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1. Einleitung

1.1 Einfiihrung

Die Mundhohle liefert ein optimales feucht-warmes Milieu fir die Kolonisation von
potentiell pathogenen grampositiven und gramnegativen Bakterien und Pilzen (Mdller,
2006). Trotz der enormen Vielfalt an Mikroorganismen sind Infektionen und
Erkrankungen der Mundschleimhaut selten, da die epithelialen Oberflachen der
Mundhdhlen effiziente Barrierefunktionen bieten. Die sogenannte physikalische Barriere
wird durch den festen interzellularen Verbund innerhalb des Epithels bereitgestellit.
Neben diesen effektiven physikalischen Eigenschaften zeigt das Mundhdhlenepithel die
Moglichkeit, eine chemische Barriere zu bilden. Antimikrobielle Peptide sind Teil dieser
sogenannten chemischen Barriere konnen direkt gegeniber Mikroorganismen der
Mundhohle wirken. Epithelial synthetisierte antimikrobielle Peptide wie humane beta-
Defensine tragen effektiv zur Aufrechterhaltung einer gesunden oralen Homdostase bei
(Chung et al. 2007).

1.2 Entziindung

Die Entziindung ist die charakteristische Antwort der beteiligten Gewebe auf einen Reiz,
mit dem Ziel diesen zu beseitigen oder zu inaktivieren und die reizbedingte Gewebs-
schadigung zu reparieren (Morgenroth et al.,, 1996). Zunachst verursacht jede
Gewebelasion eine initiale Ischamie. Die lokale Blutleere bewirkt Metabolite, die dann
zur reaktiven Hyperamie (Rubor/Calor) fuhren. Vasodilatatoren wie Prostaglandine und
Leukotriene spielen hierbei die entscheidende Rolle (Klinke und Silbernagl, 1996).

Eingetretene Bakterien verursachen eine Degranulation von Mastzellen. Das frei-
gesetzte Histamin und die bereits vorhandenen Prostaglandine erhdhen die
Permeabilitdt der GefalRwande (Klinke und Silbernagl, 1996). Als Folge kommt es zur
vermehrten Extravasation von Plasmaeiweifl’en ins Gewebe (Tumor). Zusatzlich erfolgt
die Diapedese von Leukozyten, die durch chemotaktische Stoffe zum Ort der Reaktion

gelockt werden. Die 6dematdse Veranderung fuhrt durch die entstehende Gewebes-
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pannung zu Schmerzwahrnehmung (Dolor), deren Sensibilitatsschwelle zusatzlich durch
Bradykinin indirekt herabgesetzt ist (Klinke und Silbernagl, 1996). Daraus resultiert dann
eine eingeschrankte bisweilen aussetzende Funktionalitat des betroffenen Gewebes
(Functio laesa). Alle diese Veranderungen werden als Kardinalsymptome der
Entzindung, Rubor, Calor, Tumor, Dolor und Functio laesa zusammengefasst
(Morgenroth et al., 1996). Diese sind nicht immer direkt erkennbar oder auch nur
teilweise nachweisbar. Das Vorliegen eines Entzindungszeichens kann bei der
Diagnosefindung entziindlicher Veranderungen eine wichtige Rolle spielen. Je nach
Intensitat und Art reagiert der Gesamtorganismus auch mit unspezifischen Zeichen, wie
Fieber, Leukozytenzahlanstieg, C-reaktives-Protein-Anstieg. Die Entzindungsreaktion
wird von den proinflammatorischen Mediatoren Histamin, Prostaglandinen und

Leukotrienen initiiert und aufrechterhalten.
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Gewebe Blut

Lasion
\ P[’OStaglandlne

Leukotriene —_— Gefalpermeabilitat
erhoht

Baktenenmvasmn
. — H|stam|n l
$——1 Exsudation

Degranulation

Y \
Aktivierung: v
—» Chemotaxis
Komplement T «——}  Leukozyten
Antikorper / Diapedese

Defensine

Phagozytose

Abbildung 1: Schematischer Ablauf der Entziindungsreaktion (abgeandert nach Whaley,
1996)

Ein weiteres wichtiges Element ist die Antwort des Immunsystems. Die Immunzellen
garantieren sowohl die Ausschaltung der Mikroorganismen als auch die Entfernung und
Beseitigung korperfremden Gewebes (Abdolvahab-Emminger, 2002). Grundsatzlich wird
eine angeborene und adaptive Immunabwehr unterschieden (Klinke und Silbernagl,
1996).

Die angeborene Immunabwehr umfasst sowohl die zellulare Abwehr durch Phagozytose
als auch die humorale Abwehr Uber das Komplementsystem, Zytokine, Akut-Phase-
Proteine und die Synthese antimikrobieller Peptide (Defensine) (Abdolvahab-Emminger,
2002; Ganz, 2003).

Die adaptive Immunabwehr zeichnet sich durch Anpassungsfahigkeit gegentber neuen

oder veranderten Krankheitserregern aus. Im Rahmen dieser Anpassung sind die Zellen



14

der adaptiven Immunabwehr in der Lage, spezifische Antigene der Mikroorganismen zu
erkennen und gezielt zellulare Abwehrmechanismen zu initieren sowie molekulare
Antikoérper zu synthetisieren (Horn et al., 2003). Die verschiedenen Bestandteile des
Immunsystems bedingen sich gegenseitig. Erst durch ein gut koordiniertes
Zusammenspiel der angeborenen und adaptiven Immunabwehr wird die komplexe

Immunreaktion des Organismus” ermoglicht (Borghans et al., 1999).

1.3 Eicosanoide

Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene werden unter dem Begriff der
Eicosanoide zusammengefasst (Loffler und Petrides, 1998). Nach Sekretion entwickeln
diese parakrine oder autokrine Signalwirkung und zeigen Uberwiegend lokalen Effekt.

Eicosanoide kdnnen von jeder Zelle produziert werden (Kreutzig, 1994).

1.3.1 Biosynthese

Eicosanoide sind Derivate mehrfach gesattigter w-Fettsauren, deren Gerlst aus 20 C-
Atomen aufgebaut ist [gr.: €ikool (eikosi) = zwanzig]. Als Vorstufe ist vor allem die

Arachidonsaure zu nennen (Horn et al., 2003).

Da sich die Arachidonsaure als Bestandteil von Phospholipiden innerhalb der
Plasmamembran befindet, beginnt die Eicosanoid-Biosynthese an der Zellmembran.
Das Enzym Phospholipase-A; (PLA;) setzt die Arachidonsaure aus der Membran frei.
Die Fettsaure ist nun Substrat zweier Enzyme, der Cyclooxygenase (COX) und der
Lipoxygenase (LO) (Horn et al., 2003).

Die COX kommt in mindestens zwei Isoformen vor. Die konstitutiv exprimierte COX-1
lasst sich vornehmlich im gesunden Organismus nachweisen. Dagegen wird die
induzierbare COX-2 besonders in geschadigten oder entzindeten Geweben
synthetisiert (Horn et al., 2003). Zytokine wie IL-1 oder TNF-a steigern die Syntheserate
der COX-2. Beide Oxygenasen wandeln das Sauresubstrat zu Prostaglandin-G, um.

Dieses stellt die Ausgangssubstanz flir alle weiteren Prostaglandine dar. Ein weiterer
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Weg bietet die LO, wobei Leukotrien-A4 produziert wird, welches die Vorstufe fur alle

weiteren Leukotriene reprasentiert (Horn et al., 2003).

Arachidonsiure

Abbildung 2: Arachidonsaure und entsprechende Derivate

1.3.2 Signaltransduktion

Prostaglandine besetzen spezifische Rezeptoren. Diese sind membrangebunden und
verfigen Uber ein intrazellular lokalisiertes G-Protein. Somit wird das Signal nach dem
second messenger-Prinzip Ubertragen und verstarkt (Horn et al., 2003). Es kommt zum
intrazellularen Anstieg von cAMP bzw. IP3;, das die Proteinkinase-A bzw. -C aktiviert.
Diese Kinasen aktivieren bzw. inhibieren dann Zielenzyme, die Transkriptionsfaktoren
aktivieren oder inhibieren kdnnen.

Die Signaltransduktion der Leukotriene lauft nach demselben Prinzip ab. Als second-
messenger fungiert IP3;, welches die intrazellulare Calciumkonzentration moduliert. Des

Weiteren wird die Phospholipase-C (PLC) aktiviert Die daraus resultierenden
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Folgewirkungen fur die entsprechende Zelle sind noch nicht abschliel3end geklart (Horn
et al., 2003).

1.3.3 Biologische Aktivitat

Eicosanoide besitzen als Mediatoren vielfaltige lokale Wirkungen. Thromboxane
bewirken nach Degranulation aus thrombozytaren Vesikeln die Thrombozyten-
aggregation. Diese ist von initialer Bedeutung flr die primare Hamostase. LTB,4 induziert
eine Chemotaxis von Leukozyten, wahrend LTD4 eine Bronchokonstriktion bewirkt. Es
wirkt 1000fach starker als Histamin und spielt daher bei der Entstehung des Asthma
bronchiale eine Rolle (Horn et al., 2003).

Prostaglandine besitzen starken Einfluss auf die Entzindungsreaktion. Diese werden
hauptsachlich in Mastzellen gespeichert. Im Falle der Degranulation wirken Prosta-
glandine rasch gefalierweiternd und erhéhen die Permeabilitdt des Endothels. Die somit
entstandene sog. reaktive Hyperamie stellt den initialen Abschnitt der Entzindungs-
reaktion dar. Durch die Produktionssteigerung von Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)
oder COX-2 halten Prostaglandine das inflammatorische Geschehen aufrecht (Horn et
al., 2003). Bei massiver Infektion wird im Hypothalamus die Produktion von
Prostaglandinen stimuliert. PGE, erhdéht den Sollwert der Kérpertemperatur, sodass
Fieber entsteht (Klinke und Silbernagl, 1996). Die Erwarmung des Gesamtorganismus’

ist Teil der unspezifischen Entzindungsreaktion.

1.4 Steroidhormone

Steroidhormone sind Steroide, die als Hormone wirken. Die Steroidhormone der
Saugetiere kdnnen in drei Gruppen eingeteilt werden: Glucocorticoide, Mineralcorticoide
und Steroidhormone (Androgene, Ostrogene und Gestagene) (Linnemann und Kihl,
1995).

Das Glucocorticoid Cortisol reprasentiert das potenteste korpereigene entzindungs-

modulierende Hormon und nimmt in den weiteren Ausflihrungen die zentrale Rolle ein.
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Durch den lipophilen Charakter kann Cortisol direkt in die Zelle gelangen und bendtigt

keinen second messenger zur Signalubertragung (Linnemann und Kuhl, 1995).

1.4.1 Biosynthese

Cortisol ist ein Abkdmmling des Cholesterols, das vornehmlich in der Leber gebildet wird

(Horn et al., 2003). Somit basiert es auf dem Sterangerist und wird daher als Steroid-

Derivat bezeichnet (Linnemann und Kuhl, 1995). Dieses Grundgerust besteht aus einem

Ringsystem, das aus drei Cyclohexanen und einem Cyclopentan aufgebaut ist.

OH OH

Cortisol

Cholesterol

Abbildung 3: Cholesterol und entsprechende Derivate



18

Modifikationen am Cholesterol sind vor allem an der Seitenkette (C-17) und durch
Oxidation moglich. Die Abspaltung der Seitenkette fuhrt zur letzten gemeinsamen
Vorstufe aller Steroidhormone, dem Pregnenolon (Kreutzig, 1994).

Danach Ubernehmen Hydroxylasen oder Dehydrogenasen die endgultige Modifikation.
Die Zellen, in denen die Cortisol-Biosynthese stattfindet, besitzen in der Regel alle
Enzyme, die zur Synthese bendtigt werden (Horn et al., 2003). Bildungsort ist die
Nebennierenrinde. Analog werden die Sexualhormone Uberwiegend in den Ovarien bzw.
Hoden produziert.

Die Ausschuttung des Cortisols wird Uber Regulationshormone des Hypothalamus
kontrolliert. Der Transport zur Zielzelle erfolgt durch das Blut. Durch den lipophilen
Charakter sind spezielle Transportproteine nétig. Das Protein Transcortin besitzt eine
hohe Affinitdt zu Cortisol und transportiert dieses Uber den Blutweg im Organismus
(Linnemann und Kuhl, 1995). Auch Albumin kann bei starker Produktion als Vehikel
dienen (Horn et al., 2003).

1.4.2 Signaltransduktion

Der liphophile Charakter des Cortisolmolekil ermdglicht ein Durchdringen der
Zellmembran (Horn et al., 2003). Es existieren somit keine membranstandigen
Rezeptoren. Stattdessen befindet sich im Zytoplasma ein I6slicher Hormonrezeptor.
Dieser liegt als Komplex mit dem Hitze-Schock-Protein-90 (HSP90) vor. Durch die
Bindung des Hormons erfolgt eine Konformationsanderung, durch die das HSP90 aus
dem Komplex entlassen wird. Eine dadurch freigewordene nukleare Lokalisierungs-
sequenz (NLS) erméglicht den Eintritt in den Zellkern (Horn et al., 2003). Dort bindet der
Komplex an regulatorische Gensequenzen und hemmt oder steigert die Transkription
von Zielgenen. Damit wird die Enzymaustattung einer Zelle entsprechend den

Anforderungen langfristig verandert (Horn et al., 2003).
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1.4.3 Biologische Aktivitat

Der Effekt von Cortisol ist komplex. Wirkbereiche sind der Stoffwechsel, das
Immunsystem, der Kreislauf und der Elektrolythaushalt. Von besonderer Kklinischer
Bedeutung ist der immunologische Effekt. Es wirkt immunsuppressiv und
antiinflammatorisch und wird in diesem Sinne therapeutisch verabreicht. Die zentrale
Rolle spielt der nukleare-Faktor-kB (NF-kB) (Horn et al., 2003). In Lymphozyten liegt er
in inaktiver Form vor. Das Inhibitorprotein- kB (I-kB) ist daflir verantwortlich. Folgt nun
ein Entzindungsreiz, vermittelt durch Zytokine (z.B. IL-2), I6st sich I-kB und NF-kB tritt in
den Nukleus ein. Dort wird die Expression proinflammatorischer Gene gestartet. Die
Produktion von IL-1, IL-6 und TNF-a wird induziert. Daraufhin wird die Proliferation und
Differenzierung von Immunzellen erhéht und die Antikdrpersynthese gesteigert (Horn et
al., 2003). Aber Cortisol inhibiert NF-kB und steigert zusatzlich die Expression von I-kB.
Eine Unterdrickung des gesamten lymphatischen Systems ist die Folge (Horn et al.,
2003). Durch die Induktion des Proteins Lipocortin reguliert das Glucocorticoid
phlogistische Effekte herunter. Lipocortin hemmt die PLA;, die essentiell fir die
Eicosanoid-Synthese ist. Die erwahnte Hemmung von NF-kB unterstutzt diesen Effekt,
da der nun fehlende Kernfaktor die Genexpression von COX-2 und LO nicht mehr
fordern kann. Weitere mdgliche Auswirkungen des Cortisols sind kaum verstanden und

Ziel weiterer Forschungen (Horn et al., 2003).

1.5 Untersuchte Mediatoren der Immunantwort

1.5.1 Defensine

Die Gruppe der Defensine sind niedermolekulare Peptide, die der Abwehr von
Mikroorganismen dienen. Die antimikrobielle Aktivitat basiert auf der Eigenschaft,
Aggregate innerhalb der Bakterienmembran zu bilden, wobei Poren- bzw.
spannungsabhangige Kanale ausgebildet werden koénnen. Diese membran-
perforierende Wirkung fuhrt zum osmotischen Zelltod des Bakteriums (Ganz, 2003; Hill

et al., 1991; Schréder und Harder, 1999c). Ein anderer Wirkungsmechanismus besteht
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darin, dass Defensine an die Bakterienmenbran binden und eine teppich-ahnliche
Formation (,carpet-model®) ausbilden. Proinflammatorische Zytokine oder die An-
wesenheit von Mikroorganismen steigern die Synthese der Defensine. Folglich spielen
Defensine wahrend der Anfangsphase der Immunreaktion eine wichtige Rolle.

Zur Familie der Defensine gehoren die beiden Subfamilien der alpha- und beta-
Defensine, welche sich durch die entsprechenden intramolekularen Verknupfungen (Di-
sulfidbriicken) unterscheiden (Ganz und Weiss, 1997). a-Defensine werden vor allem in
neutrophilen Granulozyten synthetisiert (Ganz, 2003). Die humanen-beta-Defensine
gehoren dem angeborenen Immunsystem an (Ganz, 2003). Diese werden in den
Epithelien der Haut bzw. Schleimhaut, der Trachea und des Intestinums, sowie in den
Tonsillen, der Zunge, den Speicheldrisen, in Keratinozyten oraler Gewebe (Dale und
Krisanaprakornkit, 2001) und in Pulpazellen exprimiert (Dommisch et al., 2005). Derzeit
sind vier humane beta-Defensine isoliert worden hBD-1, -2 sowie die spater entdeckten
hBD-3 und -4 (Harder et al., 2001 und 1997; Krisanaprakornkit et al., 2000; Lehrer und
Ganz, 1999; Nicolas und Mor, 1995; Schroder, 1999b).

Das humane beta-Defensin-1 (hBD-1) wurde erstmals aus dem Plasma von Patienten
mit fortgeschrittenen, entzindlichen Nierenerkrankungen isoliert (Bensch et al., 1995).
Weitere Syntheseorte sind die Epithelien der Haut (Schroder, 1999b), der
Mundschleimhaut (Dunsche et al., 2002), des Gastrointestinaltraktes (Islam et al., 2001),
des Respirationstraktes (Harder et al., 1997) und die Odontoblasten der Pulpa
(Dommisch et al., 2005). HBD-1 wird hauptsachlich konstitutiv exprimiert und besitzt
antimikrobielle Eigenschaften gegenuber grampositiven und gramnegativen Bakterien
und Pilzen (Candida albicans) (Krisanaprakornkit et al., 1998; Mathews et al., 1999;
Sahasrabudhe et al., 2000).

Das humane beta-Defensin-2 (hBD-2) wurde erstmalig in der Epidermis von Psoriasis-
Patienten entdeckt (Schroder und Harder, 1999c). HBD-2 wird ebenfalls von den
Epithelzellen von Haut, Mundschleimhaut, Gastrointestinaltrakt und Respirationstrakt auf
bakteriellen Stimulus hin exprimiert. Auch die Odontoblastenzellen zeigen Expression
von hBD-2 (Dommisch et al., 2005). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass das
Bakterium  Porphyromonas gingivalis Uber den Proteinase-Rezeptor-2 die

Genexpression von hBD-2 in gingivalen Epithelzellen steigert (Dommisch et al., 2007).
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Es wirkt bakterizid auf gramnegative und bakteriostatisch auf grampositive Bakterien
(Harder et al., 1997, Schroder, 1999a).

Defensine besitzen im Zuge des angeborenen Immunsystems zytokin-ahnliche und
chemotaktische Funktionen (Lehrer, 2004; Yang et al., 2002). In Studien konnte eine
Stimulierung der Zytokinsynthese (IL-6, IL-10, IL-18) seitens der Epithelzellen gezeigt
werden (Niyonsaba et al., 2007). Zusatzlich konnten positive Einflusse auf Migration und
Proliferation der Epithelzellen gezeigt werden. Eine unterstitzende Funktion wahrend

der Wundheilungsphase der Epithelien wird angenommen (Niyonsaba et al., 2007).

1.5.2 Zytokine

Zytokine (Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktoren) sind Proteine, die Wachstum
und Differenzierung von Zellen regulieren und an vielen immunologischen Prozessen
beteiligt sind. Diese wirken immunmodulierend (pro- oder anti-inflammatorisch) und
dienen der Kommunikation der Abwehrzellen untereinander (Ibelgaufts, 2002).

Das Interleukin-8 (IL-8) ist ein Chemokin und kann ahnlich wie IL-6 durch Viren,
bakterielle Lipopolysaccharide, IL-1 und TNF-a induziert werden, aber auch durch
Concanavalin A, doppelstrangige RNA, IL-1beta, -7 und -17. Das IL-8 ist, im Gegensatz
zu allen anderen Zytokinen, in der Lage, neutrophile Granulozyten zu aktivieren und
erhoht die Chemotaxis fur alle bekannten beweglichen Immunzellen. Auf3erdem besitzt
IL-8 neben der proinflammatorischen Wirkung unter anderem auch eine anti-
inflammatorische Komponente, indem es die Adhasion von Leukozyten an aktivierte
Endothelzellen verhindert und somit eine Entzindungsreaktion unterdricken kann
(Ibelgaufts, 2002).

1.6 Untersuchtes Gingivaepithel

Orale Epithelien stellen die Grenzflache zwischen der Umwelt und dem Organismus dar

und stehen in direktem Kontakt mit einer Vielzahl von Mikroorganismen und deren

Stoffwechselprodukten. Die Gingiva ist der epitheliale Bestandteil des Parodontiums und
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besteht aus mehrschichtigem oralem Plattenepithel, das nur wenig Keratinisierung
aufweist (Mduller, 2006). 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 Zonulae adhaerentes, sondern dass
diese vielmehr in der Lage sind, aktiv auf die bakterielle Besiedelung zu reagieren.
Diese Reaktion erfolgt durch das angeborene Immunsystem, welches flir die Abwehr
bakterieller, aber auch viraler Angriffe und Pilzinfektionen zustandig ist (Chung et al.,
2007; Dale, 2002; Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Schrdder, 1999b). Durch den
Epithelansatz (Saumepithel) zum Zahnschmelz bzw. Wurzelzement bewirkt die Gingiva
einen bakteriendichten Verschluss der Korperoberflache (Mduller, 2006). Der
Haftmechanismus des Saumepithels wird durch eine interne Basallamina aus
Glykoproteinen bzw. Kollagen und Hemidesmosomen vermittelt (Maller, 2006). Das
Saumepithel besitzt eine extrem hohe Erneuerungsrate. Sie ist bis zu 100-fach héher als
beim oralen Gingivaepithel (Muller, 2006). So existiert im Sulkus-Bereich stets eine hohe
Konzentration an Antikérpern und Leukozyten zur peripheren Infektionsabwehr (Miiller,
2006). Der Raum zwischen Zahn und Gingiva wird als Sulcus gingivae bezeichnet und
ist in der Regel 2 mm tief. Der Gingivalsaum verlauft girlandenférmig Uber die einzelnen
Zahne und befindet sich 0,5 - 2 mm Uber der Schmelz-Zement-Grenze. Topographisch
wird in freie, befestigte und interdentale Gingiva unterschieden. Der Sulkus-Bereich, vor
allem interdental, stellt eine natirliche Pradilektionsstelle fur die Plaque dar (Hellwig et
al., 2003). Die Plaque besteht vornehmlich aus Nahrungsresten und Bakterien sowie
deren Stoffwechselprodukten (Midller, 2006). Durch fehlende oder unzureichende
Beseitigung der Plaque entwickelt diese innerhalb von 24 Stunden einen pathogenen
Charakter. Dieser Reiz evoziert die Antwort der Gingiva (Muller, 2006). Der
entsprechende Entzindungszustand ist als Gingivitis bekannt und geht vor allem mit

einer erhdhten Blutungsneigung, Schwellung und vermehrter Exsudation einher.
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1.7 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Mediatoren wie Eicosanoide
und Steroidhormone auf entzindliche sowie immunologische Reaktionen in Zellen und
Geweben Einfluss nehmen (Horn et al., 2003; Klinke und Silbernagl, 1996). Die Effekte
von Eicosanoiden und Steroidhormonen auf die frihe Immunantwort von Gingiva-
epithelzellen wurden bislang kaum untersucht.

Daher war es Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von Prostaglandin-B, (PGB,), -D, (PGDy),
Cortisol und Corticosteron auf die frihe Immunantwort in Gingivaepithelzellen dar-

zustellen.

Folgende spezifische Fragestellungen sollten im Rahmen dieser Arbeit untersucht

werden:

1. Beeinflussen Eicosanoide bzw. Steroidhormone die Genexpression humaner

beta-Defensine in gingivalen Epithelzellen?

2. Welche Rolle spielen Eicosanoide und Steroidhormone in der friihen Regulation

der Genexpression des pro-inflammatorischen Mediators Interleukin-87?

3. Zeigen sich Unterschiede zwischen der Regulation der mRNA humaner beta-
Defensine und Interleukin-8 bezogen auf die Wirkdauer der Eicosanoide bzw.

Steroidhormone?

4. Inwieweit kdnnen Unterschiede zwischen der Stimulation mit Eicosanoiden und
Steriodhormone in Bezug auf die mRNA-Expression humaner beta-Defensine

und Interleukin-8 in Gingivaepithelzellen dargestellt werden?

Zusammenfassend war das Ziel dieser Arbeit, die Rolle von Eicosanoiden und Steroid-
hormonen bei der frihen Regulation der Expression immunologisch relevanter Gene in

gingivalen Epithelzellen zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Im Rahmen routinemaRig durchgeflhrter oralchirurgischer MalRnahmen wurden
Biopsien gesunder Gingiva gewonnen (2.3). Mit Hilfe dieser Gewebe wurden primare
Zellkulturen von Gingivaepithelzellen angelegt (2.4). Diese Zellen wurden mit
Eicosanoiden und Steroidhormonen im Rahmen von Mehrfachversuchen stimuliert (2.5).
Dabei wurde Zellen drei unterschiedlicher Donoren (n=3) untersucht. Anschliel3end
erfolgte die quantitative Auswertung der Genexpression von hBD-1, -2 und IL-8 mit Hilfe
der Real-Time-PCR (2.7).

2.2 Material und Reagenzien

Die zur Aufbewahrung und Bearbeitung der gesammelten Proben bendtigten Eppendorf-
Tubes und Pipettenspitzen waren von der Fa. Sarstedt (Numbrecht). Das in den
Versuchsreihen verwendete Aqua dest. war von der Fa. Braun Melsungen AG
(Melsungen). Die Kulturschalen und Zellschaber wurden von der Fa. Labomedic GmbH
(Bonn) bezogen. Das Keratinozyten-Wachstumsmedium (keratinocyte growth medium,
KGM) wurde von der Fa. PromoCell GmbH (Heidelberg), die Antibiotika Penicillin,
Amphotericin und Streptomycin wurden von der Fa. PAA Laboratories GmbH (Cdlbe),
Trypsininhibitor von der Fa. Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Trypsin-EDTA-
Losung von der Fa. Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen) und CO2 von der Fa. Linde
(Hollriegelskreuth) bestellt.

2.3 Probengewinnung oraler Gewebe

In die Untersuchungen wurden ausschliel3lich gesunde Patientinnen und Patienten

eingeschlossen, die sich aufgrund oralchirurgischer Indikationen in der Behandlung der
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Poliklinik fur Chirurgische Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (Direktor: Universitats-Prof.
Dr. G. Wahl) im Universitatsklinikum Bonn befanden.

Die Gewebeproben wurden im Rahmen routinemaRig durchgefiihrter oralchirurgischer
Weisheitszahnextraktionen gewonnen und unmittelbar post operationem fir die
Zellkultur vorbereitet. Alle Patienten wurden darUber aufgeklart, dass mit ihrem
Einverstandnis zur Probenentnahme keine zusatzlichen Materialentnahmen verbunden
waren. Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Bonn geprift und
genehmigt (Antrag Ethikkommission AZ.: 142/05).

2.4 Kulturen primarer Zellen

Die Kultur der Gingivaepithelzellen wurde anhand etablierter Methoden durchgefuhrt
(Dommisch et al., 2008; Krisanaprakornkit et al., 1998). Dazu wurden Gingivabiopsien in
KGM Kkultiviert. Die primaren Zellen wurden mittels RT-PCR bezliglich einer hBD-
Genexpression charakterisiert. Alle Stimulationsexperimente sind mit einer Zelllinie, bei
der sich Transkripte von humanen beta-Defensinen detektieren lieRen, durchgefuhrt
worden. Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 80-90% in KGM (mit
Penicillin, Amphotericin und Streptomycin) bei 37° C und 5% CO, in einem Inkubator der
Fa. Thermo (Dreieich) kultiviert. Das Medium wurde in einem Drei-Tagesrhythmus

gewechselt

2.5 Stimulation von Gingivaepithelzellen mit Eicosanoiden und Steroidhormonen

Die Gruppe der Eicosanoide setzte sich aus Prostaglandin-B; und -D, zusammen. Aus
der Klasse der Steroidhormone wurden Cortisol und Corticosteron verwendet. Alle
verwendeten Stimulanzien wurden zuvor in Ethanol geldst. Die Substanzen stammten
von der Fa. Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen).

Fir die Stimulationsversuche wurden Zellen der 2. Passage in Kulturschalen
(Durchmesser: 35 mm) mit 2 ml Kulturmedium (KGM) bis zu einer Konfluenz von 80-

90% angezogen. Sechzehn Stunden vor Versuchsbeginn wurde ein Wechsel zu
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antibiotikafreiem Medium vorgenommen. Die Stimulation wurde mit 0,3 uM
Prostaglandin-B,, -D, (Ceasar et al., 2003), 3 uM Cortisol, Corticosteron (Chaban und
Micevych, 2005; Chriguer et al., 2005; Li et al., 2001) durchgefihrt.

Die stimulierten gingivalen Epithelzellen wurden tber 30, 120 und 240 Minuten inkubiert.
Diese kurzen Zeitspannen wurden gewahlt, um eine initiale biologisch-relevante Antwort
bzgl. der Expression der immunologischen Gene zu untersuchen. Nach Abschluss der
Stimulation Uber den entsprechenden Zeitraum wurde das Medium mitsamt dem
jeweiligen Stimulantium aus der Zellkulturschale aspiriert. Anschlielend erfolgte die
Zelllysis, RNA-Extraktion und cDNA-Synthese.

2.6 Verfahren zur qualitativen Genexpressionsanalyse

2.6.1 RNA-Extraktion

Fur die qualitative Genexpressionsanalyse von 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 durchgeflhrt. Die
Gewebeproben wurden mit dem entsprechenden Aquivalent Lysis-Puffer RLT (10 pl 2-
Mercaptoethanol; 990 pyl RLT) homogenisiert und mit 1 Volumen 70%igem Ethanol
versetzt. Anschlielend wurden die geldsten Proben auf eine RNeasy-Saule pipettiert
und zentrifugiert (10.000 rpm; 15 Sekunden). Nach einer Zugabe von 700 pyl 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 je 50 yl RNAse-freiem
Aqua dest. eluiert (10.000 rpm; 1 Minute). Das resultierende Volumen von 100 pl
Gesamt-RNA wurde bei -80° C gelagert.

2.6.2 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Erststrangsynthese wurden aus jeder Probe jeweils 8 pl Gesamt-RNA mit 1 pl
dNTP-Mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP) und 1 pl Oligo(dT)-Primer (0,5 ug/ul)
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vermischt und 5 Minuten bei 65° C denaturiert. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur
wurden 2 yl 10fach RT-Puffer, 4 ul MgClz2 (25 mM), 2 ul DTT (Dithiothreitol) (100 mM), 1
pul RNaseOUT (40 U/ul), 1 pl SuperScript™ Il Reverse-Transkriptase (50 U/pl)
hinzugeflhrt und fir 50 Minuten bei 42° C inkubiert. Anschliellend wurde das Gemisch
fur 15 Minuten bei 72° C denaturiert. Darauf folgte der RNase-Verdau durch die Zugabe
von 1 yl RNase H (2 U/ul) fur 20 Minuten bei 37° C. Alle verwendeten Reagenzien

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

2.6.3 Standard-Polymerasekettenreation

Fur die qualitative Amplifizierung der Gene hBD-1, -2 und IL-8 wurden jeweils 1 pl der
entsprechenden cDNA mit 5 yl dNTP (1 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 5 ul 10fach
Puffer, je 1 pl Primer (100 pmol/pl), 1,5 yl MgClz2 (50 mM), 0,2 yl 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-PCR in dem Thermocycler MyCycler™ der Fa Bio-
Rad Laboratories (Munchen) durchgefuhrt. Zu Beginn der PCR wurde eine
Denaturierungsphase von 5 Minuten bei 95° C angesetzt. Innerhalb eines 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 optimaler
Annealingtemperatur (je nach Gen 56-64° C; 30 Sekunden). Im Anschluss erfolgte die
Elongationsphase (72° C, 60 Sekunden). Insgesamt umfasste die PCR 40 dieser
Zyklen.

Die optimale Annealingtemperatur fir das jeweilige Gen wurde mit Hilfe eines
Temperaturgradienten ermittelt und kontinuierlich mittels der PCR-Negativkontrolle
Uberpruft. Nur bei optimaler 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, als PCR-Negativkontrolle diente Aqua dest..
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Tabelle 1: Darstellung der PCR-Primersequenzen fir beta-Aktin, die humanen beta-
Defensine-1 und -2 (hBD-1, -2) sowie das Interleukin-8 (IL-8) mit der Anzahl der
Basenpaare fur die jeweiligen PCR-Produkte und den primerspezifischen
Annealing-temperaturen. (»: Vorwarts-Primer; <. Ruckwarts-Primer; bp:

Basenpaare; ° C: Temperaturoptimum)

Gen PCR-Primersequenzen bp °C

beta-Aktin | » 5-CATGGATGATGATATCGCCGCG-3’ 370 69

4 5-ACATGATCTGGGTCATCTTCTGC-3’

hBD-1 » 5-CATGAGAACTTCCTACCTTCTGC-3’ 216 69

<4 5-TCACTTGCAGCACTTGGCCTT-3’

hBD-2 » 5-CATGAGGGTCTTGTATCTCCTCT-3" 213 68

4 5-CCTCCTCATGGCTTTTTGCAGC-3’

IL-8 » 5-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG-3" 297 68

4 5-TGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC-3’

2.6.4 Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte nach Sambrook et al. (1989). 15 yl 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 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml)] aufge-
tragen. Die Auftrennung der PCR-Produkte lief Uber eine Zeit von 30 Minuten bei einer
Spannung von 100 Volt in 500 ml 0,5 x TBE-Puffer. Die beta-Aktin-Bande wurde durch
das zugesetzte Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einer
Videokamera in einem Computer dokumentiert [Gel-Doc-System von der Fa. Bio-Rad
(Minchen)].

Die qualitative Untersuchung des beta-Aktins fungierte als interner Standard fur alle

Poly-
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merasekettenreaktionen innerhalb der Versuchsreihe. beta-Aktin ist als Bestandteil des
Zytoskeletts ein haufiges Protein in Eukaryonten und besitzt eine konstitutive, nicht-
alternierende Expression. Die Untersuchung der Genexpression von beta-Aktin bietet
die Moglichkeit den Erfolg der PCR unmittelbar zu Gberprifen. Sollte dieser Standard
nicht detektiert werden kdnnen, muss davon ausgegangen werden, dass ein voran-
gegangener Versuchsanteil (nRNA-Extraktion, cDNA-Synthese) nicht optimal verlaufen
sind. Im Weiteren konnte durch Bezugnahme aller ermittelten Werte zu beta-Aktin ein

Vergleich zwischen den einzelnen Genen, also eine Relativierung ermdglicht werden.

2.7 Real-Time-PCR zur quantitativen Genexpressionsdarstellung

Fur die quantitative Amplifizierung der Gene hBD-1, -2 und IL-8 wurden Real-Time-
PCR-Analysen mit dem iCycler® der Fa. Bio-Rad (Miinchen) durchgefiihrt. Die Detektion
der PCR-Produkte erfolgte mit dem im Reagenzmix enthaltenen, interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen |1°. Dieser Farbstoff bindet in der doppelstrangigen
DNA und fluoresziert bei einer Wellenlange von 490 nm. Auf diese Weise konnte eine
kontinuierliche Fluoreszenzmessung des PCR-Produktes, Zyklus fur Zyklus,
aufgezeichnet werden. Nach einer Denaturierung der DNA liegt diese einzelstrangig vor,
wodurch eine Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs nicht moglich ist. Wahrend der
Annealing-Phase hybridisieren die Primer an ihrer Zielsequenz der DNA-Matrize und
generieren in der Elongationsphase einen 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 iCycIer® Kamera durchgefihrt.
Dieser Ablauf wiederholt sich in jedem Zyklus, so dass auf einem angeschlossenen
Computermonitor das gemessene Fluoreszenzsignal zu einem beliebigen Zeitpunkt
abgelesen werden kann. Schliellich wird die Polymerasekettenreaktion als
exponentielle Funktion graphisch dargestellt. Die iCycIer®—Software errechnet eine so
genannte Schwellenlinie (Baseline), welche den Ubergang des Graphen in die
exponentielle Phase der Polymerasekettenreaktion markiert. Dieser Ubergang

beschreibt das Erreichen einer PCR-Produktkonzentration, die hoher ist als die
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Hintergrundfluoreszenz im Reagenzgefall (Gibson et al.,, 1996). Wird die ex-
ponentielle Phase erreicht, ergibt dieses den so genannten Schwellenwert [,threshold
cycle* (Ct-Wert)]. Dieser C+-Wert wird anhand der Zyklenzahl festgelegt. Je spater, d.h.
mit zunehmender Zyklenzahl, die Probe diese Schwelle erreichte, desto geringer 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 ul Primer (je 100
pmol/ul), 12,5 pl iIQ™SYBR® Green Supermix [MgClz (6 mM)], dNTP (0,4 mM dATP,
dGTP, dTTP, dCTP), Taqg DNA Pol (50 U/ml), SYBR Green (20 nM), pH 8,4) und 11,375
bl Aqua dest. (RNase-frei) gegeben. Die Reagenzien wurden 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.

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 optimaler Annealingtemperatur (je nach Gen 56-64°
C; 30 Sekunden). Im Anschluss erfolgte die Elongationsphase (72° C, 30 Sekunden).
Insgesamt 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 Verdunnungsreihe der PCR-Positivkontrolle zusammen. Bei der
PCR-Negativkontrolle wurde anstatt cDNA Aqua dest. 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 mit einander vergleichen zu kdénnen, mussten die
Primereffizienzen bestimmt werden. Diese wurden mit Hilfe von Verdlinnungsreihen der
klonierten cDNA (Standard) Uber eine Standardkurve ermittelt. Diese Standardkurve
entspricht einer Linearregression, umgekehrt zur logarithmischen Funktion der
Fluoreszenzaufzeichnung aus der PCR. Die Steigung dieser Standardkurve fuhrte

schlieBlich zu einem Wert fur die Primereffizienz (3.1).
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2.8 Auswertung der Real-Time-PCR

Alle untersuchten Proben wurden anhand der unstimulierten Kontrolle und der
Expression des Housekeeping-Gens beta-Aktin ausgewertet. Die beta-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 beta-Aktin-Primern zur Normalisierung der Ergebnisse vor-
genommen (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
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-Gens 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 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)

Quotient = (EZieIgen) EReferenz)

(Pfaffl, 2001)

Die statistische Analyse wurde mit der Statistik- und Analysesoftware SPSS 17.0 (SPSS
Software GmbH, Minchen) durchgeflihrt. Ausgewertet wurden die ermittelten x-fachen
Expressionsanderungen flr die Gene hBD-1, -2 und IL-8 nach 30, 120 und 240 Minuten.

Es wurde eine deskriptive Statistik erstellt, bei der Mittelwert, Minimum, Maximum und
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Standardabweichung ermittelt wurden. Die grafische Darstellung erfolgte Uber
Balkendiagramme, aus denen man Mittelwert (Balken) und Standardabweichung
(Fehlerbalken) ablesen kann.

Anschlielend wurde der T-Test flr unabhangige Stichproben durchgefiihrt, um
statistisch signifikante Unterschiede zu ermitteln. Die Signifikanzschwelle wurde bei 5%
(p = 0.05) festgelegt.
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3. Ergebnisse

Gingivabiopsien von 3 unterschiedlichen Donoren (n=3) wurden im Rahmen
zahnarztlich-oralchirurgischer Behandlungen gewonnen. Aus diesen wurden primare
Zellkulturen von Gingivaepithelzellen herangeziichtet. Die Kulturen wurden jeweils mit
Eicosanoiden (Prostaglandin-B,, Prostaglandin-D;) bzw. Steroidhormonen (Cortisol,
Corticosteron) fur 30, 120 und 240 Minuten stimuliert. AnschlieBend erfolgte die
quantitative Genexpressionsanalyse flur beta-Aktin, hBD-1, -2 und IL-8 mit Hilfe der
Real-Time-PCR.

3.1 Optimierung der Real-Time-PCR

Die Bedingungen der Real-Time-PCR wurden optimiert, indem flir 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. 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 2: Darstellung der Primereffizienzen fir das beta-Aktin, die humanen beta-
Defensine-1 und -2 (hBD-1, -2) sowie das Interleukin-8 (IL-8) nach individueller

experimenteller Ermittlung der Standardkurven und Berechnung nach Pfaffl

(2001).
Gen Effizienz
beta-Aktin 1,83
hBD-1 2,07
hBD-2 2,05
IL-8 2,01
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3.2 Quantitative Genexpressionsanalyse der stimulierten Gingivaepithelzellen

3.2.1 Expression von hBD-1 nach Stimulation mit Prostaglandin-B,, -D,, Cortisol

und Corticosteron

Die Expression von hBD-1 konnte in stimulierten Gingivaepithelzellen (Prostaglandin-B,,
-D,, Cortisol und Corticosteron) sowie in der unstimulierten Kontrolle bzw. Ethanol-
Kontrolle dargestellt werden.

Prostaglandin-B, sowie Prostaglandin-D, hatten keinen signifikanten Effekt auf die
MRNA-Expression von hBD-1 (Abb. 5 und 6). Nach Cortisol-Stimulation zeigte sich fur
den Zeitraum zwischen 30 und 120 Minuten eine signifikante Erniedrigung der
Genexpression (Abb. 7). Dagegen lieferte Corticosteron (Abb. 8) innerhalb des

gesamten Zeitverlaufes eine eindeutig signifikante Erhdhung der hBD-1 mRNA-

Expression.
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Abbildung 4: Genexpression des humanen beta-Defensin-1 (hBD-1) der unstimulierten

Kontrolle bzw. Ethanol-Kontrolle in Gingivaepithelzellen. Innerhalb der
durchgeflhrten Kontrollen zeigten sich keine Unterschiede in der hBD-1

mRNA-Expression Uber die Zeit.
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hBD-1
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Prostaglandin B2-Stimulation in Minuten

Genexpression des humanen beta-Defensin-1 (hBD-1) in Gingiva-
epithelzellen nach Stimulation mit Prostaglandin-B,. Die hBD-1 mRNA-
Expression blieb gegenuber der unstimulierten Kontrolle und Uber die Zeit
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Genexpression des humanen beta-Defensin-1 (hBD-1) in Gingiva-
epithelzellen nach Stimulation mit Prostaglandin-D,. Die hBD-1 mRNA-
Expression blieb gegenlber der unstimulierten Kontrolle und Uber die Zeit

unverandert.
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Genexpression des humanen beta-Defensin-1 (hBD-1) in Gingivaepithel-
zellen nach Stimulation mit Cortisol. Nach 120 min zeigte sich eine

signifikante Erniedrigung der mRNA-Expression (p = 0,041).
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Genexpression des humanen beta-Defensin-1 (hBD-1) in Gingiva-
epithelzellen nach Stimulation mit Corticosteron. Nach 240 min zeigte sich
eine signifikante Erhéhung der mRNA-Expression (p = 0,043). Zusatzlich
stellte sich eine signifikante Erhdhung (p = 0,017) gegeniber der

unstimulierten Kontrolle (s. Abb. 4) dar.
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3.2.2 Expression von hBD-2 nach Stimulation mit Prostaglandin-B,, -D,, Cortisol

und Corticosteron

Die Expression von hBD-2 konnte in stimulierten Gingivaepithelzellen (Prostaglandin-B,
-D,, Cortisol und Corticosteron) sowie in der unstimulierten Kontrolle bzw. Ethanol-
Kontrolle dargestellt werden.

Bei der Ethanol-Kontrolle zeigte sich zwischen 120 und 240 Minuten eine signifikante
Erniedrigung der hBD-2 mRNA-Expression (Abb. 9). Prostaglandin-B, sowie
Prostaglandin-D, hatten keinen signifikanten Effekt auf die mRNA-Expression von hBD-
2 (Abb. 11 und 10). Cortisol lieferte nach 30 Minuten eine deutliche Steigerung und
danach einen kontinuierlichen Abfall der Expression von hBD-2 (Abb. 12). Corticosteron
wies zu allen Zeitpunkten eine Erniedrigung gegenuber den unstimulierten Kontrollen
auf (Abb. 13).
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Abbildung 9: Genexpression des humanen beta-Defensin-2 (hBD-2) in Gingiva-

epithelzellen der unstimulierten Kontrolle bzw. Ethanol-Kontrolle. Innerhalb
der durchgefuihrten Ethanol-Kontrolle zeigte sich zwischen 120 und 240
min ein Abfall der mMRNA-Expression (p = 0,045).
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Abbildung 10: Genexpression des humanen beta-Defensin-2 (hBD-2) in Gingiva-
epithelzellen nach Stimulation mit Prostaglandin-B,. Innerhalb der 240 min
zeigten sich keine signifikanten Anderungen.
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Abbildung 11: Genexpression des humanen beta-Defensin-2 (hBD-2) in Gingiva-

epithelzellen nach Stimulation mit Prostaglandin-D,. Innerhalb der 240 min

zeigten sich keine signifikanten Anderungen.



fache mRNA Expression

Abbildung 12:

60
50
40
30
20

10

39

hBD-2
. < p=0,023 -
T p=0031 "
30 120 240
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Genexpression des humanen beta-Defensin-2 (hBD-2) in Gingiva-
epithelzellen nach Stimulation mit Cortisol. Bei 30 min (*) zeigte sich eine
signifikante Steigerung der hBD-2 mRNA-Expression (p = 0,04) gegenlber
der unstimulierten Kontrolle (s. Abb. 9). Innerhalb des Zeitverlaufs von 30
bis 240 min folgte ein signifikanter Abfall (p = 0,023 bzw. p = 0,031) der
mRNA-Expression.
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Genexpression des humanen beta-Defensin-2 (hBD-2) in Gingiva-
epithelzellen nach Stimulation mit Corticosteron. Zu allen Zeitpunkten
erfuhr hBD-2 eine signifikante Erniedrigung der mRNA-Expression (p =
0,02 (*) bzw. p = 0,035 (**) bzw. p = 0,017 (***)) gegenilber den jeweiligen
unstimulierten Kontrollen (s. Abb. 9). Eine erhdhte mRNA-Expression von
hBD-2 zeigte sich nach 120 min im Vergleich zur Expression nach 30 min
(p = 0,028) bzw. 240 min Stimulation (p = 0,018).
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3.2.3 Expression von IL-8 nach Stimulation mit Prostaglandin-B,, -D,, Cortisol und

Corticosteron

Die Genexpression von IL-8 konnte in stimulierten Gingivaepithelzellen (Prostaglandin-
B2, -D», Cortisol und Corticosteron) sowie in der unstimulierten Kontrolle bzw. Ethanol-
Kontrolle dargestellt werden.

Bei der Ethanol-Kontrolle zeigte sich zwischen 120 und 240 Minuten eine signifikante
Erniedrigung der IL-8 mRNA-Expression (Abb. 14). Prostaglandin-B, lieferte nach 30
Minuten eine deutliche Erhdhung gegenlber der unstimulierten Kontrolle und zeigte
dann einen signifikanten Abfall fir die Expression von IL-8 (Abb. 15). Cortisol steigerte
die mMRNA-Expression fir IL-8 zwischen 120 und 240 Minuten deutlich. Prostaglandin-D,
und Corticosteron wiesen dagegen keine signifikanten Anderungen auf (Abb. 16 und
18).
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Abbildung 14: Genexpression von Interleukin-8 (IL-8) in Gingivaepithelzellen der

unstimulierten Kontrolle bzw. Ethanol-Kontrolle. Innerhalb des Zeitverlaufs
zeigte sich fur die Ethanol-Kontrolle eine signifikante Steigerung der
mRNA-Expression (p = 0,046 bzw. p = 0,025).
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Abbildung 15: Genexpression von Interleukin-8 (IL-8) in Gingivaepithelzellen nach
Stimulation mit Prostaglandin-B,. Nach 30 min (*) wies die mRNA-
Expression eine Steigerung (p = 0,034) gegenlber der unstimulierten
Kontrolle auf (s. Abb. 14). Zwischen 30 und 120 min zeigte sich eine

signifikante Erniedrigung der mRNA-Expression (p = 0,028).
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Abbildung 16: Genexpression von Interleukin-8 (IL-8) in Gingivaepithelzellen nach

Stimulation mit Prostaglandin-D,. Innerhalb der 240 min zeigten sich keine

signifikanten Anderungen der mRNA-Expression.



43

IL-8

3
&
3 p =0,043
@ < »
g 2
&
<
=
o
£ 1
£

0

30 120 240
Cortisol-Stimulation in Minuten
Abbildung 17: Genexpression von Interleukin-8 (IL-8) in Gingivaepithelzellen nach
Stimulation mit Cortisol. Zwischen 120 und 240 min zeigte sich eine
signifikante Steigerung der mRNA-Expression (p = 0,043).
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Abbildung 18: Genexpression von Interleukin-8 (IL-8) in Gingivaepithelzellen nach

Stimulation mit Corticosteron. Innerhalb der 240 min zeigten sich keine

signifikanten Anderungen der mRNA-Expression.
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4. Diskussion

Die oralen Epithelien stellen die Grenzflache zwischen der Umwelt und dem
Organismus dar. Daher stehen diese in direktem Kontakt mit einer Vielzahl von
Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukten. Unter gesunden Bedingungen,
treten dort trotzdem selten Infektionen auf. Es ist eine neuere Erkenntnis, dass orale
Epithelien nicht nur eine physikalische Barriere darstellen, sondern in der Lage sind,
aktiv auf die bakterielle Besiedelung zu reagieren (Eberhard et al., 2009). Diese
Reaktion erfolgt zum Teil durch die aktive Synthese antimikrobieller Peptide als Teil der
angeborenen Immunabwehr, welche gegenuber Bakterien, aber auch Pilze und
membranumgebene Viren wirken kénnen (Dale, 2002; Dale und Krisanaprakornkit,
2001; Schroder, 1999b). Die angeborenen Mechanismen bilden somit die erste Barriere
gegen den Eintritt von Mikroorganismen an Grenzflachen wie Haut und Schleimhauten.
Das menschliche Immunsystem setzt sich aus der angeborenen und der erworbenen,
adaptativen Immunabwehr zusammen, die Pathogene bei erneuter Infektion erkennt und
somit einen Selektionsvorteil bietet. Dabei regulieren und beeinflussen diese sich
gegenseitig. Bis heute sind die komplexen Mechanismen der einzelnen Interaktionen
zwischen beiden Systemen zum Teil noch unerforscht. Gegenstand verstarkter
Forschung war bis jetzt vornehmlich das erworbene Immunsystem, welches durch
enorme Spezifitdt beeindruckt. Dieses wird durch B- und T-Lymphozyten reprasentiert,
die die Funktion Uber Antigen-Antikorper-Reaktionen vermitteln. Diese kdnnen
Mikroorganismen wieder erkennen und diese durch freigesetzte Antikdrper rasch
neutralisieren.

Der zellularen angeborenen Abwehr gehdren neutrophile Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen an. Diese sind zur Phagozytose fahig und konnen nach Aktivierung
Leukotriene, Prostaglandine und Thromboxane freisetzen (Golenhofen, 2004). Zum
humoralen angeborenen Immunsystem zahlen das Komplementsystem und die
antimikrobiellen Peptide, Defensine (Ganz, 2003). Mittels Sekretion von Chemokinen
konnen Monozyten aus BlutgefalRen 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
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wirken. Dadurch erfolgt der Ubergang vom angeborenem zum erworbenen
Immunsystem (Golenhofen, 2004). Ein effizienterer Infektionsschutz ist damit gegeben.

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an Kulturen von Zellen oraler
Gewebe vorgenommen. Hierbei handelte es sich um Gingivaepithelzellen von drei

unterschiedlichen Donoren (n=3).

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Genexpression von hBD-1, -2 und IL-8 in
Gingivaepithelzellen nach der Stimulation mit Eicosanoiden bzw. Steroidhormonen zu
untersuchen. Im Rahmen dieser Stimualtionsexperimente sollten mdgliche immun-
modulierende Effekte der Stimulanzien auf die Geneexpression von hBD-1, -2 und IL-8
in Gingivaepithelzellen dargestellt werden.

Dafir wurden die herangezlichteten Kulturen mit den Eicosanoiden Prostaglandin-B;
und Prostaglandin-D, bzw. mit den Steroidhormonen Cortisol und Corticosteron uber
den Zeitraum von 30, 120 und 240 Minuten stimuliert. Diese kurzen Zeitspannen wurden
gewahlt, um speziell die frihe Antwort bezliglich der Expression der oben genannten
Gene zu untersuchen. Anschliel’end wurde eine quantitative Genexpressionsanalyse flr
hBD-1, -2, und IL-8 mit Hilfe der Real-Time-Polymeraseketten-reaktion (PCR) durch-
geflhrt.

Bei der Real-Time-PCR handelt es sich um ein thermozyklisches Verfahren, womit
bereits kleine Mengen von DNA-Fragmenten 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®) (Bustin, 2002 und 2000). Fir die
quantitative Analyse der Genexpression wurde zunachst das mRNA-Level des
sogenannten Housekeeping-Gens untersucht. Als Housekeeping-Gene werden Gene
bezeichnet, die Zellen zumeist gleichmafig, d.h. konstitutiv in Zellen exprimieren (Dheda
et al., 2004; Thellin et al. 1999). beta-Aktin ist als Bestandteil des Zytoskeletts ein
haufiges Protein in Eukaryonten und besitzt eine konstitutive, nicht-alternierende

Expression. Die Darstellung der mRNA-Expression von beta-Aktin bietet daher die
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Maoglichkeit, zunachst den Erfolg der reversen Transkriptionspolymerasekettenreaktion
zu Uberprufen, und darliber hinaus die ermittelten Ci-Werte der Zielgene zu
normalisieren. Die Genexpression von beta-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-8
sowie des Housekeeping-Gens beta-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).
Die Ergebnisse wurden dokumentiert und anschlie3end fur die statistische Auswertung
herangezogen. Die Auswertung erfolgte mit der Statistik- und Analysesoftware SPSS
17.0 (SPSS Software GmbH, Miinchen).

Die Wirkung von Corticosteroiden auf humane-beta-Defensine in Epithelzellen war in
der Vergangenheit Fokus von molekularbiologischen Untersuchungen. In
Bronchialepithelzellen zeigte die Stimulation mit Dexamethason keine Wirkung auf die
hBD-1 Produktion (Duits et al., 2001). Dieses Steroid wird synthetisch hergestellt und
besitzt gegenuber den natlrlichen Hormonen eine deutliche Steigerung der
glucocorticoiden Wirkung (Thun und Schwartz-Porsche, 1992). Durch die Halogenierung
am C-9-Atom (Fluoratom) kommt es nicht nur zur Erhdéhung der Affinitdt zum
Glucocorticoidrezeptor, sondern auch zur Verlangsamung der Metabolisierung, was eine
dementsprechend langere Wirkdauer zur Folge hat (Hogger, 2003; Thun und Schwartz-
Porsche, 1992). Die Wirkstarke von Cortisol wird bis zu 40-fach Ubertroffen, wobei die
mineralocorticoide Wirkung zu vernachlassigen ist (Ungemach, 2002). ). In Epithelzellen
der Cornea hatte Dexamethason auf die Genexpression von hBD-1 keinen regulativen
Einfluss (Terai et al.,, 2004). In der vorliegenden Studie konnten erstmals
unterschiedliche Reaktionen der gingivalen Epithelzellen nach der Stimulation mit
Steroidhormonen gezeigt werden. Wahrend Prostaglandin-B, und —D» keine Anderung
der Genexpression von hBD-1 zeigten, konnten fir Cortisol und Corticosteron
entgegengesetzte Ergebnisse beobachtet werden. Cortisol reduzierte die Expression
von hBD-1 signifikant, wahrend fur Corticosteron eine deutliche Zunahme ermittelt
werden konnte. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen vermuten, dass

Corticosteroide die Genexpression der antimikrobiellen hBD-1 und hBD-2 auf
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unterschiedliche Weise in Epithelzellen der Gingiva im Vergleich zu Zellen der Cornea

und der Bronchien regulieren.

In Epithelzellen der Cornea konnte der modulierende Effekt von Dexamethason auf
hBD-2 nachgewiesen werden (Terai et al., 2004). In Epithelzellen der Cornea erhdhte
Dexamethason die Expression fur hBD-2, wahrend die fir hBD-1 unverandert blieb.
Dieses Ergebnis lasst vermuten, das im Zustand der glucocorticoiden
Immunsuppression dennoch ein Infektionsschutz durch gesteigerte hBD-2 Produktion
gegeben ist (Terai et al., 2004). In einer vorangegangenen Studie zeigte sich, dass in
Epithelzellen bronchialer Herkunft das Glucocorticoid Dexamethason weder einen
stimulierenden noch inhibierenden Effekt auf die Genexpression von hBD-2 hatte (Duits
et al., 2001). Wahrend Prostaglandin-B, und —D, keine Anderung der Genexpression
von hBD-2 zeigten, konnten die Untersuchungen im Rahmen dieser Studie erstmals
Wirkmechanismen zweier unterschiedlicher Corticosteroide auf Gingivaepithelzellen
ermitteln. Cortisol erhdhte zwar kurzfristig (30 min) die Genexpression fir hBD-2 in
Gingivaepithelzellen signifikant. Da aber sowohl die unstimulierte Kontrolle als auch die
Ethanol-Kontrolle einen insgesamt hohen Level an hBD-2 zeigten, ist der stimulative
Effekt von Cortisol zu diesem Zeitpunkt auf die mRNA-Expression von hBD-2
zweifelhaft. Da sich nach 120 Minuten die hBD-2-Expression deutlich erniedrigte, ist
vielmehr von einer hBD-2 Inhibierung nach Cortisol-Stimulation auszugehen. Die hier
gezeigten Daten ab 120 Minuten bestatigen in der Literatur beschriebenen Unter-
suchungen an Zellen anderer Gewebe (Jang et al., 2007; Varoga et al., 2008). Da auch
Corticosteron die Genexpression fir hBD-2 signifikant erniedrigte, kann von einer
glucocorticoiden Hemmung der hBD-2-Produktion in Gingivaepithelzellen ausgegangen
werden. Zusammenfassend konnte die Tendenz abgeleitet werden, dass die jeweiligen
Epithelien verschiedene Mechanismen hinsichtlich der Produktion humaner beta-
Defensine besitzen. Da die Expression antimikrobieller Peptide durch die Prasenz von
Mikroorganismen malgeblich beeinflusst wird (Chung et al., 2007), konnten
Unterschiede in der Zusammensetzung der mikrobiellen Flora in den jeweiligen

Korperregionen als mdgliche Erklarung fur dieses Phanomen herangezogen werden.
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Das Interleukin-8 (IL-8) ist wie die humanen beta-Defensine eine Komponente des
angeborenen Immunsystems (Ganz, 2003; Struyf et al., 2003). Auf neutrophile
Granulozyten wirkt das Zytokin IL-8 primar chemotaktisch und aktiviert deren
Phagozytosebereitschaft (lbelgaufts, 2002). Wahrend Cortisol, Corticosteron und
Prostaglandin-D, keine direkte Wirkung auf Genexpression von IL-8 zeigten, lieferte
Prostaglandin-B, (PGB;) als einziger proinflammatorischer Mediator ein signifikantes
Ergebnis in Gingivaepithelzellen. Nach 120 Minuten reduzierte es die Genexpression flr
IL-8 deutlich. Das Eicosanoid ist bekannt, als Co-Stimulator bei der T-Lymphozyten
Aktivierung zu fungieren (Cattan et al., 2000). T-Lymphozyten bilden die spezifische
zellulare Immunabwehr und sind fur die zellvermittelte Zytotoxizitat verantwortlich. T-
Lymphozyten sind flir die Kontrolle von virusbefallenen Kérperzellen, fir die Abwehr von
Pilzen und Parasiten und fir die Zerstérung von entarteten Korperzellen zustandig.
Aktivierte T-Zellen kénnen auch zu sogenannten T-Helferzellen differenzieren, die
wiederum weitere Immunzellen anlocken. PGB, ist somit an einer Aktivierung und
Etablierung des erworbenen Immunsystems am Ort des Geschehens beteiligt (Abbas et
al., 1994). Durch die hier gezeigte Erniedrigung der IL-8 Expression kdnnte es zusatzlich
die unspezifische Immunantwort hemmen und somit die eigene Wirkung verstarken. Die
Ergebnisse zeigten darUber hinaus, dass Ethanol ebenfalls einen stimulativen Effekt auf
den Genexpression von IL-8 nach 120 bzw. 240 Minuten ausubte. Dennoch war die
Genexpression von IL-8 nach Stimulation mit Prostaglandin-B,, Prostaglandin-D,,
Cortisol oder Corticosteron im Vergleich zur Kontrollstimulation mit Ethanol deutlich
niedriger. Da alle Stimulanzien zunachst in Ethanol geldst wurden, Iasst sich daher auf
indirekt auf eine inhibierende Wirkung sowohl von Prostaglandin-B, und Prostaglandin-
D, als auch von Cortisol und Corticosteron auf die IL-8-Genexpression in

Gingivaepithelzellen schliessen.

In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Mediatoren wie Eicosanoide
und Steroidhormone auf entzindliche sowie immunologische Reaktionen in Zellen und
Geweben Einfluss nehmen kénnen (Horn et al., 2003; Klinke und Silbernagl, 1996). Die
Effekte von Eicosanoiden und Steroidhormonen auf die fruihe Immunantwort (hBD-1, -2
und IL-8) von Gingivaepithelzellen wurden bislang kaum untersucht. Im Rahmen dieser

Studie wurde erstmals der Effekt von Eicosanoiden (Prostaglandin-B, und
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Prostaglandin-D,,) oder Steroidhormonen (Cortisol und Corticosteron) auf die Gen-
expression von hBD-1 und hBD-2 in Gingivaepithelzellen dargestellt. Die Analysen im
Rahmen dieser Studie konnten gegensatzliche Regulationen der Genexpression von
hBD-1 und hBD-2 nach Cortisol- bzw. Corticosteron-Stimulation zeigen. Darlber hinaus
stellte sich eine deutliche Herunterregulation der Genexpression von |L-8 nach
Prostaglandin-B,-Stimulation heraus.

Zukunftige Studien kdnnten weitere Effekte von Eicosanoiden und Steroidhormonen auf
die Expression antimikrobieller Peptide darstellen und moglicherweise zu neuen
Erkenntnissen bezuglich der Therapie und im Speziellen der Pravention gingivaler

Entzindungen fuhren.
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5. Zusammenfassung

Die Gingivitis, eine bakteriell verursachte Entziindung, ist die haufigste Erkrankung der
Mundhdhle. Eine Gingivitis entwickelt sich als Reaktion auf die dentale Plaque.
Gingivaepithelzellen kénnen im Rahmen einer Immunreaktion antimikrobielle Peptide
und pro-inflammatorische Mediatoren synthetisieren. Die Expression dieser Mediatoren
kann durch eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren, wie z.B. durch Steroide, beeinflusst
werden. Ziel dieser Arbeit war es, die mMRNA-Expression von humanen beta-Defensinen
(hBD-1, -2) und Interleukin-8 (IL-8) in Gingivaepithelzellen nach Stimulation mit
Eicosanoiden oder Steroidhormonen zu untersuchen.

Primare Gingivaepithelzellen von drei unterschiedlichen Donoren (n=3) wurden bis zu
einer Konfluenz von 80% kultiviert und jeweils mit einem Eicosanoid (Prostaglandin-B,, -
D;) oder Steroidhormon (Cortisol, Corticosteron) Uber einen Zeitraum von 30, 120, 240
Minuten stimuliert. AnschlieBend erfolgte die RNA-Extraktion und Synthese der
komplementaren DNA. Die quantitative Auswertung der mRNA-Expression von hBD-1, -
2, IL-8 und beta-Aktin (Housekeeping-Gen) erfolgte mit Hilfe der Real-Time-
Polymerasekettenreaktion.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen regulativen Einfluss von Cortisol
und Corticosteron auf die mMRNA-Expression von hBDs in Gingivaepithelzellen. Wahrend
Cortisol die Genexpression von hBD-1 und hBD-2 erniedrigte, zeigte Corticosteron eine
Stimulation der Genexpression von hBD-1 und eine Hemmung fir hBD-2. Die Gen-
expression von IL-8 wurde in dem untersuchten Zeitraum durch Steroidhormone oder
Eicosanoide in Gingivaepithelzellen herunterreguliert. Stimulative Effekte bzw. die
Herunterregulation der mRNA von hBD-1 und -2 zeigten entsprechende zeitabhangige
Muster.

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals die gegensatzliche Regulation der hBD-1 und
hBD-2 Genexpression in Gingivaepithelzellen nach Cortisol- bzw. Corticosteron-
Stimulation zeigen. Vor diesem Hintergrund konnten in Zukunft neue Ansatze fur die

Pravention bzw. Therapie gingivaler Entzindungen entwickelt werden.
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