliert (Heinrich et al., 1990). Interleukine und andere Mediatoren
sind aul3erdem an der Reifung von Blutzellen wie Erythrozyten, Thrombozyten,

Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten beteiligt.

1.7. Interleukine

Interleukine sind Peptidhormone, welche als kérpereigene Botenstoffe der Zellen des
Immunsystems agieren. Diese wirken immunmodulierend und dienen der
Kommunikation der Abwehrzellen untereinander. Interleukine sind sehr kleine
Proteine mit einem Molekulargewicht von 8 bis 40.000 Da. Deren biologische
Aktivitat erlaubt es, verschiedene Klassen zu beschreiben. Interleukine werden in
verschiedene Subgruppen unterteilt, die hummerisch gekennzeichnet sind (IL-1 bis
IL-32). Die Wirkung der Interleukine ist dabei hdchst unterschiedlich. So regen
Interleukine spezifisch bestimmte Zellen des Immunsystems zu Wachstum,
Differenzierung und Teilung an oder verhindern diesen Prozess der Aktivierung.
Einige Interleukine  wirken  pro-inflammatorisch, = wogegen andere die
Entzindungsreaktion reduzieren und die Heilung fordern (anti-inflammatorisch).
Interleukine werden nahezu in allen Zellen synthetisiert. Die meisten Interleukin-
Gene werden exprimiert infolge einer speziellen Stimulation mit schadlichen Noxen,
wie zum Beispiel UV-Licht, Hyperosmolaritat oder die Anhaftung bestimmter
Oberflachenmolekiile (Entzindungmediatoren). Diese aktivieren Proteinkinasen,
welche Transkriptionsfaktoren fur die Genexpression phosphorylieren.

Immunhistologische Untersuchungen dentalen Pulpagewebes haben eine verstarkte
Expression pro-inflammatorischer Mediatoren wie Interleukin-1-B, TNF-a, Interleukin-
6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) in Geweben karids geschadigter Zéahne im Vergleich
zu Geweben kariesfreier Zdhne gezeigt (McLachlan et al., 2004). Eine erhohte
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Expression von IL-6 und IL-8 als Reaktion auf S. mutans konnte bereits in
epithelialen Zellen, endothelialen Zellen (Vernier et al., 1996), Monozyten (Soell et
al., 1994) und humanen Plasmazellen (Chia et al., 2002) nachgewiesen werden,
aber noch nicht in odontoblasten-ahnlichen Zellen. All diese Untersuchungen haben
gezeigt, dass die untersuchten Zelltypen auf einen mikrobiellen Reiz als

immunkompetentes Gewebe mit einer lokalen Entziindung antworten.

1.7.1. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) gehort zur Familie der Zytokine, die mal3geblich an der
Vermittlung von Entziindungsreaktionen des Organismus beteiligt sind. Durch die
komplexe Regelung und Funktion kommt dem Interleukin-6 eine Schlisselstellung in
dem Ubergang von Mechanismen der angeborenen Immunitat hin zu Mechanismen
der erworbenen Immunitat innerhalb des Entziindungsprozesses zu. Biologisch
aktives IL-6 ist ein 184 Aminoséduren langes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 26 kDa (Clogston et al. 1989; Gross et al. 1989). Die O- und N-
Glykosylierungen sind fur die biologische Aktivitat wichtig, deglykosyliertes IL-6 ist
nur zu 35% aktiv (Dufhues, 1991). IL-6 gehdrt in die Familie der sogenannten
langkettigen 4-a-Helix-Bundel-Zytokine. Charakteristisch fur diese Zytokine sind vier
antiparallel in einem BlUndel angeordnete a-Helices (Bazan, 1990). Weitere
Mitglieder dieser Familie sind u.a. das Wachstumshormon (GH), Prolaktin (PRL),
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), Erythropoetin (Epo), IL-10, IL-11, IL-
12, Interferon a/B (IFN a/B) und Leptin (Bazan, 1990).

Es kann durch bakterielle Endotoxine, IL-1, Tumornekrosefaktor (TNF) und TNF-q,
platelet-derived growth factor (PDGF), Onkostatin M, Interferon(IFN)-B, Nerve-
growth-factor (NGF), IL-17 und virale Infektionen stimuliert werden (Heinrich et al.
1990; Van Snick und Nordan, 1990). Je nach Zelltyp besteht durch IL-6 eine positive
oder negative Riuckkopplung auf die eigene Synthese.

Interleukin-6 ist ein pleiotrop wirkendes Zytokin (Heinrich et al., 1990; Kishimoto et
al., 1994), das von einer Vielzahl verschiedener Zellen wie z.B. Monozyten,
Makrophagen, Kupffer-Zellen, Neutrophile, Mastzellen, Lymphozyten, Fibroblasten,
Epithel- und Endothelzellen (Akira et al., 1990; Heinrich et al., 1990; Van Snick und

Nordan, 1990), aber auch von Odontoblasten und Pulpafibroblasten (Dommisch et
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al., 2007b; Veerayutthwilai et al., 2007) synthetisiert wird. Neben den pleiotropen
Wirkungen konnten auch pathobiologische Aktivitdten des IL-6 nachgewiesen
werden. So gibt es zum Beispiel Hinweise, dass IL-6 bei inflammatorischen und
Autoimmunerkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis), AIDS, B-Zell-Neoplasien
(Myelom) und bei der Osteoporose eine Rolle spielt (Akira et al., 1993). Desweiteren
ist IL-6 beteiligt an der Differenzierung der B-Zell-Lymphozyten und gilt als eines der
bedeutensten pro-inflammatorischen Mediatoren der Akute-Phase-Reaktion
(Ibelgaufts, 2002; Akira et al., 1990). In Monozyten und Lymphozyten, ist bekannt,

dass die IL-6-Synthese durch bakterielle Stimulation erhéht werden kann.

In Pulpafibroblasten ist die Expression von IL-6 durch schwarz-pigmentierte
Bacteroides (Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia) (Yang et al., 2003) und durch LPS von Escherichia coli (Coil et al., 2004)
induzierbar. Es konnte gezeigt werden, dass die IL-6-Konzentration in
Pulpafibroblasten erhoht ist, wenn diese proinflammatorischen Mediatoren wie IL-1-3
und TNF-a ausgesetzt werden (Lin et al., 2002). In kultivierten Odontoblasten-
ahnlichen Zellen konnte eine Erhéhung der mRNA-Expression fir IL-6 als Antwort
auf das antimikrobielles Peptid, humane B-Defensin-2 (hBD-2) beobachtet werden
(Dommisch et al., 2007b).

1.7.2. Interleukin-8

Interleukin-8 ist ein Chemokin und reprasentiert einen induzierbaren
chemotaktischen Faktor fir eine Vielzahl von Immunzellen und ist besonders an der
Aktivierung von polymorphkernigen Leukozyten (Neutrophilen) beteiligt (Schroder
und Christophers, 1992). Es erhdht die Chemotaxis flr alle bekannten beweglichen
Immunzellen. IL-8 wird in Makrophagen, Monozyten, Fibroblasten, Epithelzellen
(Schroder und Christophers, 1992), Pulpafibroblasten (Patel et al., 2003) sowie
Odontoblasten (Dommisch et al., 2007b; Levin et al., 1999) synthetisiert. Es kann
ahnlich wie IL-6 durch Viren, bakterielle Lipopolysaccharide, TNF-a und auch durch
Concanavalin A, doppelstrangige RNA, IL-1B, IL-7 und IL-17 induziert werden. In
verschiedenen Experimenten mit Pulpafibroblasten konnte die gesteigerte IL-8-

Konzentration nach Stimulation mit Prevotella intermedia (Tokuda et al., 2002),
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Fusobacterium nucleatum (Thaweboon et al., 2006), Lipopolysaccharide des
Bakteriums E. coli (Chang et al., 2005), Substanz P und calcitonin gene-related
peptide (Patel et al., 2003) nachgewiesen werden. Auch die Expression von IL-8 in
der Odontoblastenzellschicht nach Stimulation mit LPS des E. coli wurde
demonstriert (Levin et al., 1999). Vergleichbar mit IL-6 konnte die mMRNA-Expression
von IL-8 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach Stimulation mit dem antimikrobiellen
Peptid hBD-2 beschrieben werden (Dommisch et al. 2007b). Fur Odontoblasten der
Zahnpulpa konnte gezeigt werden, dass die mMRNA-Expression von IL-8 durch LPS
von E. coli sowie von hBD-2 stimuliert werden kann (Levin et al., 1999).

1.8. Phosphatidylinositol-3-Kinase

Fur die Signaltransduktion besitzen Phospholipide als Signalmediatoren eine sehr
gro3e Bedeutung (Foster et al., 2003). Die chemische Struktur dieser Phospholipide
kann durch verschiedene Enzyme beeinflusst werden. Hierzu zahlt die zu den
Lipidkinasen gehodrende Gruppe der Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI-3-Kinasen)
(Foster et al., 2003), die in sdmtlichen eukaryotischen Zellen nachgewiesen werden
koénnen. PI3K beteiligt sich an einer Vielzahl zellularer Schlisselfunktionen, wie

Zellwachstum, Proliferation, Migration, Differenzierung, Uberleben und Zelladhasion.

Diese Enzymgruppe phosphoryliert die 3°-Position des Inositolringes der
Phosphatidylinositide, und als Ergebnis entstehen verschiedene Phosphatidylinositid-
Phosphate. Diese 17 Substrate erfiillen wichtige Funktionen in der Zelle wie zum
Beispiel den Proteintransport vom Golgi-Apparat zu den Lysosomen (Fry, 1994).
AuBBerdem werden weitere Enzymkaskaden durch Phosphatidylinositid-Phosphate
aktiviert, die wichtig fur Proliferations- und Differenzierungsvorgange, einhergehend
mit der Regulation des Zellzyklus und der Proteinbiosynthese sind. Es konnte gezeigt
werden, dass 3-phosphorylierte Phosphoinositide urspringlich in Tumorzellen und
mitoseaktivierten Zellen vorhanden sind, so dass man eine Funktion der PI-3-
Kinasen in Tumorvorgdngen und in mitotischen Signaltransduktionen annimmt
(Sasaki et al., 2000; Fry, 2001). Die PI-3-Kinase ist ein Heterodimer, welches aus
einer regulatorischen und einer katalytischen Untereinheit besteht. Die PI-3-Kinasen

werden in drei Klassen eingeteilt. Die Enzyme der Klasse | sind in der Lage, alle
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Phosphatidylinositole als Substrat zu verwenden. Bevorzugt wird jedoch
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat an der 3"OH Position des Inositolrings
phosphoryliert, so dass als Hauptprodukt Phosphoinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3)
entsteht, das weitere intrazellulare Signalkaskaden ausldst, die schlie3lich zu einer
vermehrten Genexpression von Entziindungmediatoren fihren. Der Lokalisationsort
fur diese auch als Lipidkinaseaktivitat beschriebene Funktion ist die Zellmembran.
Ebenfalls ist fir die PI-3-Kinasen der Klasse | eine intrinsische Proteinkinaseaktivitat
beschrieben, die zu einer Aktivierung von MAP-Kinasen flihrt. Die MAP-Kinasen
werden durch die PI-3-Kinasen vorwiegend im Zytosol beeinflusst (Foster et al.,
2003, Fry, 1994).

Die Vertreter der Klasse Il kbnnen nur PI-4-P und Pl an 3"-Position des Inositolringes
phosphorylieren und die der Klasse Il sind nur in der Lage Pl umzusetzen. Fur die

Klasse lll ist ebenfalls eine Proteinkinaseaktivitat nachgewiesen (Foster et al., 2003).

Abb.1

Der Phosphatidylinositol-3-Kinase/Protein-Kinase-B (PI3K/PKB) Signaltransduktions-
weg. PKD: Phosphatidylinositol-abh&ngige Kinase, FKHR: Forkhead
Transkriptionsfaktor, CREB: cAMP responsive element binding protein, GSKa3:
Glycogen Synthase Kinase 3, NF-kappa-B: Nukledrer Faktor kappa B (Cell Signaling
TECHNOLOGY ™, modifiziert) (Kemény, 2002)
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In Abb. 1 ist der PI3K/PKB-Signalweg vereinfacht dargestellt. Verschiedene
Botenstoffe wirken Uber spezifische Rezeptoren aktivierend auf die PI3K, welche die
in der Plasmamembran befindlichen Phosphatidylinositole an der 3’-Position des
Inositolringes phosphoryliert. Das Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) dient
anschlielend als Bindungsstelle fir diverse Enzyme wie die Protein Kinase B (PKB)
sowie deren Aktivatoren, die PDKs (phosphatidylinositol-dependent kinases). Durch
die Aktivierung der PKB werden eine Reihe von Enzymphosphorylierungen
eingeleitet, die fur den sog. ,Survival-Pathway“ entscheidend sind. Glycogen
Synthase Kinase 3 (GSK3) und die Transkriptionsfaktoren FKHR (Forkhead-
Transkriptionsfaktoren), CREB (cCAMP-responsive-element binding protein) und NFkB
(Kernfaktor kB) gehoren zu den PKB-Effektorproteinen des sog. ,Survival-Pathways*
(Scheid und Woodgett, 2001).

Die PI-3-Kinase-Aktivitat kann spezifisch durch den pharmakologischen Inhibitor 4-
morpholinyl-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one (LY294002; C;9H;7NO3) gehemmt
werden (Huang et al., 2005b; Huang et al., 2006). LY294002 ist ein
zellmembrandurchgangiger Inhibitor, der an der ATP-Bindungsstelle des Enzyms
kovalent bindet. Dieser zeigt keinen Effekt bezlglich der Aktivitat der EGF-Rezeptor-
Kinase, der MAP-Kinase, PKC, Pl-4-Kinase und S6 Kinase.

Abb.2
Strukturformel LY 294002 (C19H17NO3)
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Verschiedene Studien haben an einer Vielzahl von Zelltypen gezeigt, dass PI-3-
Kinase an der intrazellularen Signaltransduktion mit nachfolgender IL-6 und IL-8
Expression beteiligt ist (Gobert et al., 2007; Turner et al., 2007; Wrann et al., 2007,
Xu et al., 2004; Yadav et al., 2006; Yeh et al., 2006). Bisher sind allerdings noch
keine Daten bekannt, die die Inhibition des PI3K-vermittelten

Signaltransduktionswegs in Odontoblasten zeigen.

1.9. Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Vorherige Untersuchungen konnten zeigen, dass die Zellen der Zahnpulpa spezifisch
auf bakterielle Reize (z.B. Karies) mit einer Entzindungsantwort reagieren. Die
Odontoblasten repréasentieren die peripherste Zellschicht der Zahnpulpa und stehen

damit im Mittelpunkt immunologischen Interesses.

1. Kann die Genexpression fur IL-6 und IL-8 mit Streptococcus mutans in
Odontoblasten-&hnlichen Zellen stimuliert werden?

2. Welchen Einfluss hat die zeitliche Dauer der bakteriellen Stimulation auf
die Genexpression der Zielgene in Odontoblasten-&hnlichen Zellen?

3. Welchen Einfluss hat die Hemmung der Phosphatidylinositol-3-Kinase auf
die Genexpression von IL-6 und IL-8 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen

nach Stimulation mit Streptococcus mutans?
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2. Material und Methoden

2.1. Ubersicht

Im Rahmen oralchirurgischer Eingriffe wurden kariesfreie Weisheitszahne (dritte
Molaren) gewonnen. Humane Odontoblasten-ahnliche Zellen (kultiviert in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) wurden mit einem spezifischen Inhibitor fur PI3K (LY
294002) vorbehandelt und anschlieend mit hitzebehandeltem Streptococcus
mutans Uber einen Zeitraum von 6 und 24 Stunden stimuliert. Nach der Stimulation
wurde RNA aus den untersuchten Zellen extrahiert und die cDNA-Synthese
durchgefiihrt. Die Genexpression von IL-6 und IL-8 wurde mittels Real-Time-
Polymerase-Ketten-Reaktion analysiert. Um die Zelliberlebensrate zu bestimmen,

wurde ein Vitalitatstest der stimulierten Zellen mit Trypan-Blue® durchgefiihrt.

2.2. Reagenzien und Materialien

Fur die Aufbewahrung und Bearbeitung der gesammelten Proben wurden Eppendorf-
Tubes und Pipettenspitzen der Fa. Sarstedt (NUmbrecht) verwendet. Das in den
Versuchsreihen bendtigte Aqua dest. wurde von der Fa. Braun Melsungen AG
(Melsungen), die Kulturschalen und Zellschaber von der Fa. Labomedic GmbH
(Bonn) und das Zellkulturmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle s-Medium) von
der Fa. PAA Laboratories GmbH (Colbe) bezogen. Die Reaktionskits fur die RNA-
Extraktion (RNeasy Mini Kit) wurden von der Fa. Qiagen (Hilden), fur die reverse
Transkription von der Fa. Invitrogen (Karlsruhe) und fir die Real-Time-PCR von der
Fa. Bio-Rad (Hercules, CA, USA) verwendet.

2.3. Kultur Odontoblasten-ahnlicher Zellen

Die untersuchten Zellen stammen aus gesunden, kariesfreien dritten Molaren mit
nicht vollstandig abgeschlossenem Wurzelwachstum, die bei routinemaligen
oralchirurgischen Eingriffen in der Poliklinik fur Chirurgische Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde (Universitatsklinikum Bonn; Direktor: Prof. Dr. G. Wahl) entfernt

wurden. Alle Patienten wurden dartber aufgeklart, dass mit ihrem Einverstandnis zur
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Probenentnahme keine zuséatzlichen Materialentnahmen verbunden waren und
gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Diese Studie wurde von der Ethikkommission
der Universitat Bonn gepruft und genehmigt (Antrag Ethikkommission AZ.: 142/05).
Vor der Desinfektion der extrahierten Zahne mit 70%-igem Ethanol wurden diese
mit einem sterilen Diamantschleifkdrper der Fa. Hager & Meisinger GmbH (Neuss)
von parodontalen Geweben befreit. Um Wourzelfragment und Zahnkrone zu
separieren, wurden die Zahne auf HOhe der Schmelz-Zement-Grenze horizontal
getrennt. Das Pulpagewebe wurde mit einer sterilen Pinzette der Fa. Aesculap
(Tuttlingen) aus dem Pulpenkavum entfernt. Zur Kultivierung Odontoblasten-
ahnlicher Zellen und Pulpafibroblasten wurden die  Zahnkronen mit den
anheftenden Odontoblasten ins Kulturmedium (DMEM, 10% fetal calf serum,
Penicillin, Streptomycin, Amphotericin, PAA, Cdlbe, Germany) uberfuhrt und bei
37C und 5% CO , in einem Inkubator der Fa. Thermo (Dreieich) kultiviert (Dommisch
et al., 2007b; Tjaderhane et al., 1998; Veerayutthwilai et al., 2007). Die Zellen
wurden bis zur 2. Passage unter Mediumwechsel im Drei-Tages-Rhythmus kultiviert.
Nach ca. 4 Wochen wurden die Zellen in Kryoréhrchen von der Fa. Nalgene Nunc
International (Rochester, NY, USA) bei -80C fur nachstehende Experimente
eingefroren. Fur die Stimulationsversuche wurden Zellen der 3. Passage in
Kulturschalen (Durchmesser, 35 mm) mit 2 ml Kulturmedium (DMEM) bis zu einer

Konfluenz von ca. 80-90 % kultiviert.

2.4. Bestimmung der Zellzahl

Die Messung der bei 80 % Konfluenz erreichten Zellzahl pro Schale wurde mit Hilfe
des Zellzéhlers der Firma molab (Hilden) durchgefihrt. Dazu wurden 5 ml
Zellsuspension in einem 50 ml Flacon-Rdhrchen bei 500 x g ca. 3 min zentrifugiert
und anschlieRend der Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden in 1 ml
Phosphate-Buffered-Saline (PBS) resuspendiert. Fur die Zellzahlbestimmung wurden
40 ul dieser Zellsuspension in 10 ml Celloton-Lésung (Fa. mélab, Hilden; Nr.
0200003) gemischt und die Messung durchgefiihrt. Zur Normalisierung der Werte

wurde die Celloton-L6ésung ohne Zellen verwendet.
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2.5. Streptococcus mutans — Kultur

Wild-Typ S. mutans (freundlicherweise bereitgestellt von Prof. Dr. Sahl) wurde in LB-
medium (10g Trypton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl, Roth, Karlsruhe, Germany) uber
Nacht bei 37C (16 Stunden) kultiviert. Um die Konz entration an S. mutans pro pl
Bakterienmedium zu bestimmen, wurde photometrisch die optische Dichte mit dem
Personal Cell Density Meter CO8000 der Fa. WPA (Corston/Bath, UK) gemessen.
Dazu wurden 900 pl des Bakterienmediums mit 100 pl Bakterienzellsuspension in
einer speziell fir das Messgerat passenden Kivette gemischt. Die Normalisierung
der Werte erfolgte, indem die optische Dichte des Bakterienmediums ohne Zellen
bestimmt wurde. Eine optische Dichte (OD) von 0,1 entsprach einer Streptokokken-

Konzentration von 1,8x10° Zellen pro ml.

2.6. Hitzebehandlung der Bakterien

In einem Vorversuch konnte das exponentielle Wachstum von S. mutans im
verwendeten Medium (DMEM) gezeigt werden. Um die Stimulations-Ratio
(Multiplicity of Infection, MOI) wahrend der Stimutationsversuche konstant zu halten,
erfolgte eine Hitzebehandlung der Bakterien. Die Bakteriumzellsuspension (S.
mutans + Uberstand im Medium) wurde 15 Minuten bei 95T be handelt (Crupper und
landolo, 1986). Im Anschluf® konnte in einem weiteren Versuch keine Zunahme der

Bakterienzellzahl in DMEM beobachtet werden.

2.7. Stimulation mit Streptococcus mutans

Odontoblasten-ahnliche Zellen wurden mit einer Stimulations-Ratio (MOI) von 100 (1
eukaryonte Zelle : 100 Bakterienzellen) stimuliert. Vor der Stimulation erfolgte ein
Wechsel zu einem serumfreien Medium. AnschlieRend wurden 9 Zellschalen mit
jeweils 4,25 pl Bakterienzellsuspension, bestehend aus dem Bakterienmedium und
den hitzebehandelten Streptococcus mutans, zugegeben. Vollkommen unstimulierte
Kontrollzellen waren die Grundlage fiur alle Untersuchungen und wurden spater in
der Kalkulation fur die Real-Time-PCR Ergebnisse als Referenz herangezogen.
Weitere ,Negativ-Kontrollen® wurden mit PBS und dem Bakterienmedium
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durchgefuhrt. Alle Stimulationen erfolgten im Dreifachansatz bei 37<C Uber die Zeit:
6 und 24 Stunden.

2.8. Vorinkubation Odontoblasten-ahnlicher Zellen mit LY294002

Der pharmakologische Inhibitor 4-morpholinyl-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one
(LY294002, Calbiochem, Darmstadt, Germany) wurde verwendet, um spezifisch die
Phosphatidylinositol-3-kinase-Aktivitat zu blockieren. Vor der Stimulation mit S.
mutans wurden die Zellen fur 30 Minuten mit 18, 54 und 163 pM LY294002
prainkubiert (Huang et al., 2005b; Huang et al., 2006). Das Bakterienmedium ohne
Zellen und LY294002 (163 pM) dienten als Negativkontrolle fur die
Stimulationsversuche. Getrennt davon wurde eine weitere Kontrolle mit dem
Lésungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) des Inhibitors (LY294002) durchgefuhrt. Es
zeigten sich keine Unterschiede in Bezug auf die Expression der Zielgene nach
Anwendung von DMSO im Vergleich zur Kontrolle mit dem Inhibitor LY294002 (163
1M) gelést in DMSO.

2.9. Experimentelle Gruppen
1) unstimulierte Odontoblasten-&hnliche Zellen (in DMEM; 6 und 24 h)

2) mit hitzebehandelten S. mutans stimulierte Odontoblasten-ahnliche Zellen
(DMEM, hitzebehandelter S. mutans (MOI 100:1), Bakterienmedium (LB); 6
und 24 h)

3) mit Bakterienmedium (LB) behandelte Odonotoblasten-dhnliche Zellen
(DMEM, Bakterienmedium ohne S. mutans; 6 und 24 h)

4) mit LY294002 (163 pM) prainkubierte und mit S. mutans stimulierte
Odontoblasten-ahnliche Zellen (DMEM, hitzebehandelter S. mutans (MOI
100:1), LY294002 (163 uM); Bakterienmedium (LB); 6 und 24 h)

5) mit reinem Bakterienmedium und LY294002 (163 M) vorbehandelte
Odontoblasten-ahnliche Zellen (DMEM, Bakterienmedium ohne S. mutans,
LY294002 (163 uM); 6 h)
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6) mit LY294002 (163 uM) préainkubierte Odontoblasten-ahnliche Zellen (DMEM,
LY294002 (163 puM); 6 h)

Alle Versuche wurden im Dreifachansatz (n=3 pro Gruppe) durchgefthrt.

2.10. RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wurde entsprechend der Herstellerangaben mit Hilfe des RNeasy
Mini Kits durchgefiuihrt. Nach jeweils 6 h und 24 h wurden die entsprechenden
Proben in ein steriles Eppendorf-Tube Uberfthrt und unter Zugabe von 300 pl Lysis-
Puffer RLT (990 ul RLT und 10 pl Mercaptoethanol) mittels eines sterilen Pistills der
Fa. Eppendorf (Hamburg) homogenisiert. Dem Homogenisat wurde jeweils 300 pl 1
Vol. 70% Ethanol zugegeben. AnschlieRend wurde das bereits gemischte
Homogenisat auf eine RNeasy-Saule gegeben, welche fur 30 sec bei 10.000 rpm
zentrifugiert wurde. Dieser bzw. alle nachfolgenden Zentrifugationsschritte erfolgten
mit der Zentrifuge der Fa. Eppendorf (Hamburg). Das Filtrat wurde mittels eines
sterilen Eppendorf-Tubes aufgefangen und verworfen. Vor dem né&chsten
Zentrifugationschritt (10.000 rpm; 30 sec) wurde 700 pl RW1-Puffer auf die RNeasy-
Saule gegeben. Im Anschluss wurde ein Volumen von 500 pl RPE-Puffer hinzu
gegeben und die Saule bei 10.000 rpm fur 2 min gewaschen. Das entstandene Filtrat
wurde wieder verworfen. Die Elution der Total-RNA aus der RNeasy-Saule erfolgte
mit RNase-freiem Wasser. Hierzu wurde 50 pl RNase-freies Wasser direkt auf das
Silica-Gel-Membran der Saule pipettiert und bei 10.000 rpm 1 min zentrifugiert.

Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt und somit 100 pl Total-RNA eluiert.

2.11. RNA — Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch die Messung der optischen
Dichte mit dem Power Wave™ Microplate Spektrophotometer der Fa. BioTek (Bad
Friedrichshall). Zur Leerwertbestimmung wurden 2 Wells mit 100 ul
doppeltdestilliertem Wasser geflllt. In die Gbrigen Wells wurden jeweils 1 ul Total-
RNA der jeweiligen Probe und 99 ul doppeltdestilliertes Wasser hinzugefiigt. Diese
Messung wurde im Zweifachansatz durchgefiihrt. Die Absorption der jeweiligen RNA-

Losung wurde mit 260 nm und 280 nm im Spektralphotometer ermittelt. Die
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Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Absorptionsmaximum der aromatischen
Pyridin- und Pyrimidinringe der Nukleinsdurebasen bei 260 nm. Proteine zeigen
aufgrund ihrer aromatischen Aminosaurereste ein Absorptionsmaximum bei 280 nm.
Der Quotient aus Absorption bei 260 nm und 280 nm (ratio) sollte bei einer

kontaminationsfreien RNA-L6sung zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Die Berechnung der RNA-Konzentration erfolgte nach folgendem Schema:

Konzentration = Absorption x Verdinnung x molarer Extinktionskoeffizient (40 ng/ul)

2.12. Reverse Transkription

Unter einer reversen Transkription versteht man das Uberschreiben der genetischen
Information von einem m-RNA-Strang in eine komplementdre DNA (cDNA). Man
spricht von reverser, also umgekehrter Transkription, da es sich im Vergleich zur
Mehrzahl zellularer Transkriptionsvorgange um genetische
Informationstiberschreibung in umgekehrter Richtung handelt. Bei diesem Vorgang
wird ein Enzym, die Reverse Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polymerase),
bendtigt. Ein synthetisches Oligonukleotid des Gens wird als Starter (Primer) fur die
Reverse Transkriptase benutzt. In der Regel werden Oligonukleotide aus
Thymidinbasen, sogenannte Oligo-(dT)—Primer verwendet, die Ublicherweise aus
15-20 Nukleotiden bestehen. Der Primer muss ein freies 3-OH-Ende besitzen und
komplementdr zur RNA sein. Die isolierte Poly-A-RNA wird mit dem Starter-
Oligonukleotid hybridisiert und ermdglicht der Reversen Transkriptase die
komplementdre cDNA zu synthetisieren. Die reverse Transkription der aus den
Proben gewonnenen Total-RNA wurde mit dem SuperScript™ First Strand
Synthesesystem fir RT-PCR der Fa. Invitrogen (Mannheim) durchgefiihrt. Die
Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben. Nach Auftauen der Proben wurden
jeweils 10 ul Total-RNA in ein steriles Eppendorf-Tube tberfuhrt, 1 ul dNTP-Mix und
1 upl Oligo(dT)-Primer hinzu gegeben. Im Anschluss erfolgte die Inkubation des
Gemisches bei 65T fur 5 min im Warmeblock der Fa. Biometra (Gottingen). Nach
Abkuhlung auf Eis fur ca. 1 Minute wurden 4 ul 5fach RT-Puffer, 2 ul DTT (0,1 mM),
1 ul RNaseOUT (40 U) und 1 ul SuperScript Il Reverse Transkriptase (50 U/ul)
zugegeben, gemischt, kurz zentrifugiert und bei 42°C fur 50 min inkubiert.



30

Anschliel3end erfolgte eine weitere Denaturierungsphase bei 72T fur 15 min. Die
Entfernung der RNA erfolgte enzymatisch durch Zugabe von 1 pl RNase H (2 U) und
Inkubation der Proben bei 37C fir 20 min. Resultat waren 21 pl cDNA fur jede
Probe. Die so gewonnene cDNA wird als Matrize fir die Polymerasekettenreaktion

genutzt (Verres et al., 1987).

2.13. Polymerasekettenreaktion

Die 1985 entwickelte Methode zur Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen, die
Polymerasekettenreaktion (PCR), gestattet die Amplifizierung eines gewinschten
DNA-Abschnittes mit zwei spezifischen Oligonukleotiden (Saiki et al., 1985). Die
doppelstrangige DNA wird im ersten Schritt der PCR durch Temperaturerhbhung
denaturiert. Die Spezifitat wird erzielt durch die Hybridisierung der Starter-
Oligonukleotide an die denaturierten DNA-Strange, das sogenannte Annealing
(Anlagern der Primer). Die Primer sind kurze einzelstrangige DNA-Abschnitte, die
zum Anfang und Ende der zu amplifizierenden Sequenz komplementar sind. Im
letzten Schritt wird mit Hilfe von Desoxyribonukleotiden und einer Polymerase eine
Neusynthese des definierten DNA-Abschnittes durchgefuhrt. Diese drei
Reaktionsschritte werden solange hintereinander durchgefuhrt, bis bereits nach
wenigen Programmzyklen durch exponentielle Vervielféaltigung eine messbare Menge
des DNA-Fragments entstanden ist. Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem
sogenannten Thermocycler durchgefihrt. Das heil3t, dass die Reagenzien stetig
Temperaturschwankungen ausgesetzt waren. Temperaturunempfindliche DNA-
Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus, die sogenannte
Taqg-Polymerase, Ubersteht die Temperaturerhbhungen ohne Inaktivierung. Dadurch
wird nahezu kein Leistungsverlust tber  die Gesamtdauer der

Polymerasekettenreaktion gewahrleistet (Saiki et al., 1988).

2.14. Quantitative Bestimmung der Expression (Real -Time-PCR)

Die Real-Time-Polymerasekettenreaktion ermdglicht die relativ  einfache
Quantifizierung der mRNA-Expression. Die Real-Time-PCR-Analyse wurde mit dem
Fluoreszenz-Cycler (MyiQ®, iCycler® der Fa. Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

durchgefiihrt. Die Anwendung als quantitative PCR-Methode basiert die Real-Time-
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PCR auf der Fluoreszenz-Detektion bei der Amplifikation des Zielgens (IL-6 und IL-
8), wobei die gemessene Fluoreszenz proportional zur Menge an gebildetem PCR-
Produkt ist.

Der fiir die quantitative Analyse verwendete interkalierende Farbstoff SYBR-Green®
fluoresziert bei einer Wellenlange von 490 nm nur bei Einlagerung in doppelstrangige
DNA. Durch kontinuierliche Temperaturerhdhung wird die DNA denaturiert. Der
Doppelstrang wird wieder ein einzelstrangiges Molekul, wodurch der Farbstoff nicht
mehr mit der DNA interkalieren kann. Wéahrend der Annealing-Phase hybridisieren
die Primer an ihrer Zielsequenz und bilden kleine Abschnitte DNA. Der Farbstoff hat
wieder die Moglichkeit zu binden. Anschliel3end folgt die Elongationsphase, in der es
durch eine Verlangerung der Primer entlang der DNA-Matrize zu einem Anstieg des
an der DNA gebundenen Farbstoffes kommt. Am Ende der Elongationsphase wird
ein Maximum an gebundenem SYBR-Green®-Farbstoff erreicht. Genau an diesem
Punkt eines Zyklus in der Polymerasekettenreaktion wird die Messung im iCycler®
durchgefuhrt. In jedem Zyklus wird dieser Vorgang wiederholt. Zyklus fur Zyklus kann
man so auf dem Monitor das gemessene Fluoreszenzsignal ablesen.

Die Software legt einen Schwellenwert (,threshold) fest, der 5% oberhalb des
hochsten Hintergrundfluoreszenzsignal liegt. Wenn die Fluoreszenz beginnt
signifikant anzusteigen, ist diese Schwelle erreicht. Als Quantifizierungsparameter
der Real-Time-PCR dient der sogenannte Ci-Wert, welcher auf der
Amplifikationskinetik der Polymerasekettenreaktion beruht. Die oben beschriebene
Schwelle, also dass Erreichen einer PCR-Konzentration, welche eine hdhere
Fluoreszenz zeigt als die Hintergrundaktivitdt (Gibson et al., 1996), sowie der
Zeitpunkt (Crossing-Point = threshold-cycle (Cy)), an dem die Schwelle erreicht wird,
sind zwei unterschiedliche Parameter, die sich fiur jede untersuchte Probe ergeben.
Mit zunehmender Zyklenzahl (C—Wert) fallt die Konzentration des Templates hoher
aus (Higuchi et al., 1993).

Die Negativkontrolle dient als Nachweis fir den spezifischen Ablauf der PCR. Hierbei
wird anstatt der cONA Wasser zum Probenmix gegeben. Es sollte kein PCR-Produkt

entstehen bzw. gemessen werden.

Aus dem Wert des Crossing-Points und dem der Zyklenzahl kalkuliert die Software
automatisch nach Abschluss der PCR die relative Transkriptionsproduktmenge
(relative transcript level) fur jede untersuchte Probe, einschlie3lich des Standards. Da

eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen Logarithmus der
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eingesetzten Menge und dem Ci-Wert besteht und die Ausgangsmenge bekannt ist,
kann eine Standardkurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge
gegen den Ci-Wert konstruiert werden. Die Steigung dieser Standardkurve reflektiert
den entsprechenden Wert fir die spezifische Effizienz der Primer. Der Wert dient der

Vergleichbarkeit der einzelnen Polymerasekettenreaktionen untereinander.

2.15. Quantitative Bestimmung der Expression von B-Aktin

B-Aktin ist ein Protein, das als Teil des Cytoskeletts in jeder Zelle des Menschen
vorhanden ist. Deshalb wird das Gen flur -Aktin als Housekeeping-Gen bezeichnet.
Bei der Auswertung der quantitativen Real-Time-PCR ist die Verwendung von -
Aktin zur Normalisierung der Ergebnisse eine gebrduchliche und anerkannte
Methode (Thellin et al., 1999; Bustin, 2000; Ke et al., 2000; Bustin, 2002;
Vandesompele et al., 2002).

Zur Kontrolle der reversen Transkription wurde zunéchst die
Polymerasekettenreaktion mit 3-Aktin-Primern fur alle Proben durchgefihrt.

Es wurde ein Ansatz vorbereitet, in welchem der SYBR-Green-Supermix®, die Primer

und Agua dest. zusammenpipettiert wurden (siehe Tabelle 1)

Tabelle 1  Zusatze fir die Durchfihrung einer Polymerasekettenreaktion

Zusatz Volumen
SYBR-Green-Supermix® 12,5 pl
Primer (Sense und Antisense) 0,125 pl
Aqua dest. 11,375 ul
cDNA 1,0 pl

Der Ansatz von 25 ul wurde in ein dinnwandiges Amplifikationsgefal3 (0,2 ml) der
Fa. Bio-Rad (Hercules, CA, USA) pipettiert.
Die eingesetzten Primer (Fa. Metabio, Minchen) fur B-Aktin hatten folgende

Sequenz:
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B-Aktin (370 Basenpaare):
Sense: 5-CAT GGA TGA TGA TAT CGC CGC G-3°
Antisense: 5-ACATGATCT GGG TCATCT TCT CG-3°

Die Primersequenzen wurden von Dr. J. Winter, Leiter des molekularbiologischen
Labors der Poliklinik fir Parodontologie, Zahnerhaltung und Praventiven
Zahnheilkunde des Zentrums fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der Rheinischen

Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn, generiert.

Bei jeder Versuchsreihe wurde eine Negativkontrolle mit Aqua dest. angefertigt, die
zum Ausschluss einer Kontamination des Ansatzes Verwendung fand. Dabei wurde

anstelle der cDNA 1 ul Aqua dest. hinzugefugt.

AnschlieBend wurden die PCR-Reaktionen im iCycler® gestartet und in dem

folgenden Programm die gewiunschten Produkte vervielfaltigt:

95,0°C 3 min
95,0°C 15 sec —
69,0°C 30 sec 35 Zyklen

72,0°C 30 sec —-

2.16. Quantitative Bestimmung der Expression des

Dentin-Sialophosphoproteins (DSPP)

DSPP ist ein Protein, das tUberwiegend von Odontoblasten synthetisiert und daher
als Odontoblastenmarker bezeichnet wird (MacDougall et al. 1997). Mit dem
Nachweis der Genexpression von DSPP kann der kultivierte Zelltyp (Odontoblasten-

ahnliche Zelle) charakterisiert werden.

Die Zusammensetzung des Zusatzgemisches und der Versuchsaufbau fir die
guantitative Bestimmung von DSPP wurde entsprechend der Vorgehensweise fur -

Aktin, angesetzt.

Die eingesetzten Primer fur DSPP hatten folgende Sequenz:
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DSPP (320 Basenpaare):
Sense: 5-TCA CAA GGG AGA AGG GAA TGG-3°
Antisense: 5-CTT GGA CAA CAG CGA CAT CCT-3°

Im iCycler® wurde mit folgendem Programm das gewiinschte Produkt vervielfaltigt:

95,0°C 3 min
95,0°C 15 sec —
67,0°C 30 sec 35 Zyklen

72,0°C 30 sec —-

2.17. Quantitative Bestimmung der Genexpressionvo  n IL-6 und IL-8

Die Zusammensetzung des Zusatzgemisches und der Versuchsaufbau fir die
guantitative Bestimmung von IL-6 und IL-8 wurde entsprechend der Vorgehensweise
fur B-Aktin, angesetzt.

Die eingesetzten Primer fur IL-6 und IL-8 hatten folgende Sequenz:

Interleukin-6:
Sense: 5-ATG AAC TCC TTC TCC ACA AGC-3°
Antisense: 5 -CTA CAT TTG CCG AAG AGC CC-3°

Interleukin-8
Senese: 5-ATG ACT TCC AAG CTG GCC GTG G-3°

Antisense: 5 -TGA ATT CTC AGC CCT CTT CAA AAAC-3

Im iCycler® wurde mit folgendem Programm das gewiinschte Produkt vervielfaltigt:

95,0°C 3 min

95,0°C 15 sec —

68,0°C 30 sec 35 Zyklen
72,0°C 30 sec —
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2.18. Auswertung der quantitativen Real-Time PCR

Alle untersuchten Proben wurden anhand der unstimulierten Kontrolle und des
Housekeeping-Gens B-Aktin ausgewertet. Die B-Aktin mRNA wird in allen Zellen in
einem nahezu gleichen Verhaltnis exprimiert. Bei der Auswertung der quantitativen
Real-Time-PCR wurde die Normalisierung der Ergebnisse anhand der
Genexpression von B-Aktin-Primern vorgenommen (Thellin et al., 1999; Bustin, 2000;
Ke et al., 2000; Bustin, 2002; Vandesompele et al., 2002).

Alle Ergebnisse wurden zunachst durch den oben beschriebenen Schwellenwert (C;-
Wert) dargestellt. Die Methode nach Pfaffl ermittelt die Anderung der Genexpression
im Vergleich zum Housekeeping-Gen und zur unstimulierten Kontrolle. Der Wert wird
hier als x-fache Anderung der entstehenden Genexpression angegeben (Pfaffl,
2001).

Im ersten Schritt wurde die Primereffizienz der Referenz- und der Zielprimer

errechnet. Hierfur wurde folgende Formel angewandt:

E=10 (-1/Steigung der Standardkurve) = Effizienz
Tabelle 2: Primereffizienzen der Zielgene
Gene B-Aktin DSPP IL-6 IL-8
Effizienzen 1.84 1.83 2.02 2.12

In einem zweiten Rechenabschnitt wurden die jeweiligen AC-Werte der einzelnen
Proben erarbeitet. Es wurde eine Differenz gebildet, bei welcher der ACi-Wert aus
dem Ci-Wert des Housekeeping-Gens und dem Zielgen der unstimulierten Kontrolle
ermittelt wurde. Dieses entsprach der Referenz. Die zweite Differenz fir den AC:-
Wert wurde aus dem C-Wert des Housekeeping-Gens und dem des Zielgens der
untersuchten Probe (Wert fir das Zielgen) berechnet. In einer weiteren Formel wurde
dann der entsprechende Quotient ermittelt, welcher die x-fache Anderung der

Genexpression angab:
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: _ ACt-Zielgen(Kontrolle-Probe ACt-Referenz(Kontrolle-Referenz
Quotlent - (EZieIgen) gen( )/(EReferenz) ( )

(Pfaffl, 2001)

2.19. Zellvitalitat - Trypan-Blue ®-Test

Trypan-Blue®-Tests werden verwendet, um den Anteil vitaler Zellen zu bestimmen.
Der Trypan-Blue®-Test (Thaweboon et al., 2006) beruht auf der veranderten
Membrandurchlassigkeit abgestorbener Zellen. Der Farbstoff Trypan-Blue® (0,4%,
Invitrogen, Karlsruhe), der fir die Zellwand normalerweise nicht durchlassig ist, kann
von der Zelle aufgenommen werden. Vitale Zellen nehmen diesen Farbstoff nicht auf.
Trypan-Blue® ist ein saurer Farbstoff, der als Anion sehr leicht an Proteine binden
kann. Bei diesem Test ist zu beriicksichtigen, dass mdglichst ohne Serumzusatz im
Medium gearbeitet werden sollte, da sich die Anzahl der gefarbten Zellen bei
zunehmender Serumkonzentration drastisch vermindert und deshalb eine
Lebensfahigkeit vortauschen kann. Vitale Zellen durfen nicht gefarbt sein, wahrend
tote Zellen durchgangig blau angefarbt werden. Auch diejenigen Zellen, die nur

schwach blau geféarbt sind, werden als tot betrachtet.

Fir den Trypan-Blue®Test wurden zuvor je 2 Zellproben fiir 24 Stunden mit
Streptococcus mutans stimuliert (siehe 2.7.) und 2 Zellproben blieben unbehandelt.
Nach der Stimulationsphase wurde das Medium aspiriert, die Zellen trypsiniert (250
pl /- Well) und 5 min bei 37C inkubiert. Anschlieend wurde jeweils 750 pl
serumfreies Medium hinzugefigt und der gesamte Inhalt (1000 pl) in ein steriles
Eppendorf-Tube Uberfihrt. Die Zellsuspension wurde nun bei 800 x g 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das gewonnene Pellet wurde mit 1 ml
Medium wieder resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 10 ul
entnommen und mit 30 ul Trypan-Blue®-Lésung gemischt. Die Bestimmung der
Anzahl vitaler und nicht vitaler Zellen erfolgte mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer.
Dafur wurde die Oberflache der Zzahlkammer und das Deckglaschen mit 70 % -igem
Ethanol gereinigt. Nach leichtem Anfeuchten des Deckgldschens wurde dieses auf
die zZahlkammer gelegt. Das Erscheinen der ,Newtonringe* zeigt an, dass das

Deckglaschen richtig angebracht und die Tiefe der Zahlkammer richtig eingestellt ist
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(0,1 mm). Nach dem Fiullen der Zahlkammer mit der gefarbten Zellsuspension

erfolgte die Zahlung der Zellen unter dem Mikroskop mit 60-facher Vergrof3erung.

Es wurden jeweils immer 4 Quadrate pro Messung gezahlt. Den Prozentsatz an

vitalen Zellen errechnet man nach folgendem Schema:

ungefarbte Zellen
% vitaler Zellen T e x 100

ungefarbte + gefarbte Zellen

2.20. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS (Student Version 14,
lizenziert fir das Universitatsklinikum Bonn).

Zunachst wurde eine deskriptive Statistik durchgefihrt, wobei der Mittelwert,
Minimum, Maximum und die Standardabweichung erhoben worden sind.
Unterschiede zwischen zwei Stichproben im Rahmen der Auswertung der Real-Time-
PCR Ergebnisse wurden mit Hilfe des gepaarten t-Tests (zweiteilig) analysiert
(Brosius, 2002). Die Auswertung des Trypan-Blue®-Tests erfolgte mit Hilfe des nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis—H Tests fur Unterschiede verschiedener Gruppen
untereinander und Mann-Whitney-Tests fur den Vergleich zweier Gruppen. In allen
Tests wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen. Die graphische
Darstellung der Ergebnisse aus dem t-Test erfolgte mit Hilfe von
Balkendiagrammen, die jeweils den errechneten Mittelwert sowie die
Standardabweichung vom Mittelwert fur jede Versuchsgruppe angeben. Die nicht-
parametrischen Testergebnisse (Kruskal-Wallis-H-Test und Mann-Whitney-Test)
wurden mit Hilfe von Boxplotdiagrammen dargestellt. Ein Boxplotdiagramm beinhaltet
einen Kasten, der nach oben durch das 75 %- und nach unten durch das 25 %-
Perzentil begrenzt wird. Durch eine im Kasten dargestellte Linie, die sich zwischen
den beiden Perzentilen befindet, wird der ermittelte Medianwert angezeigt. Zusatzlich
zeigt ein Boxplotdiagramm den jeweils grof3ten und kleinsten Wert aus der
deskriptiven Statistik an. Die abgeleiteten Ergebnisse sind explorativ zu sehen und

sollten als Auffalligkeiten gewertet werden.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen oralchirurgischer Routineeingriffe wurden zunéachst kariesfreie dritte
Molaren gewonnen. Mit Hilfe der gewonnenen Zahne wurden Kulturen
Odontoblasten-ahnlicher Zellen etabliert, welche im Anschlu3 mit Streptococcus
mutans, einem wichtigen Bakterium in der Atiopathogenese der Karies, stimuliert
wurden. Ziel war es, die Genexpressionsdnderung von Interleukin-6 (IL-6) und
Interleukin-8 (IL-8) als Antwort auf S. mutans in Odontoblasten-ahnlichen Zellen zu
untersuchen. In einem weiteren Ansatz wurde die Anderung der Genexpression von
IL-6 und IL-8 nach Stimulation mit hitzebehandeltem S. mutans in mit dem
Phosphatidylinositol-3-Kinase Inhibitor (PI3K) LY294002 prainkubierten
Odontoblasten-ahnlichen Zellen untersucht. Die bakterielle Stimulation erfolgte tber
einen Zeitraum von 6 und 24 Stunden. Zusatzlich wurde nach der Behandlung mit
LY294002 sowie Stimulation mit S. mutans die Zelliberlebensrate mit Hilfe des

Trypan-Blue®-Tests bestimmt.

3.1 Quantitative Bestimmung der  Genexpression des D entin-
Sialophosphoproteins  (DSPP) in  unstimulierten  Odont oblasten-

ahnlichen Zellen

In Voruntersuchungen wie auch wahrend der Hauptuntersuchungen wurde der
Phanotyp der kultivierten Zellen bestimmt. Hierfir wurde die Genexpression des
Dentin-Sialophosphoproteins (DSPP) (Begue-Kirn et al., 1998) mit Hilfe der Real-
Time PCR nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA fir DSPP in
allen kultivierten Zellen der Zahnpulpa exprimiert wurde und somit die untersuchten
Zellen als Odontoblasten-&hnliche Zellen zu charakterisieren waren. Zur
vollstdndigen Ausbildung des Phanotyps der Odontoblasten fehlte die fur die
Odontoblasten spezifische physiologische Umgebung, charakterisiert durch die
Ausbildung von Fortsatzen und damit Verbindung zum Dentin des Zahnes. Daher
wurden die in dieser Arbeit untersuchten Zellen als Odontoblasten-ahnliche Zellen
bezeichnet. Die Analyse der Genexpression von DSPP zeigte einen zeitabhéngigen
Anstieg der mRNA nach 24 im Vergleich zu 6 Stunden (siehe Abb. 3).
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Abb. 3

Darstellung der Genexpression des Dentin-Sialophosphoproteins (DSPP) in
Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach 6 und 24 Stunden (h) mit Hilfe der Real-Time
PCR. Es zeigte sich ein tendenzieller (4-facher) Anstieg der Genexpression von
DSPP nach 24 im Vergleich zu 6 Stunden. Die mRNA Expression von DSPP wurde
anhand der Genexpression von 3-Aktin normalisiert (Pfaffl, 2001).

3.2.  Quantitative Bestimmung der Genexpression von IL-6 nach Stimulation

mit Streptococcus mutans

Im ersten Teil der Untersuchungen wurden Odontoblasten-dhnliche Zellen mit
hitzeinaktivierten Sreptococcus mutans in einem Verhaltnis von 100 Bakterienzellen
zu einer eukaryonten Zelle (100:1) stimuliert. Nach einem Stimulationszeitraum von 6
bzw. 24 Stunden wurde die RNA aus den Zellen isoliert und das
Genexpressionsprofil von Interleukin-6 (IL-6) mit Hilfe der Real-Time PCR analysiert.
Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von IL-6 nach 6- bzw. 24-
stiindiger Stimulation mit S. mutans im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen
signifikant erh6ht war (p=0,002 bzw. p=0,018). Der Vergleich der Genexpression von
IL-6 nach 6 und 24 Stunden zeigte eine signifikant hbhere mMRNA-Expression nach 6
Stunden Stimulation mit S. mutans (p=0,019) (siehe Abb. 4). Zur Kontrolle der
Stimulationsexperimente mit S. mutans wurden Odontoblasten-ahnliche Zellen mit

LB-Medium ohne Bakterienzellen inkubiert. Es konnte keine Anderung der
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Genexpression von IL-6 als Antwort auf LB-Medium in Odontoblasten-ahnlichen
Zellen nach 6 und 24 Stunden beobachtet werden (siehe Abb. 4).

fache Genexpression
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Abb. 4

Darstellung der Genexpression von Interleukin-6 (IL-6) in Odontoblasten-ahnlichen
Zellen nach der Stimulation mit hitzeinaktiviertem Streptococcus mutans fur 6 und 24
Stunden (h) mit Hilfe der Real-Time PCR. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
Genexpression von IL-6 nach 6 und 24 h im Vergleich zu unstimulierten
Odontoblasten-ahnlichen Zellen (p=0,002 bzw. p=0,018). Die mRNA-Expression von
IL-6 war nach 6 Stunden hoher als nach 24 Stunden (p=0,019). Die mRNA
Expression von IL-6 wurde anhand der Genexpression von [-Aktin normalisiert
(Pfaffl, 2001). *, signifikanter Unterschied (t-Test); BM, Bakterienmedium.

Quantitative Bestimmung der Genexpression von IL-8 nach Stimulation

mit Streptococcus mutans

Zusatzlich zur Genexpression von IL-6 wurde die mRNA-Expression von Interleukin-

8 (IL-8) in mit S. mutans stimulierten Odontoblasten-ahnlichen Zellen untersucht. Die

Genexpression von IL-8 war nach 6- bzw- 24-stindiger Stimulation mit

hitzeinaktiviertem S. mutans im Vergleich zu unstimulierten Odontoblasten-&hnlichen
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Zellen signifikant erhoht (p<0,001 bzw. p=0,043). Der Vergleich der Genexpression
von IL-8 nach 6 und 24 Stunden zeigte eine signifikant hbhere mRNA-Expression
nach 6 Stunden Stimulation (p<0,001) (siehe Abb. 5). Odontoblasten-ahnliche Zellen,
die zur Kontrolle der Stimulationsexperimente mit LB-Medium ohne Bakterienzellen
inkubiert wurden, zeigten keine Anderung der Genexpression von IL-8 nach 6 und 24
Stunden (siehe Abb. 5).
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Abb. 5

Darstellung der Genexpression von Interleukin-8 (IL-8) in Odontoblasten-ahnlichen
Zellen nach der Stimulation mit hitzeinaktiviertem Streptococcus mutans fur 6 und 24
Stunden (h) mit Hilfe der Real-Time PCR. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
Genexpression von IL-8 nach 6 und 24 h im Vergleich zu unstimulierten
Odontoblasten-ahnlichen Zellen (p<0,001 bzw. p=0,043). Die mMRNA-Expression von
IL-8 war nach 6 Stunden hoher als nach 24 Stunden (p<0,001). Die mRNA
Expression von IL-8 wurde anhand der Genexpression von [-Aktin normalisiert
(Pfaffl, 2001). *, signifikanter Unterschied (t-Test); BM, Bakterienmedium.
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3.4. Quantitative Bestimmung der Genexpression von IL-6 nach Stimulation
mit  Streptococcus mutans in  mit LY294002 prainkubierten
Odontoblasten-&hnlichen Zellen

Zur Inhibition des Phosphatidyinositol-3-Phosphat (PI3K) - Signaltransduktionsweges
wurden Odontoblasten-dhnliche Zellen mit dem spezifischen Inhibitior LY294002
eine Stunde vor der Stimulation mit S. mutans inkubiert. Es konnte gezeigt werden,
dass die Genexpression von Interleukin-6 nach der Stimulation mit hitzeinaktiviertem
S. mutans in mit LY294002 préainkubierten Zellen im Vergleich zu nicht
prainkubierten, aber stimulierten Odontoblasten-ahnlichen Zellen signifikant niedriger
war (p=0002) (siehe Abb. 6). Kontrollen mit LB-Medium kombiniert mit dem Inhibitor
LY294002 haben nachgewiesen, dass weder das Bakterienmedium noch der
Inhibitor LY294002 selbst Einfluss auf die Genexpression von IL-6 in Odontoblasten-
ahnlichen Zellen hatten (siehe Abb. 6)
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Darstellung der Genexpression von Interleukin-6 (IL-6) in mit LY294002
prainkubierten  Odontoblasten-dhnlichen Zellen nach der Stimulation mit
hitzeinaktiviertem Streptococcus mutans fir 6 Stunden (h) mit Hilfe der Real-Time
PCR. Die mRNA-Expression von IL-6 war nach 6 Stunden in den préainkubierten und
stimulierten im Vergleich zu den nicht-prainkubierten, aber stimulierten Zellen
signifikant erniedrigt (p=0,002). Die mRNA Expression von IL-6 wurde anhand der
Genexpression von B-Aktin normalisiert (Pfaffl, 2001). *, signifikanter Unterschied (t-
Test); LY, LY294002 (Inhibitor fur PI3K) BM, Bakterienmedium.

Quantitative Bestimmung der Genexpression von IL-8 nach Stimulation
mit  Streptococcus mutans in  mit LY294002 prainkubierten

Odontoblasten-ahnlichen Zellen

Im Weiteren wurde die mRNA-Expression von Interleukin-8 (IL-8) in mit LY294002
prainkubierten Odontoblasten-&dhnlichen Zellen nach Stimulation mit S. mutans

untersucht. Die Expressionsanalyse zeigte, dass die mRNA von IL-8 in

prainkubierten im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant niedriger exprimiert

war, wenn mit hitzeinaktivierten S. mutans stimuliert wurde (p=<0,001) (siehe Abb.
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7). Kontrollen mit LB-Medium kombiniert mit dem Inhibitor LY 294002 zeigten keinen

Einfluss auf die Genexpression von IL-8 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen (siehe

Abb. 7).
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3.6.

Darstellung der Genexpression von Interleukin-8 (IL-8) in mit LY294002
prainkubierten  Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach der Stimulation mit
hitzeinaktiviertem Streptococcus mutans fir 6 Stunden (h) mit Hilfe der Real-Time
PCR. Die mRNA-Expression von IL-8 war nach 6 Stunden in den préainkubierten und
stimulierten im Vergleich zu den nicht-prainkubierten, aber stimulierten Zellen
signifikant erniedrigt (p<0,001). Die mRNA Expression von IL-8 wurde anhand der
Genexpression von B-Aktin normalisiert (Pfaffl, 2001). *, signifikanter Unterschied (t-
Test); LY, LY294002 (Inhibitor fur PI3K) BM, Bakterienmedium.

Quantitative Bestimmung der Zelliberlebensrate nach Stimulation mit  S.
mutans und Inkubation mit dem Inhibitor LY294002

Nach der Behandlung mit LY294002 sowie der Stimulation mit Streptococcus mutans

wurde die Zelliberlebensrate mit Hilfe des Trypan-Blue®-Tests untersucht. Die

Behandlung mit dem Inhibitor LY294002 und die Stimulation mit S. mutans zeigten

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keinen Unterschied in der gemessenen

Zahl vitaler bzw. avitaler Odontoblasten-ahnlicher Zellen (p=0.944 bzw. p=0,306;
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Kruskal-Wallis-H-Test) (Abb. 8). Es konnte fir jede der untersuchten Gruppen
(unstimulierte Zellen; nach Stimulation mit S. mutans; nach Stimulation LY294002-
prainkubierter Zellen mit S. mutans) signifikant mehr vitale Zellen mit Vergleich zur
Anzahl avitaler Odontoblasten-ahnlicher Zellen nach 24 Stunden ermittelt werden
(p<0.002; Mann-Whitney-Test) (siehe Abb. 8).
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Darstellung der Zelliberlebensrate in mit LY294002 préainkubierten und mit
Streptococcus mutans-stimulierten Odontoblasten-&hnlichen Zellen (24 Stunden). Fur
die untersuchten Gruppen: unstimulierte Zellen (K, Kontrolle), nach Stimulation mit S.
mutans (SM), nach Stimulation LY294002-prainkubierter Zellen mit S. mutans
(LY+SM) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede sowohl innerhalb der Analyse
vitaler als auch avitaler Zellen (p=0.944 bzw. p=0,306; Kruskal-Wallis-H-Test). Der
Vergleich innerhalb der einzelnen Gruppen zeigte, dass signifikant mehr vitale als
avitale Zellen nach 24-stindiger Stimulation mit S. mutans in allen Versuchsgruppen
nachweisbar waren (p<0.002; Mann-Whitney-Test). LY, LY294002 (Inhibitor fur PI3K);
BM, Bakterienmedium.
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4. Diskussion

Karies ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten des menschlichen Korpers.
Voraussetzung fur die Bildung einer kariésen Lasion ist die Anhaftung, Akkumulation
und Proliferation kariogener Mikroorganismen an der Zahnoberflache. Dieser
Prozess fuhrt letztendlich zur Ausbildung eines festhaftenden Biofilms (Loo et al.,
2003). Mikroorganismen, die in Biofilmen vergesellschaftet sind, konnen enorm
ungunstige Voraussetzungen wie antimikrobielle Agenzien, Schwankungen des pH-
Wertes, Nahrstoff- und Sauerstoffmangel, tolerieren. Kariose Lasionen resultieren
daraus, dass kariogene Mikroorganismen aus niedermolekularen Kohlenhydraten,
die mit der Nahrung angeboten werden, verstoffwechseln und Sauren produzieren,
die zu einer Zahnhartsubstanzdestruktion flihren (Hellwig et al., 2003). Streptococcus
mutans ist ein Bakterium, das im Rahmen der Kariesatiologie identifiziert werden
konnte. Hierbei ist es initial an der Zerstérung der Schmelzoberflache aber auch
wahrend der Kariesprogression beteiligt (Tanzer, 1992). Atiologisch ist der
Zusammenhang der Besiedlung der Zahnoberflachen mit Streptococcus mutans und
einer vorliegenden Karies bereits seit langerem bekannt (Donkersloot und Hoerman,
1974).

Tiefe kariose Lasionen verursachen in der Regel eine Entzindungsreaktion im
Pulpa-Dentin-Komplex (Jontell et al., 1998; McLachlan et al., 2004). Die aul3erste
Schicht der Zahnpulpa wird von den zahnhartsubstanzbildenden Odontoblasten
reprasentiert. Ihre Fortsatze (Tomes sche Fasern) ragen bis zu 0,5 mm weit in die
angrenzenden Dentinkanéalchen (Garberoglio et al.,, 1976) und treten im Falle einer
kariosen Destruktion der Zahnhartsubstanzen und damit bakteriellen Infektion des
Dentins als erste Zellen mit Mikroorganismen bzw. deren Stoffwechselprodukten in
Wechselwirkung. Entzindungsreaktionen der Zahnpulpa kdnnen auch auftreten,
obwohl die kariése Lasion die Pulpakammer noch nicht erreicht hat. Dabei kbnnen
die bakteriellen Antigene uber die Dentintubuli direkt in die Zahnpulpa diffundieren
(lzumi et al., 1995). Bakterien und Bakterienbestandteile, die in die Dentinkanalchen
eingedrungen sind, kénnen die Odontoblasten und Pulpafibroblasten stimulieren und
eine Entziindungsreaktion verursachen (Hahn et al., 2000; Jontell et al., 1998). Die
Entzindungsreaktion kann in verschiedene Phasen gegliedert werden: Erkennung

einer Infektion, Rekrutierung immunkompetenter Zellen, Eliminierung der
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Mikroorganismen und deren Bestandteile, Auflosen der Entzindung und
Wiederherstellung der Homoéostase (Kumar et al., 2007). In den vergangenen Jahren
wuchs das Interesse an der Erforschung der Abwehrmechanismen der Zahnpulpa.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Odontoblasten und Pulpafibroblasten an
der Regulation der Immunabwehr durch Expression pro-inflammatorischer
Mediatoren beteiligt sind (Dommisch et al., 2007b; Levin et al., 1999; Veerayutthwilai
et al., 2007). Auch andere Studien haben gezeigt, dass das Gewebe der Zahnpulpa
eine Vielzahl von Immunmechanismen aufweist, die sich gegen eindringende
Bakterien richten (Jontell et al., 1998). So konnte gezeigt werden, dass
Streptococcus mutans die Expression einer Vielzahl von Zytokinen schon nach
kurzer Expositionszeit in Pulpazellen induziert (Engels-Deutsch et al.,, 2003).
Ahnliche Erkenntnisse lieferten Untersuchungen mit schwarz-pigmentierten
Bacteriodes (Yang et al., 2003). T- und B-Lymphozyten wurden ebenfalls in der
Zahnpulpa nachgewiesen (Grégoire und Terrié, 1990). Sowohl Zytokine als auch T-
und B-Lymphozyten werden dem adaptiven Immunsystem zugerechnet.

Entzindung ist eine allgemeine Bezeichnung, die verwendet wird, um eine Kaskade
von Ereignissen, die infolge einer bakteriellen Infektion eintritt, zu beschreiben
(Kumar et al., 2007). Bereits vor der modernen Ara der Molekularbiologie versuchte
man diese Prozesse zu untersuchen. Hier konnten hauptsachlich aber nur qualitative
Aussagen bezuglich der zellularen Reaktion getroffen werden. Dennoch konnten die
Untersuchungen in den letzten Jahrzehnten dazu beitragen, unser Wissen uber die
molekularen Signalwege der frihen Immunantwort enorm zu erweitern (Medzhitov,
2007; Takeda et al., 2003). Besonders Toll-like-Rezeptoren (TLRs) und andere
pattern recognition Rezeptoren (PRRs) spielen eine entscheidende Rolle in der
Induktion friher Signale, die zu einer Etablierung einer Entziindung fihren (Nathan,
2002; Medzhitov, 2007). In dieser Studie an Odontoblasten-ahnlichen Zellen wurde
versucht, das wachsende Verstandnis fur die Signaltransduktionswege im komplexen
System der Immunantwort zu integrieren. Die Hauptfunktion des Immunsystems ist
es, vor eindringenden Pathogenen und Mikroorganismen zu schitzen. Neben dem
grol3en Pool der vielen verschiedenen immunologischen Effektorzellen, spielen die
Interleukine eine wichtige Rolle im Rahmen der frihen Immunantwort. Interleukine
wie IL-6 und IL-8 sind in pro-inflammatorische Reaktionen involviert und werden

infolge bakterieller Infektionen vermehrt induziert (Akira et al., 1990; Schréder und
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Christophers, 1992). Beide, Odontoblasten und Pulpafibroblasten, synthetisieren IL-6
und IL-8 nach bakterieller Stimulation oder Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen
(Chang et al., 2005; Tokuda et al., 2002; Yang et al., 2003). In der vorliegenden
Arbeit wurde die mRNA-Expression von IL-6 und IL-8 in Odontoblasten-&hnlichen
Zellen untersucht. Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von hitzebehandelten
Streptococcus mutans auf die Genexpression von IL-6 und IL-8 in Odontoblasten-
ahnlichen Zellen zu untersuchen. Weiterhin war von Interesse, ob die Induktion der
IL-6 und IL-8 mMRNA-Expression in Odontoblasten-&hnlichen Zellen Gber den PI3K-

Signaltransduktionsweg vermittelt wird.

Um diese Fragen beantworten zu koénnen, wurden die im Zuge routinemalig
durchgefiihrter oralchirurgischer Eingriffe entnommenen Gewebeproben (dritte
Molaren), in Anlehnung an frilhere Arbeiten (Dommisch et al., 2005 a, b, ¢) und
bewahrte Protokolle (Dommisch et al., 2007b; Tjaderhane et al., 1998;
Veerayutthwilai et al., 2007) aufbereitet. In einem Vorversuch konnte das
exponentielle Wachstum von S. mutans im verwendeten Medium (DMEM) gezeigt
werden. Um das Bakterienwachstum wahrend der Stimutationsversuche zu
verhindern, erfolgte eine Hitzebehandlung der Bakterien. Aufgrund der
Hitzebehandlung besteht die Moéglichkeit, Virulenzfaktoren zu reduzieren (Nakano et
al., 2006). Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Hitzebehandlung von S. mutans
nur geringfligig die Fahigkeit zur Stimulation pro-inflammatorischer Mediatoren,
speziell der Expression von IL-8, beeinflusst (Engels-Deutsch et al., 2003). Diese
Erkenntnisse konnten die in dieser Arbeit gewonnenen Daten bestétigen.

Humane Odontoblasten-ahnliche Zellen wurden mit dem spezifischen Inhibitor PI3K
(LY294002) vorbehandelt und anschlieRend mit hitzebehandelten Streptococcus
mutans stimuliert. Nachdem die mRNA aus den Gewebeproben extrahiert wurde,
erfolgte eine RNA-Konzentrationsbestimmung durch Messung der optischen Dichte.
So konnte nachgewiesen werden, dass in allen Proben eine nahezu gleiche und
angemessene Menge von mRNA vorhanden war. Nach der cDNA-Synthese wurde
eine quantitative Genexpressionsanalyse (Real-Time-PCR) von IL-6 und IL-8
durchgefuihrt. Um eine falsche Interpretation der Experimente auszuschliel3en, wurde
die Zell-Uberlebensrate mit Hilfe des Trypan-Blue®-Tests durchgefiihrt (Thaweboon
et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass ca. 75 % der Zellen der Kontroll-

Gruppe und der stimulierten Zellen nach 6 und 24 Stunden noch lebensfahig waren.
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Somit konnte ein zusatzlicher Effekt auf die Genexpression von IL-6 und IL-8
aufgrund einer geringen Zelliberlebensrate infolge bakterieller Exposition

ausgeschlossen werden.

Die Bestimmung der Genexpression aller untersuchter Gene (IL-6, IL-8, B-Aktin,
DSPP) erfolgte mit Hilfe der Real-Time-PCR, einem weiterentwickelten Verfahren der
Polymerasekettenreaktion (O"Neil et al., 1999; Bustin, 2000; Harder et al., 2000;
Bustin, 2002; Lehmann et al., 2002; Ong et al., 2002; Vandesompele et al., 2002).
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein thermozyklisches Verfahren, das 1985
erstmals beschrieben werden konnte (Saiki et al.,, 1985). Dieses Verfahren
ermdglicht eine exponentielle Amplifizierung eines einzigen, spezifischen DNA-
Abschnittes (MRNA) mit hoher Ausbeute. Die in der vorliegenden Arbeit angewandte
Real-Time-PCR ist ein weitaus sensitiveres Verfahren der Polymerasekettenreaktion,
wobei auch wesentlich kleinere Ausgangsmengen an cDNA an einem Monitor
,online* detektiert werden kdnnen (Bustin, 2000; 2002). Eine ausreichende mRNA-
Ausbeute, besonders in Hinblick auf die Untersuchung der Gene fir IL-6 und IL-8, ist
die Voraussetzung fir das klassische Verfahren der PCR. Darlber hinaus lasst
dieses Verfahren der Polymerasekettenreaktion nur eine rein qualitative Aussage
(Endpunktbestimmung) in Hinblick auf die Expression eines Genes zu. Im Gegensatz
dazu bietet die Real-Time-PCR die Madglichkeit, die enzymatische Reaktion
kontinuierlich zu verfolgen und lasst dadurch vergleichende Genexpressionsstudien
zu (Bustin, 2000; 2002).

In der vorliegenden Studie wurden alle Untersuchungen mit Hilfe der Real-Time-PCR
durchgefiihrt. Der Vorteil dieser Methode ist es, dass die Amplifizierung in jeder
einzelnen zu untersuchenden Probe direkt gemessen und nachvollzogen werden
kann. Die Messung erfolgt lber die Anderung eines Fluoreszenzsignals, das
entweder von fluoreszierenden Primern (z.B. Tag-Man) oder von fluoreszierenden
interkalierenden Substanzen (SYBR-Green®) ausgesandt wird (Bustin, 2000; 2002).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR-
Green® eingesetzt. Fir die Anwendung einer interkalierenden (fluoreszierenden)
Substanz war es wichtig, zunéchst die einzelnen Zyklusabschnitte der
Polymerasekettenreaktion zu optimieren (Vandesompele et al.,, 2002). Die
Konzentration der eingesetzten Primer, sowie die Annealingtemperaturen

(Anlagerungstemperaturen der Primer) mussten in Vorversuchen optimiert werden,



50

damit keine unspezifischen Amplifikationen das Interkalieren von SYBR-Green® in
Primer-Dimeren ermdglichten (Bustin, 2002; Vandesompele et al., 2002). Dabei
kénnen auch entstandene Primerdimere aufgrund eines SYBR-Green®-
Fluoreszenzsignal identifiziert werden, wenn das PCR-Produkt entweder fehlt oder

nur in einem geringen Mal3e vorhanden ist (Bustin, 2002).

Die erste Untersuchung bezog sich auf das Gen von [(3-Aktin. 3-Aktin ist ein Protein,
das als Bestandteil des Zytoskeletts in nahezu jeder Zelle gleich exprimiert wird und
damit eine gute Kontrolle dafur ist, ob die reverse Transkription (cCDNA-Synthese)
erfolgreich war. Im Zuge dieser Eigenschaft wird 3-Aktin, neben einer Reihe weiterer
Gene, als sog. Housekeeping-Gen bezeichnet (Bustin, 2002). Neben der Kontrolle
der reversen Transkription bietet die quantitative Genexpressionsbestimmung von [3-
Aktin die Mdoglichkeit, eine Normalisierung der weiteren zu untersuchenden Gene
vorzunehmen (Bustin, 2000; 2002). Dieses Vorgehen ermoglicht es, fur alle Proben
ein relatives PCR-Produkt zu ermitteln, und alle weiteren zu untersuchenden Gene
anhand dessen zu relativieren. In dieser Studie konnte in allen untersuchten Proben
die Expression von (B-Aktin nachgewiesen werden. Folgende Gene wurden anhand
der fur B-Aktin ermittelten Werte normalisiert: Interleukin-6 und Interleukin-8. Die C;-
Werte der zu untersuchenden Gene IL-6, IL-8 und DSPP, des Standards 3-Aktin und
der jeweiligen unstimulierten Kontrollen konnten zusammen mit den entsprechenden
Primereffizienzen mittels einer mathematischen Analyse in Korrelation gebracht und
die relative Expression berechnet werden (Pfaffl, 2001).

Eine Alternative zu [-Aktin stellt ein weiterer interner Standard dar, GAP-DH
(Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-dehydrogenase).  Aufgrund groRer  Variationen
innerhalb der Transkriptionslevel wurde GAP-DH in dieser Arbeit nicht verwendet
(Bustin, 2000).

Das Dentin-Sialophosphoprotein (DSPP) wurde ebenfalls in Odontoblasten-
ahnlichen Zellen exprimiert. DSPP ist die Bezeichnung flr zwei aus einem einzelnen
Gen hervorgegangene Proteine, das im Rahmen der Differenzierung dentaler Zellen
und in der Ausbildung der Zahnhartgewebe eine entscheidende Rolle einnimmt
(Bégue-Kirn et al., 1998; Narayanan et al., 2006; Qin et al., 2004). In einer weiteren
Studie konnte gezeigt werden, dass DSPP uberwiegend von Odontoblasten

synthetisiert wird und daher auch als Odontoblastenmarker bezeichnet werden kann
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(MacDougall et al. 1997). Das heif3t, nur Odontoblasten exprimieren in der Zahnpulpa
das Gen fir das Dentin-Sialophosphoprotein (Bégue-Kirn et al., 1998). Zwar wird
DSPP auch von Ameloblasten gebildet (Begue-Kirn et al., 1998), diese werden
jedoch in der Zahnpulpa nicht aufgefunden, da sie jenseits des Zahnschmelzes
verbleiben und bei Zahndurchbruch verloren gehen (Schroeder, 1992). Mit dem
Nachweis der Genexpression des Odontoblastenmarkers DSPP konnte der in der
vorliegenden Studie kultivierte Zelltyp (Odontoblasten-ahnliche Zelle) charakterisiert

werden.

In der vorliegenden Studie konnte eine erhdhte mRNA-Expression von IL-6 und IL-8
in Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach Stimulation mit Streptococcus mutans
festgestellt werden. Die bakterielle Stimulation erfolgte zum einen Uber einen
Zeitraum von 6 Stunden und in einem weiteren Experiment Uber 24 Stunden. Dieses
Experiment Uber die Zeitrdume 6 und 24 Stunden hat gezeigt, dass die
Genexpression von IL-6 und IL-8 nach 6 Stunden deutlicher erh6ht war als nach 24
Stunden, was auf eine friihe Immunantwort der Odontoblasten-ahnlichen Zellen
schlieBen lasst. Die erhéhte Expression von IL-6 und IL-8 zu einem frihen Zeitpunkt
konnte auch in anderen Studien an Pulpafibroblasten gezeigt werden (Patel et al.,
2003; Tokuda et al., 2005; Yang et al., 2003). Es wurde demonstriert, dass die IL-8-
Genexpression nach Stimulation mit Lipopolysacchariden von E. coli in
Odontoblasten gesteigert wird (Levin et al., 1999). Vor kurzem konnte gezeigt
werden, dass Odontoblasten pattern recognition Rezeptoren (PRRs) wie Toll-like-
Rezeptor-2 (TLR-2) und TLR-4 exprimieren kdnnen (Veerayutthwilai et al., 2007). Als
Antwort auf die Aktivierung von TLR-2/TLR-4 wurde die Genexpression pro-
inflammatorischer Mediatoren (TNF-a, IL-8) und antimikrobieller Peptide
(macrophage-inflammatory-peptide-3-a, MIP-3-a; hBD-2) in Odontoblasten
beeinflusst (Veerayutthwilai et al., 2007).

Es ist eine neue Erkenntnis, dass Odontoblasten antimikrobielle Peptide (humanes
B-Defensin-1, -2) synthetisieren (Dommisch et al. 2005), welche in der Lage sind, die
Immunantwort in der Zahnpulpa zu modulieren (Dommisch et al., 2007b).
Stimulationsversuche mit dem rekombinanten humanen [(3-Defensin in
Odontoblasten-ahnlichen Zellen flhrten zu einer gesteigerten Genexpression von IL-
6 und IL-8 (Dommisch et al., 2007b). MIP-3-a/CCL-20 und B-Defensin-2 wirken
antimikrobiell gegen Streptococcus mutans und Lactobacilli casei, welche den
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grofdten atiologischen Faktor in der Kariesentstehung und —progression darstellen
(Shiba et al. 2003).

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob PI3K in Odontoblasten-ahnlichen Zellen an
der Vermittlung der Genexpression von IL-6 und IL-8 beteiligt ist, sind die Zellen mit
einem spezifischen Inhibitor préainkubiert und anschlieRend mit Streptococcus mutans
stimuliert worden. Phosphatidylinositol-3-Kinasen  (PI-3-Kinase, PI3K) sind
Lipidkinasen, die in samtlichen eukaryotischen Zellen zu finden sind. Diese
beteiligen sich an einer Vielzahl zellularer Schlisselfunktionen, wie Zellwachstum,
Proliferation, Migration, Differenzierung, Uberleben und Zelladhasion. Diese
Enzymgruppe kann uber Phospholipide als Signalmediatoren in der Zelle
verschiedenste Vorgdnge beeinflussen (Forster et al. 2003). Die PI-3-Kinase ist
verantwortlich fur die Produktion von Second messenger-Molekilen. Als Lipidkinase
katalysiert diese die Phosphorylierung des Membranbestandteils
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat an der 3 -OH Position des Inositolrings. Dabei
entsteht das Lipidprodukt Phosphoinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3), welches unter
anderem von der Protein-Kinase-B (PKB) als Anker genutzt wird. Dieses Andocken
der PKB an die Membran setzt eine Signaltransduktionskaskade in Gang, was zur
Induktion der Transkription bestimmter Zielgene fuhrt.

Die PI-3-Kinase-Aktivitat kann durch den pharmakologischen Inhibitor 4-morpholinyl-
8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one (LY294002; Cy9H;:7NO3) gehemmt werden (Huang
et al., 2005b; Huang et al., 2006). LY294002 ist ein Zellmembran-durchgangiger
Inhibitor, der an der ATP-Bindungsstelle des Enzyms agiert. Er zeigt keinen Effekt
bezuglich der Aktivitat der EGF-Rezeptor-Kinase, der MAP-Kinase, PKC, PIl-4-Kinase
und S6 Kinase.

Verschiedene Studien haben an einer Vielzahl von Zelltypen gezeigt, dass PI3K an
der intrazellularen Signaltransduktion mit nachfolgender IL-6 und IL-8 Expression
beteiligt ist (Chia et al., 2002; Gobert et al., 2007; Soell et al., 1994;Turner et al.,
2007; Vernier et al., 1996; Wrann et al., 2007; Xu et al., 2004; Yadav et al., 2006;
Yeh et al., 2006;). Bisher waren allerdings noch keine Daten bekannt, die die

Inhibition des PI3K-vermittelten Signaltransduktionswegs in Odontoblasten zeigten.

In der vorliegenden Arbeit wurden die odontoblasten-&hnlichen Zellen mit dem
spezifischen Inhibitor fur Phosphatidylinositol-3-Kinase (LY 294002) prainkubiert und
anschlielend mit hitzebehandelten S. mutans stimuliert. Es erfolgte eine quantitative
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Genexpressionsanalyse von IL-6 und IL-8. Es konnte gezeigt werden, dass
LY294002 den Signaltransduktionsweg, der zu einer Genexpression von IL-6 und IL-
8 fuhrt, blockiert. Die Genexpression von IL-6 und IL-8 konnte in den mit dem
Inhibitor préainkubierten Zellen signifikant gesenkt werden im Vergleich zu den
unbehandelten, aber stimulierten odontoblasten-ahnlichen Zellen. Dies ist ein erster
Hinweis darauf, dass die Regulation der Genexpression von IL-6 und IL-8 in
Odontoblasten-&hnlichen Zellen nach Stimulation mit S. mutans uber PI3K-
abhangige Signaltransduktionswege reguliert werden konnte. Ahnliche Erkenntnisse
konnten im Rahmen einer weiteren Studie, in der endotheliale Zellen mit
Streptokokken der Viridans-Gruppe stimuliert wurden, gewonnen werden (Yeh et al.
2006). Hier konnte gezeigt werden, dass die PI3K-Inhibition die IL-6- und teilweise
auch die IL-8-Expression blockiert (Yeh et al. 2006). Dartiber hinaus haben weitere
Studien den Einfluss von PI3K bei der Vermittlung der Regulation der Genexpression
von IL-6 und IL-8 an verschiedenen Zelltypen untersucht (Endothelzellen,
Karzinomzellen, kardiale Fibroblasten, Mikrogliazellen, Pigmentzellen der Retina,
Fettzellen, Monozyten, Neutrophile) (Ajuwon und Spurlock, 2005; Bian et al., 2004;
Huang et al., 2005a; Tang et al., 2007; Turner et al., 2007; Wrann et al., 2007; Xu et
al., 2004; Yadav et al., 2006). Diese Studien und die vorliegende Arbeit unterstitzen
die Bedeutung von PI3K fir einen mdglichen Signaltransduktionsweg, der an der
Regulation der Genexpression von IL-6 und IL-8 beteiligt ist.

Die Daten der vorliegenden Arbeit unterstreichen die Fahigkeit der Odontoblasten,
auf pathogene Bakterien mit einer gesteigerten Genexpression fur pro-
inflammatorische Mediatoren zu reagieren und damit aktiv eine wichtige Rolle im

Rahmen der lokalen Immunantwort in der Zahnpulpa zu Gbernehmen.
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5. Zusammenfassung

Die Zahnpulpa ist ein durch die Zahnhartsubstanzen Schmelz und Dentin
umgebenes Organ, welches somit gut vor dem Eindringen von Bakterien und deren
Stoffwechselprodukte geschiitzt ist. Dennoch kann eine karidse Infektion des Dentins
zu Entzindungsreaktionen im Bereich der Zahnpulpa fuhren. Die Odontoblasten der
Zahnpulpa reprasentieren die peripherste Zellschicht und sind somit die ersten
Zellen, die potentiell mit bakteriellen Antigenen in Kontakt kommen konnen. Das Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
wahrend der durch Streptococcus mutans induzierten Genexpression von Interleukin
(IL)-6 und IL-8 in Odontoblasten-&hnlichen Zellen zu untersuchen.

Kultivierte humane Odontoblasten-ahnliche Zellen (in Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium) wurden mit dem spezifischen Inhibitor LY294002 fiir die PI3K prainkubiert,
bevor die Zellen mit hitzeinaktiviertem S. mutans fur 6 bzw. 24 Stunden stimuliert
wurden. Nach der Stimulation wurde die RNA aus den Zellen extrahiert und die
cDNA-Synthese durchgefuhrt. Die Genexpressionsanalyse von [(-Aktin, IL-6, IL-8
und Dentin-Sialophosphoprotein wurde mit Hilfe der Real-Time PCR durchgefihrt.
Zusatzlich wurde die Zelliberlebensrate (Trypan-Blue® Test) fiir alle Testgruppen
bestimmt.

Die Genexpression von IL-6 und IL-8 war nach der 6- bzw- 24-stiindigen Stimulation
mit hitzeinaktivierten S. mutans signifikant erhoht (p=0,002 bzw. p=0,018, und
p<0,001 bzw. p=0,043). Nach 6 Stunden war die mRNA-Expression von IL-6 und IL-8
signifikant hoher als nach 24-stindiger Stimulation (p=0,019 bzw. p<0,001). Die
Vorbehandlung mit LY294002 blockierte die durch S. mutans induzierte
Genexpression von IL-6 und IL-8 signifikant (p=0,002 bzw. p<0,001). Im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle konnten keine Unterschiede in der Zellvitalitat far S.
mutans stimulierte bzw. LY294002 vorbehandelte Zellen beobachtet werden.

Die vorliegende Untersuchung zeigte, dass die von S. mutans stimulierte
Genexpression von IL-6 und IL-8 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen Uber PI3K-
abhéangige intrazellulare Signaltransduktionsmechnismen erfolgt. Die Daten deuten
darauf hin, dass Odontoblasten auf kariogene Bakterien mit einer gesteigerten
Genexpression pro-inflammatorischer Mediatoren reagieren und somit aktiv an der

lokalen Immunantwort in der Zahnpulpa teilnehmen kénnen.
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