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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung

Karies stellt die haufigste Erkrankung der Mundhdhle dar. Diese ist charakterisiert durch
eine Demineralisation und Proteolyse der Zahnhartsubstanzen infolge bakterieller
Saureeinwirkungen und kann unbehandelt zur vollstandigen Zerstérung des Zahnes mit
der Folge des Zahnverlustes fUhren (Roessner et al., 2004). In einer Studie von
Donkersloot and Hoerman konnte bereits gezeigt werden, dass Streptococcus mutans
sowohl fur die Induktion als auch Progression der Karies verantwortlich ist und somit
einen wichtigen atiologischen Faktor darstellt (Donkersloot and Hoerman, 1974).

Im Zuge der Kariesprogression kommt es zunachst zu einer Diffusion von bakteriellen
Stoffwechselprodukten und im nachsten Schritt zu einer Invasion der pathogenen
Mikroorganismen in die Zahnpulpa. Der Pulpa—Dentin Komplex reagiert Ublicherweise
mit einer entzundlichen Reaktion (Izumi et al., 1995). Daruber hinaus besitzt das pulpale
Gewebe die Mdoglichkeit, verschiedene Systeme des Immunsystems zu aktivieren, um
sich vor dem bakteriellen Angriff zu schitzen (Jontell et al., 1998). In mehreren
Versuchsreihen konnte festgestellt werden, dass S. mutans die Expression von IFN-y,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12 induziert (Engels-Deutsch et al., 2003; Hahn et al.,
2000).

Vergleichbare Reaktionen konnten flr orale Epithelien gezeigt werden, die mit einer
Vielzahl von Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukten in Kontakt kommen.
Sie verfugen uber unterschiedliche Mechanismen der Immunabwehr, um das Eindringen
der Mikroorganismen zu verhindern, ohne dass klinische Anzeichen einer Entzindung
auftreten (Lehrer, 2004).

Dabei handelt es sich unter anderem um die Eigenschaft oraler Epithelien,
antimikrobielle Peptide zu synthetisieren. Diese kdnnen sowohl direkt Mikroorganismen
angreifen als auch Zytokin—ahnliche Funktionen erfullen, in dem sie das erworbene
Immunsystem aktivieren (Schroéder, 1999a).

Ahnlich der oralen Epithelien besitzt auch die Pulpa die Méglichkeit antimikrobielle

Peptide zu synthetisieren, um sich vor einer bakteriellen Invasion zu schutzen. Vor



kurzem konnte erstmals auch die Expression humaner [(-Defensine in Zellen des
pulpalen Gewebes nachweisen werden. Diese kdnnten eine wichtige Rolle im Rahmen

der Immunabwehr der Pulpa spielen (Dommisch et al., 2005a).

1.2 Gewebe und Zellen der Zahnpulpa

Die Pulpa wird von einer Grundsubstanz gebildet, die hauptsachlich aus
Glykosaminglykanen bzw. Proteoglykanen besteht. In dieser Matrix sind zahlreiche
Kollagenfasern, Blut- und Lymphgefal3e sowie Nervenzellen und charakteristische
Zellen der Pulpa eingebettet. Diese charakteristischen Zellen sind neben den
Odontoblasten auch Fibroblasten, Ersatzzellen und Abwehrzellen des Immunsystems.
Die Odontoblasten synthetisieren Bausteine der organischen Dentinmatrix, welche
anschliefend mineralisiert werden und somit zu Dentin heranreifen. Hierbei wird
zwischen der Bildung von Primardentin mit formativem Charakter, der zeitlebens
physiologischen Bildung von Sekundardentin und der Bildung von Tertiardentin, welches
eine Abwehrfunktion erfullt, unterschieden (Hellwig et al., 2003).

Bei einer bakteriellen Infektion reagiert das pulpale Gewebe jedoch nicht nur mit der
Neubildung von Dentin, sondern ist auch vielmehr in der Lage eine Immunantwort zu
initiieren. In Versuchsreihen mit Karies- verursachenden Bakterien, wie S. mutans
konnte festgestellt werden, dass in Pulpazellen vermehrt Zytokine (IL-6 und IL-8), sowie
Enzyme der Eicosanoidbiosynthese (Cox-2, cPLA;) synthetisiert werden (Eberhard et
al., 2005; Engels- Deutsch et al., 2003; Hahn et al., 2000). DarUber hinaus konnte
gezeigt werden, dass in Zellen der Zahnpulpa die m-RNA humaner 3-Defensine prasent
ist (Dommisch et al., 2007a; Dommisch et al., 2005a).

Diese Beobachtungen legen nahe, dass Gemeinsamkeiten zwischen oralen Epithelien
und Zellen der Zahnpulpa bestehen, obwohl sie unterschiedlicher embryonaler Herkunft
sind.

Die Zahne entwickeln sich im Zuge einer wechselseitigen Induktion zwischen dem
Ektoderm der Mundhohle und dem darunterliegenden speziellem Mesenchym, das der
Neuralleiste entstammt und als Ektomesenchym bezeichnet wird (Moll, 2002; Welsch,

2003). Da das Ektoderm maldgeblich an der Differenzierung der Odontoblasten beteiligt
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ist, kann vermutet werden, dass dieses seine epithelialen Eigenschaften (hBD-
Synthese) auf die Odontoblasten Ubertragen hat (Dale, 2003).

1.3 Das Gingivaepithel

Die oralen Epithelien stellen die Grenzflache zwischen der Umwelt und dem
Organismus dar und stehen in direktem Kontakt mit einer Vielzahl von Mikroorganismen
und deren Stoffwechselprodukten. Unter gesunden Bedingungen, treten dort trotzdem
keine Infektionen auf. Es ist eine neuere Erkenntnis, dass orale Epithelien nicht nur eine
physikalische Barriere darstellen, aufgrund ihrer zahlreichen Zell-Zell Interaktionen in
Form von ,Tight Junctions®, Desmosomen und Zonula adherens, sondern dass sie
vielmehr in der Lage sind, aktiv auf die bakterielle Besiedelung zu reagieren. Diese
Reaktion erfolgt durch das angeborene Immunsystem, welches fur die Abwehr
bakterieller, aber auch viraler Angriffe und Pilzinfektionen zustandig ist
(Dale&Krisanaprakornkit, 2001; Dale, 2000; Schréder, 1999b). Die angeborenen
Mechanismen bilden somit die erste Barriere gegen den Eintritt von Mikroorganismen an
Grenzflachen wie Haut und Schleimhauten.

Das Immunsystem setzt sich zusammen aus der angeborenen Immunabwehr (,innate
immunity“) und der erworbenen Immunabwehr (,adaptive immunity“) und bietet dem
Organismus Schutz vor Infektionen durch verschiedene Mikroorganismen (Janeway et
al., 2002). Die erworbene Immunabwehr wird durch T- und B-Lymphozyten vermittelt,
die in der Lage sind, gegen ein weites Spektrum von Antigenen zu reagieren. Das
angeborene Immunsystem wird reprasentiert durch Granulozyten, Makrophagen,
naturliche Killer-Zellen, Mastzellen sowie Epithel- oder auch Endothelzellen. Diese
Zellen erkennen auf molekularer Ebene potentielle Infektionen, da sie bakterielle
Bestandteile (Peptidoglykanen oder Lipopolysacchariden) an membranstandigen
Rezeptoren wie z.B. Toll-Like-Rezeptoren binden kénnen (Hornef et al., 2002).

Durch Toll-Like-Rezeptoren konnte vermutlich die Expression von Defensinen,
proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-1, -6, -12, und -18), sowie von Chemokinen
(IL-8) und Eikosanoiden vermittelt werden (Loffler et al., 2007; Hornef et al., 2002).

Antimikrobielle Peptide toten nicht nur direkt Mikroorganismen ab, sondern haben auch
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chemotaktische Eigenschaften, indem sie dendritische Zellen, Makrophagen und T-
Lymphozyten aktivieren und somit eine wertvolle Verbindung zum erworbenen

Immunsystem schaffen kdnnen (Dale, 2003; Loffler et al., 2007).

1.4 Zytokine

Zytokine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht von ca. 6-30 kDa und wirken als
hormonahnliche Signalstoffe regulatorisch auf die Aktivitat des humoralen und zellularen
Immunsystems (Arai et al., 1990).

Unmittelbar im Anschluss an einen auslésenden Reiz werden diese meist de novo
synthetisiert und entfalten ihre Wirkung parakrin, also zwischen benachbarten Zellen
sowie autokrin. Zytokine lassen sich nach vielen verschiedenen Gesichtspunkten
klassifizieren und umfassen die Gruppe der Wachstumsfaktoren, der Chemokine,
Interleukine und Interferone. Als Wachstumsfaktoren beeinflussen Zytokine die
Hamatopoese und Lymphopoese und regulieren die Entwicklung von Vorlauferzellen zu
differenzierten Zelltypen. AulRerdem wirken diese stimulierend auf die Zellproliferation
(Doenecke et al., 2005; Loffler et al., 2007). Innerhalb der Gruppe der Interferone
spielen Zytokine eine besondere Rolle bei der Immunabwehr von Virusinfektionen und
bei der Apoptose. Daruber hinaus konnen diese auch wachstumshemmend wirken
(Loffler et al., 2007). Chemokine sind Zytokine, welche chemotaktisch eher wirksam
werden und Uber G—Protein gekoppelte Rezeptoren und vermittelte Prozesse Einfluss
auf Zellen nehmen kdnnen (Loffler et al., 2007). Als Interleukine besitzen Zytokine
vielfaltige Aufgaben in der Regulation der Immunabwehr, der Entziindungsreaktion, der

Hamatopoese und der Apoptose (Loffler et al., 2007).

In der frlhen Phase einer Infektion flhrt die Interaktion zwischen pathogen Keimen und
Zellen der angeborenen Immunabwehr (neutrophile Granulozyten, Makrophagen und
NK-Zellen) zu einer Induktion der Zytokine TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 und des
Chemokins IL-8 (Doenecke et al., 2005, Loffler et al., 2007).

Die Zytokine aktivieren Zellen der erworbenen Immunabwehr (Th1- und Th2-Zellen) und

fuhren somit zur Ausbildung einer protektiven Immunantwort. Dieses Zusammenspiel ist
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mafgeblich an der Ausbildung einer genetisch bedingten Resistenz beteiligt (Wilkie und
Mallard, 1999). Zytokin-ahnliche Eigenschaften, im Sinne einer Verbindung zwischen
dem angeborenen und erworbenen Immunsystem, wurden auch bei Defensine
festgestellt (Yang et al., 1999 und 2002).

1.5 Defensine

Defensine sind positiv geladene antimikrobielle Peptide mit einem Molekulargewicht von
3,5 bis 5 kDa (Hill et al., 1991). Diese gehdren dem angeborenen Immunsystem an und
spielen eine wichtige Rolle in den ersten Stadien einer Infektion (Ganz, 2003).

Die Expression von Defensinen wird unter anderem durch Toll-Like-Rezeptoren
vermittelt (Bals et al., 2000; Hornef et al., 2002; Schroder et al., 2006; Wehkamp et al.,
2005). Humane Defensine besitzen ein breites Wirkungsspektrum sowohl gegen
grampositive und gramnegative Bakterien, als auch gegenitber Pilzen und einigen
membranumgebenen Viren (Ganz und Weiss, 1997). Die antimikrobielle Aktivitat basiert
auf der Eigenschaft, Aggregate innerhalb der Bakterienmembran zu bilden, wobei
Poren- bzw. spannungsabhangige Kanale ausgebildet werden kdnnen. Diese fuhren zu
einem osmotischen Schock und somit zur Abtétung des Bakteriums (Ganz, 2003; Hill et
al., 1991; Schrdder et al., 1999c). Ein anderer Wirkungsmechanismus besteht darin,
dass Defensine an die Bakterienmenbran binden und eine teppich-ahnliche Formation
ausbilden. Diese wirkt als Opsonierung und dient der Aktivierung des erworbenen
Immunsystems (Yang et al., 2002).

Defensine bestehen aus 28-44 Aminosauren und bilden eine typische R-Faltblattstruktur
aus, welche durch drei Disulfidbricken zwischen den sechs Cysteinresten stabilisiert
wird (Schroder, 1999a). Humane Defensine sind in zwei Subfamilien unterteilt, a- und -
Defensine (Schroder, 1999a). Diese a- und B-Defensine unterscheiden sich in der
intramolekularen Anordnung ihrer Disulfidbricken (Ganz, 2003).

a-Defensine werden vor allem in neutrophilen Granulozyten synthetisiert (Ganz, 2003),
wahrend B-Defensine in Epithelien (Lehrer, 2004) und kirzlich auch in Pulpazellen,

entdeckt worden sind (Dommisch et al., 2005a).
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1.5.1 B-Defensine

Beta-Defensine werden in Epithelien des Interstitiums, der Trachea, des
Urogenitaltraktes, der Vagina, der Tonsillen, der Epithelien der Haut bzw. Schleimhaut,
der Zunge, der Speicheldrisen und in Keratinozyten des oralen Gewebes exprimiert
(Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Dunsche et al., 2001 und 2002; Ganz, 2003; Islam et
al., 2001; Krisanaprakornkit et al., 1998; Takahashio et al., 2001). Die Expression in
Pulpazellen konnte 2005 nachgewiesen werden (Dommisch et al., 2005a).

Zurzeit sind vier humane B-Defensine isoliert worden hBD -1, -2 und die spater
entdeckten hBD-3 und -4 (Harder et al., 2001 und 1997; Krisanaprakornkit et al., 2000;
Lehrer et al., 1999; Nicolas et al., 1995; Schroder, 1999b).

Das humane B-Defensin-1 (hBD-1) wurde erstmals aus dem dialysierten Hamofiltrat
(Plasma) von Patienten mit fortgeschrittenen, entzindlichen Nierenerkrankungen isoliert
(Bensch et al., 1995). HBD-1 wird nicht nur in dem Urogenitaltrakt konstitutiv exprimiert
sondern auch in Speicheldriisen und im oralen Gewebe. Dieses wirkt bakterizid gegen
gramnegative Bakterien (Dale et al., 2001; Dunsche et al., 2001; Ganz et al., 1997,
Harder et al., 1997; Krisanaprakornkit et al., 1998; Mathews et al., 1999; Sahasrabudhe
et al., 2000).

Das humane B-Defensin-2 wurde erstmalig in der Epidermis von Psoriasis-Patienten
entdeckt (Harder et al., 1997). Als Reaktion auf proinflammatorische Zytokine, wie TNF-
a oder Interleukin-13, wird hBD-2 von oralen Epithelien und Speicheldrisen sezerniert.
HBD-2 wirkt stark bakterizid gegenuber gramnegative Bakterien und Candida albicans
sowie bakteriostatisch gegen grampositive Bakterien, wie Staphylococcus aureus
(Harder et al.,, 1997). AulRerdem konnten unterschiedliche Genexpressionsraten von
hBD-1 und -2, festgestellt werden, beim Vergleich von erkrankter und gesunder Gingiva
(Dommisch et al., 2005b). Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von hBD-
2 Uber den Proteinase-aktivierten Rezeptor-2 in Gingivaepithelzellen durch das
parodontopathogene Bakterium Porphyromonas gingivalis stimuliert wird (Dommisch et
al., 2007c).
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Das humane B-Defensin-3 ist induzierbar und weist bakterizide Eigenschaften gegen
grampositive und gramnegative Bakterien auf und ebenfalls gegen Candida albicans
(Harder et al., 1997).

Neben antimikrobiellen Eigenschaften besitzen Defensine im Rahmen des angeborenen
Immunsystems Zytokin-ahnliche und chemotaktische Funktionen (Lehrer, 2004;
Niyonsaba et al., 2004; Yang et al.,, 1999 und 2000). DarlGber hinaus stimulieren [3-
Defensine Epithelzellen zur Synthese von immunmodulatorischen Botenstoffen (IL-6,-10
und -18) (Niyonsaba et al., 2007) und haben positive Einfliisse auf ihre Migration und
Proliferation (Niyosaba et al., 2007).

1.6 Kariesentstehung

Karies ist definiert als eine lokalisierte Erkrankung der Zahnhartgewebe, die durch das
Zusammenwirken potenziell pathogener Mikroorganismen und potenziell pathogener
Okologischer Faktoren entsteht (Hellweg, 2003).

Die von Miller im Jahre 1898 erstmals aufgestellte Theorie zur Kariesentstehung findet
bis heute noch Gultigkeit. Demnach ist die Kariesentstehung auf Mikroorganismen
zurtckzufuhren, die bei dem Abbau von kariogenen Substraten organische Sauren

produzieren (Heidemann et al., 1999).

1.6.1 Steptococcus mutans

S. mutans gehort zu der Gattung der Streptokokken und zeigt bei Verwendung von
Blutagar [3-hamolysierende Eigenschaften. Es handelt sich um ein grampositives,
fakultativ anaerobes Bakterium, welches als fakultativ pathogener Erreger fur die
Endocarditis lenta und Karies gilt (Hahn et al., 2005). Clarke gelang es im Jahre 1924,
S. mutans aus karidsen Kavitaten im Mundraum zu isolieren. Bis zu diesem Zeitpunkt
waren nur runde Streptokokken bekannt, so dass Clarke aufgrund ihrer ovalen Form
diese fur Mutanten hielt. Dementsprechend bezeichnete er dieses Bakterium als:

Streptococcus mutans (S. mutans).
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Beim Menschen wird von ca. 700 im Mund befindlichen Bakterienspezies S. mutans am
haufigsten (70-100%) angetroffen, wobei er nachweislich mit der Anzahl von karidsen
Lasionen korreliert (Beighton et al., 1989; Buischi et al., 1989; Carlsson et al., 1985;
Eisenberg et al., 1991; Hellden et al., 1989; Kristoffersson et al., 1985 und 1986;
Loesche, 1982 und 1986; Salonen et al., 1989).

S. mutans verwertet Saccharose und tragt somit entscheidend zu einem lokalen Anstieg
organischer Sauren wie Milchsaure und Brenztraubensaure bei. Wirken Sauren flir eine
langere Zeit auf den Zahnschmelz ein, fihren diese zu einer Demineralisation der
Zahnhartsubstanzen. In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass S. mutans aufgrund
seiner Stoffwechselleistungen eine herausragende Rolle bei der Kariesentstehung
spielt. Im Jahre 1954 konnte Orland durch Experimente an keimfreien Ratten, die in
bakteriendichten Isolatoren gezuchtet wurden zeigen, dass bei diesen Tieren, trotz einer
kohlenhydratreichen Ernahrung, keine Karies zu finden war. Bei den Tieren der
Kontrollgruppe, die mit kariogenen Mikroorganismen kontaminiert waren, konnte
dagegen im gleichen Zeitraum eine Entstehung karioser Lasionen beobachtet werden
(Orland et al. 1954). Fritzgerald und Keyes zeigten im Jahre 1960 in Tierversuchen mit
Hamstern, dass es sich bei der Entstehung von Karies um eine spezifische Infektion mit
S. mutans handelt (Fitzgerald und Keyes, 1960). Demnach gilt S. mutans als wichtigster
Kariesausloser. Die entsprechende Konzentration von S. mutans korreliert mit einem
erhohten Kariesrisiko (Hirsch, 1999).

Doch S. mutans wird nicht nur mit der Kariesentstehung in Verbindung gebracht. Neuere
Studien zeigten, dass dieser Keim zu einer verstarkten Expression von IL-6 und IL-8 in
Pulpazellen fuhrt. Damit bernimmt er auch eine wichtige Rolle in der Entstehung von
Entzindungsreaktionen, die je nach Grad der Induktion proinflammatorischer Zytokine in

akuten oder chronischen Pulpitiden, minden kénnen (Engels-Deutsch et al., 2003).
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1.7 Escherichia coli

Die Spezies Escherichia coli gehort zur Familie der Enterobacteriaceae und vereinigt
Stamme, die aufgrund besonderer Virulenzfaktoren als obligat pathogen gelten, aber
auch Stamme die ubiquitar vorkommen und als fakultativ pathogen angesehen werden.
Diese fakultativ pathogenen Stamme sind Bestandteil der physiologischen Darmflora
und wurden 1885 von Theodor Escherich aus dem Stuhl von Kleinkindern isoliert. Es
handelt sich dabei um gramnegative, peritrich begeil3elte, fakultativ anaerobe
Stabchenbakterien von 2-4 ym Lange (Hahn et al., 2005).

Wahrend E. coli im Darm als Bestandteil der habituellen Standortflora gilt, zahlt er
anderseits zu den haufigsten Erregern von Harnwegsinfektionen (bis zu 80%).

Durch den Zerfall der Bakterienzellen entstehen Enterotoxine wie Lipopolysaccharide
(Lipid A), die bei allen gramnegativen Bakterien Bestandteil der duleren Membran sind.
Das Lipid A ist in diesem Zusammenhang verantwortlich fir die toxischen Wirkungen
und die Induktion von Entzindungsmediatoren (TNF-a, Interleukine). E. coli verfugt
darUber hinaus Uber Hamine (Cytochrome und Katalase) und ist in der Lage, Energie
sowohl durch Atmung, als auch durch gemischte Sauregarung (anaerob) zu gewinnen
(Schlegel et al.,, 1992). Unter anaeroben Bedingungen fuhrt E. coli eine gemischte
Sauregarung durch, bei der drei Sauren in signifikanten Mengen gebildet werden:

Essigsaure, Milchsaure und Bernsteinsaure (Madigan et al., 2006).

1.8 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Humane B-Defensine konnten in den vergangenen Jahren in allen epithelialen Geweben
der Mundhohle sowie im Speichel nachgewiesen werden (Dunsche et al., 2002;
Mathews et al., 1999). Ebenfalls konnte vor kurzem die Expression der humanen [3-
Defensine-1 und -2 in der Odontoblastenzellschicht der gesunden Pulpa nachgewiesen
werden (Dommisch et al.,, 2005a). Dies verleint diesen Zellen im Rahmen des
angeborenen Immunsystems epitheldhnliche Eigenschaften (Dale und
Krisanaprakornkit, 2001).
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Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede in der Genexpression humaner B-Defensine
(hBD-1, -2), Interleukin-6, Interleukin-8 und Cyclooxygenase-2 in Odontoblasten-
ahnlichen Zellen und Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit dem kariogenen
Bakterium S. mutans im Vergleich zu dem nicht oralpathogenen Bakterium E. coli zu
analysieren.

Von besonderem Interesse war es, Unterschiede im Expressionsprofil der oben
aufgefiihrten Gene innerhalb der zwei Zelltypen nach bakterieller Stimulation zu

untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Im Rahmen routinemaRig durchgeflhrter oralchirurgischer MalRnahmen wurden
kariesfreie Weisheitszahne sowie Biopsien der gesunden Gingiva gewonnen (2.3). Mit
Hilfe dieser Gewebe wurden Odontoblasten-ahnliche Zellen und Gingivaepithelzellen
kultiviert und mit S. mutans und E. coli stimuliert (2.6). Im Anschluss wurde die
Genexpression humaner B-Defensine (hBD-1, -2), pro-inflammatorischer Mediatoren (IL-
8, -6) sowie einem Enzym der Eikosanoid-Biosynthese (Cox-2) mit Hilfe der Real-Time
PCR analysiert (2.9).

2.2 Material und Reagenzien

Die Kulturschalen und Zellschaber wurden von der Fa. Labomedic GmbH (Bonn)
bezogen. Das Zellkulturmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles-Medium), sowie
die Antibiotika Penicillin, Amphotericin und Streptomycin waren von der Fa. PAA
Laboratories GmbH (Cdlbe), die Trypsin-EDTA-LOsung von der Fa. Sigma-Aldrich
GmbH (Taufkirchen), der Trypsininhibitor von der Fa. Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim) und das CO, von der Fa. Linde (Hollriegelskreuth).

Die zur Aufbewahrung und Bearbeitung der gesammelten Proben bendtigten Eppendort-
Tubes und Pipettenspitzen waren von der Fa. Sarstedt (NUmbrecht). Das verwendete

Aqua dest. wurde von der Fa. Braun Melsungen AG (Melsungen) bezogen.

2.3 Probengewinnung oraler Gewebe

In die Untersuchungen wurden ausschlie3lich gesunde Patienten eingeschlossen, die

sich aufgrund oralchirurgischer Indikationen zur Behandlung in der Poliklinik flr
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Chirurgische Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (Direktor: Prof. Dr. G. Wahl) im
Universitatsklinikum Bonn eingefunden hatten.

Im Rahmen routinemalig durchgeflhrter oralchirurgischer Weisheitszahnextraktionen
wurden Gewebeproben gewonnen und unmittelbar post operationem fur die Zellkultur
vorbereitet. Fur die Untersuchung wurden ausschlielBlich kariesfreie Weisheitszahne
verwendet. Alle Patienten wurden darliber aufgeklart, dass mit ihnrem Einverstandnis zur
Probenentnahme keine zusatzlichen Materialentnahmen verbunden seien.

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Bonn gepruft und
genehmigt (Antrag Ethikkommission AZ.: 142/05).

2.4 Kultur primarer Zellen

Sofort nach der Extraktion wurden die Zahne fur die Gewebekultivierung entsprechend
dem beschriebenen Protokoll vorbereitet (Tjaderhane et al., 1998; Dommisch et al.,
2007a und b; Veerayutthwilai et al., 2007).

Die extrahierten, kariesfreien Zahne wurden mit sterilen Kiretten von parodontalem
Gewebe befreit. Um Kontaminationen durch bakteriell besiedelte Fissuren zu
vermeiden, wurden diese mit einem Diamanten (Fa. Hager&Meisinger, Neuss)
ausgefrast. Abschlielend wurden die so vorbereiteten Zahne mit 70%-igem Ethanol
desinfiziert und perpendikular zu der Zahnachse, entlang der Schmelz-Zement-Grenze
mit einem Diamantbohrer (Fa. Hager&Meisinger, Neuss), bis tief ins Dentin, kurz vor der
Pulpahohle, eingekerbt. Somit konnte unter der Sterilbank unter Zuhilfenahme eines
Skalpells von der Fa. Aesculap (Tuttlingen) das Kronen- von dem Wourzelfragment
getrennt werden. Daraufhin wurde das Pulpagewebe mit einer sterilen Pinzette
entnommen und das Kronenfragment in das Kulturmedium plaziert.

Die Gewebeproben wurden aseptisch sofort nach der Entnahme in 4 ml Kulturmedium,
bestehend aus DMEM, 10% FCS, Penicillin, Streptomycin und Amphotericin kultiviert.
Far die Anzucht von Odontoblasten-ahnlichen Zellen wurden die Kronenfragmente in 4
ml  Kulturmedium eingebracht. Ziel dieser Prozedur war es, Zellen der

Odontoblastenschicht, die direkt an das Dentin des Zahnes angrenzen, zu kultivieren.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37° C und 5% CO, in einem Inkubator der Fa.
Thermo (Dreieich). Das Medium wurde in einem Drei-Tagesrhythmus gewechselt.

Die Anzucht einer Zellkultur aus Odontoblasten-ahnlichen Zellen benétigte ca. 4
Wochen. Bei einer Konfluenz von 90% wurden die Zellen in Kryorohrchen von der Fa.
Nalgene CRYOWARE™(Nunc International, Rochester, NY, USA) bei -80° C
eingefroren.

Fir die Stimulation wurden primare Zellen auf die Fahigkeit, hBDs zu exrimieren,
verifiziert. Die Versuchsreihe erfolgte mit einer Zelllinie, bei der die Genexpression von
hBDs nachgewiesen wurde.

Die Kultur der Gingivaepithelzellen wurde anhand etablierter Methoden durchgefuhrt
(Dommisch et al., 2007c; Krisanaprakornkit et al., 1998). Dazu wurden Gingivabiopsien
in KGM Kkultiviert. Die primaren Zellen wurden ebenfalls mittels RT-PCR bezlglich einer
hBD-Genexpression charachterisiert. Alle Stimulationsexperimente sind mit einer
Zelllinie, bei der sich Transkripte von hBDs detektieren lieRen, durchgeflihrt worden.
Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von <ca. 80%-90% in
Keratinozytenwachstumsmedium (2%FCS, Penicillin, Streptomycin, Amphotericin) (Fa.
PromoCell, Heildelberg) bei 37° C und 5% CO; in feuchter Atmosphare kultiviert.

2.5 Bestimmung der Zellzahl und Bakterienzahl

Die Bakterienanzahl wurde mit einer Neubauerkammer bestimmt. Dazu wurde ein
spezifisches Volumen der entsprechenden Bakteriensuspension mikroskopisch
ausgezahlt. Die Auszahlung erfolgt unter Zuhilfenahme eines plangeschliffenen

Objekttragers, in dem sich 16 eingeatzen Zahlquadraten befinden. Die Kantenlange

eines Kleinquadrates betragt 0,05 mm, seine Flache 1/400 mmZ2. Die Zahlkammer
wurde auf dem Objekttrager plaziert und die Anzahl der Mikroorganismen pro
Kleinquadrat ermittelt. AnschlieBend wurde der Mittelwert aller Ergebnisse errechnet.
Die Konzentration bzw. Bakterienzahl wurde mit Hilfe folgender Gleichung ermittelt
(Naveke und Trepper, 1979):

Mikroorganismen-Konzentration (ml'1) = Mikroorganismen je Kleingaudrat x 2 x 107
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In der vorliegenden Arbeit wurde 1pl einer Bakterienkultur in 1ml PBS geldst und wie
oben beschrieben mikroskopisch ausgezahlt. Eine Auszahlung wurde ebenfalls fur die
Verdunnungsreihen 1:10 und 1:100 durchgeflhrt. Diese Methodik wurde ebenfalls fur
das Auszahlen der Zahl Odontoblasten-ahnlicher Zellen und Gingivaepithelzellen

angewandt.

2.6 Bakterielle Stimmulation

Die Bakterien wurden auf LB-Agar bei 37° C Uber Nacht inkubiert. Daraus wurden
Einzelkolonien isoliert und in LB-Flissigmedium ebenfalls bei 37° C inkubiert.

Es wurden die Bakterien Escherichia coli, Symbioflor® 2 von der Firma SymbioPharm
GmbH (Herborn) und Streptococcus mutans (freundlicherweise von Prof. Dr. M.
Frentzen, Poliklinik fir Parodontologie, Zahnerhaltung und Praventive Zahnheilkunde,
Universitatsklinikum Bonn, zur Verfugung gestellt) eingesetzt.

Zellen pulpaler und gingivaler Herkunft wurden mit S. mutans und E. coli im Verhaltnis
Zellzahl:Bakterienzahl = 1:1 Uber 15, 30, 60, 120 und 240 Minuten inkubiert. Das
niedrige Zahlenverhaltnis wurde gewahlt, um einen frihen bakteriellen Angriff zu
imitieren. Die kurzen Zeitspannen wurden gewahlt, um eine schnellverlaufende
biologisch-relevante Antwort bzgl. der Expression der Immunabwehr zu untersuchen.
Fir die Saurevorbehandlung wurde das Pellet von 2x10’ Bakterienzellen in 90 ul PBS
aufgenommen, dann mit 10 pl 10M HCI versetzt und Uber Nacht inkubiert. Anschliel3end
wurde mit NaOH neutralisiert (pH 7,0). Die so vorbehandelten Bakterien wurden dann
zur Stimulation der Odontoblasten-ahnlichen Zellen und Gingivaepithelzellen eingesetzt.
Fir die Thermovorbehandlung wurden in einem zweiten Ansatz die Bakterienpellets in
100 uyl PBS aufgenommen und anschliefend 15 Minuten bei 95° C erhitzt. Die so
vorbehandelten Bakterienzellen wurden ebenfalls zur Stimulation Odontoblasten-

ahnlicher Zellen und Gingivaepithelzellen eingesetzt.
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2.7 Stimulation von Odontoblasten-ahnlichen Zellen und Gingivaepithelzellen mit

Streptococcus mutans und Escherichia coli

Far die Stimulationsversuche wurden Zellen der 2. Passage in Kulturschalen
(Durchmesser: 35 mm) mit 2 ml Kulturmedium, bestehend aus DMEM, 10% FCS,
Penicillin, Streptomycin und Amphotericin zu einer Zelldichte von 80-90% Konfluenz
gezuchtet. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde ein Wechsel zu serumfreiem Medium
vorgenommen.

Die Bakterien wurden in LB-Meduim bei 37° C Uber Nacht angezuchtet.

Die Zellen wurden mit S. mutans und E. coli, in einem Verhaltnis von
Zellzahl:Bakterienzahl = 1:1 Uber einen Zeitraum von 15, 30, 60, 120 und 240 Minuten,
inkubiert. Zusatzlich wurden die gleichen Versuchsreihen durchgefihrt mit
Bakterienkulturen, die vorher mit HCI und 95° C vorbehandelt wurden (2.6). Als
Kontrolle wurde PBS (phosphate buffered saline) dem Kulturmedium hinzugeflugt.

Im Anschluss an die Stimulation wurde das Medium bestehend aus Bakterien und Zellen
aus der Zellkulturschale aspiriert. Es erfolgte die Zelllysis, RNA-Extraktion und cDNA-
Synthese.

2.7.1 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

FUr die quantitative Genexpressionsanalyse der bakteriell stimulierten Odontoblasten-
ahnlichen Zellen und Gingivaepithelzellen wurde die Gesamt-RNA mit dem RNeasy
Protect Mini Kit von der Fa. Qiagen (Hilden) extrahiert. Die Extraktion wurde nach
Herstellerprotokoll fiur humane Zellkulturen durchgefuhrt. Die Gewebeproben wurden mit
dem entsprechenden Aquivalent Lysis-Puffer RLT (10 pl 2-Mercaptoethanol; 990 pl
RLT) versetzt und homogenisiert. Anschlielend wurden die geldsten Proben auf eine
RNeasy-Saule pipettiert und zentrifugiert (10.000 rpm; 15 Sekunden). Nach einer
Zugabe von 700 yl RW1-Puffer fand ein weiterer Zentrifugationsschritt statt (10.000 rpm;
15 Sekunden). Daraufhin wurden die Saulen zweimal mit 500 yl RPE-Puffer gewaschen

(10.000 rpm; 2 Minuten). Zuletzt wurde die auf den Saulen gebundene RNA zweimal mit
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je 50 uyl RNAse-freiem Aqua dest. eluiert (10.000 rpm; 1 Minute). Das resultierende
Volumen von 100 pl Gesamt-RNA wurde bei -80° C gelagert.

Zur cDNA-Erststrangsynthese wurden aus jeder Probe jeweils 8 pl Gesamt-RNA mit 1 ul
dNTP-Mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP) und 1 ul Oligo(dT)-Primer (0,5 ug/ul)
vermischt und 5 Minuten bei 65° C denaturiert. Nach AbkUhlung auf Raumtemperatur
wurden 2 ul 10fach RT-Puffer, 4 pl MgCl, (25 mM), 2 ul DTT (Dithiothreitol) (100 mM), 1
Ml RNaseOUT (40 U/ul), 1 ul SuperScript™ |l Reverse Transkriptase (50 U/ul)
hinzugefihrt und fir 50 Minuten bei 42° C inkubiert. Anschlieend wurde das Gemisch
fur 15 Minuten bei 72° C denaturiert. Darauf folgte der RNase-Verdau durch die Zugabe
von 1 pl RNaseH (2 U/ul) far 20 Minuten bei 37° C. Alle fur die reverse Transkription

verwendeten Reagenzien wurden von der Fa. Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen.

2.8 Real-Time-Polymerasekettenreaktion

Fir die quantitative Amplifizierung der Gene hBD-1, -2, IL-6, IL-8, Cox-2 und DSPP
wurden Real-Time-PCR-Analysen mit dem iCycler der Fa. Bio-Rad (Munchen)
durchgefuhrt.

Die Detektion der PCR-Produkte erfolgte mit dem im Reagenzmix enthaltenen,
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen [®. Dieser Farbstoff bindet in der
doppelstrangigen DNA und emittiert Licht der Wellenlange von 490 nm. Auf diese Weise
konnte eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung des PCR-Produktes, Zyklus fur Zyklus,
aufgezeichnet werden.

Zur quantitativen Amplifizierung wurde jeweils 1 pl der entsprechenden cDNA zu einem
Mix aus 0,125 pl Primer (je 100 pmol/pl), 12,5 ul Q™SYBR® Green Supermix [MgCI2(6
mM)], dNTP (0,4 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP), Taq DNA Pol (50 U/ml), SYBR Green
(20 nM), (pH 8,4)] und 11,375 pl Aqua dest. (RNase-frei) gegeben. Die Reagenzien
wurden von der Fa. Bio-Rad (Munchen) bezogen.

Um unterschiedliche Konzentrationen durch ungenaues Pipettieren zu vermeiden,
wurde ein Gesamtgemisch (,Mastermix“) aus dem iQ™SYBR® Green Supermix, Aqua

dest. und Primern hergestelit.
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Zu Beginn der PCR wurde eine Denaturierungsphase von 3 Minuten bei 95° C
angesetzt. Innerhalb eines Real-Time-PCR-Zyklus fand zunachst eine Denaturierung
der cDNA-Molekile statt (95° C; 15 Sekunden). Darauf folgte die Hybridisierung der
Primer, an die cDNA-Fragmente, bei expirmentell ermittelter Annealingtemperatur (30
Sekunden). Im Anschluss erfolgte die Elongationsphase (72° C, 30 Sekunden).

Insgesamt umfasste die Real-Time-PCR 40 dieser Zyklen.

Tabelle 1:
Darstellung der PCR-Primersequenzen und Anzahl der Basenpaare der bei der Real-Time-PCR

verwendeten Primer

Gen PCR-Primersequenzen bp °C

B-Aktin » 5-CATGGATGATGATATCGCCGCG-3’ 370 69
4 5-ACATGATCTGGGTCATCTTCTGC-3’

hBD-1 » 5-CATGAGAACTTCCTACCTTCTGC-3’ 216 69
<« 5-TCACTTGCAGCACTTGGCCTT-3"

hBD-2 » 5-CATGAGGGTCTTGTATCTCCTCT-3" 213 68
<4 5-CCTCCTCATGGCTTTTTGCAGC-3’

IL-6 » 5-ATGAACTCCTTCTCCACAAGC-3’ 638 68
<« 5-CTACATTTGCCGAAGAGCCC-3,

IL-8 » 5-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG-3° 297 68
<« 5-TGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC-3’

Cox-2 > 5-ATTGACCAGAGCAGGCAGAT-3’ 162 63
<« 5-CAGGATACAGCTCCACAGCA-3’

DSPP » 5-TCACAAGGGAGAAGGGAATGG-3’ 316 67
<« 5-CTTGGACAACAGCGACATCCT-3’

» . Vorwarts-Primer; «: Rlckwarts-Primer; bp: Basenpaare;

° C: Temperaturoptimum
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Die optimale Annealingtemperatur fur das jeweilige Gen wurde mit Hilfe eines
Temperaturgradienten ermittelt und kontinuierlich mittels der PCR-Negativkontrolle
Uberpruft. Nur bei einer optimalen Annealingtemperatur, bei der die PCR-
Negativkontrolle kein PCR-Produkt aufweist, wurde weiterhin bei dieser Temperatur die
PCR betrieben.

Somit setzte sich jedes Experiment aus einer PCR-Negativkontrolle, sowie den
jeweiligen cDNA-Proben 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 generierten Werte bzw. zwei getrennte Real-
Time-Polymerasekettenreaktionen miteinander vergleichen zu kdnnen, mussten die
Primereffizienzen bestimmt werden. Diese wurden mit Hilfe von Verdlinnungsreihen
entprechend klonierter cDNA (Standard) Uber eine Standardkurve ermittelt. Diese
Standardkurve entspricht einer Linearregression, umgekehrt zur logarithmischen
Funktion der Fluoreszenzaufzeichnung aus der PCR. Mit Hilfe der Steigung dieser

Standardkurve lasst sich die Primereffizienz ermitteln (siehe Tabelle 2, 3.1)

E - 10 (-1/Steigung der Standardkurve)— Effizienz

2.9 Auswertung der quantitativen 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 (Bustin, 2002 und 2000; Ke et al., 2000;
Thellin et al., 1999; Vandesompele et al., 2002). Bei der Auswertung der quantitativen
Real-Time-PCR wurde die Normalisierung der Ergebnisse anhand der Genexpression
von B-Aktin-Primern zur Normalisierung der Ergebnisse vorgenommen (Bustin, 2002
und 2000; Ke et al., 2000; Thellin et al., 1999; Vandesompele et al., 2002).

Alle Ergebnisse wurden zunachst durch den oben beschriebenen Schwellenwert (Ct-
Wert) dargestellt. Die Methode nach Pfaffl ermittelt die Anderung der Genexpression im

Vergleich zum Housekeeping-Gen und zur unstimulierten Kontrolle. Der Wert wird hier
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als x-fache Anderung der entsprechenden Genexpression angegeben (Pfaffl, 2001). Im
ersten Schritt wurde die Primereffizienz der Referenz- und der Zielprimer errechnet. In
einem zweiten Rechenschritt wurden die jeweiligen ACt-Werte der einzelnen Proben
erarbeitet. Es wurde eine Differenz gebildet, bei welcher der ACt-Wert aus dem Ct-Wert
des House-Keeping-Genes und dem des Zielgens der unstimulierten Kontrolle ermittelt
wurde. Dieses entsprach der Referenz.

Die zweite Differenz fur den ACt-Wert wurde aus dem Ct-Wert des House-Keeping-
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:

)&ct-ZieIgen(Kontr{nlIe-Probe) / ( ).-'_\ct-Referenz[KontrolIe-Probej:

Quotient = (EZielgen Ereerenz

(Pfaffl, 2001)

Die Versuchsreihen sind mit derselben Zelllinie einfach durchgefiihrt worden. Deshalb
ist eine statistische Auswertung nicht moglich. Um denoch Aussagen treffen zu konnen,
sollten Expressionsanderungen unterhalb des Faktors 20 als tendenziell biologisch
relevant angesehen werden. Hierbei wird berucksichtigt, dass Ct-Werte ein und
derselben Probe bezlglich eines Genes um einen Zyklus variiren kdnnen. Daraus ergibt
sich eine Schwankung um den Faktor 4 bei zwei untersuchten Gene bzw. Faktor 16 bei
einem Vergleich stimulierter gegen unstimulierte Probe. Weiterhin ist zur Aussage von
Genexpressionsanderungen eine Analyse bezlglich des gesamten Zeitintervalls (10 bis

240 min.) bertcksichtigt worden.
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3. Ergebnisse

Odontoblasten-ahnliche Zellen und Gingivaepithelzellen wurden mit S. mutans und E.
coli bzw. mit sdure- und hitzebehandelten S. mutans und E. coli fur 15, 30, 60, 120 und
240 Minuten stimuliert. Die quantitative Analyse der Genexpression von hBD-1, hBD-2,
IL-6, IL-8, Cox-2 und DSPP wurde mit Hilfe der Real-Time PCR durchgefuhrt.

3.1 Optimierung der Real-Time-PCR

Die Bedingungen der Real-Time-PCR wurden optimiert, indem fur jedes einzelne Gen
mit den entsprechenden klonierten PCR-Produkten, die optimalen Temperaturen der
dazugehdrigen Primer bestimmt wurden. Die Effizienzen zur Berechnung der relativen
Genexpressionen nach Pfaffl (2001) wurden mit Hilfe von Verdunnungsreihen ermittelt.

Diese sind in Tabelle 2 dargestellt.

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

Gene Effizienz
B-Aktin 1.83
hBD-1 2.07
hBD-2 2.05
IL-8 2.01
IL-6 2.12
Cox-2 217
DSPP 1.83
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3.2 Quantitative Genexpressionsanalyse

Aufgrund der Erkenntniss, dass sowohl Odontoblasten in karidsen Lasionen als auch
Gingivaepithelzellen fruh einem Antigenkontakt durch Mikroorganismen und deren
Stoffwechselprodukte ausgesetzt sind, wurden in dem Hauptversuch Odontoblasten-
ahnliche Zellen und Gingivaepithelzellen mit S. mutans und E. coli stimuliert.
AnschlieRend wurden die Genexpressionsraten von hBD-1, -2, IL-6 IL-8, Cox-2 und
DSPP fir die Zeit von 15, 30, 60, 120 und 240 Minuten nach Stimulierung bestimmt.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden die Bakterienkulturen mit HCI und 95° C
vorbehandelt und erneut zur Stimulierung der odontoblasten—ahnlichen Zellen und der
Gingivaepithelzellen verwendet, wobei auch hier die Expression der oben genannten
Mediatoren zu den gleichen Zeiten untersucht wurde. Ziel war es die
Genexpressionsprofile aus beiden Versuchsreihen miteinander zu vergleichen und somit
auf die Saure- und Thermostabilitat des stimulierenden Agens zu schliel3en.

Alle untersuchten Proben wurden anhand der unstimulierten Kontrolle und des

Housekeeping-Gens B-Aktin ausgewertet.

3.2.1 Genexpression bei Odontoblasten-dhnlichen Zellen nach Stimulation mit S.

mutans

Nach Stimulation der Odontoblasten—ahnlichen Zellen mit S. mutans konnte eine
deutliche Erhéhung der Expression von IL-8 und IL-6 und ein tendenzieller Anstieg der
Expressionsraten von hBD-1, -2, DSPP und Cox-2 beobachtet werden. Die deutliche
Expressionserhohung von IL-8 und IL-6 ist nach 240 Minuten feststellbar und betrug das
42- bzw. 34-fache im Vergleich zur Kontrolle. Eine 18-fache Steigerung der
Expressionsrate von hBD-1 konnte ebenfalls nach 240 Minuten beobachtet werden.
Dagegen konnte bei hBD-2 schon nach 15 Minuten eine Zunahme der Expression auf
das Doppelte des Ausgangswertes verzeichnet werden, die jedoch im weiteren
Zeitverlauf wieder abnahm, so dass hier von einer Tendenz zur Expressionserhohung

gesprochen werden kann. Die mRNA Expression von Cox-2 betrug nach 15 Minuten
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das 5-fache der mRNA Expression der Kontrolle Es konnten im weiteren

Stimulationszeitraum keine deutlichen Anderungen mehr beobachtet werden.

relative Expression

Zeit (min)

Abbildung 1:

Darstellung der relativen Expression (zeitabhangig) von hBD-1, -2, IL-6, IL-8, Cox-2 und DSPP
in Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach Stimulation mit S. mutans im Verhaltnis
Zellzahl:Bakterienzahl = 1:1. Es konnte eine erhdhte Expression von hBD-1, IL-8 und IL-6 und

ein tendenzieller Anstieg der Expressionsraten von hBD-2, DSPP und Cox-2 festgestellt werden.
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3.2.2 Genexpression bei Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach Stimulation mit

saurebehandelten S. mutans

Nach Inkubation der Bakterien Uber Nacht mit HCI und nach anschlieRender
Neutralisation wurden diese zur Stimulierung der Odontoblasten-ahnlichen Zellen
verwendet. Es zeigte sich eine deutliche Veranderung im Expressionsmuster im
Vergleich zur Genexpression nach Stimulierung der Odontoblasten-ahnlichen Zellen mit
unbehandelten S. mutans-Bakterien (3.3.1). Im Vergleich zur mRNA Expression von IL-
8 in unstimulierten Zellen konnte ein 550-facher Anstieg der mRNA Expression nach
Stimulation mit sdurebehandelten S. mutans festgestellt werden (Stimulationszeit: 240
min). Die Stimulierung der Odontoblasten-ahnlichen Zellen mit saurebehandelten
Bakterien fuhrte dagegen zu keiner signifikanten Expression von hBD-1, und -2, IL-6,
Cox-2 und DSPP.
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Abbildung 2:
Darstellung der relativen Genexpression von IL-8 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach
Stimulation mit saurevorbehandelten Bakterien. Fir die Expression von IL-8 konnte eine ca.

550-fache Erhdéhung der Expression innerhalb des Stimulationszeitraumes beobachtet werden.

3.2.3 Genexpression bei Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach Stimulation mit

hitzebehandelten S. mutans

Nach Erhitzen der Bakterienkultur auf 95° C und anschlieender Stimulierung der

Odontoblasten-ahnlichen Zellen konnte nach 240 Minuten eine Expressionsanderung fur
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IL-8 festgestellt werden. Fur hBD-1, und -2, IL-6, Cox-2 und DSPP konnten keine

Expressionsanderungen innerhalb des Zeitversuches beobachtet werden.
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Abbildung 3:
Darstellung der relativen Genexpression von IL-8 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach
Stimulation mit hitzebehandelten Bakterien. Es konnte eine ca. 140-fache Erhéhung der

Expression fir IL-8 nach 240 Minuten festgestellt werden.

3.2.4 Genexpression bei Odontoblasten-dhnlichen Zellen nach Stimulation mit E.

coli

Nach Stimulation der Odontoblasten—ahnlichen Zellen mit E. coli konnte eine stark
erhdohte Expression von IL-8 und eine tendenzielle Erhéhung der Expression von IL-6

und Cox-2 verzeichnet werden. Die Expression fur IL-8 stieg bereits nach 15 Minuten
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auf das 15-fache des Ausgangswertes und erreichte nach 240 Minuten einen um das
65-fache erhdohten Wert. Bei IL-6 konnte eine Verdopplung der Expression nach 15
Minuten und eine Verdreifachung nach 240 Minuten beobachtet werden. Bei Cox-2
konnte ein ahnliches Bild der Expression beobachtet werden. Jeweils nach 15 und 240

Minuten konnte eine Verdreifachung der Expressionsraten gemessen werden.
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Abbildung 4:

Darstellung der relativen Expression von IL-6, IL-8 und Cox-2 in Odontoblasten-dhnlichen Zellen
nach Stimulation mit E. coli im Verhaltnis Zellzahl: Bakterienzahl = 1:1. Es konnte eine ca. 65-

fache Erhéhung der Expression fur IL-8 nach 240 Minuten festgestellt werden.
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3.2.5 Genexpression bei Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach Stimulation mit

saurebehandelten E. coli

Nach Stimulation der Odontoblasten-ahnlichen Zellen mit HCI vorbehandelten Bakterien
konnte eine verstarkte Expression von IL-8 und eine tendenzielle Erhdéhung der
Expression von IL-6 festgestellt werden. Die Expression fur IL-8 betrug nach 120
Minuten bereits das 200-fache und nach 240 Minuten das 1000-fache der mRNA

Expression, gemessen in der Kontrolle.
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Abbildung 5:
Darstellung der relativen Genexpression von IL-6 und IL-8 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen
nach Stimulation mit sdurevorbehandelten E. coli. Die Expression fir IL-8 zeigte eine ca. 1000-

fache Erhdhung innerhalb des Zeitversuches.



3.2.6 Genexpression bei Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach Stimulation mit
hitzebehandelten E. coli

Nach Erhitzen der Bakterienzellkultur auf 95° C und anschlieRender Stimulation der
Odontoblasten-ahnlichen Zellen konnte eine deutlich erhdhte Expression von IL-8 und
eine tendenzielle Erhdhung der Expression von Cox-2 festgestellt werden. Bei IL-8
konnte wahrend des Zeitversuches ein Anstieg der Expression auf das 65-fache
beobachtet werden. Bei Cox-2 konnte, innerhalb des Stimulationszeitraumes, nur ein
Expressionsanstieg auf das 2-fache feststellt werden.
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Abbildung 6:

Darstellung der relativen Genexpression von IL-8 und Cox-2 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen
nach Stimulation mit hitzebehandelten E. coli.. Bei IL-8 konnte zeitabhdngig ein Anstieg der
Expression auf das 65-fache beobachtet werden.
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3.2.7 Genexpression bei Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit S. mutans

Nach Stimulation von Gingivaepithelzellen mit S. mutans konnte ein Anstieg der
Expression von hBD-1, hBD-2, IL-6, IL-8 und Cox-2 verzeichnet werden. Fur die hBD-1
Expression konnte ein kontinuierlicher Anstieg innerhalb des Zeitversuches auf das 6-
fache beobachtet werden. Dagegen konnte bei hBD-2 ein Anstieg auf das ca. 15-fache
verzeichnet werden. Fur IL-8 und IL-6 konnte ebenfalls ein kontinuierlicher
Expressionsanstieg festgestellt werden. Fir IL-8 konnte ein Anstieg der mRNA
Expression auf das 65-fache, fur IL-6 auf das 45-fache und fur Cox-2 auf das 20-fache

im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle gezeigt werden (Stimulationszeit 240 min).
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Abbildung 7:

Darstellung der relativen Expression (zeitabhangig) von hBD-1, und -2, IL-6, IL-8 und Cox-2 in
Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit S. mutans im Verhaltnis Zellzahl: Bakterienzahl = 1:1.
Ein Anstieg der mRNA Expression konnte fiir IL-8 auf das 65-fache, fir IL-6 auf das 45-fache
und fir Cox-2 auf das 20-fache im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle dokumentiert werden
(Stimulationszeit 240 min) Die mRNA Expressionsraten des humanen (-Defensins-1 und -2
wurden ebenfalls durch die Stimulation mit S. mutans beeinflusst.

3.2.8 Genexpression bei Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit
saurebehandelten S. mutans

Nach Inkubation der Bakterien Uber Nacht mit HCI und nach anschlieRender
Neutralisation wurden diese ebenfalls zur Stimulierung der Gingivaepithelzellen

verwendet. Es konnte keine Expressionsanderung fur die Gene hBD-1 und- 2
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festgestellt werden. Bei IL-6 und Cox-2 konnte eine leichte Erhdhung (4-fach) der mRNA

Expression innerhalb des Zeitversuches beobachtet werden.

relative Expression
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Abbildung 8:
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-1, und -2, IL-6, IL-8 und Cox-2 in
Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit sdurevorbehandelten S. mutans-Bakterien. Bei IL-6

und Cox-2 konnte eine zeitabhangige Erhéhung der Expression beobachtet werden.
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3.29 Genexpression bei Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit

hitzebehandelten S. mutans

Nach Erhitzen der Bakterienkultur auf 95° C und anschlieBender Stimulierung der
Gingivaepithelzellen konnte ein fast identisches Bild zur Stimulierung mit
saurebehandelten S. mutans-Bakterien festgestellt werden. Es konnte ein Abfall der
Expression von hBD-1 und hBD-2 beobachtet werden. Innerhalb des Zeitversuches
konnte fir IL-8 eine Erhéhung (3,5-fach) der Expression nach 30 Minuten verzeichnet
werden. Einen tendenziellen Anstieg zeigte ebenfalls die Expression von IL-6 und Cox-
2.

relative Expression

Zeit (min)

Abbildung 9:
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-1, und -2, IL-6, IL-8 und Cox-2 nach
Stimulation von Gingivaepithelzellen mit hitzebehandelten Bakterien. Es konnte zeitabhangig

eine 3,5-fache Erh6hung der Expression von IL-8 verzeichnet werden.
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3.2.10 Genexpression bei Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit E.coli

Nach  Stimulation der Gingivaepithelzellen mit E. coli im  Verhaltnis
Bakterienzahl:Zellzahl = 1:1 konnte eine Expressionserhohung fur die Gene hBD-1, IL-8
und Cox-2 gemessen werden. Innerhalb des Zeitversuches lag das Maximum fur hBD-1
nach 30 Minuten und betrug das 8,5-fache. Die mRNA Expression von IL-8 zeigte nach
30 Minuten einen 7,5-fachen Anstieg im Vergleich zur Kontrolle. Einen tendenziellen
Anstieg der Expression konnte wahrend der gesamten Versuchszeit bei Cox-2
beobachtet werden. Die Expressionsraten des humanen B-Defensins-2, sowie des
Interleukins-6 wurden in Gingivaepithelzellen durch die Stimulation mit E. coli nicht
beeinflusst.
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Abbildung 10:

Darstellung der relativen Expression von hBD-1, und -2, IL-6, IL-8 und Cox-2 in
Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit E. coli im Verhaltnis Zellzahl: Bakterienzahl = 1:1. Flr
hBD-1 und IL-8 konnte nach 30 Minuten eine Expressionserhéhung der mRNA um das ca. 8-

bzw. 7-fache im Vergleich zur unstrimulierten Kontrolle gezeigt werden.
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3.211 Genexpression bei Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit

saurebehandelten E. coli

Nach Stimulation der Gingivaepithelzellen mit Bakterien, die Uber Nacht mit HCI
inkubiert und anschlie®end neutralisiert wurden, konnte ein tendenzieller Anstieg der
Expressionsraten von IL-8, IL-6 und Cox-2 verzeichnet werden. Darliber hinaus konnte

eine leicht erhdhte Expression fur Cox-2 festgestellt werden.

relative Expression
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Abbildung 11:
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-1, und -2, IL-6, IL-8, Cox-2 in
Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit sdurevorbehandelten E. coli. Zeitabhangig konnte eine

ca. 4-fache Erh6hung der Expression von IL-6 und Cox-2 verzeichnet werden.



42

3.212 Genexpression bei Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit

hitzebehandelten E. coli

Nach Erhitzen der Bakterienkultur auf 95° C und anschlieBender Stimulierung der
Gingivaepithelzellen konnte ein Anstieg der Expression von IL-6 verzeichnet werden.
Diese erreichte nach 30 Minuten ihr Maximum auf das ca. 4-fache der mRNA
Expression in der unstimulierten Kontrolle. Die Expressionsraten aller anderen

untersuchten Gene werden nicht entscheidend beeinflusst.

relative Expression
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Abbildung 12:
Darstellung der relativen Genexpression von hBD-1, und -2, IL-6, IL-8 und Cox-2 nach
Stimulation von Gingivaepithelzellen mit hitzebehandelten E. coli-Bakterien. Zeitabhangig konnte

eine 4-fache Erhéhung der mRNA Expression von IL-6 festgestellt werden.
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3.3 Ubersicht der Genexpression in Odontoblasten-dhnlichen Zellen

Tabelle 3:
Ubersicht der Genexpression von hBD-1, -2, IL-6, IL-8, Cox-2 und DSPP in Odontoblasten-
ahnlichen Zellen nach Stimulation mit nativen und vorbehandelten E. coli- und S. mutans-

Bakterien.

Ubersicht der Genexpression von Odontoblasten-dhnlichen Zellen nach bakterieller
Stimulation
G Streptococcus mutans Escherichia coli
en
nativ 95° C HCI nativ 95° C HCI
hBD-1 + o.E. o.E o.E. o.E. o.E.
hBD-2 + o.E. o.E o.E. o.E. o.E.
IL-8 ++ +++ +++ ++ ++ +++
IL-6 ++ o.E. o.E. + o.E. +
COX-2 + o.E. o.E. + + o.E.
DSPP + o.E. o.E. o.E. o.E o.E.

0.E. = ohne Effekt; + = erhdhte Expression (2- bis 20-fach); ++ = stark erhéhte Expression (20- bis 50-
fach); +++ = sehr stark erhdhte Expression (>50-fach)



3.4 Ubersicht der Genexpression in Gingivaepithelzellen

Tabelle 4:

Ubersicht der Genexpression von hBD-1, -2, IL-8, IL-6 und Cox-2 in Gingivaepithelzellen nach
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Stimulation mit nativen und vorbehandelten S. mutans- und E. coli-Bakterien.

Ubersicht der Genexpression von Gingivaepithelzellen nach bakterieller Stimulation

Streptococcus mutans

Escherichia coli

Gen
nativ 95° C HCI Nativ 95° C HCI
hBD-1 + o.E. o.E. + o.E. o.E.
hBD-2 + o.E. o.E. o.E. o.E. o.E.
IL-8 ++ + o.E. + o.E. +
IL-6 ++ + + o.E. + +
Cox-2 ++ + + + o.E. +

0.E. = ohne Effekt; + = erhéhte Expression (2- bis 20-fach); ++ = stark erhdhte Expression (20- bis 50-

fach); +++ = sehr stark erhéhte Expression (>50-fach)
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an Kulturen von Odontoblasten-
ahnlichen Zellen und Gingivaepithelzellen durchgefuhrt. Beide Zellkulturen wurden mit
Streptococcus mutans und Escherichia coli Uber variable Zeitrdume stimuliert. Im
Anschlufy wurde die mRNA extrahiert und die cDNA (oligo-(dT)-Primer) Synthese
durchgefuhrt. Die Auswertung der Stimulationsexperimente erfolgte mittels der Real-
Time-PCR-Technik.

Das Ziel dieser Arbeit war es somit, zunachst die Genexpression der humanen (-
Defensine-1, und -2, IL-6, IL-8, Cox-2 und DSPP in Odontoblasten-ahnlichen Zellen und
Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit S. mutans und E. coli nachzuweisen.
Besonderes Augenmerk galt dabei dem direkten Vergleich beider Zelltypen, die trotz
unterschiedlicher embryonaler Herkunft ahnliche Eigenschaften der Bakterienabwehr zu
besitzen scheinen. Darauf folgend sollte die Genexpression derselben Gene nach
Stimulation der Zellkulturen mit saure- und hitzebehandelten Bakterien untersucht

werden und mit der Genexpression aus den ersten Versuchsreihen verglichen werden.

Odontoblasten-ahnliche Zellen und Gingivaepithelzellen wurden mit S. mutans und E.
coli im Verhaltnis Zellzahl:Bakterienzahl = 1:1 Gber einen Zeitraum von 15, 30, 60, 120
und 240 Minuten stimuliert. Das niedrige Zellenverhaltnis wurde gewahlt, um eine
beginnende bakterielle Kolonisation zu imitieren. Die kurzen Zeitspannen wurden
gewahlt, um eine frihe Antwort bezliglich der Expression der oben genannten Gene der
Immunabwehr zu untersuchen. Es wurde eine quantitative Genexpressionsanalyse von
hBD-1, -2, IL-6, IL-8, Cox-2 und DSPP mit Hilfe der Real-Time PCR durchgefiihrt. Bei
der Real-Time Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein
thermozyklisches Verfahren, womit bereits kleine Mengen spezifischer DNA-Fragmente
mit hoher Ausbeute (exponentiell) amplifiziert werden. Die zur Analyse der
Genexpression verwendete Real-Time-PCR ist ein sehr sensitives Verfahren und
erlaubt neben der Ublichen Amplifizierung der cDNA zusatzlich eine Quantifizierung mit
Hilfe von Fluoreszenzmessungen. Die Fluoreszenzaufzeichnung aus einer Probe erfolgt
dann, wenn das Fluoreszenzsignal des amplifizierten Produktes mindestens 5% starker

ist als die Hintergrundfluoreszenz der Reaktion (Schwellenwertzyklus / ,,Crossing point®)
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(Bustin, 2002 und 2000). Als interner Standard fur alle Polymerasekettenreaktionen
wurde B-Aktin gewanhlt. B-Aktin ist als Bestandteil des Zytoskeletts ein haufiges Protein
in Eukaryonten und besitzt eine konstitutive, nicht-alternierende Expression. Die
Darstellung der mRNA Expression von (3-Aktin bietet daher die Mdglichkeit, den Erfolg
der reversen Transkriptionspolymerasekettenreaktion unmittelbar zu Uberprifen.
Darlberhinaus dienen die ermittelten Werte zur Normalisierung der Real-Time-PCR-
Ergebnisse. Die Genexpression von [3-Aktin konnte in allen Proben sowohl im Rahmen
der qualitativen als auch der quantitativen Analyse nachgewiesen werden. Aufgrund
dessen konnten die Ct-Werte der zu untersuchenden Gene hBD-1, -2, IL-6, IL-8, Cox-2
und DSPP, des Standards B-Aktin und der jeweiligen unstimulierten Kontrollen
zusammen mit den entsprechenden Primereffizienzen mittels der Formel nach Pfaffl in

Korrelation gebracht und die relativen Expressionen berechnet werden (Pfaffl, 2001).

Odontoblasten sind zahnhartsubstanzbildende Zellen, die im Gegensatz zu den
Ameloblasten (schmelzbildende Zellen) zeitlebens die Fahigkeit behalten, Dentin zu
generieren. Es sind also Zellen der Zahnpulpa, die nicht nur im Verlauf der
Zahnentwicklung die Vorstufe des Zahndentins, das so genannte Pradentin,
synthetisieren konnen, sondern zeitlebens aktiv bleiben (Schroeder, 1992). Man
unterscheidet hierbei die Bildung von Primardentin mit formativem Charakter von der
alterungsbedingten Bildung von Sekundardentin sowie die Bildung von Tertiardentin,
welche als Abwehr- oder Schutzreaktion des Pulpagewebes gewertet werden kann
(Hellwig et al., 2003). Dieser Schutzmechanismus der Odontoblasten ist besonders
hervorzuheben, denn diese Zellen stellen anatomisch die erste Zellschicht dar, die direkt
an das Dentin grenzt. Im Falle einer bakteriellen Infektion aufgrund einer kariésen
Destruktion sind die Odontoblasten ebenfalls die ersten Zellen, die mit den
Mikroorganismen oder deren Stoffwechselprodukte in Wechselwirkung treten. Die
Odontoblasten reagieren jedoch nicht nur mit der Bildung von Tertiardentin, vielmehr
sind sie in der Lage, eine Immunantwort zu initiieren. In Versuchsreihen mit Karies
verursachenden Bakterien, wie S. mutans konnte gezeigt werden, dass in Pulpazellen
vermehrt Zytokine (IL-6 und IL-8), sowie Enzyme der Eicosanoidbiosynthese (Cox- 2,
cPLA,) synthetisiert werden (Eberhard et al., 2005; Engels- Deutsch et al., 2003; Hahn

et al., 2000). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass im Gewebe der Zahnpulpa
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die mRNA humaner B-Defensine prasent ist (Dommisch et al., 2007a und b; Dommisch
et al., 2005a).

Die Odontoblasten-ahnlichen Zellen zeigten eine Expression des
Dentinsialophosphoproteins (DSPP). DSPP ist an dem Mineralisationsprozess des
Dentins beteiligt und ist die Bezeichnung fur zwei aus einem einzelnen Gen
hervorgegangener Proteine (Narayanan et al., 2006). DSPP wird Uberwiegend von
Odontoblasten produziert und daher auch als Odontoblastenmarker angesehen
(MacDougall et al.,, 1997). Mit dem Nachweis der Genexpression des
Odontoblastenmarkers DSPP konnte der in der vorliegenden Studie kultivierte Zelltyp
als Odontoblasten-ahnliche Zellen charakterisiert werden. Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Expression des Dentinsialophosphoproteins durch antimikrobielle
Peptide MIP-3a und hBD-2 beeinflusst werden kann (Shiba et al., 2003). Als Ergebniss
in dieser Arbeit konnte eine moderate Erhohung der DSPP-Expression nach Stimulation

der Odontoblasten-ahnlichen Zellen mit S. mutans verzeichnet werden.

Im Zuge der Kariesprogression kommt es zunachst zur Diffusion bakterieller Antigene
und im nachsten Schritt zu einer Invasion pathogener Mikroorganismen in die
Zahnpulpa. Der Pulpa-Dentin Komplex reagiert in der Regel mit einer entztndlichen
Reaktion (Izumi et al., 1995). Die ersten Zellen, die mit diesen pathogenen Antigenen in
Wechselwirkung treten und moglicherweise am Anfang einer entzindlichen pulpalen
Reaktion stehen, waren Gegenstand dieser Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass
Streptococcus mutans sowohl fur die Induktion als auch fur die Progression der Karies
verantwortlich ist und somit ein wichtiger atiologischer Faktor der Karies ist (Donkersloot
and Hoerman, 1974). Um sich vor diesem bakteriellen Angriff zu schitzen, besitzt das
pulpale Gewebe die Moglichkeit, verschiedene Faktoren des Immunsystems zu
aktivieren (Jontell et al., 1998). In mehreren Versuchsreihen wurde gezeigt, dass S.
mutans eine erhohte Expression an IFN-y, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12 induziert
(Engels-Deutsch et al., 2003; Hahn et al., 2000). Ubereinstimmend mit der Studie von
Engels-Deutsch und Mitarbeiter wurde eine Erhohung der mRNA Expression von IL-6
und IL-8 nach erfolgter Stimulation der Odontoblasten-ahnlichen Zellen mit S. mutans
und E. coli verzeichnet (Engels-Deutsch et al., 2003). Die Genexpression der

Cyclooxygenase-2 (Cox-2) war ebenfalls nach Stimulation mit den oben genannten
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Bakterien erhdht. Cox-2 ist ein durch Wachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren
induzierbares Enzym, welches an der Prostaglandin-Biosynthese beteiligt ist. Pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-13 und TNF-a induzieren Cox-2 sowie IL-6 in
Odontoblasten-ahnlichen Zellen (Chang et al., 2003; Lin et al., 2002). Ob die erhdhte
Genexpression der Zytokine und von Cox-2 durch bakterielle Bestandteile induziert wird,
oder ob diese sekundar durch andere pro-inflammatorische Mediatoren, die von Zellen
der Pulpa synthetisiert werden, reguliert wird, sollte Gegenstand zukunftiger Studien
sein.

Der Vergleich der IL-8-mRNA-Expression zwischen mit E. coli und S. mutans
stimulierten Odontoblasten-ahnlichen Zellen zeigte sich eine deutlich erhéhte mRNA-
Expression von IL-8 nach Stimulation mit E. coli. Wie schon zuvor erwahnt, handelt es
sich bei E. coli um ein gramnegatives Bakterium, welches auf der aufl’eren Zellmembran
Trager von Lipopolysacchariden ist. Das Endotoxin LPS kann vom Toll-like-Rezeptor-4
(TLR-4) auf der Oberflache von Monozyten und Makrophagen erkannt werden, die
daraufhin Zytokine freisetzen kdnnen. Es ist eine neue Erkenntnis, dass Odontoblasten
ebenfalls Uber TLRs verfigen (Veerayutthwilai et al., 2007). LPS von E. coli induzierte
die Expression des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF), die uber den
Toll-Like-Rezeptor 4 vermittelt wird (Botero et al., 2006). Die Anwesenheit von TLR-4
wurde auf der Oberflache von Odontoblasten festgestellt (Veerayutthwilai et al., 2007).
Der TLR-4 erkennt schon sehr geringe Mengen LPS gramnegativer Bakterien, die somit
die Rolle sehr potenter Immun-Aktivatoren einnehmen kdénnen (Takeda et al., 2005). In
Gingiva-Fibroblastengewebe konnte nach Stimulation mit LPS von E. coli eine erhdhte
Expression von IL-8 beobachtet werden. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass
unter anderem der TLR-4 auf der Oberflache von Gingiva-Fibroblasten exprimiert wird
(Mahanonda et al., 2007). Die erhohte mRNA Expression von IL-8 nach Stimulation der
Odontoblasten-ahnlichen Zellen mit E. coli kdnnte ein weiterer Hinweis auf die TLR-4-
Expression auf der Oberflache von Odontoblasten sein. In einer in-vitro Studie konnte
gezeigt werden, dass auf der Odontoblastenoberflache die Toll-Like-Rezeptoren 1, -6
und -9 exprimiert werden (Durand et al., 2006). Die Studie zeigte weiterhin eine erhdhte
Expression pro-inflammatorischer Zytokine nach Stimulation der Odontoblasten mit
grampositiven Bakterien (Durand et al., 2006). Da grampositive Bakterien wie S. mutans

unter anderem uUber den Toll-Like-Rezeptor 2 erkannt werden konnen, lassen die
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gezeigten Ergebnisse TLR-2-vermittelte Prozesse in Odontoblasten vermuten. Als
Trager von Toll-Like-Rezeptoren erdffnet sich fir die Odontoblasten die Mdglichkeit, auf
grampositive und gramnegative Bakterien in unterschiedlicher Art und Weise zu
reagieren. Damit gewinnen die Odontoblasten deutlich an Bedeutung in Bezug auf

mogliche Aufgaben im Rahmen der Immunantwort des Pulpa-Dentin Komplexes.

In frGheren Studien wurde festgestellt, dass in der Odontoblastenzellschicht der
Zahnpulpa humane B-Defensine-1 und -2 exprimiert werden (Dommisch et al., 2007a
und b; Dommisch et al., 2005a). Zurzeit gibt es jedoch keine publizierten Daten Uber die
Genexpression humaner (-Defensine in Odontoblasten-ahnlichen Zellen nach
bakterieller Stimulation. In dieser Arbeit konnte nach 240 Minuten eine Erhdéhung der
MRNA-Expression fur hBD-1 und hBD-2 verzeichnet werden. Es gilt nun in weiteren
Studien diese Tendenz zu verifizieren, indem man die Expressionsmuster Uber den
Zeitraum von 240 Minuten hinaus untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass (-
Defensin-2 bakterizid gegen S. mutans wirkt (Shiba et al., 2003). Eine solche Wirkung
konnte fir hBD-1 noch nicht beschrieben werden. Die Stimulation mit E. coli, einem
nicht kariogenen Bakterium, zeigte keinen Effekt auf die Genexpression von humanen (3-
Defensinen in Odontoblasten-ahnlichen Zellen. Die Induktion von B-Defensinen durch S.
mutans konnte ein relevanter Mechanismus im Rahmen der frthen Immunantwort und
einer vermutlich daraus resultierenden Entzindungsreaktion darstellen. Die genauen
Zusammenhange gilt es in weiteren Studien zu erforschen.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden Odontoblasten-ahnlichen Zellen mit
Bakterienkulturen stimuliert, die fur 24h zuvor mit HCI behandelt und anschlie3end mit
NaOH neutralisiert wurden. Zusatzlich wurden weitere Bakterienzellkulturen von S.
mutans hitzeinaktiviert. Es sollte ein moglicher Unterschied in der Genexpression der
Enzindungsmediatoren im Vergleich zur Stimulation mit nativen Bakterienkulturen
untersucht werden, um RuUckschliusse auf die Thermo- bzw. Saurestabilitdt des
stimulierenden Agens ziehen zu kénnen. Besonders auffallend war die erhdhte mRNA-
Expression fur IL-8 bei Oldontoblasten-ahnlichen Zellen, nachdem mit HCI- und
thermovorbehandelten S. mutans-Kulturen stimuliert wurde. Fur die anderen
untersuchten Gene konnte weder nach der Saure- noch nach der Hitzbehandlung eine

Genexpressionsanderung verzeichnet werden. Vergleichbare Ergebnisse konnten bei
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gleichem Versuchsansatz mit entsprechend vorbehandelten E. coli-Kulturen dargestellt
werden. Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass das auslésende Agens fur
die Genexpression von IL-8 sowohl saure- als auch hitzestabil war. Da hier jedoch fir
die Stimulation mit dem grampositiven bzw. gramnegativen Bakterium vergleichbare
Ergebnisse demonstriert wurden, konnen keine genauen Ruckschlusse auf das

stimulierende Agens gezogen werden.

Die oralen Epithelien stellen die Grenzflache zwischen Umwelt und Organismus dar und
stehen in einer engen Beziehung zu einer Vielzahl von Mikroorganismen und deren
Stoffwechselprodukten. Die oralen Epithelien bilden nicht nur eine physikalische Barriere
aufgrund ihrer zahlreichen Zell-Zell Interaktionen in Form von ,Tight Junctions®,
Desmosomen und Zonule adherentes, sondern sind vielmehr in der Lage, aktiv auf die
bakterielle Besiedelung zu reagieren. Diese Reaktion wird von dem angeborenem
Immunsystem ubernommen und spiegelt sich in der Expression antimikrobieller Peptide
wieder (Dale, 2000; Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Schréder, 1999b).

Diese Peptide greifen direkt Mikroorganismen an und haben darUber hinaus auch
chemotaktische Eigenschaften, in dem sie eine Verbindung zum spezifischen
Immunsystem schaffen und dendritische Zellen, Makrophagen und T-Lymphozyten
aktivieren koénnen (Dale, 2003). Die Erkenntnis, dass Odontoblasten ebenfalls
antimikrobielle Peptide synthetisieren und somit Uber Mechanismen des angeborenen
Immunsystems verfugen, unterscheidet diese Zellen von anderen Zellen innerhalb der
Zahnpulpa und verleiht ihnen Epithel-ahnliche Eigenschaften (Dommisch et al., 2005a;
Dale und Krisanaprakornkit, 2001).

Die  Stimulation  von Gingivaepithelzellen  zeigte  ein unterschiedliches
Genexpressionsmuster nach Stimulation mit S. mutans im Vergleich zu E. coli. Beide
Bakterien induzierten die Expression von den Entzindungsmediatoren Cox-2 und IL-8.
Eine erhdhte mRNA Synthese fur hBD-1, -2 und IL-6 konnte nur bei der Stimulation mit
S. mutans gezeigt werden. Wie Studien gezeigt haben, induziert S. mutans die
Genexpression von |IL-8 und IL-6 (Vernier et al., 1996).

In friheren Arbeiten konnten die konstitutive Expression von hBD-1 und die induzierbare
Expression von hBD-2 in Gingivaepithelzellen nachgewiesen werden (Ganz & Weiss,

1997; Lehrer, 2004). In-vitro Analysen der Genexpression des humanen [3-Defensins-2



51

in Gingivaepithelzellen zeigten einen Anstieg der mRNA-Synthese als Reaktion auf die
Stimulation mit Bakterien oder bakterielle Antigene (Krisanoprakornkit et al., 2002).
Untersuchungen an Biopsien der Gingiva zeigten eine erhhte mRNA-Expression von
hBD-2 in der entzindeten Gingiva (Gingivitis) im Vergleich zur gesunden Gingiva und
Gingiva von Patienten mit Parodontitis (Dommisch et al., 2005b). Ebenfalls wurde im
Rahmen von Untersuchungen mit unterschiedlichen epithelialen Geweben gezeigt, dass
die Expression von hBD-2 von dem Grad der Entzindung abhangig ist (Dale, 2000; Ong
et al., 2002). Diese Erkenntnisse bestatigen die Aussage, dass die hBD-2 Expression in
Gingivaepithelzellen nach bakteriellem Kontakt hochreguliert werden kann (Dommisch
et al., 2005b; Krisanoprakornkit et al., 2000). In Anlehnung daran bestatigt diese Arbeit
die Erhéhung der Expression fir hBD-2 nach Stimulation mit S. mutans, ein zwar fur die
Zahnhartsubstanzen pathogener Keim, der jedoch nicht mit parodontalen Erkrankungen
assoziiert wird. Dies steht wiederum im Einklang mit Untersuchungen, in denen gezeigt
wurde, dass die hBD-2 Expression durch Kommensalen der Mundflora beeinflusst wird,
jedoch nicht durch parodontalpathogene Keime (Krisanaprakornkit et al., 2000). Die
Stimulierung der Gingivaepithelzellen mit E. coli hatte dagegen keinen erkennbaren
Einfluss auf die Expression von hBD-2.

In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass hBD-1 konstitutiv in
Gingivaepithelzellen exprimiert wird und dass eine Stimulierung mit E. coli zu keiner
Induktion der Expression fuhrt (Krisanaprakornkit et al., 1998). Diese Arbeit bestatigt die
fehlende Induktion durch E. coli, aber zeigt jedoch eine erhdhte Expression von hBD-1
nach erfolgter Stimulation mit S. mutans. Die gezeigten Ergebnisse kdnnten damit
erklart werden, dass S. mutans zur habituellen Flora der Mundhdhle gehdrt und somit
angeborene immunologische Prozesse wirksam werden koénnten. Im Gegensatz dazu
zahlt E. coli nicht zur normalen Flora der Mundhohle und beeinflusst daher
moglicherweise nur gering die Expression von Genen des angeborenen Immunsystems
in der Mundhohle.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden Gingivaepithelzellen mit Bakterienkulturen (E.
coli und S. mutans) stimuliert, die fur 24h zuvor mit HCI behandelt und anschlie3end mit
NaOH neutralisiert wurden. Zusatzlich wurden weitere Bakterienzellkulturen von S.
mutans sowie E. coli hitzeinaktiviert. Wie bereits fur die Odontoblasten-ahnlichen Zellen

ausgefuhrt  wurde, sollte der Unterschied in der Genexpression der
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Enzindungsmediatoren im Vergleich zur Stimulation mit nativen Bakterienkulturen
untersucht werden, um RuUckschliusse auf die Thermo- bzw. Saurestabilitdt des
stimulierenden Agens ziehen zu konnen. Die Untersuchungen mit saure- und
hitzebehandelten S. mutans-Kulturen ergaben eine Erniedrigung der Genexpression fur
IL-8, IL-6 und Cox-2 im Vergleich zur Expression nach Stimulation mit nativen S.
mutans-Bakterien. Dies lasst darauf schlie®en, dass das stimulierende Agens flur die
oben aufgefiihrten Gene saure- und hitzelabil sein kdnnte. Die Untersuchungen mit
saure- und hitzevorbehandelten E. coli-Kulturen zeigten fir IL-8 und Cox-2 im Vergleich
zur Expression nach Stimulation mit nativen E. coli-Bakterien ein ahnliches Ergebnis.
Nach Hitzevorbehandlung von E. coli konnte im Vergleich keine Veranderung der
Expression fur IL-8 und Cox-2 gemessen werden. Somit kann der Riuckschluss gezogen
werden, dass das stimulierende Agens fir IL-8 und Cox-2 hitzelabil sein kénnte. Die
Untersuchung von IL-6 ergab keine Anderung der Genexpression nach Stimulation mit
nativen E. coli-Kulturen, dagegen jedoch eine Erhéhung der Genexpression von IL-6
nach Stimulation mit saure- und hitzevorbehandelten E. coli-Bakterien. Aufgrund dieses
gegensatzlichen Ergbnisses konnten keine klaren Rickschlisse auf mogliche

Virulenzfaktoren von E. coli bezuglich der Genexpression von IL-6 geschlossen werden.

Diese Arbeit zeigte darliber hinaus eine Ahnlichkeit zwischen dem Expressionsmuster
Odontoblasten-ahnlicher Zellen und Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit S.
mutans. In beiden Zelltypen wird die Expression von IL-8, IL-6, Cox-2, hBD-1 und -2
verstarkt. Sowohl in Odontoblasten-ahnlichen Zellen als auch in Gingivaepithelzellen
konnten die Zytokine IL-6 und -8 nach Stimulation mit S. mutans detektiert werden.
Zytokine reprasentieren wichtige Mediatoren, wodurch sie als Regulatoren der
Immunabwehr und der Entzindungsreaktion fungieren. Die Cyclooxygenase-2 (Cox-2)
ist ein durch Wachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren induzierbares Enzym,
welches an der Prostaglandin-Biosynthese beteiligt ist. Die Prostaglandine haben
ihrerseits pro-inflammatorische und schmerzauslésende Funktionen. Das humane -
Defensin-1 wirkt bakterizid gegen gramnegative Bakterien (Dale et al., 2001; Dunsche et
al., 2001; Ganz et al., 1997; Harder et al., 1997; Krisanaprakornkit et al., 1998; Mathews
et al., 1999; Sahasrabudhe et al., 2000). Das humane B-Defensin-2 wirkt stark bakterizid
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gegen gramnegative Bakterien und Candida albicans und hat bakteriostatische Wirkung
gegenuber grampositiven Bakterien, wie Staphylococcus aureus (Harder et al., 1997).
Wahrend die Mechanismen des angeborenen Immunsystems flr Epithelien seit
langerem erforscht werden, sind Untersuchungen zum Verstandnis der angeborenen
immunologischen Ablaufe in Odontoblasten Gegenstand jungerer Forschungsarbeit. Es
sollte die Rolle des angeborenen und des erworbenen Immunsystems fur die
Gesunderhaltung des Dentin-Pulpa-Komplexes untersucht werden.

Die menschliche Immunantwort setzt sich aus unterschiedlichen Elementen des
angeborenen und erworbenen Immunsystems zusammen, die sich dabei gegenseitig
regulieren und beeinflussen. Das Immunsystem setzt sich zusammen aus der
angeborenen Immunabwehr (,innate Immunity“), die in allen mehrzelligen Organismen
und Pflanzen zu finden ist und den alteren Teil darstellt und der erworbenen
Immunabwehr (,adaptive Immunity®), die Pathogene bei erneuter Infektion erkennt und
somit ein Selektionsvorteil bietet. Bis heute sind die komplexen Mechanismen der
einzelnen Interaktionen zwischen beiden Systemen zum Teil noch unerforscht.
Gegenstand verstarkter Forschung war bis jetzt lediglich das erworbene Immunsystem,
welches durch seine enorme Spezifitdt beeindruckt. Es wird durch B- und T-
Lymphozyten reprasentiert, die ihre Funktion Uber Antigen-Antikorper-Reaktionen
vermitteln. Der unspezifischen Abwehr gehéren neutrophile Granulozyten und
Monozyten an, welche zur Phagozytose fahig sind und nach Aktivierung Leukotriene,
Thromboxane und Prostaglandine freisetzen konnen. Des Weiteren zahlen zum
angeborenen Immunsystem das Komplementsystem wund die Wirkung der
antimikrobiellen Peptide. Mittels Sekretion von Chemokinen kénnen Monozyten aus
Blutgefalien in das Gewebe Ubertreten und dort zu Makrophagen differenzieren. Diese
Reaktion kann oft schon ausreichen um Infektionen zu verhindern. Ist dies nicht der Fall,
sind diese dann in der Lage, Zytokine und vor allem Interleukine zu produzieren, welche
wiederum stimulierend auf Lymphozyten wirken. Dies stellt eine Verbindung zwischen

dem erworbenen und dem angeborenem Immunsystem dar (Golenhofen, 2004).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Odontoblasten—ahnliche Zellen und
Gingivaepithelzellen auf eine ahnliche Art und Weise auf bakterielle Stimulation

reagieren. Nicht nur die Zytokine IL-8 und IL-6 werden durch S. mutans induziert,
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sondern auch die Expression von hBD-1 und —-2. Mit der Eigenschaft, 3-Defensine
konstitutiv und induzierbar zu synthetisieren, zeigen die Odontoblasten-ahnlichen Zellen
des Pulpagewebes Epithel-ahnliche Eigenschaften, im Sinne von Attributen der
angeborenen Immunabwehr (Dale und Krisanaprakornkit, 2001). Des Weiteren verfugen
beide Zelltypen Uber Toll-Like-Rezeptoren, und sind somit in der Lage, spezifisch auf
grampositive und gramnegative Bakterien zu reagieren.

Die Zahne entwickeln sich im Zuge einer wechselseitigen Induktion zwischen dem
Ektoderm der Mundhohle und dem drunterliegenden speziellem Mesenhym, das aus der
Neuralleiste entstammt und Ektomesenchym genannt wird (Moll, 2002; Welsch, 2003).
Wahrend der Zahnentwicklung senkt sich das orale Epithelein und bildet, umgeben vom
Ektomesenchym, die Zahnknospe. Die Zellen des inneren Schmelzepithels Gbernehmen
spater die Amelogenese, wahrend sich der mesenchymale Teil der Zahnknospe unter
anderem zu Odontoblasten entwickelt. Diese Entwicklung erfolgt Uber induktive
Prozesse, die von den Knospenepithelzellen ausgehen. Erst nach erfolgter Induktion
kénnen die Odontoblasten mit der Dentinogenese beginnen (Schroeder, 1992). Es ist
denkbar, dass im Rahmen dieser induktiven Prozesse den ausgereiften Odontoblasten,
epithel-ahnliche Eigenschaften verliehen wurden. Dabei geht es primar um die

Aktivierung des angeborenen Immunsystems im Zuge der bakteriellen Abwehr.

In einer kurzlich veréffentlichten Studie konnte man immunhistologisch die Anwesenheit
der TLR-2 und -4 auf der Odontoblastenmembran nachweisen. Nach erfolgter
Stimulation mit E. coli-Lipopolysacchariden konnte man eine erhdhte Expression fur IL-8
beobachten. Da LPS ein Ligand fur den TLR-4 darstellt, macht man seine Aktivierung fur
die erhohte Expression verantwortlich (Veerayutthwilai et al., 2007). Diese Arbeit
bestatigt diese Erkenntnis, denn der Stimulierung der Odontoblasten-ahnlichen Zellen
mit E. coli folgt eine erhohte mRNA Expression von [L-8. Die unterschiedliche
Genexpression von hBD-1, hBD-2, IL-8 und IL-6 in Odontoblasten nach Stimulierung mit
S. mutans und E. coli zeigt, dass diese Zellen im Stande sind, auf grampositive und
gramnegative Bakterien in einer unterschiedlichen Art und Weise zu reagieren. Dieses
Reaktionsvermogen spiegelt sich wider in der Regulation pro-inflammatorischer
Zytokine, die entscheidend fur die Ausbildung einer akuten oder chronischen

Entzindung sein konnten. Welche Rolle dabei die Toll-like-Rezeptoren, als Bestandtell
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des angeborenen Immunsystems spielen, soll Gegenstand zuklnftiger Forschungsarbeit
sein. Es sind Zusammenhange beobachtet worden, welche eine vermutlich
uberschielRende, bakteriell verursachte Immunreaktionen mit resultierenden irreversiblen
Pulpitiden und periradikularen entziindlichen Prozessen in Verbindung bringen (Hellwig
et al., 2003). Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten, bezuglich des Einflusses von S.
mutans auf die Genexpression relevanter Entziindungsmediatoren, wie z.B. IL-8 und IL-
6 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen immunreaktives Verhalten demonstrieren. Es ist
eine Annahme, dass Odontoblasten, welche vermutliche als erste Zellen des Dentin-
Pulpa-Komplexes in Interaktion mit Bakterien und bakteriellen Stoffwechselprodukten
treten, eine SchlUsselrolle in der Immunabwehr besitzen, und entsprechende
immunologische Reaktionen dieser Zellen entscheidend fur den weiteren Verlauf des

Entzindungsgeschehens sein kdnnten.

Ergebnisse aus einer kirzlich publizierten Arbeit aus dem Labor der Poliklinik fur
Parodontologie, Zahnerhaltung und praventive Zahnheilkunde des Zentrums flir Zahn-,
Mund und Kieferheilkunde des Universitatsklinikums Bonn zeigten, dass die Expression
von hBD-1 in Odontoblasten—ahnlichen Zellen scheinbar nicht rein konstitutiv, sondern
regulierbar war (Dommisch et al., 2007a). Die Stimulation Odontoblasten-ahnlicher
Zellen mit rekombinant hergestelltem hBD-2 (rhBD-2) flhrte zu einer Erniedrigung der
Expression von hBD-1. Mit zunehmender Konzentration von rhBD-2 kehrte die mRNA-
Expression von hBD-1 auf den Ausgangswert zurlck. Somit zeigte sich eine Korrelation
zwischen hBD-1 und -2 im Sinne einer induktiven Funktion des hBD-2 auf die mRNA
Expression von hBD-1. Die Stimulation Odontoblasten-ahnlicher Zellen mit S. mutans
zeigte eine erhohte mRNA-Expression sowohl fiur hBD-1 als auch fur hBD-2. Die
Stimulation mit E. coli ergab dagegen keine Anderung in der mRNA Expression der

untersuchten Gene.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit stimulierende Effekte auf die
Genexpression humaner p-Defensine und pro-inflammatorischer Mediatoren in
Odontoblasten-ahnlichen Zellen und Gingivaepithelzellen als Antwort auf die Bakterien
S. mutans und E. coli zeigen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die

Expression des humanen B-Defensin-2 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen durch
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bakterielle Stimulation induzierbar ist. Eine erhdhte Genexpression von hBD-2 durch
den Einfluss von S. mutans koénnte im Rahmen einer frihen, angeborenen
Immunantwort Odontoblasten-ahnlicher Zellen eine bedeutende Rolle spielen. Als
Antwort auf die Stimulation mit S. mutans und E. coli zeigten beide Zelltypen ahnliche
Expressionsmuster von Genen pro-inflammatorischer Mediatoren. Unterschiede lielRen
sich fir die Bakterien untereinander darstellen, wobei S. mutans als oralpathogenes
Bakterium insgesamt deutlichere Effekte auf die Expression der untersuchten Gene im
Vergleich zu E. coli bewirkte. Toll-like-Rezeptoren kénnten hier an der Vermittlung
transduktorischer Signale grampositiver (S. mutans) bzw. gramnegativer Bakterien (E.

coli) einen entscheidenden Beitrag leisten.
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5. Zusammenfassung

Die Gewebe der Mundhdhle werden von einer Vielzahl von Mikroorganismen besiedelt.
Wahrend das Zusammenspiel von angeborener und erworbener Immunabwehr in
Gingivaepithelzellen seit langerem untersucht wird, ist es eine neuere Erkenntnis, dass
Odontoblasten neben pro-inflammatorischen Mediatoren auch antimikrobielle Peptide
wie humane B-Defensine synthetisieren. Ziel dieser Arbeit war es, das
Expressionsverhalten von Genen des angeborenen Immunsytems und pro-
inflammatorischer Mediatoren in humanen Odontoblasten-ahnlichen Zellen und
Gingivaepithelzellen nach bakterieller Stimulation zu untersuchen.

Kulturen humaner Odontoblasten-ahnlicher Zellen und Gingivaepithelzellen wurden mit
Streptococcus mutans und Escherichia coli Gber einen Zeitraum von 15, 30, 60, 120 und
240 Minuten stimuliert. AnschlieRend wurde die RNA aus den Zellen extrahiert und die
cDNA-Synthese (oligo-(dT)-Primern) durchgefuhrt. Die quantitative Auswertung der
Genexpression der humanen (-Defensine (hBD-1, -2), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8
(IL-8), Cyclooxygenase-2 (Cox-2), Dentinsialophosphoprotein (DSPP) und B-Aktin (als
Housekeeping-Gen) wurde mit Hilfe der Real-Time PCR vorgenommen.

Die Stimulation mit S. mutans flhrte sowohl in Odontoblasten-ahnlichen Zellen als auch
bei Gingivaepithelzellen zu einer Erhéhung der Genexpression von hBD-1 und hBD-2.
Die Genexpression pro-inflammatorischer Mediatoren (IL-6, IL-8) und von Cox-2 war in
beiden Zelltypen erhdht, wobei in Gingivaepithelzellen deutlichere Effekte nach der S.
mutans Stimulation im Vergleich zu Odontoblasten-ahnlichen Zellen gezeigt werden
konnten. Die Stimulation mit E. coli bewirkte eine Erhdhung der Genexpression von IL-6,
IL-8 und Cox-2 in Odontoblasten-ahnlichen Zellen bzw. von IL-8 und Cox-2 in
Gingivaepithelzellen. Die Genexpression von hBD-1 und —2 wurde durch die Stimulation
mit E. coli nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass Odontoblasten und
Gingivaepithelzellen aktiv an lokalen, angeborenen immunologischen Reaktionen,

spezifisch fur grampositive und gramnegative Bakterien, beteiligt sind.
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