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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Die Oberflachen oraler Epithelien sind mit einer Vielzahl kommensaler Mikroorganismen
besiedelt. Hierbei handelt es sich vor allem um eine Ko-Kolonisation von Bakterien und
Pilzen, die nebeneinander existieren kdnnen, ohne dass klinische Anzeichen einer Ent-
zundung vorliegen. Die Mundhéhle bietet aufgrund ihrer feucht-warmen Umgebung ein
gutes Reservoir fur diese Mikroorganismen (Lehrer, 2004).

Epithelien der oralen Schleimhaute weisen eine potente physikalische Barriere auf, wel-
che das Eindringen von Mikroorganismen erschwert. Diese physikalische Barriere wird
durch einen festen interzellularen Verbund und durch die epitheliale Hornschicht perma-
nent aufrecht erhalten (Dale, 2003). Neben dieser Eigenschaft sind orale Epithelien in
der Lage, zusatzlich eine chemische Barriere zu generieren. Hierbei handelt es sich vor
allem um die Synthese antimikrobieller Peptide, die neben der direkten, osmotischen
Wirkung auf Mikroorganismen auch zytokin-ahnliche Funktionen innerhalb des Epithel-

verbundes tibernehmen (Schréder, 1999a).

Karies ist die haufigste, bakteriell verursachte Erkrankung der menschlichen Mundhdhle.
Hierbei kommt es aufgrund bakterieller Stoffwechselprodukte zur Demineralisation und
fortschreitend zur Kavitation der Zahnhartsubstanzen. Die Folge ist eine re- oder irrever-
sible Entziindung der pulpalen Zahngewebe, welche unbehandelt zum Verlust des Zah-
nes fuhren kann.

Es ist eine neue Erkenntnis, dass Zellen der Zahnpulpa antimikrobielle Peptide synthe-
tisieren (Dommisch et al., 2005a). Die genaue Rolle dieser Peptide in der Zahnpulpa ist

bislang weitestgehend ungekléart.



1.2 Antimikrobieller Mechanismus der Defensine

Defensine sind niedermolekulare, antimikrobielle Peptide und gehéren dem angeboren-
en Immunsystem an (Ganz, 2003).

Zur Familie der Defensine gehoren die beiden Subfamilien der a- und B-Defensine, wel-
che sich durch den jeweiligen Cysteingehalt und die entsprechenden intramolekularen
Verknupfungen (Disulfidbriicken) unterscheiden (Ganz & Weiss, 1997). Diese charakte-
ristischen Disulfidbriicken stabilisieren die dreidimensionale Struktur der a- und B-Defen-
sine, zusammengesetzt aus a-Helix- und B-Faltblattstrukturelementen (Hill et al., 1991).
Die haufig darin enthaltenen positiven Aminosauren Lysin und Arginin verleihen den De-
fensinen eine positive Nettoladung (Kationen). Insgesamt weisen Defensine ein Moleku-
largewicht von 3,5-5 kDa auf (Hill et al., 1991).

Die Subfamilie der zyklischen 8-Defensine entspricht einer Variante zweier a-Defensine,

synthetisiert durch alternative Spleil3vorgédnge (Tang et al., 1999).

Aufgrund zahlreicher Experimente wird angenommen, dass Defensine eine wichtige
Rolle in den ersten Stadien einer Infektion spielen (Initiale Immunantwort) (Lehrer, 2004;
Ganz, 2003). Defensine besitzen ein breites antimikrobielles Wirkungsspektrum sowohl
gegen grampositive und gramnegative Bakterien, als auch gegentber Pilzen und eini-
gen membranumgebenen Viren (Ganz & Weiss, 1997). In-vitro-Versuche haben gezeigt,
dass Defensine schon bei mikromolaren Konzentrationen eine biologische Aktivitat ent-
falten kdnnen. Diese Aktivitat ist in Bezug auf die antimikrobiellen Eigenschaften je nach

Bakterienstamm abhangig von der Salz- bzw. Plasmaproteinkonzentration (Ganz, 2003).

Der Wirkungsmechanismus antimikrobieller Peptide lasst sich in mehrere Phasen unter-
gliedern. In der Initialphase binden die amphiphilen Defensine mit ihrer positiv geladen-
en Seite an die aulRere, negativ geladene Membran der Bakterien. Anschlie3end drin-
gen diese, angetrieben durch elektrostatische Krafte und das vorherrschende trans-
membranale Potential, mit dem hydrophoben Anteil in die Lipidschicht ein und lagern
sich zu einer sogenannten Teppichformation zusammen (,carpet-model“) (Hoover et al.,
2000; Ganz, 2003). Dieser Mechanismus verandert die Spannung der bakteriellen Mem-

bran derart, dass die Defensine zu Oligomeren aggregieren und Poren- bzw. span-
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nungsabhangige Kanéle ausbilden kdénnen (,wormhole-* oder ,pore-model”) (Hill et al.,
1991). Die ca. 25A groRen Hohlrdume (Ganz, 2003) der Poren bzw. Kanéle werden von
den geladenen Anteilen der Molekiile, den kationischen Aminosauren Arginin und Lysin,
flankiert (Schroder, 1999a). Durch diese zylindrische Anordnung der Defensinaggregate
(Schroder, 1999a) wird zwar einerseits die Membranspannung wieder herabgesetzt, an-
dererseits wird jedoch die Permeabilitéat fir niedermolekulare Substanzen erhéht (Ganz,
2003). Folglich findet ein vollstdndiger Ladungs- und Wasseraustausch, sowie lonen-
transport durch die Membran statt und hat letztendlich den osmotischen Zelltod des Mi-

kroorganismus zur Folge (Schroder, 1999a).

Versuche mit Membran-depolarisierenden Substanzen zeigten, dass Defensine ein ne-
gatives Membranpotential bendtigen, um an die Lipidschicht zu binden (Hill et al., 1991).
Ein hoher elektrischer Potentialgradient kann nur durch lebensféahige Bakterien aufrecht-
erhalten werden und ist damit essentiell fir die antimikrobielle Wirkung humaner B-
Defensine (Schroder, 1999a). Humane Zellen weisen nicht die gleiche Membranzusam-
mensetzung wie Bakterienzellen auf und zeigen dadurch auch Unterschiede in den
membranalen Potentialgradienten. Diese Bedingungen schitzen korpereigene Zellen
vor autotoxischen Reaktionen durch Defensine. Dartber hinaus enthalten humane Zell-
membranen einen hohen Anteil an Cholesterol, dem ein hemmender Effekt auf die biolo-
gische Aktivitat der Defensine nachgewiesen wurde (Schroder, 1999a).

1.3 B-Defensine

Humane (3-Defensine werden in Epithelien der Haut bzw. Schleimhaut, der Trachea und
des Intestinums, sowie in den Tonsillen, der Zunge, den Speicheldrisen, in Keratinozy-
ten oraler Gewebe (Dale & Krisanaprakornkit, 2001) und in Pulpazellen exprimiert (Dom-
misch et al., 2005a). Des Weiteren wurden diese in vielen Koérperflissigkeiten wie Urin,
Nasensekret, Speichel, Bronchial- und Sulkusflissigkeit nachgewiesen (Dale & Krisana-
prakornkit, 2001; Mathews et al., 1999; Bensch, 1995).

B-Defensine sind kationische, niedermolekulare Peptide mit einer Lange von 35-50 Ami-

nosauren und weisen eine antiparallele Faltung auf (Schulz et al., 2004). Sie besitzen
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sechs Cysteinreste, die untereinander drei charakteristische Disulfidbriicken, auf den
Positionen 1.5, 2:4 und 3:6, ausbilden (Miyasaki & Lehrer, 1998).

Humane B-Defensine werden als Prapropeptide synthetisiert (Dale & Krisanaprakornkit,
2001), nach der Reifung in primaren, sauren Granula gespeichert und fusionieren spater
mit Phagozytose-Vesikeln (Ganz, 2003).

Die Prasenz pathogener Mikroorganismen fiihrt zu einer Stimulation der Synthese hu-
maner B-Defensine in gingivalen Epithelzellen. Dieser Mechanismus kdnnte ausschlag-
gebend fiur die Aufrechterhaltung des oralen Milieus im Sinne einer Balance zwischen

mikrobieller Besiedelung und epithelialer Abwehr sein (Dale, 2000).

1.3.1 Humanes B-Defensin-1

Das humane B-Defensin-1 ist ein aus 36 Aminosauren aufgebautes Peptid, mit einem
Molekulargewicht von 3,9 kDa (Schréder, 1999b; Liu et al., 2003).

Das humane B-Defensin-1 (hBD-1) wurde erstmals aus dem Plasma von Patienten mit
fortgeschrittenen, entziindlichen Nierenerkrankungen isoliert. Dabei wurden die Epithel-
zellen des Urogenitaltraktes als Syntheseort fiir hBD-1 identifiziert (Bensch et al., 1995).
Die Expression von hBD-1 konnte anschlieRend auch in Epithelien der Haut (Schroder,
1999b), der Mundschleimhaut (Dunsche et al., 2002), des Gastrointestinaltraktes (Islam
et al., 2001), des Respirationstraktes (Harder et al., 1997) und dartiber hinaus auch in
der Odontoblastenzellschicht der Pulpa nachgewiesen werden (Dommisch et al.,
2005a).

HBD-1 wird in den genannten epithelialen Geweben hauptsachlich konstitutiv exprimiert
und besitzt antimikrobielle Eigenschaften gegenuber grampositiven und gramnegativen
Bakterien und Pilzen (Candida albicans) (Bensch et al., 1995; Diamond et al., 2001;
Goldmann et al., 1997; O Neil et al., 1999; Jurevic et al., 2003).
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1.3.2 Humanes B-Defensin-2

Das humane B-Defensin-2 hat ein Molekulargewicht von 4 kDa und besteht aus 41 Ami-
nosauren (Schroder, 1999b).

Erstmalig wurde das humane [(-Defensin-2 in der Epidermis von Psoriasis-Patienten
entdeckt (Schréder & Harder, 1999). In den Epithelien der Haut, der Mundschleimhaut,
des Gastrointestinaltraktes, des Respirationstraktes und ebenfalls in Odontoblasten kon-
nte eine bakteriell induzierbare Expression von hBD-2 gezeigt werden (Schroder, 1999b;
Dunsche et al., 2002; Islam et al., 2001; Harder et al., 1997; Dommisch et al., 2005a).
Fur das humane B-Defensin-2 konnte eine effektive, antimikrobielle Aktivitat gegeniber
gramnegativen Bakterien und Candida albicans nachgewiesen werden, wahrend ledig-
lich bakteriostatische Effekte auf grampositive Bakterien verzeichnet werden konnten.

Im Gegensatz zu den genannten epithelialen Geweben, zeigt das Epithel der Mund-
schleimhaut und die Odontoblastenzellschicht der Pulpa die Expression von hBD-2
ebenfalls unter gesunden Bedingungen (Dale & Krisanaprakornkit, 2001; Dunsche et al.,
2002; Dommisch et al., 2005a/b). Als Faktoren, die unter gesunden Bedingungen zu die-
ser Expression fuhren, werden neben dem auch kommensal vorkommenden Fusobacte-
rium nucleatum, ebenfalls Zytokine und hormonelle (neuroendokrine) Einflisse diskutiert
(Dale, 2000; Ganz, 2003; Krisanaprakornkit et al., 2000).

1.4 Mediatorfunktionen humaner B-Defensine

Neben antimikrobiellen Eigenschaften gegeniiber Mikroorganismen zeigen humane [3-
Defensine auch chemotaktische und zytokin-&hnliche Mediatorfunktionen im Rahmen
des angeborenen Immunsystems (Lehrer, 2004).

Innerhalb des Epithelverbundes konnten direkte Effekte des humanen (B-Defensin-2 auf
unausgereifte, dendritische Zellen nachgewiesen werden. In diesem Kontext wurde be-
obachtet, dass hBD-2 mal3geblich an der Ausreifung dendritischer Zellen beteiligt ist.
Gemeinsam mit dem Makrophagen inflammatorischen Peptid-3a (MIP-3a/CCL-20) wirkt
das humane B-Defensin-2 hier tber den CC-Chemokin-Rezeptor 6 (CCR6) auf den-

dritische Zellen. Dieser Mechanismus findet lokal innerhalb des epithelialen Verbundes
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statt und fuhrt zu einer Konversion epithelialer, dendritischer Zellen zu antigen-prasen-
tierenden Zellen (Yang et al., 1999 und 2000).

Neben dieser zytokin-ahnlichen Wirkung besitzen humane B-Defensine auch chemotak-
tische Eigenschaften, welche die lokale Pradsenz von Zellen der Immunabwehr férdern.
Bislang konnten chemotaktische Einflisse auf die Rekrutierung von Monozyten, T-Ge-
dachtniszellen (Yang et al., 1999), Mastzellen und neutrophile Granulozyten in Zellkul-

turexperimenten nachgewiesen werden (Niyonsaba et al., 2004).

Des Weiteren konnte in Studien festgestellt werden, dass humane B-Defensine auch ei-
nen direkten Effekt auf Epithelzellen (Keratinozyten) in Bezug auf die Synthese immun-
modulatorischer Botenstoffe erzeugen kénnen. Hier konnte der Anstieg der Expression
von Interleukin-6, -10 und -18 sowie MIP-3 a (CCL 20) als unmittelbare Antwort auf die

Anwesenheit humaner B-Defensine beobachtet werden (Niyonsaba et al., 2007).

Daruber hinaus konnte die Wirkungsweise humaner 3-Defensine auf die epitheliale Zell-
differenzierung gezeigt werden. In diesem Zusammenhang wurde die Expression der
humanen B-Defensine mit der Synthese von Involukrin und Keratin 10 im Epithelverband
in Beziehung gestellt. Beide Faktoren, Involukrin und Keratin 10, werden in héher differ-
enzierten Epithelschichten der Mundschleimhaut synthetisiert (Dale & Krisanaprakornkit,
2001; Abiko et al., 2003). Niyonsaba und seine Mitarbeiter (2007) stellten fest, dass hu-
mane B-Defensine positive, direkte Einflisse auf Migration und Proliferation von Epithel-
zellen austiben. In Verbindung mit diesem Phanomen wird eine Funktion humaner 3-De-
fensine wéahrend epithelialer Wundheilungsvorgange diskutiert (Niyonsaba et al., 2007)
(siehe Abbildung 1).
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Histaminfreisetzung ACTH Antagonist
\ /e

a- und p-Defensine

\.

Interaktion mit dem
Komplementsystem

Wundheilung und
Zellmigration

Zytotoxizitat und
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Abbildung 1:
Darstellung verschiedener Mediatorfunktionen humaner Defensine auf Gewebe und Zel-

len in Anlehnung an Lehrer (2004)

1.5 Untersuchte Mediatoren der Immunantwort

Zytokine sind Proteine, die Wachstum und Differenzierung von Zellen regulieren und an
vielen immunologischen Prozessen beteiligt sind (Interleukine, Interferone, Tumornekro-
sefaktoren). Sie wirken immunmodulierend (pro- oder anti-inflammatorisch) und dienen

der Kommunikation der Abwehrzellen untereinander.

Das Interleukin-6 gehort zur Familie der Zytokine und kann durch bakterielle Endotoxine,
IL-1, TNF und TNF-a, PDGF, Onkostatin M, IFN-B3, NGF, IL-17 und virale Infektionen sti-
muliert werden. Je nach Zelltyp besteht durch IL-6 eine positive oder negative Ruckkop-
pelung auf die eigene Synthese. Neben einer Vielzahl weiterer Funktionen beeinflusst
IL-6 antigen-spezifische Abwehrreaktionen und gilt als eines der bedeutensten pro-in-

flammatorischen Mediatoren der Akuten-Phase-Reaktion (Ibelgaufts, 2002).
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IL-8 ist ein Chemokin und kann &hnlich wie IL-6 durch Viren, bakterielle Lipopolysaccha-
ride, IL-1 und TNF-a induziert werden, aber auch durch Concanavalin A, doppelstrangi-
ge RNA, IL-1[3, -7 und -17. Das Interleukin-8 ist, im Gegensatz zu allen anderen Zyto-
kinen, in der Lage, neutrophile Granulozyten zu aktivieren und erhoht die Chemotaxis
fur alle bekannten beweglichen Immunzellen. AuRerdem besitzt IL-8 neben der pro-in-
flammatorischen Wirkung unter anderem auch eine anti-inflammatorische Komponente,
indem es die Adh&sion von Leukozyten an aktivierte Endothelzellen verhindert und so-

mit eine Entzindungsreaktion unterdriicken kann (Ibelgaufts, 2002).

CPLA; gehort zur Familie der Lysophospholipasen (Balboa et al., 2003). Dieses Enzym
tragt durch Abspaltung von Arachidonsaure aus Membranlipiden zur Bildung von Eico-
sanoiden (Prostaglandin E2) bei und ist dadurch signalgebend in entziindungsfordernde
Prozesse involviert (Ono et al., 2002; Eberhard et al., 2005). Arachidonsaure kann so-
wohl selbst eine Mediatorfunktion austiben, als auch als Zwischenprodukt zur Synthese
anderer Botenstoffen (Eicosanoide) fungieren. Eicosanoide sind hormoné&hnliche Sub-
stanzen und besitzen immunmodulierende Eigenschaften. Zu dieser Gruppe zéhlen

Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene (L6ffler & Petrides, 1998).

1.6 Gewebe und Zellen der Zahnpulpa

Die Zahnpulpa besteht aus Bindegewebe, BlutgefdRen, Nerven, Lymphgefal3en und
dentinbildenden Zellen (Odontoblasten) und befindet sich im Inneren der Krone bzw. der
Wurzeln (Kronen- und Wurzelpulpa) (Hellwig et al., 2003).

Odontoblasten sind Bindegewebszellen mesenchymalen Ursprungs und sezernieren
Préadentin, welches anschliel3end durch Mineralisation zu Dentin reift. Die Fortsétze die-
ser Zellen strahlen in die Dentinkanélchen ein und werden als Tomes” sche Fasern be-
zeichnet. Es wird vermutet, dass Odontoblasten dort mit Nervenfasern in Kontakt stehen
und daher bei der Entstehung eines Schmerzreizes eine Rolle spielen. Sie sind in der
Lage Sekundar- und Tertiardentin zu bilden und befinden sich an der Grenze zwischen
Pulpa und Dentin. Damit sind sie die ersten Zellen, die in kariosen Lasionen frih einem

Antigenkontakt durch Mikroorganismen ausgesetzt sind. Karies ist eine bakteriell be-
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dingte, weit verbreitete Erkrankung der Zahnhartsubstanzgewebe und hat unbehandelt
in der Regel eine re- oder irreversible Entziindung der Pulpa zur Folge (Hellwig et al.,
2003).

Im Falle einer bakteriellen Infektion des Zahnmarkes durch karies-verursachende Bak-
terien (Streptococcus mutans) konnte bereits gezeigt werden, dass in Pulpazellen ver-
mehrt Zytokine (IL-6 und IL-8), sowie Enzyme der Eicosanoidbiosynthese (Cox-2,
cPLA,, LTA4H) synthetisiert wurden (Hahn et al., 2000; Engels-Deutsch et al., 2003;
Dommisch et al., 2007; Eberhard et al., 2005). Dies lasst vermuten, dass pulpale Gewe-

be in der Lage sind, eine Immunantwort zu initiierten.

1.7 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

In einer Vielzahl von Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass humane (3-
Defensine neben antimikrobiellen Eigenschaften auch weit reichende zytokin-ahnliche
Funktionen besitzen (Lehrer, 2004). Die Expression humaner 3-Defensine konnte in den
vergangenen Jahren in allen epithelialen Geweben der Mundhdhle sowie im Speichel
nachgewiesen werden (Mathews et al., 1999; Dunsche et al., 2002). Es ist jedoch eine
neue Erkenntnis, dass die humanen (-Defensine-1 und -2 in der Odontoblastenzell-
schicht der gesunden Pulpa exprimiert werden (Dommisch et al., 2005a). Welche Wir-
kung die 3-Defensine dabei auf die Zahnpulpa und deren Zellen haben, wurde bisher
noch nicht untersucht.

In Vorversuchen sollte deshalb die Genexpression von Mediatoren des Immunsystems
in odontoblasten-&hnlichen Zellen, Pulpafibroblasten der ersten und zweiten Dentition,
einer Pulpafibroblastenzellinie, Zellen des apikalen Zahnsackchens und Gingivaepithel-
zellen untersucht werden. Von Interesse waren sowohl die Gene der humanen B-De-
fensine-1 und -2, als auch die der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin-18, -6, -8,
des Tumornekrosefaktors-a sowie der Cyclooxygenase-2, der Leukotrien-A4-Hydrolase
und der zytosolischen Phospholipase-2 als Gene der Eicosanoidbiosynthese. Zusétzlich
wurde die Expression des Odontoblastenmarkers Dentinsialophosphoprotein (DSPP)
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untersucht. Im anschlieRenden Hauptversuch war das Ziel dieser Arbeit, mdgliche medi-
ator-ahnliche Funktionen des humanen B-Defensin-2 auf die oben genannten Gene in
Anlehnung an die Arbeiten von Niyonsaba und Mitarbeitern (2004 und 2007) in odon-
toblasten-&hnlichen Zellen zu analysieren. Folgende Fragestellungen sollen im Rahmen

dieser Arbeit untersucht werden:

1. Ist die Expression der humanen B-Defensine-1 und -2 in odontoblasten-ahnlichen

Zellen in vitro nachweisbar?

2. Werden die Gene der Interleukine-6 und -8 sowie die Gene von Enzymen der Ei-
cosanoidbiosynthese (Cox-2, cPLA,, LTA4H) oder TNF-a und DSPP in odonto-

blasten-ahnlichen Zellen exprimiert?

3. Zeigt die Applikation der B-Defensine-1 und -2 Effekte auf die Genexpression der

humanen B-Defensine-1 und -27?

4. Stimulieren die B-Defensine-1 und -2 die Genexpression von Entziindungsmar-

kern der Immunabwehr (IL-13, -6 und -8)?

5. Beeinflussen die B-Defensine-1 und -2 die Genexpression von Enzymen der Ei-
cosanoidbiosynthese (Cox-2, cPLA;) oder TNF-a und DSPP?

6. Ist die Wirkungsweise der 3-Defensine-1 und -2 abhangig von der Konzentration?

7. Welchen Einfluss hat die zeitliche Dauer der Applikation der 3-Defensine-1 und -2

auf die Genexpression der Zielgene in odontoblasten-ahnlichen Zellen?

Zusammenfassend war das Ziel dieser Arbeit, die Rolle der humanen (-Defensine, als
Teil des angeborenen Immunsystems, bei der Regulation der Genexpression immunmo-

dulierender Mediatoren in der Zahnpulpa zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Im Rahmen routinemaRig durchgefiihrter oralchirurgischer MalRnahmen wurden karies-
freie Zahne der ersten und zweiten Dentition sowie apikale Zahnséckchen gewonnen
(2.3). Mit Hilfe dieser Gewebe wurden odontoblasten-&hnliche Zellen, Pulpafibroblasten
der ersten und zweiten Dentition und Zellen des apikalen Zahnsackchens kultiviert und
zusammen mit einer Pulpafibroblastenzellinie und Gingivaepithelzellen auf die Expressi-
on von Mediatoren des Immunsystems untersucht (2.4). AnschlielRend wurden die odon-
toblasten-dhnlichen Zellen mit rekombinanten humanen (-Defensinen stimuliert (2.6).
Die Auswertung der Genexpression erfolgte mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR
(2.9).

2.2 Material und Reagenzien

Die zur Aufbewahrung und Bearbeitung der gesammelten Proben benétigten Eppendorf-
Tubes und Pipettenspitzen waren von der Fa. Sarstedt (NUmbrecht). Das in den Ver-
suchsreihen verwendete Aqua dest. wurde von der Fa. Braun Melsungen AG (Melsun-
gen) verwendet.

Die Kulturschalen und Zellschaber wurden von der Fa. Labomedic GmbH (Bonn) bezo-
gen. Das Zellkulturmedium DMEM (Dulbecco's Modified Eagles-Medium), sowie die An-
tibiotika Penicillin, Amphotericin und Streptomycin wurden von der Fa. PAA Laboratories
GmbH (Codlbe), Trypsininhibitor von der Fa. Roche Diagnostics GmbH (Mannheim),
Trypsin-EDTA-L6sung von der Fa. Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen) und CO, von der
Fa. Linde (Hdllriegelskreuth) bestellt.
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2.3 Probengewinnung oraler Gewebe

In die Untersuchungen wurden ausschliel3lich gesunde Patienten eingeschlossen, die
sich aufgrund oralchirurgischer Indikationen in der Behandlung der Poliklinik ftr Chirurgi-
sche Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (Direktor: Prof. Dr. G. Wahl) im Universitatskli-
nikum Bonn befanden.

Die Gewebeproben wurden im Rahmen routineméafig durchgefihrter oralchirurgischer
Zahn- und Weisheitszahnextraktionen gewonnen und unmittelbar post operationem fur
die Zellkultur vorbereitet. Ausschliel3lich Weisheitszéhne mit unvollstandig abgeschlos-
senem Wurzelwachstum wurden fir die Untersuchung verwendet. Somit war gleichzeitig
die Entnahme des apikalen Zahnsackchens maéglich. Alle Patienten wurden dariber auf-
geklart, dass mit ihrem Einverstandnis zur Probenentnahme keine zusatzlichen Material-
entnahmen verbunden wéaren. Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Univer-
sitat Bonn geprift und genehmigt (Antrag Ethikkommission AZ.: 142/05).

Insgesamt wurden die Pulpa der ersten (n = 3) und zweiten Dentition (n = 3), die Odon-
toblastenzellschicht der Weisheitszahne (n = 5) und das Gewebe des Zahnsackchens (n

= 5) fur die Zellkulturversuche vorbereitet.

2.4 Kultur primarer Zellen

Die Gewebeproben wurden aseptisch sofort nach der Entnahme in 4 ml Kulturmedium,
bestehend aus DMEM, 10% FCS, Penicillin, Streptomycin und Amphotericin von der Fa.
PAA Laboratories GmbH (Célbe), kultiviert.

Extrahierte, nicht-karibse Zadhne wurden mit 70%-igem Ethanol desinfiziert und mit ei-
nem sterilen Diamantschleifkdrper von parodontalen Strukturen befreit. Die Fissuren
wurden ausgeschliffen und der Zahn mit einem Diamanten von der Fa. Hager&Meisin-
ger (Neuss) auf Hohe der Schmelz-Zementgrenze bis Tief ins Dentin kurz vor der Pulpa-
hohle eingekerbt. Anschliel3end wurden die Zahnkronen unter der Sterilbank mit einem
Skalpell von der Fa. Aesculap (Tuttlingen) aufgebrochen und die Pulpen mit einer Pin-
zette steril entnommen. Darauf folgend wurden die Gewebe in 4 ml Kulturmedium

Uberfihrt. FUr die Anzucht von odontoblasten-ahnlichen Zellen wurde die Pulpakammer
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ebenfalls in 4 ml Kulturmedium eingebracht (Tjaderhane et al., 1998). Die Kultivierung
der Zellen erfolgte bei 37C und 5% CO ; in einem Inkubator der Fa. Thermo (Dreieich).
Das Medium wurde in einem Drei-Tagesrhythmus gewechselt. Die Anzucht einer Zell-
kultur aus odontoblasten-ahnlichen Zellen bendétigte ca. 4 Wochen, wahrend eine Zelli-
nie aus Fibroblasten ca. 2-3 Wochen in Anspruch nahm. Bei einer Konfluenz von 90%
wurden die Zellen in Kryoréhrchen von der Fa. Nalgene CRYOWARE™(Nunc Internatio-
nal, Rochester, NY, USA) bei -80C eingefroren.

Die Kultur der Gingivaepithelzellen zur Kontrolle der Genexpression der oben genannten
Gene wurde im Rahmen vorangegangener Untersuchungen im Labor der Poliklinik fur
Parodontologie, Zahnerhaltung und Praventive Zahnheilkunde des Zentrums fir Zahn-,
Mund- und Kieferheilkunde der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn eta-
bliert. Die Pulpafibroblastenzellinie wurde von Prof Shi, National Institute of Dental and
Craniofacial Research (NIDCR), Bethesda (USA), zur Verfiigung gestellt.

Fur die Genexpressionsanalyse wurden die Zellen zu einer Konfluenz von ca. 80%-90%

herangezlchtet.

2.5 Molekularbiologische Experimente zur qualitativ en Genexpressionsanalyse

2.5.1 Qualitative Genexpressionsdarstellung

Fur die qualitative Genexpressionsanalyse von odontoblasten-ahnlichen Zellen, Pulpafi-
brobasten der ersten und zweiten Dentition, einer Pulpafibroblastenzellinie, Zellen des
apikalen Zahnsackchens und Gingivaepithelzellen wurde die Gesamt-RNA mit dem
RNeasy Protect Mini Kit von der Fa. Qiagen (Hilden) extrahiert. Die Extraktion wurde
nach Herstellerprotokoll fur humane Zellkulturen durchgefiihrt. Die Gewebeproben
wurden mit dem entsprechenden Aquivalent Lysis-Puffer RLT (10 pl 2-Mercaptoethanol;
990 ul RLT) versetzt und homogenisiert. AnschlieRend wurden die geldsten Proben auf
eine RNeasy-Saule pipettiert und zentrifugiert (10.000 rpm; 15 Sekunden). Nach einer
Zugabe von 700 pl RW1-Puffer fand ein weiterer Zentrifugationsschritt statt (10.000 rpm;

15 Sekunden). Daraufhin wurden die Saulen zweimal mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen
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(20.000 rpm; 2 Minuten). Zuletzt wurde die auf den Saulen gebundene RNA zweimal mit
je 50 ul RNAse-freiem Aqua dest. eluiert (10.000 rpm; 1 Minute). Das resultierende
Volumen von 100 pl Gesamt-RNA wurde bei -80T gelag ert.

Zur cDNA-Erststrangsynthese wurden aus jeder Probe jeweils 8 pul Gesamt-RNA mit 1 pl
dNTP-Mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP) und 1 pl Oligo(dT)-Primer (0,5 ug/ul) ver-
mischt und 5 Minuten bei 65T denaturiert. Nach Abk Ghlung auf Raumtemperatur wur-
den 2 pl 10fach RT-Puffer, 4 pl MgCl, (25 mM), 2 ul DTT (Dithiothreitol) (100 mM), 1 pl
RNaseOUT (40 U/ul), 1 pl SuperScript™ |l Reverse Transkriptase (50 U/ul) hinzugefuhrt
und far 50 Minuten bei 42T inkubiert. AnschlieRend wurde das Gemisch fir 15 Minuten
bei 72C denaturiert. Darauf folgte der RNase-Verda u durch die Zugabe von 1 pl RNase
H (2 U/ul) far 20 Minuten bei 37<C. Alle verwendeten Reagen zien wurden von der Fa.

Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen.

2.5.2 Standard-Polymerasekettenreation

Fur die qualitative Amplifizierung der Gene hBD-1, -2, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, LTA4H,
cPLA, und DSPP wurden jeweils 1 ul der entsprechenden cDNA mit 5 pl dNTP (1 mM
dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 5 ul 10fach Puffer, je 1 pl Primer (100 pmol/ul), 1,5 pl MgCl;
(50 mM), 0,2 ul Tag DNA Pol (5 U/ul) und 35,3 pl Aqua dest. vermischt. Die Reagenzien
wurden von der Fa. Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bestellt und die Standard-RT-PCR in
dem Thermocycler MyCycler™ der Fa Bio-Rad Laboratories (Munchen) durchgefihrt.

Zu Beginn der PCR wurde eine Denaturierungsphase von 5 Minuten bei 95T ange-
setzt. Innerhalb eines PCR-Zyklus fand zunachst eine Denaturierung der cDNA-Molek-
le statt (95 C; 15 Sekunden). Darauf folgte die Hy bridisierung der Primer an die cDNA-
Fragmente bei optimaler Annealingtemperatur (je nach Gen 56-64<TC; 30 Sekunden). Im
Anschluss erfolgte die Elongationsphase (72<C, 60 S ekunden). Insgesamt umfasste die
PCR 40 dieser Zyklen (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1:
Darstellung der PCR-Primersequenzen und Anzahl der Basenpaare der bei der Stan-

dard- und Real-Time-PCR verwendeten Primer

Gen PCR-Primersequenzen bp T
_ » | 5-CATGGATGATGATATCGCCGCG-3’
B-Aktin 370 60
4 | 5-ACATGATCTGGGTCATCTTCTGC-3
» | 5-CATGAGAACTTCCTACCTTCTGC-3
hBD-1 216 56
4 |5 -TCACTTGCAGCACTTGGCCTT-3
» | 5-CATGAGGGTCTTGTATCTCCTCT-3"
hBD-2 213 64
4 |5 -CCTCCTCATGGCTTTTTGCAGC-3
» | 5-ATGAGCACTGAAAGCATGATCCG-3
TNFa 698 63
4 | 5-CAGGGCAATGATCCCAAAGTAGA-3’
» | 5-ATGGCAGAAGTACCTGAGCTCGC-3
IL-18 809 60
4 | 5-TTAGGAAGACACAAATTGCATGGTG-3,
» | 5-ATGAACTCCTTCTCCACAAGC-3’
IL-6 638 60
4 |5 -CTACATTTGCCGAAGAGCCC-3,
» | 5-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG-3’
IL-8 297 60
4 |5 -TGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC-3
» | 5-CCAAGGGAAACTGAGGAAGA-3’
cPLA-, 204 56
4 | 5-AGGGAAACAGAGCAACGAGA-3
» | 5-CAGTGGCTCACTCCTGAACA-3
LTA4H 199 59
4 |5 -TCTGGGTCAGGTGTTTCTCC-3’
» | 5-ATTGACCAGAGCAGGCAGAT-3
Cox-2 162 60
4 | 5-CAGGATACAGCTCCACAGCA-3
» | 5-TCACAAGGGAGAAGGGAATGG-3
DSPP 316 60
4 | 5-CTTGGACAACAGCGACATCCT-3

»: Vorwarts-Primer; «: Ruckwarts-Primer; bp: Basenpaare; T: Temperaturo ptimum
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Die optimale Annealingtemperatur flr das jeweilige Gen wurde mit Hilfe eines Tempera-
turgradienten ermittelt und kontinuierlich mittels der PCR-Negativkontrolle Gberprift. Nur
bei einer optimalen Annealingtemperatur, die PCR-Negativkontrolle weist dabei kein
PCR-Produkt auf, wurde weiterhin bei dieser ermittelten Temperatur die PCR betrieben.
Die PCR-Positivkontrolle stellte das klonierte, mit den jeweiligen Primern erhaltene

PCR-Fragment dar (siehe 2.8), als PCR-Negativkontrolle diente Wasser.

2.5.3 Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Pro  dukte

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte nach Sambrook et al. (1989). 15 ul des PCR-
Produktes, gemischt mit 3 ul Auftragspuffer (0,125 g Bromphenolblau, 28,7 g Glycerin,
100 ml Aqua dest.), wurden in einem 2%igen Agarosegel [NuSieve GTG® Agarose: 50
ml 0,5 x Tris-Borsaure-EDTA-Puffer (TBE), 3 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)] aufgetra-
gen. Die Auftrennung der PCR-Produkte lief tber eine Zeit von 30 Minuten bei einer
Spannung von 100 Volt in 500 ml 0,5 x TBE-Puffer.

Sowohl die B-Aktin- als auch die Banden fir hBD-1, -2, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, LTA4H,
cPLA; und DSPP wurden durch das zugesetzte Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar
gemacht und mit Hilfe einer Videokamera in einem Computer dokumentiert [Gel-Doc-

System von der Fa. Bio-Rad (Munchen)].

2.6 Stimulation von odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-1 und-2

Rekombinante humane B-Defensine wurden von Santa Cruz (Heidelberg) geliefert. Die
biologische Aktivitat der Peptide konnte bereits zuvor in einer weiteren Promotionsarbeit
in der Poliklinik fir Parodontologie, Zahnerhaltung und Praventive Zahnheilkunde (Direk-
tor: Prof. Dr. Dr. S. Jepsen) an der Universitat Bonn nachgewiesen werden.

Fur die Stimulationsversuche wurden Zellen der 2. Passage in Kulturschalen (Durch-

messer: 35 mm) mit 2 ml Kulturmedium, bestehend aus DMEM, 10% FCS, Penicillin,



24

Streptomycin und Amphotericin von der Fa. PAA Laboratories GmbH zu einer Zelldichte
von 80-90% Konfluenz geziichtet. Als Kontrolle wurde PBS (phosphate buffered saline)
dem Kulturmedium hinzugefiigt. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde ein Wechsel zu
serumfreiem Medium vorgenommen.

Die rekombinanten humanen B-Defensine wurden in einer Konzentration von 15, 50,
150 ng/ml auf odontoblasten-ahnliche Zellen gegeben und bei 37<C inkubiert. Um repro-
duzierbare bzw. verifizierbare Ergebnisse zu generieren, wurden 3-fach Ansétze erho-
ben.

Nach Abschluss der Stimulation tiber den Zeitraum 0, 30, 60, 120 und 240 Minuten wur-
de das Medium mit samt den rekombinanten humanen 3-Defensinen aus der Zellkultur-
schale aspiriert. Anschliel3end erfolgte die Zellysis, RNA-Extraktion und cDNA-Synthese
wie unter 2.5 beschrieben.

2.7 Quantitative Genexpressionsdarstellung

Die quantitative Genexpressionsanalyse erfolgte in odontoblasten-ahnlichen Zellen, da
Odontoblasten in kariosen Lasionen frih einem Antigenkontakt durch Mikroorganismen
ausgesetzt sind. Des Weiteren konnte bereits durch Dommisch et al. (2005a) gezeigt
werden, dass humane (3-Defensine in der Odontoblastenzellschicht exprimiert werden.

Im Anschluss an die Stimulationsversuche aus 2.6 wurden die mRNA-Extraktion und
cDNA-Synthese fur die quantitative Genexpressionsanalyse in odontoblasten-ahnlichen

Zellen wie unter Punkt 2.5.1 beschrieben durchgefihrt.

2.7.1 Real-Time-Polymerasekettenreaktion

Fur die quantitative Amplifizierung der Gene hBD-1, -2, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2,
cPLA, und DSPP wurden Real-Time-PCR-Analysen mit dem iCycler der Fa. Bio-Rad
(Minchen) durchgefihrt.
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Die Detektion der PCR-Produkte erfolgte mit dem im Reagenzmix enthaltenen, interka-
lierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen |I®. Dieser Farbstoff bindet in der doppel-
strangigen DNA und fluoresziert bei einer Wellenlange von 490 nm. Auf diese Wiese
konnte eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung des PCR-Produktes, Zyklus flr Zyklus,
aufgezeichnet werden.

Nach einer Denaturierung der DNA wird diese einzelstrangig und verhindert dadurch ei-
ne Interkalation mit dem Farbstoff. Wahrend der Annealing-Phase hybridisieren die Pri-
mer an ihrer Zielsequenz der DNA-Matrize und generieren in der Elongationsphase ei-
nen Doppelstrang, in den sich der Farbstoff mehr und mehr einlagern kann. Am Ende
der Elongationsphase stellt sich somit ein Maximum an gebundenem SYBR-Green®-
Farbstoff dar. Wahrend dieser Phase eines Zyklus in der Polymerasekettenreaktion wird
die Messung mit Hilfe der iCycler® Kamera durchgefiihrt. Dieser Ablauf wiederholt sich
in jedem Zyklus, so dass auf einem angeschlossenen Computermonitor das gemessene
Fluoreszenzsignal zu einem beliebigen Zeitpunkt abgelesen werden kann. Schlief3lich
wird die Polymerasekettenreaktion als exponentielle Funktion graphisch dargestellt. Die
iCyler®-Software errechnet eine so genannte Schwellenlinie (Baseline), welche den
Ubergang des Graphen in die exponentielle Phase der Polymerasekettenreaktion mar-
kiert. Dieser Ubergang beschreibt das Erreichen einer PCR-Produktkonzentration, die
hoher ist als die Hintergrundfluoreszenz im Reagenzgefald (Gibson et al., 1996). Wird
die exponentielle Phase erreicht, ergibt dieses den so genannten Schwellenwert
[.threshold cycle” (Ci-Wert)]. Dieser C--Wert wird anhand der Zyklenzahl festgelegt. Je
spater, d.h. mit zunehmender Zyklenzahl, die Probe diese Schwelle erreichte, desto ge-

ringer fallt die Konzentration der cDNA aus (Higuchi et al., 1993).

Zur quantitativen Amplifizierung wurde jeweils 1 pl der entsprechenden cDNA zu einem
Mix aus 0,125 pl Primer (je 100 pmol/ul), 12,5 pl iQ™SYBR® Green Supermix [MgCl, (6
mM)], dNTP (0,4 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP), Tag DNA Pol (50 U/ml), SYBR Green
(20 nM), pH 8,4) und 11,375 ul Aqua dest. (RNase-frei) gegeben. Die Reagenzien wur-
den von der Fa. Bio-Rad (Minchen) bezogen.

Um unterschiedliche Konzentrationen durch ungenaues Pipetieren zu vermeiden, wurde
ein Gesamtgemisch (,Mastermix“) aus dem iQ™SYBR® Green Supermix, Aqua dest.
und Primern hergestellt.
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Zu Beginn der PCR wurde eine Denaturierungsphase von 3 Minuten bei 95T ange-
setzt. Innerhalb eines Real-Time-PCR-Zyklus fand zunachst eine Denaturierung der
cDNA-Molekile statt (95 C; 15 Sekunden). Darauf fo Igte die Hybridisierung der Primer
an die cDNA-Fragmente bei optimaler Annealingtemperatur (je nach Gen 56-64<C; 30
Sekunden). Im Anschluss erfolgte die Elongationsphase (72C, 30 Sekunden). Insge-
samt umfasste die Real-Time-PCR 40 dieser Zyklen.

Die bei der Real-Time-PCR verwendeten Primer waren identisch mit den Primern aus
der Standard-PCR (siehe Tab. 1).

Jedes Experiment setzte sich aus einer PCR-Negativkontrolle, sowie der jeweiligen
cDNA-Proben und einer Verdiinnungsreihe der PCR-Positivkontrolle zusammen. Bei der
PCR-Negativkontrolle wurde anstatt cDNA Wasser zum Probenmix gegeben. Es sollte

hier keinerlei PCR-Produkt entstehen bzw. gemessen werden.

Um die durch unterschiedliche Primer (z.B. fir hBD-1, siehe Abbildung 2) generierten
Werte bzw. zwei getrennte Real-Time-Polymerasekettenreaktionen mit einander verglei-
chen zu kénnen, mussten die Primereffizienzen bestimmt werden. Diese wurden mit Hil-
fe von Verdinnungsreihen der klonierten cDNA (Standard) tber eine Standardkurve er-
mittelt (siehe Abbildung 2). Diese Standardkurve entspricht einer Linearregression, um-
gekehrt zur logarithmischen Funktion der Fluoreszenzaufzeichnung aus der PCR. Die
Steigung dieser Standardkurve fuhrte schlie3lich zu einem Wert fur die Primereffizienz
(Abbildung 2).
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Abbildung 2:

Repréasentative Darstellung der Standardkurve fir die Verdinnungsreihe der klonierten
cDNA des humanen -Defensin-1. Die cDNA wurde in einem Verhéltnis von 1:1, 1:10,
1:100, 1:1.000, 1:10.000 und 1:100.000 zu Aqua dest. zum Reaktionsmix gegeben. Aus
der Steigung der Standardkurve wurde entsprechend die Effizienz der Primer ermittelt
(siehe Tabelle 3).

2.8 Gewinnung der PCR-Positivkontrollen

Die PCR-Positivkontrolle wurde als Indikator fur eine erfolgreich durchlaufene PCR mit-
gefuhrt. Des Weiteren diente diese Kontrolle der Identifizierung des Produkts und der
ProduktgrofRe. Die Trennung der DNA-Fragmente (aus 2.5.1) wurde mittels Agarosegel-
elektrophorese vorgenommen und nach der Entnahme aus dem Gel mit dem QIAEX® II
Gel Extraction Kit von der Fa. Qiagen (Hilden) isoliert.

Die Klonierungen der PCR-Produkte erfolgten im Labor von PD Dr. R. Probstmeier
(Neuro- und Tumorzellbiologie Gruppe, Abt. Nuklearmedizin, Universitat Bonn - Direktor:
Prof. Dr. Biersack) und wurden mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits von der Fa. Invitro-
gen (Karlsruhe) vorgenommen. Jeweils 1 pl des generierten PCR-Produktes wurde mit 1
ul Salzlésung (1,2 M NaCl, 60mM MgCl,), 1pl TOPO® Vektor und 2 pl Aqua dest. Ver-
sehen und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 2 pul die-
ses Mixes auf gekihlte E. coli Zellen gegeben und 10 Minuten auf Eis gelagert. Darauf-
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folgend wurden die Zellen fur 30 Sekunden einem Hitzeschock von 42T ausgesetzt und
auf Agar ausplattiert (Transformation). Die Selektion der entstandenen Klone erfolgte mit
Hilfe von Ampicillin von der Fa. Sigma (Taufkirchen). Nachfolgend wurden positive Plas-
mid-DNA-Klone mit QIAprep® Spin Miniprep Kits von der Fa. Qiagen (Hilden) isoliert und
eine Analyse auf erfolgreiche Insertion des DNA-Fragmentes durch einen Restriktions-
verdau mit EcoRI von der Fa. Roche (Mannheim) vorgenommen. Die positiven Klone
wurden mittels DNA-Sequenzierung verifiziert, durchgefuhrt von der Fa. MWG Biotech
AG (Ebersberg).

2.9 Auswertung der quantitativen PCR

Alle untersuchten Proben wurden anhand der unstimulierten Kontrolle und des House-
keeping-Gens B-Aktin ausgewertet. Die B-Aktin mRNA wird in allen Zellen in einem na-
hezu gleichen Verhaltnis exprimiert (Thellin et al., 1999; Bustin, 2000; Ke et al., 2000;
Bustin, 2002; Vandesompele et al., 2002). Bei der Auswertung der quantitativen Real-
Time-PCR wurde die Normalisierung der Ergebnisse anhand der Genexpression von (3-
Aktin-Primern zur Normalisierung der Ergebnisse 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 (Ci-
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 entsprechenden 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
In einem zweiten Rechenschritt wurden die jeweiligen AC-Werte der einzelnen Proben
erarbeitet. Es wurde eine Differenz gebildet, bei welcher der ACi-Wert aus dem Ci-Wert
des House-Keeping-Genes und dem des Zielgens der unstimulierten Kontrolle ermittelt

wurde. Dieses entsprach der Referenz.
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Die zweite Differenz fir den AC-Wert wurde aus dem C-Wert des House-Keeping-Ge-
nes und dem des Zielgens der untersuchten Probe (Wert fur das Zielgen) berechnet. In
einer weiteren Formel wurde dann der entsprechende Quotient ermittelt, welcher die x-

fache Anderung der Genexpression angab:

: — Act-Zielgen(Kontrolle-Probe) Act-Referenz(Kontrolle-Probe)
QUOt|ent - (EZieIgen) / (EReferenz)

(Pfaffl, 2001)

2.10 Statistische Auswertung der quantitativen Gene  xpressionsanalyse

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS (Student Version 14), li-
zenziert fur das Universitatsklinikum Bonn, durchgefuhrt.

Es wurde zunéchst eine rein deskriptive Statistik erhoben, wobei der Mittelwert, Mini-
mum, Maximum und die Standardabweichung angegeben worden sind. In einem zwei-
ten Arbeitsschritt wurde eine Two-Way ANOVA durchgefiihrt, um die Beziehung zwi-
schen der angewandten Konzentration rekombinanter, humaner p-Defensine und der
Anderung der Genexpression zu den gemessenen Zeitpunkten zu ermitteln. Der dritte
Test bezog sich auf die Unterschiede zwischen zwei Stichproben (jeweils fur die Zeit
und die Konzentration getrennt), die direkt mit einander mit Hilfe des gepaarten T-Tests
(zweiteilig) verglichen wurden (Brosius, 2002). In allen Tests wurde ein Signifikanzni-
veau von p < 0,05 angenommen. Die abgeleiteten Ergebnisse sind explorativ zu sehen

und sollten als Auffalligkeiten gewertet werden.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen oralchirurgischer Routineeingriffe wurden zunachst Pulpagewebeproben ge-
wonnen. Daraufhin wurden aus diesen Proben Zellkulturen aus odontoblasten-ahnlichen
Zellen, Pulpafibroblasten der ersten und zweiten Dentition und Zellen des apikalen
Zahnséackchens angezichtet. Nachfolgend wurde die qualitative Genexpressionsanaly-
se der humanen B-Defensine-1 und -2 sowie der Interleukine-6 und -8, des Tumornekro-
sefaktors-a, der Cyclooxygenase-2, der Leukotrien-A4-Hydrolase, der zytosolischen
Phospholipase-A2 und des Odontoblastenmarkers DSPP in den oben genannte Zellkul-
turen sowie in einer Pulpafibroblastenzellinie und Gingivaepithelzellen (siehe 2.4) vorge-
nommen. Anschlie3end erfolgte die quantitative Genexpressionsanalyse von hBD-1, -2,
IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, cPLA; und DSPP nach Stimulation von odontoblasten-

ahnlichen Zellen mit den rekombinanten, humanen (3-Defensinen-1 und -2.

3.1 Qualitative Genexpressionsanalyse

Zur qualitativen Genexpressionsanalyse der humanen B-Defensine-1 und -2, der Inter-
leukine-6 und IL-8, des Tumornekrosefaktors-a, der Cyclooxygenase-2, der Leukotrien-
A4-Hydrolase, der zytosolischen Phospholipase-A2 und des Dentinsialophosphoproteins
wurden odontoblasten-ahnliche Zellen, Pulpafibroblasten der ersten und zweiten Dentiti-
on, eine Pulpafibroblastenzellinie, Zellen des apikalen Zahnsackchens und Gingivaepi-
thelzellen auf die Anwesenheit der bereits genannten Gene untersucht. Als Housekee-
ping-Gen wurde bei allen Versuchen B-Aktin verwendet.
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Tabelle 2:

Genexpression von hBD-1, -2, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, LTA4H, cPLA; und DSPP in
odontoblasten-ahnlichen Zellen, Pulpafibroblasten (Pulpafibroblastenzellinie und Pulpafi-
broblasten der ersten und zweiten Dentition), Zellen des apikalen Zahnsackchens und

Gingivaepithelzellen

Zellen des
odontoblasten- _ _ o _
. Pulpafibroblasten apikalen Gingivaepithelzellen
ahnliche Zellen
Zahnsackchens

hBD-1 + - - +
hBD-2 + - - +
IL-6 + + + +
IL-8 + + + +
TNF-a + + + +
CcPLA; + + + +
LTALH + + + +
Cox-2 + + + +
DSPP + + + /

- = nicht detektiert; + = detektiert; / = nicht untersucht

In odontoblasten-ahnlichen Zellen konnte die in vivo Genexpression von hBD-1, -2, IL-6,
IL-8, TNF-a, Cox-2, LTA4H, cPLA, und DSPP gezeigt werden. In Pulpafibroblasten
konnte die Genexpression von IL-6, IL-8, TNF-a, cPLA,, LTA4;H, Cox-2 und DSPP nach-
gewiesen werden. Eine Genexpression der humanen B-Defensine-1 und -2 konnte dort
nicht verzeichnet werden. Nach Analyse der Genexpression von hBD-1, -2, IL-6, IL-8,
TNF-q, cPLA;, LTA4H, Cox-2 und DSPP in Zellen des apikalen Zahnsackchens wurden
IL-6 und -8, TNF-a, cPLA;, LTA4H, Cox-2 und DSPP detektiert. Die beiden humanen (3-
Defensine-1 und -2 konnten ebenfalls nicht gefunden werden. In Gingivaepithelzellen
konnte die Expression aller untersuchten Gene nachgewiesen werden (siehe Abbildun-
gen 3 und 4).
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Abbildung 3:

Geldokumentation einer Real-Time-PCR mit cDNA-Proben von B-Aktin (370 bp) [M =
Marker (50-1000 bp); 1-2 = odontoblasten-&hnliche Zellen; 3 = Pulpafibroblasten der
ersten Dentition; 4 = Pulpafibroblasten der zweiten Dentition; 5-6 = Pulpafibroblastenzel-
linie; 7-8 = Zellen des apikalen Zahnsackchens; 9-10 = Gingivaepithelzellen; - = PCR-
Negativkontrolle; + = PCR-Positivkontrolle].

Abbildung 4:

Geldokumentation einer Real-Time-PCR mit cDNA-Proben von DSPP (316 bp) [M =
Marker (50-1000 bp); 1-2 = odontoblasten-&hnliche Zellen; 2 = Pulpafibroblasten der
ersten Dentition; 3 = Pulpafibroblasten der zweiten Dentition; 4 = Pulpafibroblastenzelli-

nie; 5 = Zellen des apikalen Zahnsackchen; - = PCR-Negativkontrolle; + = PCR-Positiv-
kontrolle].
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3.2 Optimierung der Real-Time-PCR

Zur Optimierung der Bedingungen der Real-Time-PCR wurden fir jedes einzelne Gen
mit den entsprechenden klonierten PCR-Produkten die optimalen Temperaturen der da-
zugehdrigen Primer bestimmt. Die Effizienzen zur Berechnung der relativen Genexpres-
sionen nach Pfaffl wurden mit Hilfe von Verdinnungsreihen ermittelt. Diese sind in Ta-
belle 3 dargestellt.

Unter optimalen Bedingungen generiert die PCR mit cDNA Proben eine einzelne DNA-
Bande, die mit der aus der PCR-Positivkontrolle korreliert, wobei gleichzeitig keine

Bande mit Wasser als PCR-Negativkontrolle erkennbar ist.

Tabelle 3:
Darstellung der Effizienzen von B-Aktin, hBD-1, -2, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2,
cPLA; und DSPP aus der Real-Time-PCR

Gen Effizienz
B-Aktin 1,835
hBD-1 2,071
hBD-2 2,054
IL-18 1,833

IL-8 2,017

IL-6 2,120
TNF-a 2,164
Cox-2 2,173
DSPP 1,833
cPLA; 1,969




3.3 Quantitative Genexpressionsanalyse

Aufgrund dieser qualitativen Ergebnisse und der Tatsache, dass Odontoblasten in kari6-
sen Lasionen frih einem Antigenkontakt durch Mikroorganismen ausgesetzt sind, wur-
den in dem Hauptversuch odontoblasten-dhnliche Zellen mit rhBD-1 und -2 in unter-
schiedlichen Konzentrationen (15, 50 und 150 ng/ml) in jeweils 3-fach Ansatzen stimu-
liert. AnschlieRend wurden die Genexpressionsraten von hBD-1, -2, IL-1B, -6 und -8,
TNF-a, Cox-2, DSPP und cPLA; wie unter 2.7-2.10 beschrieben, bestimmt. Alle unter-
suchten Proben wurden anhand der unstimulierten Kontrolle und des Housekeeping-
Gens 3-Aktin ausgewertet.

3.3.1 Genexpression von hBD-1 nach Stimulation mit rhBD-2

Nach Stimulation von odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-2 konnte eine Verminde-
rung der Expression von hBD-1 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle verzeichnet
werden.

Bei einer Konzentration von 15 ng/ml kam es nach zwei Stunden zu einer Abnahme der
Expression auf ca. ein flnftel des Ausgangswertes (p = 0,004) und bei einer Konzentra-
tion von 50 ng/ml wurde die Expressionsrate von null bis vier Stunden z.T. auf ca. ein
zehntel reduziert (0,5 Stunden: p = 0,045; 1 Stunde: p = 0,047; 2 Stunden: p = 0,008; 4
Stunden p = 0,0041).

Die Zugabe des rekombinanten humanen 3-Defensins-2 in einer Konzentration von 150
ng/ml flhrte innerhalb des Zeitversuches zu keiner signifikanten Expressionsanderung
(siehe Abbildungen 5 und 6).
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Relative mRNA Expression von hBD-1
(50 ng/ml rhBD-2)
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Abbildung 5:

Darstellung der relativen Genexpression (zeitabhangig) von hBD-1 in odontoblasten-
ahnlichen Zellen nach Stimulation mit 50 ng/ml rhBD-2. Die Expression wurde nach 0,5
('p = 0,045), 1 (p = 0,047), 2 (""p = 0,008) und 4 (*p = 0,0041) Stunden im Vergleich

zur unstimulierten Kontrolle deutlich reduziert.
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Relative mMRNA Expression von hBD-1
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Abbildung 6:

Darstellung der relativen Genexpression von hBD-1 in odontoblasten-&hnlichen Zellen
nach Stimulation durch rhBD-2 in den Konzentrationen 15, 50 und 150 ng/ml. Der Stimu-
lationszeitraum betrug zwei Stunden. Es konnte eine dosisabhangige Verminderung der
Expression nach Zugabe von 15 ('p = 0,004) und 50 (*p = 0,008) ng/ml rhBD-2 im Ver-
gleich zur unstimulierten Kontrolle festgestellt werden. Eine Stimulation mit 150 ng/ml
rhBD-2 flihrte zu keiner Expressionsénderung im Vergleich zur Kontrolle.
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3.3.2 Genexpression von IL-6 nach Stimulation mitr  hBD-2

Nach Stimulation der odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-2 konnte ein Anstieg der
Expression von IL-6 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle verzeichnet werden:

Bei einer Konzentration von 15 ng/ml rhBD-2 konnte innerhalb der ersten Stunde eine
ca. 13-fach erhohte Expression festgestellt werden (0,5 Stunden: p = 0,045; 1 Stunde: p
= 0,036). Nach zwei Stunden kam es jedoch zu einer signifikanten Reduktion der Ex-
pression auf das ca. 6-fache (p = 0,02) und stieg nach vier Stunden erneut auf das ca.
12-fache an.

Im Vergleich dazu stellte sich der Expressionsanstieg in der ersten Stunde bei einer
Konzentration von 50 ng/ml rhBD-2 auf das ca. 8-fache (p = 0,025) verringert dar. Nach
Stimulation der Zellen mit einer Konzentration von 150 ng/ml rhBD-2 konnte keine Er-
hoéhung der Expression mehr verzeichnet werden (p = 0,05) (siehe Abbildungen 7 und
8).

3.3.3 Genexpression von IL-8 nach Stimulation mitr  hBD-2

Nach Stimulation der odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-2 konnte eine Erhdhung
der Expression von IL-8 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle festgestellt werden.
Die Zugabe von 15 ng/ml rhBD-2 fuihrte zu einem kontinuierlichen Anstieg der Expressi-
on innerhalb des Zeitversuchs auf das ca. 6-fache (0,5 Stunden: p = 0,003; 1 Stunde: p
= 0,025; 2 Stunden: p = 0,031; 4 Stunden p = 0,0041). Innerhalb der ersten Stunde kam
es mit steigender Konzentration zu einer Verminderung der Expressionsraten im Ver-
gleich zu 15 ng/ml rhBD-2.

Nach der Zugabe von 15 ng/ml rhBD-2 konnte eine ca. 3,5-fach (p = 0,03) erhdhte Ex-
pression verzeichnet werden, bei 50 ng/ml rhBD-2 ca. noch 2,8-fach und bei einer Kon-
zentration von 150 ng/ml rhBD-2 nur noch ca. 1,5-fach (p = 0,009) (siehe Abbildungen 9
und 10).
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Relative mMRNA Expression von IL-6
(15 ng/ml rhBD-2)
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Abbildung 7:

Darstellung der relativen Genexpression (zeitabhangig) von IL-6 in odontoblasten-&hn-
lichen Zellen nach Stimulation mit 15 ng/ml rhBD-2. Die Expression zeigte nach 0,5 ('p =
0,045) und 1 (*p = 0,036) Stunde einen Anstieg im Vergleich zur unstimulierten Kontrol-
le. Nach 2 Stunden konnte ein signifikanter Abfall der Expression von IL-6 im Vergleich
zur ersten Stunde festgestellt werden ("'p = 0,02).
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Relative mRNA Expression von IL-6
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Abbildung 8:

Darstellung der relativen Genexpression von IL-6 in odontoblasten-&hnlichen Zellen
nach Stimulation durch rhBD-2 in den Konzentrationen 15, 50 und 150 ng/ml. Der
Stimulationszeitraum betrug eine Stunde. Es konnte ein dosisabhangiger Anstieg der
Expression in Gegenwart von 15 ng/ml rhBD-2 ('p = 0,045) im Vergleich zur unstimu-
lierten Kontrolle festgestellt werden. In Reaktion auf 50 ng/ml rhBD-2 kam es zu einem
Abfall der Genexpression im Vergleich zur Stimulation mit 15 ng/ml rhBD-2 (*p = 0,025).
Die Stimulation mit 150 ng/ml rhBD-2 zeigte eine signifikant geringere Expression von
IL-6 im Vergleich zur Stimulation mit 15 ng/ml ("'p = 0,05), welche der relativen Expres-

sion der unstimulierten Kontrolle entsprach.
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Relative mRNA Expression von IL-8
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Abbildung 9:

Darstellung der relativen Genexpression (zeitabh&ngig) von IL-8 in odontoblasten-ahn-
lichen Zellen nach Stimulation mit 15 ng/ml rhBD-2. Im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle fihrte die Stimulation zu einem zeitabhangigen Anstieg der Expression nach 1 ('p
=0,003), 2 (p = 0,025) und 4 ("'p = 0,031) Stunden (*p = 0,0041).
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Relative mRNA Expression von IL-8
(1h)

c
o
2 4
(%]
o |
S 1
L 3
(]
=
IS
© 2
- | L
o :I
0 15 50 150
Konzentration (ng/ml rhBD-2)
Abbildung 10:

Darstellung der relativen Genexpression von IL-8 in odontoblasten-ahnlichen Zellen
nach Stimulation mit rhBD-2 in den Konzentrationen 15, 50 und 150 ng/ml. Der Stimula-
tionszeitraum betrug eine Stunde. Nach Zugabe von 15 ng/ml rhBD-2 ("p = 0,03) wurde
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle ein signifikanter Anstieg der Expression festge-
stellt. Mit steigender Konzentration rhBD-2 konnte ein Abfall der Genexpression im Ver-
gleich zur Stimulation mit 15 ng/ml beobachtet werden. Die Konzentration von 150 ng/ml
fuhrte zu einer signifikant geringeren Expression als nach Stimulation mit 15 ng/ml
rhBD-2 (*p = 0,009).
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3.3.4 Genexpression von cPLA , nach Stimulation mit rhBD-2

Nach Stimulation der odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-2 in einer Konzentration
von 150 ng/ml konnte eine tendenzielle Erh6hung der Expression von cPLA; nach 0,5
Stunden (p = 0,06) festgestellt werden. Nach einer Stunde kam es zu einem Abfall der
Expressionsrate unter die der unstimulierten Kontrolle (p = 0,05).

Nach zwei Stunden kam es weder bei 15 noch bei 50 ng/ml rhBD-2 zu einer signifikan-
ten Anderung der Expression. Lediglich bei einer Konzentration von 150 ng/ml rhBD-2
konnte eine Tendenz zu einer Expressionserhéhung gemessen werden (siehe Abbildun-
gen 11 und 12).

Die Expressionsraten des humanen B-Defensins-2, sowie des Interleukins-13, des Tu-
mornekrosefaktors-a, der Cyclooxygenase-2 und des Dentinsialophosphoproteins wur-
den in odontoblasten-ahnlichen Zellen durch die Stimulation mit dem rekombinanten hu-
manen B-Defensin-2 nicht beeinflusst. Nach Stimulation odontoblasten-ahnlicher Zellen
mit dem rekombinanten humanen B-Defensin-1 konnten ebenfalls keine signifikanten

Expressionsdnderungen der untersuchten Gene gezeigt werden.
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Relative mMRNA Expression von cPLA-
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Abbildung 11:

Darstellung der relativen Genexpression (zeitabhangig) von cPLA; in odontoblasten-
ahnlichen Zellen nach Stimulation mit 150 ng/ml rhBD-2. Die Expression zeigte einen
tendenziellen Anstieg nach 0,5 Stunden ('p = 0,06) im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle. Nach einer Stunde (*p = 0,029) konnte eine signifikante Reduktion der Expression
im Vergleich zu 0,5-Stunden festgestellt werden, auch im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle ('p = 0,05).
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Abbildung 12:

Darstellung der relativen Genexpression von cPLA; in odontoblasten-ahnlichen Zellen
nach Stimulation mit rhBD-2 in den Konzentrationen 15, 50 und 150 ng/ml. Der Stimula-
tionszeitraum betrug zwei Stunden. Es konnten keine signifikanten Veranderungen ver-

zeichnet werden.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an Kulturen von Zellen aus dem Ge-
webe der Zahnpulpa vorgenommen. Hierbei handelte es sich um odontoblasten-&hn-
liche Zellen, Pulpafibroblasten der ersten und zweiten Dentition und Zellen des apikalen
Zahnsackchens. Fur die Anzucht dieser Zellen konnten im Rahmen routinemal3ig durch-
gefuhrter oralchirurgischer Eingriffe Z&hne der ersten und zweiten Dentition sowie das
Zahnsackchen gewonnen werden. Diese drei Zellarten erflillen distinkte Aufgaben inner-
halb der pulpalen Einheit und im Falle des apikalen Zahnsackchens ebenfalls in der Ent-
wicklung der Zahnwurzel. Pulpafibroblasten im Allgemeinen reprasentieren diejenige
Zellart, die in der Zahnpulpa am haufigsten vertreten ist und daher auch den Aufbau die-
ses Organs malf3geblich mitbestimmt. Das apikale Zahnsackchen besteht aus einem Ge-
misch mittelstark differenzierter Zellen, die durch weitere Differenzierungsvorgange die
Formation der Zahnwurzelstrukturen bestimmen. Diese Zellen differenzieren sich hier im
Verlaufe der Entwicklung zu Osteoblasten, Zementoblasten, Fibroblasten, Endothelzel-
len sowie Odontoblasten und generieren daraufhin die Strukturen, die zur Ausbildung
pulpaler und parodontaler Strukturen fiilhren. Die Odontoblasten der Zahnpulpa sind
hartsubstanzbildende Zellen, die im Verlaufe der Zahnentwicklung die Vorstufe des
Zahndentins (Pradentin) synthetisieren (Schroeder, 1992). Anders als bei den Amelo-
blasten, die den Zahnschmelz nur bis zu einem einzigen Zeitpunkt des Lebens ausbil-
den, zeigen Odontoblasten die Fahigkeit, zeitlebens Dentin zu generieren (Schroeder,
1992). Odontoblastenzellen grenzen anatomisch direkt an das Dentin und treten im Fal-
le einer kariosen Destruktion der Zahnhartsubstanzen und damit bakteriellen Infektion
des Dentins als erste Zellen mit Mikroorganismen bzw. deren Stoffwechselprodukten in
Wechselwirkung. Die regenerativen Eigenschaften und die neue Erkenntnis, dass Odon-
toblasten als Teil der angeborenen Immunabwehr antimikrobielle Peptide synthetisieren,
unterscheiden diese Zellen von anderen innerhalb der Zahnpulpa (Dommisch et al.,
2005a).

Das Ziel dieser Arbeit war es, zunachst die Genexpression der humanen 3-Defensine-1,
-2, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, LTA4H, cPLA, und DSPP in odontoblasten-ahnlichen Zel-

len, Pulpafibroblasten der ersten und zweiten Dentition, einer Pulpafibroblastenzellinie,
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Zellen des apikalen Zahnsackchens und Gingivaepithelzellen nachzuweisen. Darauf fol-
gend sollten mogliche mediator-ahnliche Funktionen des humanen [B-Defensins-2 auf
immunmodulierende Mediatoren (IL-1(3, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, cPLA;) und B-De-
fensine (hBD-1 und -2) in der Zahnpulpa untersucht werden.

Anhand der genannten oralen Zellkulturen wurde zunéchst eine qualitative Genexpressi-
onsanalyse von hBD-1, -2, IL-6, IL-8, TNF-a, LTA4H, Cox-2, cPLA,; und DSPP mit Hilfe
der RT-PCR durchgefihrt. Anschlie3end wurde eine quantitative Genexpressionsanaly-
se von hBD-1, -2, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, cPLA,; und DSPP nach Stimulation
von odontoblasten-ahnlichen Zellen mit den rekombinanten humanen B-Defensinen-1
und -2 in verschiedenen Konzentrationen (15, 50 und 150 ng/ml) unter Anwendung der
RT-Real-Time-PCR vorgenommen.

Die Expressionsbestimmung aller untersuchten Gene (hBD-1, -2, IL-6, IL-8, TNF-q,
LTA4H, Cox-2, cPLA, und DSPP) erfolgte mit einem thermozyklischen Verfahren, der
Polymerasekettenreaktion (PCR). Wahrend dieser Reaktion kénnen kleine Mengen spe-
zifischer DNA-Fragmente mit hoher Ausbeute (exponentiell) amplifiziert werden. Die zur
guantitativen Analyse der Genexpressionen verwendete Real-Time-Polymeraseketten-
reaktion ist wesentlich sensitiver und erlaubt neben der Ublichen Amplifizierung der
cDNA zusatzlich eine Quantifizierung mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen innerhalb ei-
nes Zyklus. Die Fluoreszenz nimmt dabei proportional zur Menge der generierten Pro-
dukte zu und dient der Datenerhebung, sobald ein Anstieg Uber die Hintergrund-Fluores-
zenz verzeichnet werden kann (Schwellenwertzyklus / ,Crossing point“) (Bustin, 2000;
Bustin, 2002). Um Artefakte durch unspezifische PCR-Fragmente auszuschliel3en, wur-
de im Anschluss an jede PCR eine Schmelzkurve angefertigt. In einer Schmelzkurve be-
sitzen alle PCR-Produkte, je nach Grdl3e und molekularer Zusammensetzung, unter-
schiedliche Schmelzpunkte und kénnen daher in dieser Kurve voneinander differenziert
werden. Zusatzlich wurden die generierten PCR-Produkte in dieser Arbeit gelelektropho-
retisch aufgetrennt und auf die entsprechende korrekte Gréf3e bzw. Anzahl der Basen-
paare uberprift. Um Ungenauigkeiten beim Pipettieren der einzelnen Volumina zu ver-
meiden, wurden zuvor Gesamtgemische hergestellt (,MasterMix").

Als interner Standard fur alle Polymerasekettenreaktionen wurde B-Aktin gewahlt. Es ist
als Bestandteil des Zytoskeletts ein haufiges Protein in Eukaryonten und besitzt eine

konstitutive, nicht-alternierende Expression. B-Aktin bietet daher die Moglichkeit, den Er-
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folg der PCR unmittelbar zu Uberprifen. Sollte dieser Standard nicht detektiert werden
kénnen, muss davon ausgegangen werden, dass die PCR (oder ein vorangegangener
Versuchsanteil wie mRNA-Isolierung und/oder cDNA-Synthese) nicht optimal verlaufen
ist. Des Weiteren wird durch Bezugnahme aller ermittelten Werte zu 3-Aktin ein Ver-
gleich zwischen den einzelnen Genen ermdglicht, d. h. es findet eine Relativierung statt.
Eine Alternative zu B-Aktin stellt ein weiterer interner Standard dar, GAP-DH (Glycerin-
aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase). Aufgrund grof3er Variationen innerhalb der Trans-
kriptionslevel, verursacht durch verschiedene Zellmetabolismen (z. B. Insulinabhangig-
keit), wurde GAP-DH in dieser Arbeit nicht verwendet (Bustin et al., 2000).

Orale Gewebe und Zellen, z. B. Gingivaepithelzellen, sind mit einer Vielzahl von Mikro-
organismen besiedelt. Dazu gehdren grampositive und -negative Bakterien, Pilze und
Viren. In diversen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass humane B-Defensine in
Epithelien der Mundhohle exprimiert werden (Dale & Krisanaprakornkit, 2001, Dale &
Fredericks, 2005; Dommisch et al., 2005a, 2005b; Dunsche et al., 2002; Krisanapra-
kornkit et al., 1998). Die Genexpression humaner (3-Defensine erfolgte dabei nicht nur
unter entziindlichen Bedingungen, sondern auch wahrend gesunder oraler Verhaltnisse
in Anwesenheit der kommensalen Mundflora (Dommisch et al., 2005b; Krisanaprakornkit
et al., 2000). Des Weiteren wurde festgestellt, dass die Gene der humanen B-Defensine-
1 und -2 auch in der Odontoblastenzellschicht der Zahnpulpa exprimiert werden (Dom-
misch et al., 2005a). In der vorliegenden Arbeit wurde diese neue Erkenntnis bestatigt,
da die Genexpression der humanen B-Defensine-1 und -2 in der qualitativen Analyse in
odontoblasten-ahnlichen Zellen im Gegensatz zu Pulpafibroblasten und Zellen des api-
kalen Zahnséackchens nachgewiesen werden konnte (in vitro).

Das Dentinsialophosphoprotein (DSPP) wurde ebenfalls in odontoblasten-ahnlichen Zel-
len exprimiert. DSPP ist die Bezeichnung flr zwei aus einem einzelnen Gen hervorge-
gangene Proteine und ist in den Mineralisationsprozess des Dentins involviert (Naraya-
nan et al., 2006). In einer Studie von MacDougall et al. (1997) konnte gezeigt werden,
dass DSPP uberwiegend von Odontoblasten produziert wird und daher auch als Odon-
toblastenmarker bezeichnet werden kann. Mit dem Nachweis der Genexpression des
Odontoblastenmarkers DSPP, konnte der in der vorliegenden Studie kultivierte Zelltyp

(odontoblasten-ahnliche Zellen) charakterisiert werden.
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Die Genexpression von B-Aktin konnte in allen Proben sowohl im Rahmen der qualitati-
ven als auch quantitativen Analyse nachgewiesen werden. Aufgrund dessen konnten die
Ci-Werte der zu untersuchenden Gene hBD-1, -2, IL-1j3, IL-6, IL-8, TNF-a, Cox-2, cPLA;
und DSPP, des Standards B-Aktin und der jeweiligen unstimulierten Kontrollen zusam-
men mit den entsprechenden Primereffizienzen mittels der Formel nach Pfaffl in Korrela-
tion gebracht und die relativen Expressionen berechnet werden (Pfaffl, 2001).

Ebenso konnten auch die beiden Zytokine IL-6 und -8 sowohl in odontoblasten-ahnlich-
en Zellen, als auch in Pulpafibroblasten der ersten und zweiten Dentition, der Pulpafibro-
blastenzellinie, Zellen des apikalen Zahnsackchens und Gingivaepithelzellen detektiert
werden. Zytokine sind maf3geblich an Wachstum und Differenzierung von Zellen beteiligt
und reprasentieren wichtige Mediatoren der Immunabwehr. Das menschliche Immun-
system ist ein komplexes Geflecht unterschiedlichster Elemente, deren Zusammenspiel
auf mikrobiologischer Ebene auch heute noch zum Teil unerforscht ist. Es beinhaltet so-
wohl zellulare als auch humorale Abwehrreaktionen und Il&sst sich in einen unspezifi-
schen (angeborenen) und einen spezifischen (erworbenen) Teil gliedern. Der spezifi-
sche Teil wird durch B- und T-Lymphozyten verkorpert und tGber Antigen-Antikorper-Re-
aktionen vermittelt. Der unspezifischen Abwehr gehdren neutrophile Granulozyten und
Monozyten an, welche zur Phagozytose fahig sind und nach Aktivierung Leukotriene,
Thromboxane und Prostaglandine freisetzen kdnnen (Ausldser ortlicher Entziindungsre-
aktionen). Mittels Chemotaxis kbnnen Monozyten aus Blutgefalien in das Gewebe Uber-
treten und dort zu Makrophagen differenzieren. Diese sind dann in der Lage, Zytokine
und vor allem Interleukine zu produzieren, welche wiederum stimulierend auf Lymphozy-
ten wirken. Dies stellt eine Verbindung zwischen dem spezifischen und dem unspezifi-
schen Immunsystem dar (Golenhofen, 2002). Die Genexpression von Cox-2, LTA4H und
TNF-a konnte ebenso in odontoblasten-dhnlichen Zellen, Pulpafibroblasten der ersten
und zweiten Dentition, der Pulpafibroblastenzellinie, Zellen des apikalen Zahnsackchens

und in Gingivaepithelzellen gezeigt werden.

In der quantitativen Genexpressionsanalyse dieser Arbeit sollte die Wirkung der huma-
nen B-Defensine-1 und -2 auf odontoblasten-ahnliche Zellen untersucht werden. In Stu-
dien von Niyonsaba und Mitarbeitern, sowie Yang und Mitarbeitern konnten zytokin-ahn-

liche, immunmodulatorische Effekte der humanen B-Defensine gezeigt werden. In Rah-
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men dieser Untersuchungen wurden die Einflisse sowohl auf Epithelzellen als auch auf
dendritische Zellen dargestellt (Niyonsaba et al., 2004 und 2007; Yang et al., 1999 und
2000). Immunmodulierende Effekte auf odontoblasten-ahnliche Zellen konnten bislang
noch nicht festgestellt werden.

Die in der gquantitativen Genexpressionsanalyse verwendeten Konzentrationen von 15,
50 und 150 ng/ml rhBD-1 und -2 wurden im Vergleich zu anderen Studien geringer an-
gesetzt (Niyonsaba et al., 2004; 2007; Sakamoto et al., 2005). In diesem Zusammen-
hang konnte in friheren Untersuchungen gezeigt werden, dass die Applikation rekom-
binanter humaner B-Defensine auf Zellen in vitro neben der erwiinschten antimikrobi-
ellen Wirkung gegenuber Mikroorganismen auch zytotoxische Effekte auf humane Zel-
len haben kann, wenn diese in zu hohen Konzentrationen (> 50 pug/ml) angewendet wer-
den (Ganz, 2003; Sakamoto et al., 2005).

Nach Stimulation von odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-2 in den Konzentratio-
nen 15 und 50 ng/ml im Rahmen der quantitativen Genexpressionsanalyse konnte in-
nerhalb der ersten zwei Stunden eine Verminderung der Genexpression des humanen
B-Defensins-1 um bis zu einem zehntel festgestellt werden und kehrte bei einer Konzen-
tration von 150 ng/ml rhBD-2 wieder auf das Ausgangsniveau zuriick. Diese Beobach-
tung legt nahe, dass hBD-1 nicht in allen Geweben ausschlie3lich konstitutiv exprimiert
wird, sondern in odontoblasten-&hnlichen Zellen regulierbar ist. Diese Beobachtung wur-
de auch in anderen Studien gemacht (Dommisch et al., 2007; Islam et al., 2001) und
lasst vermuten, dass die Expression des humanen B-Defensins-1 nicht nur durch eine
entzundliche Umgebung, sondern auch durch die Anwesenheit des induzierbaren huma-
nen B-Defensins-2 beeinflusst werden kann.

Nach Stimulation der odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-2 in der hdochsten Kon-
zentration (150 ng/ml) konnte nach zwei Stunden ein Anstieg der Expression auf das Le-
vel der unstimulierten Kontrolle verzeichnet werden. Daraus kénnte geschlossen wer-
den, dass der regulative Effekt durch rhBD-2 lediglich initial ist und nur bei niedrigen
Konzentrationen des Stimulanz (< 50 ng/ml) und kurzen Stimulationszeiten (2 Stunden)

auftritt, also zeit- und konzentrationsabhéngig ist.

Eine Stimulation der Expression von hBD-2 mit dem rekombinanten humanen B-Defen-

sin-2 konnte in odontoblasten-ahnlichen Zellen nicht beobachtet werden. Obwohl meh-
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rere der zu untersuchenden Gene durch rhBD-2 beeinflussbar waren, hatte die Stimula-
tion von odontoblasten-ahnlichen Zellen mit rhBD-1 weder einen autoregulatorischen

Einfluss auf das humane B-Defensin-1, noch auf das humane B-Defensin-2.

Das Interleukin-6 wurde im Rahmen der quantitativen Genexpressionsanalyse nach Sti-
mulation mit rhBD-2 in den Konzentrationen 15 und 50 ng/ml deutlich héher exprimiert.
Eine Stunde nach Versuchsbeginn kam es bei einer Konzentration von 15 ng/ml rhBD-2
zu einem Anstieg der Expression um das ca. 13-fache und sprach damit am starksten
auf die Stimulation mit dem rekombinanten (-Defensin-2 an. Eine Konzentration von 50
ng/ml rhBD-2 fuhrte noch zu einer Erhdhung der Expression um das 8-fache, eine Sti-
mulation mit 150 ng/ml rhBD-2 fiihrte hier jedoch zu keiner Anderung der mRNA Expres-
sion im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Das Ergebnis dieses Versuchs lasst ver-
muten, dass rhBD-2 in Abhangigkeit von der Konzentration in der Lage sein konnte, die
Expression des pro-inflammatorischen Interleukins-6 positiv zu beeinflussen. Ahnliches
fand eine Arbeitsgruppe um Niyonsaba in Keratinozyten der Epidermis. Nach Stimula-
tion mit Defensinen wurde eine Expressionserhéhung von Interleukin-6 und damit eine

verstarkten Immunantwort festgestellt (Niyonsaba et al., 2007).

Die Expressionsrate des Interleukins-8 wurde wahrend der quantitativen Analyse durch
die Stimulation mit rhBD-2 in allen 3 Konzentrationen erhéht. Wie im Fall des Interleu-
kins-6 konnte auch hier mit niedrigen Konzentrationen die starksten Effekte erzielt wer-
den. Innerhalb der ersten Stunde fiihrt eine Konzentration von 15 ng/ml rhBD-2 zu ei-
nem 3,5-fachen Anstieg der Expression, 50 ng/ml rhBD-2 zu einem 2,8-fachen und 150
ng/ml rhBD-2 nur noch zu einem 1,5-fachen Anstieg. Daraus kdnnte geschlossen wer-
den, dass rhBD-2 auch einen positiven Einfluss auf die Expression des pro-inflammato-
rischen Interleukins-8 besitzt und damit wie IL-6 eine Entziindungsreaktion fordert. Die
Wirksamkeit richtet sich auch in diesem Fall nach der Konzentration, d.h. 15 und 50
ng/ml rhBD-2 erzielten die grof3ten biologischen Effekte. In einer gerade veré6ffentlichten
Studie konnte ebenfalls wie in der vorliegenden Arbeit die Expression des Interleukins-8

in Odontoblastenzellen festgestellt werden (Veerayutthwilai et al., 2007)

Die Expression von cPLA; wurde in der quantitativen Genexpressionsanalyse nach Sti-
mulation durch rhBD-2 in allen 3 Konzentrationen kaum beeinflusst. Lediglich bei einer
Konzentration von 150 ng/ml rhBD-2 konnte nach 0,5 Stunden ein tendenzieller Expres-
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sionsanstieg verzeichnet werden. Als in der Prostaglandinsynthese beteiligtes Enzym |&a-
ge die Erwartung nahe, dass cPLA; durch die Stimulation des pro-inflammatorisch wirk-
samen rekombinanten humanen B-Defensins-2 deutlich héher exprimiert wird und damit
Uber Prostaglandin E2 entziindungsfordernd wirkt. Dieser Effekt konnte hier nur tenden-
ziell dargestellt werden. Als Ursache dafir konnte die in dieser Arbeit gewéhlte Zeit-
spanne (0-4 Stunden) des Stimulationsversuches in Frage kommen. Um eine deutliche
Anderung der Genexpression der zytosolischen Phospholipase-A2 verzeichnen zu kon-
nen, musste gegebenenfalls ein anderes Stimulationszeitfenster in Betracht gezogen
werden (Eberhard et al., 2005). Des Weiteren kénnten héhere Konzentrationen der re-
kombinanten, humanen B-Defensine-1 und -2 erforderlich sein, um als adaquater Stimu-

lus zu fungieren (Niyonsaba et al., 2007).

Neben der Fahigkeit der Zahnpulpa bzw. der Odontoblastenzellschicht als Abwehrreak-
tion auf bakterielle Mikroorganismen in kariosen Lasionen, Tertiardentin als eine Art
Schutzbarriere zu bilden (Schroeder, 1992), war die Reaktion in der quantitativen Analy-
se auf immunregulatorischer Ebene eine neue und interessante Entdeckung. Es wird so-
gar ein Zusammenhang zwischen tberschiel3enden Immunreaktionen, verursacht durch
grol3e kariose Defekte, und gegebenenfalls daraus resultierenden irreversiblen Pulpiti-
den und periradikuléren, entziindlichen Prozessen vermutet (Hellwig et al., 2003).

Eine Regulierung der Expression des Dentinsialophosphoproteins durch rhBD-2 konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden. Die Ursache fur die im
Vergleich zu B-Aktin niedrige und scheinbar nicht-beeinflussbare Genexpression des
Dentinsialophosphoproteins kdnnte ebenfalls die gewéhlte Zeitspanne oder die verwen-
deten Konzentration der rekombinanten humanen B-Defensine-1 und -2 sein. In einer
Arbeit von Shiba und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass die antimikrobiellen
Peptide MIP-3a und hBD-2 die Expression von DSPP beeinflussen kdnnen. Diese
Studie wurde jedoch an Pulpafibroblasten und nicht an odontoblasten-ahnlichen Zellen
durchgefuhrt. Weiterhin kam es zur Anwendung hoher hBD-2-Konzentrationen (10
pg/ml) Uber einen Zeitraum von 14 Tagen. Daher konnte vermutet werden, dass die
MRNA Expression von DSPP nicht nur von der Konzentration und der Stimulationszeit
abhangig ist, sondern auch von dem untersuchten Pulpazelltyp bestimmt wird (Shiba et
al., 2003).
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Im Rahmen der quantitativen Genexpressionsanalyse in odontoblasten-ahnlichen Zellen
konnte eine Konzentrationsabhangigkeit beobachtet werden. Die Expression des Gens
fur hBD-1 erfuhr nach Stimulation mit rhBD-2 in den Konzentrationen 15 und 50 ng/ml
im Zeitraum von zwei Stunden signifikante Verdnderungen im Vergleich zur unstimulier-
ten Kontrolle, jedoch nicht bei einer Konzentration von 150 ng/ml. Der gleiche Effekt
konnte auf die Genexpression von IL-6 in einem Zeitraum von einer Stunde beobachtet
werden. Wurde IL-8 mit rhBD-2 stimuliert, konnten nach einer Stunde in allen drei Kon-
zentrationen signifikante Veranderungen der Genexpression im Vergleich zur unstimu-
lierten Kontrolle festgestellt werden. Mit fallender Konzentration von rhBD-2 konnte da-
bei ein Anstieg der Expression verzeichnet werden (je niedriger die Konzentration, desto
starker der stimulierende Effekt). Nach Stimulation von cPLA,; mit rhBD-2 konnte ledig-
lich mit der grof3ten Konzentration von 150 ng/ml nach einem Zeitraum von zwei Stun-
den eine tendenzielle Veranderung der Genexpression ermittelt werden. Geringere Kon-
zentrationen des rekombinanten humanen (3-Defensins-2 hatten keine Wirkung auf die
Expression von cPLA.

Damit konnte gezeigt werden, dass humane B-Defensine in odontoblasten-ahnlichen
Zellen nicht nur wie in bereits zuvor genannten Studien in hohen Konzentrationen wirk-
sam sind (Niyonsaba et al., 2004 und 2007; Sakamoto et al., 2005), sondern auch bei
niedrigeren Konzentrationen von 15-50 ng/ml rhBD-2 einen Effekt auf immunmodulie-
rende Mediatoren besitzen kénnen. Einen Grund dafir kdnnten die anatomischen Gege-
benheiten in der Zahnpulpa darstellen. Da eine gesunde Zahnpulpa sowohl durch Den-
tin als auch durch Schmelz vor Mikroorganismen geschiitzt ist, kbnnte die Genexpressi-
on von hBD-2 bereits durch minimale Reizen stimuliert werden, so dass auch schon ge-
ringe Konzentrationen des humanen 3-Defensins-2 ausreichen, um die bereits erwahn-
ten Effekte zu erzielen. Daher kdnnte vermutet werden, dass sich die angewandten Kon-
zentrationen in Bereichen bewegen, die fir entziindliche Bedingungen charakteristisch
sind und daher gleichzeitig groRRer sind als diejenigen, welche unter physiologisch-
gesunden Bedingungen herrschen kénnten.

Eine Zeitabhangigkeit der quantitativen Genexpressionsanalyse in odontoblasten-ahnli-
chen Zellen konnte nur bedingt festgestellt werden. Die Stimulation von odontoblasten-

ahnlichen Zellen mit 50 ng/ml rhBD-2 fuihrte bereits nach 0,5 Stunden zu einer signifi-
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kanten Reduktion der Genexpression von hBD-1 im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle und blieb dann innerhalb des restlichen Zeitversuchs nahezu konstant. Eine Kon-
zentration von 15 ng/ml rhBD-2 hatte innerhalb der ersten Stunde zunachst einen An-
stieg der Genexpression von IL-6 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zur Folge.
Nach zwei Stunden fiel diese wieder signifikant ab, erwies sich aber noch deutlich hoher
als die Genexpression der unstimulierten Kontrolle. Bei der Stimulation von odontoblas-
ten-ahnlichen Zellen mit 15 ng/ml rhBD-2 konnte mit zunehmender Zeitdauer ein konti-
nuierlicher Anstieg der Genexpression von IL-8 beobachtet werden. Eine Konzentration
von 150 ng/ml rhBD-2 bewirkte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle innerhalb der
ersten 0,5 Stunden ebenfalls zunachst einen signifikanten Anstieg der Genexpression
von cPLA; in odontoblasten-ahnlichen Zellen. Nach einer Stunde wurde wieder eine Re-
duktion der Expression verzeichnet und zwar deutlich unter die Expressionsrate der un-
stimulierten Kontrolle.

Damit konnte gezeigt werden, dass das rekombinante humane [B-Defensin-2 je nach
Gen eine unterschiedliche Zeitabh&ngigkeit besitzt. In den meisten Fallen wurde festge-
stellt, dass die Verdnderungen in der Genexpression der genannten Gene in odonto-
blasten-ahnlichen Zellen zu Beginn, also innerhalb der ersten Stunde, zu beobachten

waren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit indizieren, dass in dem Gewebe der Zahnpulpa, neben der
Expression von Chemokinen, Zytokinen und Enzymen des Eicosanoidstoffwechsels,
auch die mRNA humaner B-Defensine prasent ist. Mit der Eigenschaft, 3-Defensine zu
synthetisieren, besitzen die Odontoblasten des Pulpagewebes auch epithel-ahnliche At-
tribute im Sinne der angeborenen Immunabwehr (Dale & Krisanaprakornkit, 2001). Wah-
rend der Zahnentwicklung differenzieren sich distinkte Zellen des oralen Epithels und
formieren sich zur Zahnknospe. Ein Teil dieser Zellen Gbernimmt spéater die Amelogene-
se, wahrend der mesenchymale Anteil der Zahnknospe u. a. die Ausbildung von Odon-
toblasten und somit die Genese des Dentins Ubernimmt. Die Ausreifung der Odonto-
blasten erfolgt Gber induktive Prozesse, ausgehend von den Knospenepithelzellen. Erst
nach dieser Induktion kann die Dentinogenese einsetzen (Schroeder, 1992). Diese in-
duktiven Prozesse kdnnten den ausgereiften Odontoblasten auch die epithelialen Eigen-
schaften in Bezug auf die angeborene Immunabwehr bzw. die Synthese humaner 3-De-



fensine verliehen haben. Der zweite Teil dieser Arbeit zeigte zudem, dass humane (-
Defensine eine zytokin-ahnliche Wirkung auf odontoblasten-ahnliche Zellen besitzen.
Auch diese Erkenntnis konnte fur epitheliale Zellen und Gewebe gewonnen werden.
Hier wurde ein Bezug zwischen der epithelialen Differenzierung und der Expression hu-
maner B-Defensine hergestellt (Dale, 2003). Es ist denkbar, dass die Expression und
Gegenwart humaner B-Defensine auch im Rahmen der Differenzierung und damit Aus-

reifung der Odontoblasten eine bedeutende Funktion tibernehmen kdnnte.

Als Resultat der vorliegenden Arbeit konnte die Expression der Gene hBD-1 und -2, IL-
6, IL-8, TNF-a, Cox-2, LTA4H, cPLA, und DSPP in einer qualitativen Analyse in min-
destens zwei Zellkulturen von odontoblasten-&hnlichen Zellen, Pulpafibroblasten der
ersten und zweiten Dentition, einer Pulpafibroblastenzellinie, Zellen des apikalen Zahn-
sackchens und Gingivaepithelzellen gezeigt werden. Im Rahmen einer anschlie3enden
guantitativen Genexpressionsanalyse der genannten Gene in odontoblasten-ahnlichen
Zellen konnten nach Stimulation mit dem rekombinanten humanen B-Defensin-2 signifi-
kante, mediator-dhnliche Effekte auf das humane B-Defensin-1, die pro-inflammatori-
schen Interleukine-6 und -8 und die zytosolische Phospholipase-A2 nachgewiesen wer-
den. Die Genexpression des humanen (-Defensins-2, sowie des Interleukins-183, des
Tumornekosefaktors-a, der Cyclooxygenase-2 und des Dentinsialophosphoproteins wur-
den nicht beeinflusst. Eine Stimulation der odontoblasten-ahnlichen Zellen mit dem re-
kombinanten humanen B-Defensin-1 flhrte zu keinen signifikanten Expressionsanderun-
gen der genannten Gene.

Dieses Ergebnis stimmt damit mit vorangegangenen Untersuchungen darin Uberein,
dass humane B-Defensine im Rahmen der angeborenen Immunantwort der Zahnpulpa
eine bedeutende Rolle spielen kénnten (Dommisch et al., 2005a und 2007; Engels-
Deutsch et al., 2003; Shiba et al., 2003; Veerayutthwilai et al., 2007).

Fur zukunftige Untersuchungen ware es von Interesse, die in der qualitativen Genex-
pressionsanalyse untersuchten anderen Zelltypen (Pulpafibroblasten der ersten und
zweiten Dentition, die Pulpafibroblastenzellinie, Zellen des apikalen Zahnséckchens und
Gingivaepithelzellen) ebenfalls mit rekombinanten humanen B-Defensinen zu stimulieren

und einer quantitativen Genexpessionsanalyse von hBD-1, -2, IL-1j3, IL-6, IL-8, TNF-q,
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Cox-2, cPLA; und DSPP zu unterziehen. Dabei kdnnten sowohl andere Konzentrationen
der Stimuli beriicksichtigt, als auch Veranderungen an der Stimulationsdauer vorgenom-
men werden.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit stimulierende Effekte auf die
Genexpression pro-inflammatorischer Mediatoren in odontoblasten-ahnlichen Zellen als
Antwort auf das humane B-Defensin-2 zeigen. Die mRNA des verwandten
antimikrobiellen Peptids hBD-1 wurde in Anwesenheit von hBD-2 herunterreguliert. Die
Ergebnisse weisen auf immunregulatorische Funktionen von hBD-2 in odontoblasten-
ahnlichen Zellen in autokriner oder parakriner Weise hin. Dies bedeutet, dass humane
B-Defensine zusatzlich zu ihrer antimikrobiellen Wirkung in Zellen der Zahnpulpa auch
eine immunmodulierende Funktion ausiben. Odontoblasten-ahnliche Zellen zeigten
eine ausgepragte Bereitschaft auf hBD-2 anzusprechen, welches als ein induzierbares
antimikrobielles Peptid gilt.

Alles in allem deuten die Ergebnisse der vorliegenden Studie darauf hin, dass die Syn-
these von hBD-2 in Odontoblasten die immun-entziindliche Reaktivitat der Zahnpulpa
erhoht.
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5. Zusammenfassung

Humane B-Defensine sind antimikrobielle Peptide mit einem breiten Wirkungsspektrum
gegenuber grampositiven und -negativen Bakterien, Pilzen und einigen Viren. In vielen
Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass sie in verschiedenen oralen Zellen
und Geweben exprimiert werden und zuséatzlich ebenfalls mediator-ahnliche Funktionen
besitzen. Es ist eine neue Erkenntnis, dass humane B-Defensine in den Odontoblasten
der Zahnpulpa exprimiert werden. Die genaue Bedeutung der humanen B-Defensine flr
die Zellen der Zahnpulpa ist bislang ungeklart. Ziel der Arbeit war es, mediator-&hnliche
Funktionen des humanen (-Defensin-2 auf die Expression immunmodulierender Gene
in odontoblasten-&hnlichen Zellen zu untersuchen.

Dazu wurden Kulturen von odontoblasten-ahnlichen Zellen, Pulpafibroblasten der ersten
und zweiten Dentition und Zellen des apikalen Zahnsackchens etabliert. Zusammen mit
einer Pulpafibroblastenzellinie und Gingivaepithelzellen wurden diese einer qualitativen
Genexpressionsanalyse der humanen 3-Defensine-1 und -2, der Interleukine-1, -6, -8,
des Tumornekrosefaktors-a, der Cyclooxygenase-2, der Leukotrien-A4-Hydrolase, der
zytosolischen Phospholipase-A2 und des Dentinsialophosphoproteins unterzogen und
mit Hilfe der RT-PCR analysiert. AnschlieRend wurde eine quantitative Expressionsana-
lyse dieser Gene nach Stimulation von odontoblasten-ahnlichen Zellen mit den rekombi-
nanten humanen B-Defensinen-1 und -2 in unterschiedlichen Konzentrationen (15, 50
und 150 ng/ml) Gber einen Zeitraum von 0-4 Stunden mit Hilfe der Real-Time-PCR vor-
genommen.

Diese Analysen ergaben, dass die oben aufgefiihrten Gene der Immunmediatoren in
den untersuchten Zellen der Zahnpulpa exprimiert werden. Die mRNA Expression von
hBD-1 und -2 konnte jedoch nur in den odontoblasten-ahnlichen Zellen nachgewiesen
werden. Die Stimulation mit rhBD-2 fiihrte in odontoblasten-ahnlichen Zellen einerseits
zu einer signifikanten Abnahme der Genexpression von hBD-1 (p < 0,05), andererseits
zu einem Anstieg der mRNA Expression von IL-6 (p < 0.05) und IL-8 (p < 0.05).

Die vorliegende Arbeit konnte somit erstmals eine immunmodulierende Wirkung von hu-

manem (-Defensin-2 auf odontoblasten-ahnliche Zellen zeigen.
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