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1. Einleitung

1.1 Einfithrung

Laut der vierten Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS IV) leiden lber 50 % der 35- bis
44-)ahrigen in Deutschland unter einer mittelschweren Form der Parodontitis. Bei einem
weiteren Fiinftel liegt diese Erkrankung sogar in schwerer Form vor. Uber die letzten Jahre
betrachtet bedeutet dies eine deutliche Inzidenzsteigerung um 26,9 Prozentpunkte.

Unter Parodontitis versteht man die Entziindung des Zahnhalteapparates mit Bildung von
Zahnfleischtaschen und Abbau von Knochen. Abzugrenzen davon ist die Gingivitis
(zahnfleischentziindung), bei der nur das gingivale Gewebe betroffen ist. Der Schweregrad einer
Parodontitiserkrankung wird in erster Linie durch die Tiefe der Zahnfleischtaschen bestimmt. So
spricht man bei 4 bis 5 mm Tiefe von einer mittelschweren, ab 6 mm Tiefe von einer schweren
Form der Parodontitis (Micheelis und Schiffner, 2006).

Parodontale Erkrankungen werden u.a. durch Bakterien verursacht. Basierend auf den Koch-
Postulaten von 1890 wurden fiir das Krankheitsbild der Parodontitis drei parodontalpathogene
Leitbakterien identifiziert: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis
und Bacteroides forsythus (Miiller, 2006). Auch das Immunsystem des Wirtes spielt bei
Parodontalerkrankungen eine entscheidene Rolle. So kommt es bei einer Entziindungsreaktion,
wie etwa Gingivitis oder Parodontitis, zur vermehrten Bildung inflammatorischer Zytokine. Diese
spielen auf der einen Seite eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung des Immunsystems und
damit bei der Bekdampfung der Entziindung. Auf der anderen Seite sind sie mitverantwortlich fir
den Abbau und damit fir den Verlust von Gewebe des Zahnhalteapparates. Wahrend der
Entziindungsreaktion fihren Aktivitatsdnderungen in zelluldren Signalwegen zu spezifischen
Genexpressionsmustern und steigern die Genexpression der Zytokine und verschiedener
anderer Entziindungsmediatoren.

In verschiedenen in-vitro-Studien wurde nach therapeutischen Angriffspunkten in dieser
Pathogenese gesucht. Einen moglichen Angriffspunkt flir ein Therapeutikum stellt der
Calcium (Ca?*)-Signalweg der Zelle dar. Porphyromonas gingivalis, einer der parodontal-

pathogenen Hauptbakterien, aktiviert das Ca?*-Signalsystem der Zelle und vermittelt so seine
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pathogene Wirkung (lzutsu et al., 1996). Das Zytokin Interleukin-1f (IL-1B) aktiviert ebenfalls das
Ca?*-System der Zelle und ldsst einen dhnlichen Mechanismus vermuten.

Der Einfluss von IL-1B auf die Pathogenese entziindlicher Erkrankungen ist unumstritten
(Dinarello, 1996). Eine erhohte Interleukin-1-Konzentration in der gingivalen Sulkusflissigkeit
korelliert mit dem Auftreten von Parodontalerkrankungen und der Entwicklung einer Gingivitis
(Kinane et al.,, 1992; Ebersole et al., 1993). Aufgrund seiner pro-inflammatorischen
Eigenschaften wird bei in-vitro-Versuchen IL-1B als Stimulans eingesetzt, um eine
Entziindungsreaktion zu simulieren. Somit wird die Voraussetzung geschaffen, die anti-
inflammatorische Wirkung eines Therapeutikums zu untersuchen.

Der Aminosaure Glycin wird eine solche anti-inflammatorische, immunmodulierende und
zytoprotektive Eigenschaft zugeschrieben (Zhong et al., 2003). Glycin wirkt Gber einen Rezeptor,
der einen Chloridkanal 6ffnet. Uber den Chlorideinstrom kann nach Zhongs Hypothese ein
Ca?*-Influx in die Zelle abgeschwicht werden. Diese Uberlegungen legen nahe, dass die anti-
inflammatorische Komponente von Glycin durch Beeinflussung des Ca?*-Signalweges der Zelle
wirkt. In der Tat wurde in mehreren Studien beschrieben, dass der inhibitorische
Neurotransmitter Glycin eine weiterreichende Rolle im Signaltransduktionskomplex einer Zelle
hat, als nur die hemmende Wirkung in der neuronalen Signalvermittlung (den Eynden et al.,
2009). Aus zahnmedizinischer Sicht ist die Wirkung von Glycin insbesondere auf nicht-neuronale
Zellen interessant, speziell auf Zellen des Zahnhalteapparates. In dieser Arbeit wird daher die

funktionelle Bedeutung des Glycinrezeptors in humanen gingivalen Keratinozyten untersucht.

1.2 Untersuchte humane gingivale Keratinozyten

Das Gingivaepithel stellt den am weitesten auBen gelegenen Teil des Zahnhalteapparates dar.
Die Gingiva lasst sich topografisch einteilen: Die freie (marginale) Gingiva ist ein beweglicher
Gewebestreifen, welcher der Schmelz-Zement-Grenze folgt und beim Erwachsenen etwa 1,5 bis
2 mm breit ist. Die befestigte Gingiva schlieBt sich an die freie Gingiva an und reicht bis zur
Mukogingivalen Grenzlinie. Die freie Gingiva besteht aus Gingivaepithel und dem
daruntergelegenen gingivalen Bindegewebe. Das orale Gingivaepithel ist ein mehrschichtiges

Plattenepithel, etwa 0,2-0,3 mm dick. Im Bereich der freien Gingiva ist es teilweise verhornt
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(parakeratinisiert), im Bereich der befestigten Gingiva ist es keratinisiert (Mdller, 2006).
Mikroskopisch lasst sich ein Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum und
Stratum corneum erkennen. Eine Basalmembran trennt das Epithel vom darunterliegenden
Bindegewebe. Die Basalzellen sind mitotisch aktiv und gewadhrleisten die Epithelerneuerung. Im
Stratum spinosum differenzieren die Zellen. Das Stratum granulosum ist durch erkennbare
Keratohyalingranula charakterisiert. Die oberste Schicht besteht aus einer Hornschicht, die
unterschiedlich dick ist und z.T. noch pyknotische Zellkerne enthalt (Garant, 2003).

Als weiteres spezialisiertes Gingivaepithel ist das orale Sulkusepithel zu nennen. Es bildet die
innere Wand der physiologisch etwa 0,5 mm tiefen Zahnfleischfurche (Sulcus gingivae) und ist
unverhornt. Das so genannte Saumepithel ist das der Zahnoberflache aufgelagerte Epithel der
freien Gingiva. Es bildet mit seiner innersten Zellschicht und einer internen Basallamina aus
Glykoproteinen bzw. Kollagen und Hemidesmosomen den Epithelansatz am Zahn. Ist diese
Verbindung zwischen Zahnoberflaiche und Epithel intakt, stellt sie einen bakteriendichten
Verschluss der Korperoberflaiche dar. Im Sulkus-Bereich besitzen die Zellen eine sehr hohe
Erneuerungsrate. Aullerdem liegt in diesem Bereich eine hohe Konzentration an Antikérpern
und Leukozyten zur peripheren Infektionsabwehr vor (Mdller, 2006).

Der topografische Aufbau zeigt, dass Gingivaepithelien als Grenzflaiche zwischen der duReren
Umwelt und dem darunterliegenden parodontalen Gewebe fungieren. Epithelzellen stellen
nicht nur eine mechanische Barriere dar, sondern sind auch wichtiger Teil des angeborenen
Immunsystems. Sie schitzen das darunterliegende Gewebe vor physikalischen Noxen,
Mikroorganismen und toxischen Produkten (Sandros et al., 2000). Lange Zeit wurde den
gingivalen Epithelzellen eine passive Rolle im entziindlichen Geschehen der Parodontitis
zugeschrieben. Dale (2002) zeigte eine neue Perspektive auf und beschrieb die aktive Rolle
dieser Zellen in der angeborenen Immunabwehr. Keratinozyten sind in der Lage auf den Kontakt
mit Bakterien oder bakterieller Plaque zu reagieren. Durch eine Sekretion von Interleukin-8,
anderen Chemokinen und Zytokinen konnen sie Zellen des Immunsystems aktivieren und
neutrophile Granulozyten anlocken. Keratinozyten sind fdhig antimikrobielle Peptide zu
synthetisieren. Diese Peptide sind Teil der unspezifischen Immunabwehr. Auch im Rahmen der
erworbenen Immunantwort spielt das Gingivaepithel eine Rolle: Nicht nur (ber Zytokine,

sondern auch Uber Langerhanszellen und dendritische Zellen, die im Epithel lokalisiert sind,
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besteht eine Verbindung zur spezifischen Immunabwehr. Ein bakterieller Reiz kann weitere
Effekte auf Keratinozyten haben, wie etwa vermehrte Proliferation der Zellen oder
Veranderungen in Signalkaskaden. Beztiglich der Ca?*-Signal-kaskade wurde dies von Isutzu et al.

(1996) und von Belton et al. (2004) gezeigt.

1.3 Gingivitis/Parodontitis

In der Mitte der Sechziger Jahre hatte man fiir die Pathogenese von Parodontalerkrankungen
ein klares Ursache-Wirkungs-Prinzip vor Augen. Das entwickelte Modell setzte bakterielle
Plaque als direkten, primaren Faktor fir die Entstehung von Gingivitis und Parodontitis fest
(Kornman, 2008). Auch wenn in den folgenden Jahren gezeigt wurde, dass dieser
Erklarungsansatz zu monokausal ist, unterscheidet die Deutsche Gesellschaft fiir Parodontologie
(2002) nach wie vor zwischen Plaque-induzierter und Nicht-Plaque-induzierter Gingivitis.

Die ersten Zellen, die mit der bakterienhaltigen Plaque in Kontakt kommen und so direkt und
indirekt geschadigt werden, sind die Keratinozyten der oralen Gingiva. Parodontale
Erkrankungen beginnen typischerweise mit einer Gingivitis, d.h. mit einer Entziindung des
gingivalen Gewebes ohne Beteiligung der restlichen Strukturen des Zahnhalteapparates.

Eine chronische marginale Gingivitis ist klinisch durch eine sichtbare 6demattse Rotung,
Konturverlust des marginalen Saums, Verlust von gingivalem Attachment, Blutungen und
erhohter Produktion von Sulkusfliissigkeit charakterisiert (Cimasoni, 1983).

Es lassen sich drei Stadien beobachten: Das erste Stadium umfasst die akute Entziindung, mit
Infiltration von neutrophilen Granulozyten und Verdanderungen im Bereich der GefdaRe und
Keratinozyten, sowie Kollagen-Degradation. Das Komplementsystem, das Kinin-System und die
Arachidonsdure-Verstoffwechselung werden aktiviert (Attstrom und Egelberg, 1970). Dann folgt
die friihe Lasion mit einem Lymphozyteninfiltrat, vor allem T-Lymphozyten. Das dritte Stadium,
die etablierte Lasion, ist eher durch B-Lymphozyten und Plasmazellen dominiert. Eine Gingivitis
ist reversibel, da noch kein Gewebeverlust eingesetzt hat. Durch intensive Plaquekontrolle kann
also eine klinische Gingivitis beseitigt werden (Loe et al., 1965). Fir die Prdvention von
Parodontalerkrankungen ist der Gesundheitszustand des gingivalen Gewebes von groRer

Bedeutung. Eine fortschreitende Gingivitis kann sich in tieferliegende Strukturen ausbreiten und
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zu progressiver Zerstorung parodontalen Gewebes fiihren, einschlieflich des Alveolarknochens.
Eine Gingivitis muss jedoch nicht zwangslaufig in einer Parodontitis minden (Listgarten et al.,
1985).

In den Modellen der spaten 80er Jahre wurde die gleichzeitig protektive und destruktive
Wirkung der Wirtsantwort diskutiert: Immunoinflammatorische Mechanismen der Zellen,
aktiviert durch spezifische Bakterien, bzw. vor allem durch bakterielle Lipopolysacharide, fihren
Uber die Bildung von katabolen Zytokinen und inflammatorischen Mediatoren wie Matrix-
Metalloproteinasen, Interleukin-1 und Prostaglandinen (PGE;) zur Gewebezerstérung (Kornman,
2008). Das heillt, Plaquebakterien und deren Stoffwechselendprodukte haben sowohl einen
direkten pathologischen Effekt auf die Zellen, als auch einen indirekten Effekt, der Gber das

Immunsystem des Wirtes wirkt.

1.4 Zelluldre Signalwege

1.4.1 Calcium-Signalweg

In eukaryotischen Zellen werden tber Ca%*-Signalwege eine Vielzahl von zelluldren Prozessen
kontrolliert. Ca?* als sogenannter ,Second Messenger” regelt sowohl sich schnell auswirkende
neuronale Aktivititen oder sekretorische Prozesse, als auch Ilangerfristig angelegte
Veranderungen. Diese sind auf Transkriptionsebene zu finden. Es handelt sich dabei unter
anderem um Verdnderungen in der Zelldifferenzierung oder funktionelle Veranderungen von
Immunzellen (Dolmetsch et al., 1997; Berridge et al., 2000; Gill et al., 2006; Oh-hora und Rao,
2008).

Anders als andere ,,Second Messenger” kann Calcium nicht metabolisiert werden, weshalb die
Zelle Giber Mechanismen verfiigt die intrazelluldre Ca%*-Konzentration zu regulieren. Sowohl der
Influx Uber Kanale der Plasmamembran, als auch die Freisetzung von Ca?* aus intrazelluldren
Speichern kann in Eukaryoten gesteuert werden. Uber eine Anderung der Ca?*-Konzentration im
Zellkern kann die Expression verschiedener Gene beeinflusst werden (Dolmetsch et al., 1997;

Hardingham et al., 1997; Healy et al., 1997; Hardingham et al., 2001).
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Im Laufe einer bakteriellen Infektion geschieht eine Signalvermittlung unter anderem Uber
Oszillation der intrazelluldren Ca?*-Konzentration. Nachgewiesen wurde dies zum Beispiel fir
einen der parodontalpathogenen Leitbakterien Porphyromonas gingivalis. lzutsu et al. (1996)
zeigten, dass Pophyromonas gingivalis in primar kultivierte gingivale Keratinozyten eindringen
und das Ca?*-Signalsystem der Zelle aktivieren kann. Ein beobachteter Anstieg der zytosolischen
Ca%*-Konzentration, sowie ein Ca**-Anstieg im Zellkern wurde durch Porphyromonas gingivalis
induziert. Belton et al. (2004) zeigten mit Hilfe von La3* (Lanthanum), einem Inhibitor vieler
Ca?*-Kanale, dass der intrazelluldre Ca?*-Anstieg durch einen Influx durch spezifische Ca?*-Kanale
erfolgte und nicht etwa durch Perforationen der Plasmamembran nach der Invasion von
Porphyromonas gingivalis. Der genaue Mechanismus, wie Bakterien einen Anstieg der
intrazelluldren Ca?*-Konzentration verursachen, ist noch nicht ausreichend geklart.
Grundsatzlich kann Ca?* tiber zwei Wege ins Zytoplasma gelangen. Der Extrazelluldrraum stellt
aufgrund der 20000-fach hoéheren Ca2*-Konzentration, verglichen mit intrazelluldr, eine Art
Speicher dar, aus dem Calcium in die Zelle einstromen kann. Als zweiter Ca%*-Speicher dient das

endoplasmatische Retikulum (ER).

Ein Erklarungsmodell fir Eukaryoten geht davon aus, dass wahrend des Ca?*-Signalweges
bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) aktivieren. Dadurch kommt
es zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC). Die PLC hydrolisiert Phosphatidylinositol-
3,4-bisphosphat, sodass die ,Second Messenger” Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs) und
Diacylglycerol (DAG) entstehen. IP; bindet an die IP3-Rezeptoren an der ER-Membran (Gill et al.,
2006). Diese Rezeptoren bewirken einen Ca?*-Ausstrom aus dem ER, was zu einem schnellen,
initialen Konzentrationsanstieg von Calcium im Zytoplasma fiihrt (Patterson et al., 2004). Ein
langsamer, langer anhaltender Ca?*-Einstrom wird Uber weitere Kanile erreicht. Dabei handelt
es sich um IP3-Kanile in der Plasmamembran und um Proteinkanile (CRAM1) deren Offnung
vom Ca?*-Gehalt im ER abhéangt (Peinelt et al., 2006; Soboloff et al., 2006; Vig et al., 2006; Zhang
et al., 2006; Feske, 2007). Der Ca?*-Ausstrom aus dem ER bewirkt zusatzlich die Offnung
sogenannter “store-operated” Kandle (SOCs) in der Plasmamembran, die einen CRAC-Strom
(Ca?*-release-activated-Ca?*-current), einen anhaltenden Ca?*-Einfluss von extrazellular,
erlauben. Diese CRAC-Strome wurden in vielen Zelltypen gefunden, so auch in gingivalen

Keratinozyten (Fatherazi et al., 2003; Fatherazi et al., 2004). Als weitere Ca?*-Kanile in der



17

Plasmamembran vieler Zellen sind spannungsabhangige Kanale, VOCs (voltage operated canals),
zu nennen, die bei einer Depolarisation der Plasmamembran 6ffnen. Ein weiterer Ca%*-Kanal,
der in verschiedenen Zellen gefunden wurde, ist der SMOC (Second messenger operated canal)
(Parekh und Putney, 2005). Sowohl schnell einsetzende Ca?*-Strdme, als auch verzogerte,
langanhaltende Ca®*-Einstrome konnten in humanen gingivalen Keratinozyten evoziert werden
und deuten auf die Existenz entsprechender Ca%*-Kanile in diesen Zellen hin (Fatherazi et al.,

2003; Fatherazi et al., 2004).

Eine hohe intrazelluldire Ca**-Konzentration beeinflusst viele Proteine und Trans-
kriptionsfaktoren. Die Phosphatase Calcineurin und der ,nuclear factor of activated T-cell”
(NFAT) werden aktiviert. Des weiteren zeigen sich Auswirkungen auf die Ca?*-Calmodulin-
abhangige Kinase (CaMK) und das ,,cAMP-responsive-element-binding protein” (CREB). Es gibt
Effekte auf den ,,myocyte enhancer factor 2“ (MEF2), der sowohl tber den Calcineurin-, als auch
Uber den CaMK-Signalweg aktiviert wird. Auch der Transkriptionsfaktor NFKB (Nukledrer Faktor
Kappa B) wird aktiviert. Gleichzeitig wird durch die DAG-Produktion die Ras-mitogen-activated
protein kinase (MAPK) und die Proteinkinase C aktiviert. Diese wiederum aktiviert die
Transkriptions-faktoren AP-1 (ein Komplex aus c-jun und c-fos) und NFKB (Feske, 2007). Uber
viele Pfade des Ca?*-Signalweges wird im Endeffekt die Produktion von Zytokinen,
inflammatorischen Mediatoren und Enzymen beeinflusst, die zu Zellproliferation oder Zelltod

fihren kénnen. Makrophagen werden aktiviert, produzieren reaktive Sauerstoffmolekiile und

Nitrogen-verbindungen, die der Zelle direkt oder indirekt schaden kénnen (Zhong et al., 2003).

1.4.2 Interleukin-1$-Signalweg

Interleukin-1 ist ein potentes Zytokin. Weniger als 10 Liganden missen an die IL-1 Rezeptoren
einer Zelle binden, um eine starke Antwort zu generieren. Verglichen dazu bendtigen andere
Rezeptorsysteme eine 10 bis 100-fach hoéhere Ligandenbindung (Dinarello, 1996). Bindet ein
Ligand an den IL-1RI Rezeptor (Interleukin-1 Rezeptor |) mit Co-Rezeptor, kdnnen verschiedene
Signalwege aktiviert werden. Diese Signalwege fliihren zur Expressionssteigerung solcher Gene,
die fir pro-inflammatorische oder gewebezerstorende Faktoren codieren (Qwarnstrom et al.,

1991; Luo et al., 1997; Zhu et al., 1998; Maraldi et al., 1999; Matthews und O'Neill, 1999;
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Palsson et al., 2000; Boch et al., 2001; Bergman et al., 2003). Uber einen Pfad des IL-1
Signalweges wird die Expression der sogenannten ,early response“-Gene c-fos und c-jun
stimuliert, die flr verschiedene Zellaktivitaten verantwortlich sind. C-jun reguliert Gene fir
Kollagenasen und Inhibitoren von Matrix-Metalloproteinasen (Boch et al.,, 2001). Andere
Signale, die Uber IL-1-Ligandenbindung generiert werden, flihren zur Phosphorylierung
verschiedener Kinasen und Rezeptor-assoziierter Proteine, induzieren die MAPK-Kaskade,
fuihren zu Ca?*-Flussen Uber eine focal adhesion kinase (FAK), bewirken Zellkontraktionen und
die Reorganisation des Aktinzytoskeletts. Auflerdem flihren sie zur Translokation von
Signalmolekiilen in den Zellkern (Luo et al., 1997; Zhu et al.,, 1998; Maraldi et al., 1999;
Matthews und O'Neill, 1999; Palsson et al., 2000; Redlich et al., 2002).

Der IL-1-Rezeptor gehort zur IL-1/Toll-like-Rezeptor-Familie. Diese Rezeptoren enthalten in ihrer
zytoplasmatischen Domane eine hoch konservierte Region, TIR Domane genannt (O'Neill und
Dinarello, 2000; Janssens und Beyaert, 2003). Vertreter dieser Rezeptorart finden sich u.a. auch
in parodontalem Gewebe und in Entziindungszellen. Viele dieser Rezeptoren erkennen
spezifisch Bakterienzellwandkomponenten. So wird der TLR4 in Anwesenheit von LPS aktiviert
(Takeuchi et al., 1999; Wang et al., 2000).

Man unterscheidet zwei membrangebundene IL-1-Rezeptoren, den Typ | und Typ Il. Bindet ein
Ligand an IL-1RIl wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt. IL-1RIl bindet IL-1, wirkt aber als
kompetitiver Inhibitor und reduziert so die IL-1-Aktivitdt (Colotta et al., 1993). Ein
stabilisierender Co-Rezeptor (IL-1 receptor accessory protein, IL-1AcP) wird rekrutiert sobald ein
Ligand gebunden hat und ist flir eine optimale Signalvermittlung tber IL-1RI notwendig. Es
bildet sich ein Rezeptorkomplex: IL-1RAcp interagiert mit der Rezeptorkomponente MyD88
(myeloid differentiation primary response gene 88), einem Adaptermolekil, dass den IL-1-
Rezeptor mit nachfolgenden Signalmolekiilen verbindet. Uber eine Death-Domine interagiert
MyD88 mit IRAK (IL-1R-assoziierter Kinase) und IRAK-2. Diese Assoziation IRAK-MyD88 ist
kurzlebig und wird (iber Phosphorylierung reguliert. TOLLIP (Toll-interacting protein) lagert sich
dem Komplex an (Qwarnstrom et al., 1991; Burns et al., 1998; Burns et al., 2000; Boch et al.,
2001). Nachdem IRAK phosphoryliert wurde, assoziiert es mit dem TNF receptor associated
factor 6, TRAF6 (Burns et al., 2000). Diese Assoziation ist notwendig fir die nachfolgende IL-1

induzierte Aktivierung des nukledren Faktors-kB (NFKkB), denn TRAF6 verbindet den
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IL-1-Rezeptor mit nachgeschalteten katalytischen Effektormolekiilen. Mindestens 13
verschiedene Proteine wurden identifiziert, die mit TRAF6 interagieren (Wajant et al., 1999). Es
wird angenommen, dass eine dieser Interaktionen Uber die Assoziation mit der mitogen-

activated protein kinase (MAPK) erfolgt (Abbildung 1).

Liganden-
bindung

IL-1R<p j
== Assoziiertes e

Protein

L
|

Ca?*-Strome, zyto-

NF-kB || MAPK | skelettale Regulation
und Zellkontraktion
Genexpression / \ Synthese von AP-1-
inflammatorischer abhangigen Proteinen,
Zytokine einschlieRlich MMPs

Abb. 1: Interleukin-1-Signalweg.

Nach Ligandenbindung von IL-1 am IL-1-Rezeptor (IL-1R1) kommt es zur Phosphorylierung
verschiedener Kinasen und Rezeptor-assoziierter Proteine. Dies fuhrt zur Induktion von
mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Kaskaden, zu Ca2*-Strémen, Zellkontraktion und
zytoskelettaler Reorganisation, zur Translokation von Signalmolekilen in den Kern und zur
Synthese von AP-1-abhéangigen Proteinen via Transkription der Gene c-fos und c-jun.

IRAK, IL-R-associated kinase; MMP, Matrix-Metalloproteinase; MYD88, myeloid differentiation
primary response gene 88; NF-kB, Nukledrer Faktor-kB; TOLLIP, Toll-interacting protein;
TRAF6, TNF receptor-associated factor 6. Modifiziert nach McCulloch et al. (2006).

1.4.3 Interleukin-1 und Calcium

IL-1B vermittelt unter anderem auch einen Anstieg der intrazelluldren Ca%*-Konzentration.
Dieser Anstieg ist abhangig von fokalen Adhdsionskomplexen und deren Abhangigkeit von der
Src homology phosphatase 2 (SHP2). Es zeigt sich, dass verschiedene makromolekulare
Komplexe in den IL-1 Signalweg involviert sind. Eine rdumlich enge Beziehung besteht zwischen
dem IL-1-Rezeptor und der adhdsiven Domane mesenchymaler Zellen. Diese fokalen

Adhédsionskomplexe enthalten zusdtzlich zu den zytoskelettalen Strukturproteinen und
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Integrinen verschiedene Signalmolekiile, so z.B. auch eine Phospholipase Cy. In Fibroblasten,
Synoviozyten und Chondrozyten ist die Beziehung zwischen IL-1-Rezeptoren und fokalen
Adhasionskomplexen aduflerst wichtig flir die IL-1-Signaltransduktion. Eine Tyrosin-
phosphorylierung und die Aktivierung der focal adhesion kinase (FAK) kommen nur in
Verbindung mit diesen Komplexen vor. Ohne die Aktivierung der FAK kdénnen keine IL-1
induzierten Ca*-Strome flieBen (Arora et al., 1995). Zwei weitere Proteine, die sich den fokalen
Adhasionskomplexen im Zusammenhang mit der IL-1-Signaltransduktion anlagern, sind die SHP2
und die Protein-Tyrosin-Phosphatase a (PTPa) (Schoenwaelder et al., 2000; Kodama et al.,
2001). Uber SHP2 wird das AusmaR und die Kinetik der Extracellular regulated kinase
(ERK)-Aktivierung reguliert (Miyamoto et al., 1995; Carmona-Cuenca et al., 2006). Eine wichtige
Rolle spielt SHP2 bei der IL-1 induzierten PLCy-Phosphorylierung. SHP2 férdert Gber IPs den IL-1
induzierten Ca?*-Ausstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum (Wang et al., 2005). Im
Rahmen dieser Kaskade ist auch eine Rekrutierung von extrazellulirem Ca2?* denkbar, da
Ca?*-durchlassige lonenkandle im Laufe der IL-1-Signaltransduktion Uber Serin/Threonin-
phosphorylasen phosphoryliert werden kénnen, so die Offnungswahrscheinlichkeiten verandert
und ein Ca%**-Einstrom ermoglicht werden (Arora et al., 1995). Der erreichte Anstieg der
intrazelluldaren Ca?*-Konzentration ist essentiell fur die IL-1-Signalvermittlung zur ERK und fir
nachfolgende Signalwege, die zur Matrix-Zerstorung fiihren (Lo et al., 1998). PTPa interagiert
mit SHP2 (Abb. 2) und moduliert, moglicherweise tber direkte oder indirekte Regulation von
SHP2, die IL-1B induzierte Maturation der fokalen Adhdsionskomplexe und die nachfolgenden
Signalwege (McCulloch et al., 2006).

Es wird beschrieben, dass trotz blockierter ERK Uber kiinstliche Erhdhung des intrazellularen
Ca?*-Gehalts der Signalweg aufrechterhalten werden kann. Verdndert man die intrazellulare
Ca%*-Konzentration, entstehen regulatorische Signale, welche die Transkription von Genen wie
c-fos kontrollieren (Hardingham et al., 1998). Die Fahigkeit von IL-1 ,early-response Gene” wie
c-fos zu regulieren kénnte also auf die physikalische Nihe der intrazellularen Ca2?*-Speicher zu
membran-assoziierten FAC-Proteinen und somit auf den eben beschriebenen Signalweg

zurlickzufiihren sein (Ma et al., 2000).
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Abb. 2: Interleukin-1 vermitteltes Calciumsignal.

Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) wie Src homology phosphatase 2 (SHP2) und PTPa binden
an den fokalen Adhasionskomplex und generieren zusammen mit dem aktivierten IL-1-Rezeptor
uber die Src family kinases (SFK) weitere Signale und bewirken einen Ca?*-Ausstrom aus dem
endoplasmatischen Retikulum. Dieser Ca?*-Ausstrom ist ausschlaggebend fiir die Signal-
vermittlung zur extracellular-regulated kinase (ERK) und fiir nachfolgende Signalwege.
Modifiziert nach McCulloch et al. (2006).

1.4.4 NFkB-Aktivierung

Uber den IL-1-Signalweg wird unter anderem der Transkriptionsfaktor NFKB aktiviert. Zu dieser
Aktivierung sind verschiedene regulatorische Proteine wie MyD88, IRAK, TRAF6 etc. noétig
(Jefferies et al., 2001). Im inaktiven Zustand liegt NFKB als Komplex mit I-kB (Inhibitor Faktor
Kappa B) im Zytoplasma vor. Eine IkB-Kinase bewirkt durch die Phosphorylierung und
proteolytische Degradation des inhibitorischen kB-Kinase-Komplexes die Freisetzung von NFKB-
Dimeren, wie p50, p52 und p65RelA (Ling et al., 1998). Diese werden aktiv in den Zellkern
transportiert und aktivieren die Transkription entsprechender Zielgene, indem sie an die
Promotorregionen der Gene binden. NFKB reguliert die Expression von lber 150 Zielgenen. Die
meisten dieser Gene codieren fiir Proteine, die im Regulationsprozess von Immunantwort,

antipathogener Reaktion und zelluldarem Stress beteiligt sind (Foo und Nolan, 1999; Pahl, 1999).
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Zu diesen Proteinen gehéren Chemokine und Zytokine wie z.B. IL-6 und IL-8, Proteine zur
Antigenprasentation, Akute-Phase-Proteine wie Interferon-y und IL-18, die fiir die T-Helfer-
Zellen wichtig sind (Kojima et al., 1999; Molinero et al., 2004). Die meisten Gene steigern durch
ihre Expression den Widerstand der Zelle gegeniiber zellulirem Stress und verhindern eine
Apoptose. NFKB hat auch eine kontrollierende Funktion im Zellzyklus (Seitz et al., 2000). Es ist
beschrieben, dass die Phosphorylierung von IkBa 30 min nach IL-1B-Stimulation beginnt und
nach einer Stunde ein Maximum erreicht. 15 min nach IL-1B-Stimulation sind MAPK und ,,c-jun
transkription factor” phosphoryliert. Nach 2 h beginnen NFKB und der Transkriptionsfaktor AP-1
(Activating Protein-1) aktiv zu werden und die Transkription inflammatorischer Gene zu
verandern. Uber Immunfiarbung mit einem anti-NFKB p65 Antikérper wurde die nukledre
Translokation von NFKB in IL-1B-vorbehandelten Fibroblasten (5 ng/ml IL-1B fur 2h) gezeigt
(Vardar-Sengul et al., 2009). Steinberg et al. (2006) zeigten die Translokation von NFKB in den
Zellkern humaner gingivaler Keratinozyten. Uber indirekte Immunfluoreszenz wiesen sie bei
unstimulierten Zellen den Transkriptionsfaktor im Zytoplasma nach. Nach einer Stimulation mit
200 units IL-1B (entspricht 1 ng/ml) fir 3, 6, 12 und 24 h bemerkten sie, dass eine maximale
Ansammlung von NFKB im Kern nach 6 h erreicht wurde. Danach wurde der Transkriptionsfaktor

langsam wieder ins Zytoplasma zurilickverteilt.

1.5 Glycin

1.5.1 Die Aminosdure Glycin

L-Glycin ist die kleinste und einfachste Aminosdure. Sie besteht aus einem Kohlenstoffatom mit
einer Amino- und einer Carboxylgruppe. Glycin ist hydrophil und proteinogen. Man findet Glycin
als inhibitorischen Neurotransmitter im zentralen Nervensystem. Glycin kommt in vielen
humanen Geweben vor und ist eine Schlisselsubstanz im Metabolismus von Proteinen,
Peptiden, Nukleotiden, etc. So ist Glycin auch am Aufbau des fibrosen Proteins Kollagen
beteiligt, das nicht nur im parodontalen Bindegewebe eine wichtige Rolle spielt.

Beziglich der biologischen Aktivitdat wurde Glycin in nicht-neuronalem Gewebe lange Zeit als

neutral angesehen. Untersuchungen mit verschiedenen Zelltypen zeigten jedoch, dass Glycin
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eine anti-inflammatorische, immunmodulatorische und zytoprotektive Wirkung hat (Wheeler et
al.,, 1999; Zhong et al., 2003; Gundersen et al., 2005). Wahrend der letzten Jahre zeigten
mehrere Studien einen signifikanten Effekt von Glycin auf die Aktivitat von Immunzellen. Sowohl
Immunzellen der angeborenen als auch der erworbenen Immunabwehr konnten durch Glycin
beeinflusst werden. Hierzu zdhlen Lymphozyten, aber auch Makrophagen und
polymorphnukledre Leukozyten (Spittler et al., 1999; Stachlewitz et al., 2000; Froh et al., 2002).
Gezeigt wurde eine protektive Wirkung bei Anoxia bedingter Toxizitat oder in Versuchen mit
oxidativem Stress. Auch wurde beobachtet, dass eine mit Glycin angereicherte Diat einen
protektiven Effekt nach Lebertransplantation hatte. Hier wirkte Glycin unter anderem gegen das
Krankheitsbild einer LPS-induzierten Letalitat. Weitere Studien zeigten, dass prophylaktische
oder therapeutische Anwendung von Glycin positive Effekte bei Leberfibrose, alkoholischer
Hepatitis, endotoxin-induziertem Schock, Tumoren wie Melanomen, Nephrotoxizitat,
experimenteller Arthritis und anderen Krankheiten mit inflammatorischer Komponente hatte
(Wheeler et al., 1999; Bruck et al., 2003; Zhong et al., 2003; Gundersen et al., 2005). Breivik et
al. (2005) zeigten, dass ein Glycinzusatz im Trinkwasser einen inhibitorischen Effekt auf den
experimentell induzierten parodontalen Breakdown-Prozess bei Ratten hatte. Der parodontale
Knochenverlust konnte hier durch Glycinapplikation signifikant reduziert werden.

Der genaue Mechanismus, Uber den Glycin seine protektive Wirkung entfaltet, ist noch nicht
vollstandig geklart. Diskutiert wird eine Hemmung des Ca?*-Signalweges durch Glycin,
Hemmung der inflammatorischen Zellaktivitat, Verminderung der Bildung von freien Radikalen
und anderen toxischen Mediatoren oder eine Verhinderung von Zellnekrosen durch Blockade
von Membranpermeabilitdten (Zhong et al., 2003).

Glycin ist kostenglinstig, leicht zu beschaffen und zeigt eine geringe Toxizitdt, aber
weitgefacherte biologische Effekte. Dies macht die Substanz Glycin als Therapeutikum

interessant.

1.5.2 Glycinrezeptor

1982 wurde erstmalig ein Glycinrezeptor mit Hilfe von Strychnin-Affinitatschromatographie aus

dem Rickenmark der Ratte isoliert (Pfeiffer et al., 1982). Der Glycinrezeptor (GlyR) gehort zur
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Familie der Cysteine-loop-Rezeptoren und ist ein ligandengesteuerter lonenkanal. Finf
Untereinheiten des Rezeptors wurden identifiziert. 48 kDa a-Untereinheiten (al-a4), die fir die
Ligandenbindung wichtig sind, und strukturelle 58 kDa B-Untereinheiten bilden als symmetrisch
angeordneter pentamerischer Komplex einen transmembranaren Chlorid-Kanal (Rajendra et al.,
1997; Webb und Lynch, 2007).

Die Untereinheiten zeigen zu 47 % eine homologe Aminosdurensequenz. Ein weiteres
Glycinrezeptor-assoziiertes  Polypeptid mit 98 kDa wurde als zytoplasmatisches
anchoring-Protein, Gephyrin, identifiziert (Kirsch und Betz, 1995; Meyer et al., 1995). Die
Strychnin-bindende Untereinheit a1 zeigt Ahnlichkeiten zum Acetylcholinrezeptor.

Alle bisher charakterisierten Glycinrezeptoren sind entweder a-Untereinheiten-Homomere oder
Heteromere aus a- und B-Untereinheiten. Embryonale Rezeptoren enthalten a2-Homomere,
wahrend adulte Rezeptoren vorwiegend alB-Heteromere in einem stochiometrischen
Verhaltnis von 2:3 enthalten. Der genaue Aufbau des Glycinrezeptors wurde bisher vor allem fiir
synaptische Glycinrezeptoren, meist in Zellen des zentralen Nervensystems der Ratte,
beschrieben. Bei diesen Glycinrezeptoren besteht jede Untereinheit aus einer etwa 210
Aminosauren langen extrazelluldren, ligandenbindenden Domane und vier transmembranaren
a-Helices, M1-M4 genannt (Webb und Lynch, 2007). Die extrazellulare Domane enthalt eine
a-Helix nahe des Aminoendes, gefolgt von einer Serie an 10 B-Strangen. Die B-Strange bilden
eine gewundene Sandwich-Struktur mit zwei hydrophoben cores und ligandenbindenden
Aussparungen an den Grenzflachen der Untereinheiten. Sowohl die a-Untereinheit, als auch die
B-Untereinheit sind an der Koordination des Liganden beteiligt (Lynch, 2004; Grudzinska et al.,
2005) (Abb. 3). Der Glycinrezeptor bildet eine Disulfid-gebundene Schleife, was als
charakteristisches Merkmal der Cys-loop-Rezeptoren gilt. Eine zweite Cys-loop-Schleife
beinhaltet die Hauptdomane zur Glycinbindung (Rajendra et al., 1995). Die konservierte
Cys-Schleife und die Schleife, die den B-Strang 2 und 3 verbindet, ragen vom unteren Teil der
Rezeptorstruktur bis zu den transmembrandren Domdnen und gewadhrleisten die
Informationsiibertragung von der Agonisten-Bindungsstelle zur Aktivierungszone des Rezeptors
im Kanal. Diese Doménen vermitteln also den Offnungsmechanismus des Kanals (Webb und
Lynch, 2007). Die transmembrandren Domanen M3 und M4 sind durch eine lange intrazelluldre

Domane verbunden und besitzen Phosphorylierungsstellen, deren physiologische Relevanz noch
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nicht geklart wurde. Bindungsstellen fir zytoplasmatische Faktoren wie etwa Gephyrin oder
Ubiquitin lassen sich hier ebenfalls finden. Diese Anordnung variiert zwischen den

verschiedenen Untereinheiten (Buttner et al., 2001; Kim et al., 2006).

A. Pentamerischer Komplex des GlyR .
Abb. 3: Aufbau des Glycinrezeptors.

B A: Die adulte Isoform des GIyR stellt heteromere
Qog() Komplexe aus zwei a- und drei B-Untereinheiten dar.
ﬁ B Der GlyR bildet einen pentameren Chlorid-Kanal. Die
Bindungsstelle fiir Glycin (rot) befindet sich zwischen

B. Untereinheit des GlyR benachbarten a- und B-Untereinheiten.

B: Eine GlyR-Untereinheit besteht aus einem langen
extrazellularen N-Terminus gefolgt von vier Transmem-
brandoméanen, die durch Schleifen miteinander ver-
bunden sind.

(Villmann, 2011)
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In der Medulla spinalis, die einen Teil des zentralen Nervensystems darstellt, wurde der
Wirkmechanismus von Glycin und seinem Rezeptor ausreichend charakterisiert. Hier hat Glycin
eine hemmende Wirkung auf die Neurotransmission in motorischen und sensorischen
Reflexkreisen. Der inhibitorische Neurotransmitter Glycin aktiviert einen Glycin-abhangigen
Chlorid-Kanal, der sich in der postsynaptischen Membran befindet. Durch einen Chlorid-Influx
wird eine Depolarisation der Plasmamembran verhindert und das exzitatorische Signal der
Nervenzelle wird nicht entlang des Axons weitergeleitet. Glycinergische Synapsen finden sich
auch im Hirnstamm, Cerebellum und in der Retina. Auch extrasynaptische Glycinrezeptoren sind
im zentralen Nervensystem verteilt. Bei einigen weillen Blutzellen, Alveolarmakrophagen,
Kupffer-Zellen, neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen und Lymphozyten konnte ein
Glycinrezeptor nachgewiesen und ahnliche inhibitorische Effekte des Glycins beobachtet
werden. Der Nachweis eines Glycinrezeptors in nicht-neuronalen Zellen wurde nicht nur
pharmakologisch (iber eine spezifische Inhibition des Rezeptors durch Strychnin, sondern auch
molekular erbracht (Wheeler et al., 1999; Bruck et al., 2003; Zhong et al., 2003; Gundersen et
al., 2005; Webb und Lynch, 2007). Froh et al. (2002) wiesen die mRNA der a- und
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B-Untereinheiten des Glycinrezeptors in Kupfferzellen der Ratte, peritonealen Neutrophilen, in
Makrophagen der Milz und in Alveolarmakrophagen nach.

Nachdem Bondy et al. (1982) die Existenz von Strychnin-bindenden Rezeptoren im
Pigmentepithel der Retina aufzeigten, suchten Denda et al. (2003) das Vorkommen von
Glycinrezeptoren in anderen Epithelien. Sie konnten eine Immunreaktivitdt gegen eine der
Untereinheiten des Glycinrezeptors in epidermalen Keratinozyten finden und vermuten eine
Bedeutung fir die epidermale Homeostase und den Reparaturprozess der kutanen

Barrierefunktion.

1.5.3 Glycin-Signalweg

Die wichtigsten Agonisten des Glycinrezeptors sind, auller Glycin, die Aminosauren B-Alanin und
Taurin. Auch GABA aktiviert den Glycinrezeptor, aber mit geringerer Wirksamkeit (Schmieden et
al., 1993). Unter allen Agonisten hat Glycin die hochste Affinitat und ermdglicht die effizienteste
Aktivierung des Glycinrezeptors (Lewis et al., 2003). Kinetik-Analysen zeigten, dass fir die
effiziente Rezeptoraktivierung eines al- oder a2-Homomer-Glycinrezeptors mindestens zwei
Glycinmolekile benétigt werden (Beato et al., 2002; Gentet und Clements, 2002; Mangin et al.,
2003). Legendre (1998) sprach von zwei Bindungsstellen fir Glycin, Burzomato et al. (2004)
beschrieben drei Glycin-Bindungsstellen in heteromeren alpB-Glycinrezeptoren. Das Alkaloid
Strychnin ist ein potenter Antagonist zu Glycin und inhibiert kompetitiv alle bekannten
Isoformen des Glycinrezeptors mit nanomolarer Affinitdt. Man bedient sich dieser Eigenschaft
z.B. auch zur Purifikation und Charakterisierung des Glycinrezeptors (Webb und Lynch, 2007).

Fiir synaptische Glycinrezeptoren wird beschrieben, dass es bei anhaltender Applikation eines
Agonisten zur Desensibilisierung des Rezeptors kommt. Das heifdt, es wird ein Zustand erreicht,
in dem der Kanal geschlossen bleibt, obwohl der Agonist dem Rezeptor weiter angeboten wird.
Die Frequenz der De- und Resensibilisierung kann Gber pharmakologische Agonisten beeinflusst

werden (Jones und Westbrook, 1996).

Wie bereits beschrieben entfaltet Glycin seine Wirkung durch die Hemmung von Ca%*-Stromen.
Basierend auf dieser Annahme wurden verschiedene Studien durchgefiihrt. So erhéhte in einer

Studie von Yamashina et al. (2001) Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) den
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intrazellularen Ca?*-Spiegel in Endothelzellen, was durch Glycin geblockt werden konnte. In
isolierten Hepatozyten verhinderte Glycin den Anstieg intrazelluldren Calciums, der durch
Prostaglandin E2 (PGE2) und Phenylephrine ausgel6st wurde (Qu et al., 2002). Anscheinend

greift Glycin in die zelluldren Signalwege ein.

Agonisten
z.B.LPS

Nukleus

. v Endoplasmatisches
Zell- Zytokine PGE, Protease Retikulum

schadigung z-B.TNFa
gung IL-1, IL-6 LTB,

Abb. 4: Zhongs und Wheelers Arbeitshypothese: Glycin hemmt den Agonisten-induzierten
Anstieg der intrazelluldaren Calciumkonzentration.
Die Ligandenbindung eines Agonisten, wie beispielsweise eines Endotoxins (LPS), fuhrt zur
Aktivierung von Phopholipase C (PLC) und zur Bildung von Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). IP3
induziert die Freilassung von Ca?* aus intrazelluldren Speichern. Gleichzeitig fihrt die
Depolarisation der Plasmamembran zur Offnung von spannungsgesteuerten Ca%*-Kanilen und
bedingt einen Ca?*-Influx von Extrazelluldr. Der ansteigende intrazelluldre Ca%*-Spiegel dient als
Signal fir viele intrazelluldre Prozesse: Aktivierung der Phospholipase A, (PLA;), die zur Bildung
von Arachidonsdaure und zur Produktion von vasoaktiven und chemotaktisch aktiven
Mediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen fiihrt. Aktivierung der NADPH-Oxidase flihrt
zur Bildung von 0,7, was zu Zellschadigung und zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
NFkB fiihrt. So kommt es zur Produktion pro-inflammatorischer und mitogener Zytokine, wie
TNFa, IL-1 und IL-6. Bei gleichzeitiger Glycinwirkung aktiviert die Aminosdure einen
ligandengesteuerten Chloridkanal in der Plasmamembran der Kupfferzellen. Dieser bewirkt
einen Chlorid-Influx, der zu einer Hyperpolarisation der Membran fihrt. Der Anstieg an
intrazelluldarem Ca?* wird dadurch abgeschwécht. Intrazelluldre Signalwege und Zytokin-
Produktion, die von intrazellularem Ca?* abhingen, werden gehemmt.
GlyR, Glycinrezeptor; TNFa, Tumor Nekrose Faktor-a; LTBs, Leukotrien B4; NADPH,
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (Wheeler et al., 1999; Zhong et al., 2003).
Modifiziert nach Zhong et al. (2003).
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Einer dieser bereits beschriebenen Signalwege fliihrt nach LPS-Induktion Uber die Aktivierung
von Phospholipase C zur IPs-Produktion. Daraus folgt ein Anstieg der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration, weiterer Ca%*-Einstrom folgt durch spannungsgesteuerte Ca®*-Kanile und es
kommt zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. Dieser Effekt konnte in Kupfferzellen
durch eine gleichzeitige Behandlung der Zellen mit Glycin verringert werden (Froh et al., 2002).
Der genaue Mechanismus, wie Glycin das Ansteigen des intrazelluldren Ca?*-Spiegels verhindert,
ist noch nicht vollstandig geklart. Eine Arbeitshypothese von Zhong et al. (2003) besagt, dass
durch die Aktivierung des Glycinrezeptors der Ca®*-Signalweg unterbrochen wird. Der Ca?*-
Signalweg ist hoch komplex und verlauft Gber verschiedene Pfade und Rezeptoren. Deshalb ist
es unwahrscheinlich, dass Glycin alle dieser Rezeptoren blockiert. Wahrscheinlicher ist, dass
Glycin ein Milieu schafft, das den Ca?*-Signalweg unterbindet. Nach Zhong et al. (2003) 6ffnet
sich in Anwesenheit von Glycin der Glycin-gesteuerte Chlorid-Kanal und bedingt einen Chlorid-
Einstrom (Abb. 4). Dieser fihrt zur Hyperpolarisation der Plasmamembran und bewirkt einen
Zustand, der das Offnen der Ca?*-Kanéle in der Plasmamembran erschwert. So wird ein weiterer
Ca%*-Einstrom verhindert. Zusatzlich kann der Chlorid-Einstrom auch die IPs-gesteuerten
Calcium-Kanale blockieren und den Ausstrom aus den intrazellularen Speichern unterbinden

(Wheeler et al., 1999; Gundersen et al., 2005).

1.6 Untersuchte Mediatoren der Immunantwort

Zytokine wirken immunmodulierend und dienen der Kommunikation von Abwehrzellen
(Ibelgaufts, 2002). Um eine addaquate Immmunreaktion auf ein Pathogen zu generieren, ist ein
ausgeglichenes Verhaltnis zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren notwendig.
Uber pro-inflammatorische Mediatoren wie Interleukin-1, IL-6, IL-8 etc. wird das Pathogen
bekampft. Anti-inflammatorische Zytokine, wie IL-10, limitieren den inflammatorischen Prozess
und beenden die Immunreaktion wieder, um eine Schadigung des Organismus zu vermeiden
(Grutz, 2005).

Matrix-Metalloproteinasen sind Zink-abhangige Endopeptidasen und kdnnen die extrazelluldre
Matrix degradieren. Sie sind bei Apoptosevorgiangen sowie bei Immunantworten des Wirtes

(Chemokin/Zytokine-Aktivierung) beteiligt (Van Lint und Libert, 2007).
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Interleukin-1

Interleukin-1B (IL-1B) ist ein pro-inflammatorisches, multifunktionales Zytokin. Sein Signalweg
zieht Kaskaden nach sich, die einerseits die Immunantwort des Wirtes unterstiitzen,
andererseits bei der entzlindlich bedingten Gewebezerstérung mitwirken (O'Neill und Dinarello,
2000). Die biologischen Funktionen von IL-1B Uberlappen teilweise mit denen von TNFa
(Tumornekrosefaktor a) und IL-6 (Dinarello, 1996). Uber den IL-1-Signalweg werden
verschiedene Gene beeinflusst. Dazu gehoéren Gene, die flr Zytokine (IL-1, IL-6), Zytokin-
Rezeptoren, Akute-Phase-Proteine, Wachstumsfaktoren, ,Tissue remodeling“~-Enzyme,
Adhdsionsmolekiile und andere inflammatorische Faktoren (TNFa, PGE2 und Matrix-
Metalloproteinasen) codieren, welche die Degradation der extrazelluldaren Matrix im Rahmen
von Parodontalerkrankungen und anderer entziindlicher Erkrankungen vorantreiben. AulRerdem
wird durch IL-1 die Expression der ,early response” Gene c-fos und c-jun stimuliert (Dinarello,
1996; Dayer und Bresnihan, 2002; Goldring, 2003; Loos et al., 2005; Steinberg et al., 2006). IL-1
unterstitzt die Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten sowie die T- und B-Zell-Aktivierung
(Steinberg et al.,, 2006). Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis konnte Uber die
Antagonisierung des IL-1-Rezeptors der Entziindungsschmerz und die Knochenresorption
verringert werden (Bresnihan und Cunnane, 1998). Schytte Blix et al. (1999) zeigten, dass das
LPS des Aggregatibacter actinomycetemcomitans humane Blutzellen zur IL-1- und TNFa-
Produktion anregte. Auch durch physikalische oder thermische Verletzung, ultraviolette
Strahlung und verschiedene Zytokine wie granulocyte-macrophage-colony-stimulation factor,
TNFa, IL-6, TGFa und IL-1a, sowie durch IL-1B selbst wird in humanen Keratinozyten die

Genexpression von IL-1B induziert (Ansel et al., 1990; Dinarello, 1996).

Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionales Zytokin, das die Entziindungsreaktion des humanen
Organismus reguliert. Es gibt zwei |IL-6-Rezeptoren: einen membrangebundenen, der nur auf
Leberzellen und Leukozyten vorkommt, und einen l6slichen Rezeptor, der bei Ligandenbindung
als Komplex an das Glykoprotein gp130 in der Membran sehr vieler Zelltypen binden kann und
diese aktiviert. Eine Janus-aktivierte Kinase wird dann phosphoryliert und der JAK-STAT-

Signalweg sowie der MAP-Kinase-Weg aktiviert. Uber den MAP-Kinase-Weg wird die
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Transkription verschiedener Zielgene reguliert (Heinrich et al., 2003; Fischer, 2006). Im Rahmen
einer Entziindungsreaktion kommt es zur Infiltration von neutrophilen Granulozyten, parallel
steigt die Konzentration des I6slichen IL-6-Rezeptors und ein IL-6-Signal fihrt zur
Akkumulationsbegrenzung der neutrophilen Granulozyten. Des Weiteren werden T-Lympho-
zyten angelockt. IL-6 ist also wichtig fir den Ubergang der angeborenen zur adaptiven
Immunantwort. IL-6 hat pro- und anti-apoptotische Wirkung auf Leukozyten und bewirkt die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (Jones, 2005). Eine systemische Wirkung
wurde nachgewiesen, so wirkt IL-6 als Mediator fiir die Produktion von Akute-Phase-Proteinen

und ist an der Fieberreaktion beteiligt (Loffler, 2005).

Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) ist ein Chemokin, das neutrophile Granulozyten aktiviert (Baggiolini und
Clark-Lewis, 1992). Die Fahigkeit neutrophile Granulozyten anzulocken und zu aktivieren macht
IL-8 zum inflammatorischen Mediator. Viele Zellen haben die Fahigkeit IL-8 zu bilden. So wurde
IL-8-mRNA in Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und weiteren Zellen nachgewiesen
(Baggiolini et al., 1989). IL-1 und TNF sind die wichtigsten Stimuli und induzieren die Expression
und Sekretion von IL-8. Da auf einen IL-1- oder TNF-Stimulus der IL-8-Spiegel ubiquitdr ansteigt,
nimmt dieses Interleukin eine bedeutende Rolle im Rahmen einer Entziindung und einer
Immunreaktion des Wirtes ein (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992). IL-8 besitzt neben der pro-
inflammatorischen Wirkung auch eine anti-inflammatorische Komponente. IL-8 kann die
Adhdsion von Leukozyten an aktivierten Endothelzellen verhindern und somit eine

Entziindungsreaktion unterdriicken (Ibelgaufts, 2002).

Interleukin-10

Interleukin 10 (IL-10) ist ein wichtiges immunmodulatorisches Zytokin mit anti-
inflammatorischen Eigenschaften und wird vor allem von Monozyten und TH2-Lymphozyten
sezerniert (Grutz, 2005). IL-10 verhindert die nukledre Translokation des Transkriptionsfaktors
NFkB, die essentiell flir die Genexpression inflammatorischer Zytokine ist (Wang et al., 1995). So
hemmt IL-10 unter anderem die Synthese von IFNy, IL-1, IL-2, IL-6 und TNFp. T-Zell-Aktivierung

und Antigenprasentation werden durch IL-10 gehemmt und so Entzlindungsprozesse limitiert.



31

Auch die Cyclooxigenase-2 wird gehemmt. B-Lymphozyten-Proliferation und Antikorperbildung
werden unterstitzt (lbelgaufts, 2002). Zusammen mit TGF-B ist IL-10 das wichtigste anti-

entzlndliche Zytokin. Beide sind wichtig flr die Entwicklung der Immuntoleranz (Grutz, 2005).

Matrix-Metalloproteinase 2, Matrix-Metalloproteinase 3, Vascular Endothelial Growth Factor

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind am Breakdown-Prozess der extrazelluldren Matrix
beteiligt. Dies kann im Rahmen physiologischer Prozesse, wie Gewebe-Remodeling, oder im
Rahmen krankhafter Prozesse, wie Arthritis oder Parodontitis, der Fall sein. Die meisten MMPs
werden als inaktive Proproteine sezerniert und dann durch extrazellulare Proteinasen gespalten
und aktiviert.

MMP2 (Matrix-Metalloproteinase 2) ist ein Enzym, das Typ IV-Kollagen, eine Hauptkomponente
der Basalmembran, abbaut. Somit nimmt MMP2 eine besondere Rolle in entziindlichen
Antworten und bei Gewebezerstérung im Rahmen parodontaler Erkrankungen ein (NCBI, 2011).
MMP3 (Matrix-Metalloproteinase 3) ist ein Enzym, das Fibronektin, Laminin, Kollagen III, IV, IX
und X sowie Proteoglykane des Knorpels abbaut. MMP3 spielt u.a. eine Rolle in der
Wundheilung, in der Progression von Artherosklerose und in der Tumorentstehung (NCBI,
2011).

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein Signalmolekil, das in der Angiogenese
und Lymphangiogenese eine wichtige Rolle spielt. Die VEGF-Familie umfasst finf
Wachstumsfaktoren, wobei VEGFA der Prototyp ist (Senger et al., 1983). Sowohl der Ligand
VEGEF als auch der VEGF-Rezeptor werden durch HIF (hypoxia-inducible factor) reguliert. Erhdhte
Expression der entsprechenden Gene findet man bei vermehrtem Gewebewachstum, sei es im
physiologischen Zusammenhang, z.B. bei der embryonalen Entwicklung und in der
Wundheilung, oder sei es im pathologischen Rahmen bei der Tumorentstehung (Germain,
Monnot et al. 2010). VEGF wird von den meisten parenchymalen Zellen gebildet und wird
parakrin und autokrin sezerniert (Lee et al., 2007). Brown et al. (1992) zeigten, dass die
Expression von VEGF in Keratinozyten wahrend der Wundheilung stark hochreguliert wurde.
Vermutet wird ein Zusammenhang mit der Angiogenese wahrend der Bildung des granuldren

Gewebes (Nissen et al., 1998).



32

1.7 Fragestellung und Ziel der Arbeit

In vorausgegangenen Studien konnte in verschiedenen nicht-neuronalen Zellen die Existenz
eines extrasynaptischen Glycinrezeptors gezeigt werden (Zhong et al., 2003). In humanen
gingivalen Keratinozyten konnte bislang noch kein Glycinrezeptor nachgewiesen werden.

Glycin wird insbesondere auch eine anti-inflammatorische Wirkung zugeschrieben. Nach
Untersuchungen an Kupfferzellen stellten Wheeler et al. (1999) eine Arbeitshypothese auf, die
den Glycineffekt mit Hilfe von Chloridstromen erklart. Zhong et al. (2003) fiihrten diese weiter
aus.

Es stellte sich die Frage, ob in gingivalen Keratinozyten durch eine Glycinapplikation eine
Modifizierung inflammatorischer Signalwege bewirkt werden kann und Veranderungen von
Entziindungsmarkern auf Transkriptionsebene herbeigefiihrt werden kdnnen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde eine mogliche Modulation der Expression immunologisch relevanter Gene (IL-1,
IL-6, IL-8 und IL-10) durch Glycin nach IL-1B-Stimulation untersucht. Gleichzeitig sollte die

Fortleitung der Inflammation Giber den NFKB-Signalweg analysiert werden.

Das Ziel dieser Arbeit war, eine mogliche funktionelle Bedeutung des Glycinrezeptors in
humanen gingivalen Keratinozyten darzustellen.
Folgende spezifische Fragestellungen sollten untersucht werden:
1. Kann die Expression des Glycinrezeptors in humanen gingivalen Keratinozyten im
Gewebeschnitt und in-vitro nachgewiesen werden?
2. Kann die Anderung der Genexpression von Entziindungsmarkern durch eine
Stimulation gingivaler Keratinozyten mit IL-1B in-vitro verifiziert werden?
3. Kann diese Expressionsianderung durch eine Behandlung der Zellen mit Glycin
beeinflusst werden?
4. Was geschieht bei isolierter Glycinapplikation auf kultivierte gingivale Keratinozyten?
Wird die Genexpression der Entziindungsmarker verandert?
5. Kann die Translokation des Transkriptionsfaktors NFKB in den Zellkern gingivaler
Keratinozyten bei IL-1B-Stimulus bestatigt werden?
6. Beeinflusst eine Behandlung der kultivierten gingivalen Keratinozyten mit Glycin die

durch IL-1B induzierte Translokation von NFKB in den Zellkern?
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Da Glycin in vorausgegangenen Studien eine anti-inflammatorische Wirkung und eine
Bedeutung im Reparaturprozess der kutanen Barrierefunktion zeigte, hat diese Aminosaure das
klinische Potential, einen prophylaktischen oder therapeutischen Einsatz in der
Parodontitistherapie zu finden. Durch die Untersuchung therapeutisch zu nutzender
Angriffspunkte im Entziindungsgeschehen kann diese Arbeit eventuell einen Beitrag in der

Entwicklung neuer Therapieansatze leisten.
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2. Material

2.1 Gewebe

Bei dem entnommenen Gewebe handelte es sich um Gingivaproben aus dem Molarenbereich
gesunder Patientinnen und Patienten. Die Proben wurden im Rahmen von Weisheits-
zahnentfernungen gewonnen. Die Patientendaten wurden anonymisiert. Diese Studie wurde
von der Ethikkommission der Universitdat Bonn gepriift und genehmigt (Antrag Ethikkommission

AZ.: Lfd. Nr. 29/08).

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Medien

Antibiotika/Antimykotikalosung (Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe, D)

Aqgua dest.
Aquatex
BSA, approx. 99 %

CaCIZ
cDNA-Synthese Kit

CO;

DAB, 10x

DAPI

DePex

Einfriermedium

Ethanol
Formaldehydldsung, 4 %

Fotales Kalberserum

Gewebe-Einbettmedium

(Fa. Braun, Melsungen AG, D)

(Fa. MERCK KGaA, Darmstadt, D)

(engl. albumin bovine serum; Albumin Fraktion V;
Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D)

(Fa. MERCK KGaA, Darmstadt, D)

(iScript™ Select cDNA Synthesis Kit; Fa. BioRad,
Minchen, D)

(Fa. Linde, Hollriegelskreuth, D)

(Fa. Thermo Fisher Scientific Pierce GmbH, Bonn, D)
(Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D)

(Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D)
(Cryo-SFM; Fa. PromoCell GmbH, Heidelberg, D)
(Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D)

(Fa. MERCK KGaA, Darmstadt, D)

(engl. fetal calf serum, FCS; Fa. PAA Laboratories
GmbH, Célbe, D)

(Paraplast plus; Fa. Leica Biosystems, Richmond, USA)



Glycin, min. 99 %
Hamalaun

H,0,, 30 %

IL-18
Isopropanol
Kollagenase
Methanol
Mowiol/DABCO

Nahrmedium

Nahrmedium glycinfrei

Paraformaldehyd
PBS

PCR-Kit
Primer

RNA Extraktionskit

Stable Peroxide Substrate Buffer, 1x

Stickstoff
SupplementMix
TBS x10

Triton X-100

10x Trypsin EDTA, 0.5 % (w/v)

Trypsininhibitor
Xylol

Xylolersatz
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(Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D)

(Mayers, 1:2 sauer; Fa. MERCK KGaA, Darmstadt, D)
(Fa. MERCK KGaA, Darmstadt, D)

(Fa. PromoCell GmbH, Heidelberg, D)

(Fa. MERCK KGaA, Darmstadt, D)

(type 4; Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe, D)

(Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D)

(Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D)
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM,;

Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe, D)
(Keratinocyte Growth Medium, KGM;

Fa. PromoCell GmbH, Heidelberg, D)
(Supplemented Eagle’s Minimum Essential
Medium, SMEM; Fa. GIBCO/Invitrogen GmbH,
Darmstadt, D)

(Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D)
(Dulbecco’s, Ca?* u. Mg?* frei;

Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe, D)

(IQ™ SYBR® Green Supermix; Fa. Biorad, Miinchen, D)
(Fa. Metabion, Martinsried, D)

(Rneasy® Mini Kit; Fa. Qiagen, Hilden, D)

(Fa. Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn, D)

(Fa. Linde, Hollriegelskreuth, D)

(Fa. PromoCell GmbH, Heidelberg, D)

(Fa. MERCK KGaA, Darmstadt, D)

(Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D)

(Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe, D)

(Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D)

(Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt, D)

(Roti®-Histol; Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D)
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen (Microscope cover glasses, @ 15 mm, Stérke 1;
Fa. Menzel GmbH + Co. KG, Braunschweig, D)
(Thermanox plastic coverslips, 13 mm; Fa. NUNC,
Rochester, NY USA)

Einfrierrdhrchen (Cryogenic Vials; Fa. Nalgene Nunc International,
Hereford, UK)

Handschuhe (Fa. Ansell GmbH, Minchen, D)

Kulturflaschen (250 ml; 75 cm? Wachstumsflache; Fa. Greiner
Bio-One GmbH, Solingen, D)

Kulturschalen (60 x 15 mm; 20,4 cm? Wachstumsflache;
Fa. Greiner Bio-One GmbH, Solingen, D)

Objekttrager (75 x 25 x 1,00 mm; Fa. Thermo Fisher Scientific
GmbH, Bonn, D)

Parafilm (Fa. Pechiney Plastic Packaging Company, Chicago, USA)
Pasteurpipetten (230 mm lang; Fa. Brand, Wertheim, D)
PCR-ReaktionsgefaRe (0,2 ml, domed lid; Fa. BioRad, Miinchen, D)
Pippetenspitzen (Fa. Starlab GmbH, Ahrensburg, D)

ReaktionsgefaRe (Falcon 50 ml; Fa. Greiner, Nirtingen, D)

(1,5 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg, D)

Skalpelle (Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, D)
Sterilfilter (PorengroRe 0,2 ul; Fa. Santorius Stedim, Aubagne, F)
Well-Platten (6-well-Platten, 24-well-Platten; Fa. Greiner

Bio-One GmbH, Solingen, D)
Zellschaber (Fa. Labomedic GmbH, Bonn, D)

2.4 Antikorper

Anti-Glycine receptor (Fa. SYSY, Gottingen, D)



Purified anti-NFKB p65

Sekundarantikorper

2.5 Gerite

Absaugpumpe

Analysenwaage

AusgieRstation

Brutschrank

Cryo 1°C Freezing Container
Entwasserungs- und Einbettautomat

Fluoreszenzmikroskop

Gefrierschrank

iCycler Thermal Cycler

Kryobehalter

Kuhlschrank

Lichtmikroskop

Mikrotom

Pinzette

Pipetten

Spektrophotometer

Sterilbank
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(Fa. BioLegend, Uithoorn, NL)
(EnVision anti rabbit, Fa. DAKO, Hamburg, D)

(Fa. Schiitt Labortechnik, Gottingen, D)

(Fa. Sartorius AG, Gottingen, D)

(Tissue-Tek®; Fa. Sakura, Staufen, D)

(Fa. Thermo, Dreieich, D)

(Fa. Nalgene Nunc International, Hereford, UK)

(Tissue Tek VIP; Fa. Vogel, GielRen, D)

(AXIO Imager A1, Fa. Carl Zeiss Microlmaging

GmbH, Goéttingen, D)

(-20°C; Fa. Liebherr Premium GmbH, Ochsenhausen, D)
(-80°C Revco; Fa.Thermo Fisher Scientific

GmbH, Bonn, D)

(Fa. BioRad, Miinchen, D)

(Arpege 40; Fa. AIR LIQUIDE GmbH, Disseldorf, D)
(4°C; Fa. Liebherr Premium GmbH, Ochsenhausen, D)
(Fa. Exacta + OpTech GmbH, Miinchen, D)

(Axioskop 2, Fa. Carl Zeiss Microlmaging

GmbH, Goéttingen, D)

(Microm cool-cut; Fa. Thermo Fisher Scientific Germany
Ltd. & Co. KG, Bonn, D)

(Fa. Hammacher, Solingen, D)

(Fa. Eppendorf, Hamburg, D)

(Nanodrop ND-1000; Fa. Peqlab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, D)
(Biohazard; Fa. Clean Air, Landsberg, D)
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Thermomixer (Fa. Eppendorf, Hamburg, D)

Tissue-Tek® (Sakura Finetek GmbH, Staufen, D)

Wasserbad (Fa. Memmert GmbH, Schwabach, D)

Zentrifugen (Fa. Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co.
KG, Bonn, D)

(Fa. Eppendorf, Hamburg, D)
(Fa. Qualitron Systems, Michigan, USA)

2.6 Software

Digitales Bildanalyseprogramm (Axio Vision Rel. 4.7)

iCycler-Software (iCycler iQ Optical System Software Version 3.1)
Statistik- und Analysesoftware (GraphPad Prism Version 4.03)
Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel 2007)

The National Center of

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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3. Methoden

3.1 Versuchsaufbau

Es wurden Gingivaproben bei oralchirurgischen Eingriffen im Sinne von Weisheitszahn-
entfernungen gewonnen und aufbereitet. Primare Zelllinien wurden kultiviert und mit IL-1B
stimuliert und/oder mit Glycin behandelt. Zellen drei verschiedener Donoren wurden
verwendet. Es folgte zum einen die quantitative Auswertung der Genexpression von B-Aktin, IL-
1B, IL-6, IL-8 und IL-10 (in Vorversuchen zusatzlich MMP2, MMP3 und VEGF) mit Hilfe der Real-
Time-Polymerasekettenreaktion. Zum anderen wurden in Gewebeschnitten und Kulturen
gingivaler Keratinozyten der Glycinrezeptor immunhistochemisch sowie mittels Immun-
fluoreszenz gefarbt und zuletzt NFKB in Gingivaepithelzellen mit Hilfe von indirekter

Immunfluoreszenz lokalisiert.

3.2 Zellkulturmethoden

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Keratinozyten wurden bei
wasserdampfgesattigter Atmosphare, 37°C und 5 % CO,-Partialdruck im Brutschrank inkubiert.

Unsterile Losungen wurden mittels Sterilfilter der PorengroRe 0,2 pl filtriert.

3.2.1 Probengewinnung und Anlegen der Primdrkultur von humanen
gingivalen Keratinozyten

Die Gewebeproben stammen von Patienten mit gesunden, entzlindungsfreien Parodontien. Die
Gewebestiicke fielen im Rahmen oralchirurgischer Weisheitszahnentfernungen an. Die
Patientinnen und Patienten befanden sich im Universitatsklinikum Bonn in Behandlung
(Poliklinik fiir Chirurgische Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde, Direktor: Universitats-Prof. Dr. G.
Wahl).

Aus den Gewebeproben wurden zum einen Gewebeschnitte fir die Immunhistochemie

hergestellt, zum anderen Zellen fiir die Primarkultur gewonnen.
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Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Gewebestlicke in je ein 1,5 ml Eppendorf Gefall mit
1 ml PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) und 1 % Antibiotika/Antimykotikalésung tberfiihrt,
um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern. Innerhalb weniger Stunden wurden die Proben
wieder entnommen und in je ein 1,5 ml Eppendorf GefalR mit 200-300 pl Kollagenase 2 gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 2:30-3:00 h im Brutschrank bei 37°C wurden die Proben mit
einer sterilen Pinzette in eine mit 2 ml PBS gefiillte Zellkulturschale gelegt und zum Waschen
hin- und herbewegt. AnschlieBend wurde auf steriler, trockener Unterlage mit Hilfe von
Pinzetten das Epithel vom Bindegewebe getrennt und, je nach GroRRe, das Epithelstlick mit dem
Skalpell zerteilt. Die so praparierten Epithelstiicke wurden zusammen mit 1 fach Trypsin/EDTA
(Ethylendiamintetraacetat) in einer Konzentration von 0,05 % in PBS in ein Eppendorf Gefal
gegeben und fiir 15 min bei einer Mischfrequenz von 1000 1/min und 37°C im Thermomixer
platziert um die Epithelzellen aus dem Zellverband herauszulésen. Danach wurde
Trypsininhibitor in einer Endkonzentration von 1 mg/ml hinzugegeben. Nach kurzem Auf- und
Abpipettieren wurde fir 2 min bei 800g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und verworfen. Etwa 50 pl Flissigkeit wurden im Gefal} belassen. In eine mit 4 ml
KGM (Keratinocyte Growth Medium, Vollmedium mit 1 % Antibiotika/Antimykotikaldsung) und
100 pl  Trypsininhibitor vorbereitete Schale (20,4 cm? Wachstumsfliche) wurden die
Gewebereste und die Restfliissigkeit gegeben und die Schale anschlieBend in den Inkubator
gestellt. Es sollten mindestens 2 x 10° Zellen pro Schale (20,4 cm? Wachstumsflache) ausgesat
worden sein. Zum Anheften und Ausbreiten der Zellen wurde die Schale bei 37°C und 5 % CO,

Partialdruck fir 2-4 Tage inkubiert, ohne dass ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde.

3.2.2 Herstellung der Nahrmedien

Bei einer Zellkultur sind die Zellen vom Organismus isoliert. Unter diesen in-vitro-Bedingungen
muss, u.a. durch das Medium, eine Umgebung geschaffen werden, die Proliferation, Wachstum
und Ausibung von typischen Zellfunktionen erlaubt (Lidl, 2002). Als Nahrmedium wurde fiir
unsere Versuche serumfreies KGM benutzt. Es handelt sich dabei um ein Vollmedium, d.h. es
enthalt nicht nur essentielle, sondern auch nicht-essentielle Verbindungen und ermdoglicht so

eine hohere Zellwachstumsrate als ein Minimalmedium. Es wurden CaCl, und ein Supplement
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Mix der Firma PromoCell zum Medium hinzugefiigt, so dass eine Endkonzentration von 0,4 %
Rinderhypophysenextrakt (Bovine Pituitary Extract), 0,125 ng/ml Epidermal Growth
Factor, 5ug/ml menschliches Insulin, 0,33 pug/ml Hydrocortison, 10 pug/ml menschliches
Transferrin, 0,39 pg/ml Epinephrin und 0,15 mM CaCl, im Medium vorlag. AuRerdem
wurden 1% Antibiotika/Antimykotikalosung (10.000 Units/ml  Penicillin  G; 10 mg/ml

Streptomycinsulfat; 25 mg/ml Amphotericin B und 0,9 % NaCl) zugefligt.

Als glycinfreies Nahrmedium wurde SMEM (Supplemented Eagle’s Minimum Essential Medium)
angesetzt. Dieses Medium enthalt in der Grundzusammensetzung kein L-Glutamin, kein Biotin,
kein CaCl, und kein Glycin. Als Zusatze wurden eine Antibiotika/Antimykotikalésung der Firma
PAA in einer Endkonzentration von 1 % und 0,15 mM CaCl, hinzugefiigt. Das Medium enthalt
kein Serum. SMEM ist ein Minimalmedium, d.h. es enthalt nur die minimal nétigen Inhaltsstoffe,
die flr die Vitalitatserhaltung und das Wachstum der Zellen nétig sind. Das Verhalten der

Keratinozyten unter diesen Bedingungen wurde in Vorversuchen getestet.

3.2.3 Mediumwechsel

Bestimmte Bestandteile des Nahrmediums, wie z.B. Ndhrstoffe und Zusatze, werden von den
Zellen metabolisiert oder =zerfallen bei 37°C mit der Zeit. AuBerdem haufen sich
Stoffwechselendprodukte der Zellen an. Fir das Wachstum und die Vitalitatserhaltung der
Zellen ist es deshalb wichtig bei einer pH-Wertanderung des Mediums, angezeigt durch einen
Farbumschlag des Phenolrotindikators ins Gelbliche oder Rot-violette, das Medium zu wechseln.
Die Intervalle, in denen das Medium erneuert werden muss, variieren von Zelllinie zu Zelllinie
(Lidl, 2002). Bei den untersuchten Keratinozyten erwies sich ein Rhythmus von 2-3 Tagen als
optimal. So wurde ein annahernd konstantes Milieu fiir die Zellen gewahrleistet. Das Medium
wurde im Wasserbad bei 37°C erwarmt und das verbrauchte Medium unter sterilen
Bedingungen mittels Pasteurpipette und Pumpe abgesaugt. In die 60 x 25 mm Kulturschalen
wurden 4 ml, in die 6-well-Platten wurden pro Well 3 ml, in die 24-well-Platten 1 ml pro Well
und in die 250 ml Kulturflasche 12-14 ml frisches Medium mit der Pipette vorsichtig
hinzugegeben. Hierbei sollte der Zellrasen nicht zerstort werden. Es folgte weitere Inkubation im

Brutschrank (37°C und 5 % CO; Partialdruck).
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3.2.4 Subkultivierung der Zellen

Sobald die primaren Zellen in der Originalschale eine Konfluenz von ca. 80-90 % zeigten, wurden
sie passagiert. Dazu wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette und einer Pumpe das Medium
abgesaugt. Dann folgte ein Waschschritt mit PBS. Dabei wurden 2 ml PBS auf die Schale
gegeben, die Schale geschwenkt und das PBS wieder abgesaugt. Dann wurden die Zellen mit
Hilfe von Trypsin/EDTA 1-fach in einer Konzentration von 0,05 % in PBS abgel6st, wahrend eine
10 mindtige Inkubation im Brutschrank erfolgte. Es folgte eine Kontrolle unter dem
Lichtmikroskop, um sicher zu gehen, dass sich die Zellen vollstandig vom Boden der Schale
gelost hatten. 2 ml DMEM-Medium mit 10 % FCS-Serum (fotales Kalberserum) wurden benutzt
um die Protease Trypsin zu blockieren. Die Zellsuspension wurde mit einer Pipette
aufgenommen und auf zwei Eppendorf Gefalle verteilt. Es folgte eine Zentrifugation fir 2 min
bei 800 g. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Die Zellpellets wurden wieder
zusammengefihrt und mit 1 ml KGM resuspendiert. In einer Kulturflasche (75 cm? Wachstums-
oberflache) wurden 15 ml KGM vorgelegt und die Zellsuspension in die Flasche Uberfihrt. Die
Zellen wurden weiter kultiviert. Mediumwechsel wurde im 2-3 Tagesrhythmus vorgenommen
und bei Konfluenz wurde die Zellkultur gesplittet. Fir das Ablosen der Zellen vom
Flaschenboden wurden entsprechend hohere Volumina benutzt (mit 6 ml PBS gespult; auf 4 ml

PBS 480 ul Trypsin/EDTA 1x; 15 ml DMEM als Trypsininhibitor in einem Falcon-ReaktionsgefaR).

Einige Zellen wurden bis zur dritten Passage kultiviert, dann direkt ausgesat und fir die
Stimulationsversuche oder die immunhistochemischen und Immmunfluoreszenz-Analysen

vorbereitet. Der Rest der Zellen wurde nach der zweiten Passage kryokonserviert.

3.2.5 Kryokonservierung der Zellen

Um auf die Zelllinien langfristig zugreifen zu konnen, wurden Zellen, die nicht unmittelbar
gebraucht wurden, kryokonserviert. Dazu wurden die Zellen nach dem Abldsen mit Trypsin
durch Zentrifugation pelletiert und in gekiihltem, serumfreien Einfriermedium (Cryo-SFM der
Firma Promocell) aufgenommen. Dann wurde die Zellsuspension in gekiihlte Einfrierréhrchen

abgefiillt, in einen Cryo 1°C Freezing Container der Firma Nalgene Nunc gestellt und fiir zwei
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Tage bei -80°C gelagert. Der mit Isopropanol gefiillte Einfriercontainer gewahrleistet ein
kontrolliertes Abkuhlen der Zellen um -1°C/ml pro min. Danach wurden die Zellen in einen

Kryobehalter/Stickstofftank tberfiihrt.

Beim spateren Auftauen wurden die Zellen im 37°C-Wasserbad erwarmt und in 5ml
vorgewarmtes KGM-Medium pipettiert. Im Anschluss wurde die Zellsuspension 2 min bei 800 g
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in frischem Medium resuspendiert. Die
Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm? Wachstumsoberflache) weiter inkubiert (37°C und
5 % CO; Partialdruck). Nach weiterer Kultivierung und Mediumwechsel alle 2-3 Tage konnten die

Zellen fiir Versuche ausgesat werden.

3.2.6 Zellaussaat

Fir die Stimulationsversuche wurden die Zellen auf 6-well-Platten mit 3 ml KGM pro Well
umgesetzt, wobei entsprechend dem bereits beschriebenen Verfahren vorgegangen wurde. Die
Zellen befanden sich in der vierten Passage. Sie wurden weiter bei 37°C, 5 % CO, Partialdruck
und Mediumwechsel alle 2-3 Tage kultiviert. Zum Zeitpunkt der Stimulation war eine 80-90 %ige

Konfluenz erreicht.

Ein Teil der Zellen wurde auf 24-well-Platten mit 1 ml KGM pro Well ausgesat. Auf dem Boden
der Wells wurden kreisformige Plastikdeckglaschen (¢ 13 mm, einseitig beschichtet) als
Vorbereitung fur die immunhistochemische Analyse und Glasdeckgldaschen (¢ 15 mm) fir die
Immunfluoreszensanalysen platziert. Zur Anzucht der Zellen auf den Deckglaschen wurden sie
im Brutschrank (37°C, 5% CO, Partialdruck, Mediumwechsel alle 2-3 Tage) inkubiert. Als
Vorbereitung fiir die Farbungen sollten die Zellen auf den Deckglaschen angewachsen sein und

einen zu 80-90 % konfluenten Zellrasen gebildet haben.

3.3 Etablierung der Versuchsbedingungen

Im Rahmen von Vorversuchen wurden die beiden Medien, KGM und SMEM, verglichen. Dazu

wurden Keratinozyten in KGM angezogen und kultiviert, wie in 3.2.1 beschrieben. Die Zellen
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wurden auf 6-well-Platten ausgesat. Die Halfte der Zellen wurde 1 h vor Versuchsbeginn in
SMEM, glycinfrei, kultiviert. Der Versuch bestand aus einer Stimulation mit IL-1B [1ng/ml] fir
verschiedene Zeitspannen. Die Stimulation wurde durch die Aspiration des Mediums inklusive
des Stimulans IL-1B beendet. Es folgte Zellernte, Zelllysis, RNA-Extraktion und cDNA-Synthese.
Es wurde die quantitative Amplifizierung der Gene B-Aktin, IL-13, MMP2, MMP3, IL-6, IL-8 und

VEGF per Real-Time-Polymerasenkettenreaktion (PCR)-Analyse untersucht.

Fir eine Optimierung der Konzentration des Stimulans IL-18 und um den Einfluss der
Glycinkonzentration wahrend der Stimulation abschdtzen zu kénnen wurde ein weiterer
Vorversuch angesetzt. Hierbei wurde bei gleichen Versuchsvoraussetzungen die IL-1B
Konzentration variiert und mit unterschiedlichen Glycinkonzentrationen kombiniert. Alle Zellen
wurden 1 h vor Versuchsbeginn mit SMEM kultiviert. Nach Beendigung der Stimulationen,
Zellernte, Zelllysis, RNA-Extraktion und cDNA-Synthese wurde eine Real-Time-PCR-Analyse fir
die Gene B-Aktin, IL-1B und IL-6 durchgefihrt.

3.4 Stimulation von Gingivaepithelzellen mit Interleukin-13/
Behandlung mit Glycin

Nach Auswertung der Vorversuche wurden die Stimulationsversuche des Hauptversuches unter
optimierten Bedingungen durchgefiihrt. Fir die Stimulationsversuche im Rahmen der
Genexpressionsanalyse wurden Keratinozyten auf 6-well-Platten zu einer Zelldichte von 80-90 %
Konfluenz geziichtet. Eine Stunde vor der Stimulation wurde einmal mit PBS gewaschen, um
Glycinreste des glycinhaltigen Mediums (KGM) zu entfernen. Nach dem Waschschritt wurden
alle Zellen in glycinfreiem Medium (3 ml SMEM) 1 h lang, bis zum Beginn der Stimulation,
kultiviert. Vorher war dem Medium 0,15 mM CaCl, beigefiigt worden. Die Stimulation erfolgte
mit IL-1B [5 ng/ml]. Die Stimulationsdauer betrug 30 min, bzw. 60 min. Gleichzeitig wurde die
Glycinkonzentration des Mediums mit 0 mM und 1 mM Glycin variiert. Dadurch ergaben sich fir
den Versuch 8 Gruppen mit je 11 Proben (Tabelle 1). Die Primarzellen stammten von

Gingivaproben dreier Patienten.
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Tab. 1: Versuchsgruppen des Stimulationsversuches im Rahmen der Genexpressionsanalyse.

8 Gruppen mit je 11 Proben wurden fir 30 und 60 min verschiedenen Konzentrationen an IL-1
und Glycin ausgesetzt. Gruppe 1 und Gruppe 5 entsprechen den Kontrollen fiir die Auswertung
der relativen Genexpressionsanderung.

Gingivaproben von 3 Patienten, n = 11. @ = keine Stimulation mit IL-1pB.

Stimulationsdauer [min] 30 60

Gruppe 1 2 3 4 5 6 7 8
Glycinkonzentration [mM] 0 0 1 1 0 0 1 1
IL-1B-Stimulation[ng/ml] @ 5 )} 5 @ 5 1) 5
Replikate 11 11 11 11 11 11 11 11

Die Stimulation begann mit einem Mediumwechsel. In 3 ml frischem SMEM pro Well (9,6 cm?
Wachstumsoberflache) war die entsprechende Konzentration an IL-1B enthalten. Das Glycin
(Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen) wurde zuvor in Zellkulturwasser geldst um zunachst eine
1 molare Losung herzustellen, steril filtriert (PorengréRe des Filters 0,2 ul) und je nach Gruppe
dem Medium zugegeben. Beendet wurde die Stimulation durch die Aspiration des Mediums, es
folgte sofort die Zellernte. Dazu wurde zweimal mit PBS (ohne Ca®* und Mg?*) sorgfaltig
gewaschen. Dann wurden die Zellen in RLT-Lysispuffer (300 ul/Well) der Firma Qiagen mit einem
sterilen Schaber von oben nach unten vorsichtig abgelost. Die Zellsuspension wurde mittels
Pipette noch einige Male durchmischt, aufgenommen und die Zellen eines Wells in je ein

steriles, RNAse freies Eppendorf Gefals (1,5 ml) gegeben und bei -80°C weggefroren.

Fir die Stimulation von Gingivaepithelzellen mit IL-1B und die Behandlung mit Glycin im
Rahmen der zellbiologischen Analysen wurden die auf Deckglasern angewachsenen
Keratinozyten genutzt. Sie zeigten zum Zeitpunkt der Stimulation einen zu 80-90 % konfluenten
Zellrasen. Fiir den immunhistochemischen Nachweis und die Immunfluoreszenzmarkierung des
Glycinrezeptors wurden die Zellen nicht stimuliert. Fiir die Markierung des Transkriptionfaktors
NfkB wurden Stimulationsversuche, angelehnt an den Hauptversuch, durchgefiihrt. Wegen der
Eigenfluoreszenz der Plastikdeckglaschen wurden die Zellen fir die Immunfluoreszenz-
markierung auf Glasdeckgldaschen angezogen. Die Zellen wurden 16 h vor Stimulationsbeginn
mit PBS gewaschen und dann in SMEM (mit 0,15 mM CacCl,) kultiviert. Einem Teil der Zellen

wurde 1 h vor Stimulation SMEM (mit 0,15 mM CaCl,) + 1 mM Glycin als Medium gegeben. Die
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Stimulation erfolgte mit 5 ng/ml IL-1B fir 2 h und 6 h, angelehnt an die Arbeiten von Steinberg
et al. (2006) und Vardar-Sengul et al. (2009). Unstimulierte Zellen in beiden Gruppen dienten als
Kontrollen. Nach Stimulationsende wurde das Medium abgesaugt, mit PBS gewaschen und die

Deckglaschen fir die Immunfluoreszenzmarkierung vorbereitet.

3.5 Verfahren zur quantitativen Genexpressionsdarstellung

3.5.1 RNA-Extraktion

Die RNA—Extraktion wurde mit dem Rneasy MiniKit der Firma Qiagen (Hilden) durchgefiihrt, das
Herstellerprotokoll jedoch leicht modifiziert. Die Zellsuspensionen der verschiedenen Gruppen
wurden nach der Zellernte in je einem Eppendorf GefaR bei -80°C aufbewahrt. Die Zellen in
Lysis-Puffer wurden auf Eis aufgetaut. Der Lysispuffer enthdlt Mercaptoethanol und
Guanidiumthiocyanat. Dadurch wird eine Zelllyse erreicht und RNasen (Ribonukleasen) werden
inaktiviert, so dass intakte RNA isoliert werden kann. Es wurden je 300 pl Ethanol (70 %)
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren der Inhalt des Reaktionsgefalles vermischt. Nun
wurde die gesamte Losung eines Reaktionsgefalles auf die Membran einer RNeasy mini spin
Sdule pipettiert. Der 70 %ige Ethanol bewirkt, dass die RNA an die Kieselerde-Membran
gebunden wird. Durch eine Zentrifugation fir 30 sec bei 800 g wurde nun nicht gebundenes
Material abzentrifugiert, im unteren Teil der Saule aufgefangen und verworfen. Die RNA blieb
an die Matrix gebunden. Es folgte ein Waschvorgang mit 700 ul RW1-Buffer. Es wurde wieder
30 sec lang mit 800 g zentrifugiert und das aufgefangene Filtrat verworfen. Um mdogliche
Kontaminationen an der Membran herauszuwaschen erfolgte ein Waschen mit 500 pl RPE-
Buffer mit anschlieBender Zentrifugation (1 min; 800 g). Das Filtrat wurde mitsamt des
Sammelgefalles verworfen und die Sdule auf ein steriles Eppendorf GefaR (1,5 ml), das als neues
Sammelgefal diente, gesteckt. Hierbei war darauf zu achten, dass kein Restethanol (RPE-Buffer)
an der Saule verblieb, da sonst nachfolgende Reaktionen eventuell behindert worden waren. Es
folgte die Elution der RNA mit zweimal 30 pl RNAse-freiem Wasser und zweimaliger
Zentrifugation (jeweils 1 min und 800 g). Die isolierte RNA in 60 ul RNAse-freiem Wasser konnte

bei -80°C weggefroren werden.
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3.5.2 RNA-Quantifizierung

Die  Konzentrationsbestimmungen der isolierten RNA-Proben erfolgte mit dem
NanoDrop®-ND-1000-Spektrophotometer der Firma Peqlab Biotechnologie GmbH. Fir eine
Messung wurde 1 ul der isolierten RNA in RNAse-freiem Wasser verwendet. Die RNA-
Konzentration wurde durch eine Absorptionsmessung bei der Wellenldange 260 nm bestimmt.
Als Leerwert wurde RNAse-freies Wasser verwendet. Eine Absorptionseinheit A,eo entspricht
40 pg RNA/ml. Nach den Messungen konnte die RNA-Konzentration c Uber die folgende Formel
berechnet werden:

¢ [H222] = Az60 x 40

3.5.3 cDNA-Synthese

Zur Synthese der cDNA wurde das iScript™ Select cDNA Synthesis Kit benutzt. Zur cDNA-
Erststrangsynthese wurden nach der RNA-Quantifizierung 1 ug denaturierte RNA von jeder
Probe in je ein 1,5 ml Eppendorf Gefal} pipettiert und je 2 ul oligo (dt),o primer hinzugefiigt,
gemischt und abzentrifugiert (30 sec bei 800 g). Es folgte die Denaturierung: jede Probe wurde
flr 5 min im Thermomixer auf 65°C erhitzt um so die RNA zu entfalten und die Bindung des
Primers an den Poly-A-Schwanz der RNA zu ermdglichen. Fiir den Mastermix wurden pro Probe
4 ul 5x iScript select reaction mix und 1 pl iScript reverse transcriptase in einem Eppendorf
GefaRk gemischt und herunterzentrifugiert (30 sec bei 800 g). Nach dem Abkiihlen der Proben
und kurzem Abzentrifugieren des Kondensats wurden jedem Reaktionsgefals 5 ul des Mastermix
hinzugefiigt, gemischt und abzentrifugiert (30 sec bei 800 g). Nun wurden die Proben 60 min
lang bei 42°C im Thermomixer inkubiert, so dass optimale Bedingungen fiir den Ablauf der
reversen Transkription gegeben waren. AnschlieBend wurde die Temperatur flir 15 min auf 85°C
erhoht um die cDNA-Synthese zu stoppen. Das Endprodukt wurde nach dem Abkihlen und
kurzem Abzentrifugieren des Kondensats mit je 30 ul DNAse freiem Wasser aufgefiillt,

zentrifugiert und bei -20°C weggefroren.
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3.5.4 Real-Time-PCR

Ansatz und Durchfiihrung der Real-Time-PCR

Die Echtzeit-Polymerasen-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Methode, die zur
Amplifizierung von DNA oder RNA dient. Es wurden Real-Time-PCR-Analysen der Gene B-Aktin,
IL-1B, MMP2, MMP3, IL-6, IL-8 und VEGF im Rahmen der Vorversuche und B-Aktin, IL-1B, IL-6,
IL-8, IL-10 im Hauptversuch durchgefiihrt. Hierzu wurde der iCycler® Thermal Cycler und 1Q™
SYBR® Green Supermix der Firma BioRad, Miinchen, verwendet. In dem Reagenzmix war der
interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen I® enthalten. Er bindet in der doppelstrangigen
DNA, absorbiert Licht der Wellenlange 494 nm und emittiert Licht mit 524 nm (Zipper et al.,
2004). So detektiert er die PCR-Produkte. Mit zunehmender Menge an PCR-Produkt steigt also
die gemessene Fluoreszenz. Der iCycler zeichnet die amplifikationsspezifischen Fluoreszenz-
signale kontinuierlich auf. Um Pipettierfehler zu minimieren wurde ein Gesamtgemisch
(Mastermix) der Reagenzien in einem Eppendorf GefdR angefertigt. 24 ul des Mastermixes
wurden eingesetzt und setzten sich im einzelnen zusammen aus: 12,5 ul 1IQ™ SYBR® Green
Supermix, 11,375 ul DNAse freiem Wasser und 0,125 ul des jeweiligen Primermixes. Bei einem
PCR-Gesamtvolumen von 25 pl (24 pl Mastermix + 1 pl cDNA) betrug die Primerkonzentration
0,5 pmol/ul. Der Mastermix wurde vorsichtig gemischt und kurz in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Im PCR-Reaktionsgefall (0,2 ml) wurden je Probe 1 pl cDNA vorgelegt und 24 ul
vom Mastermix dazugegeben. Nach kurzer Zentrifugation in der Tischzentrifuge wurden die
Reaktionsgefdafle im iCycler platziert und das Programm gestartet. Dieses begann mit einer
5 minltigen Denaturierungsphase bei 95°C. Nun folgte der eigentliche Real-Time-PCR-Zyklus mit
einer Denaturierung der cDNA-Molekiile (95°C; 15 sec), d.h. die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den DNA-Doppelstrangen wurden gelost. Wahrend der folgenden Hybridisierung
kiihlte der iCycler auf die fiir das jeweilige Primerpaar optimale Annealingtemperatur (z.B. 68°C,
30 sec fur IL-1B Primer) ab. Die optimale Temperatur wurde mittels Temperaturgradienten
ermittelt. Das Primerpaar lagert sich an zwei Stellen eines Einzelstranges an und markiert so die
Zielsequenz, die spater mit Hilfe der Tag Polymerase und der dNTPs (Desoxynucleo-
tidtriphosphate) amplifiziert wird. Es folgte die Elongationsphase fiir 30 sec bei 72°C. Dies ist die

optimale Temperatur fir die Tag Polymerase, ein Enzym, das den Aufbau des gegenlaufigen
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DNA-Stranges katalysiert. Dieser definierte Zyklus wurde insgesamt 40 mal wiederholt. Die
Amplifizierung der gewilinschten DNA-Abschnitte erfolgt exponentiell. Zusatzlich zu den Proben
wurden eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Positivkontrolle bestand
aus einem zuvor gebildeten und sequenzierten PCR-Produkt, das mit Hilfe des spezifischen
Primer synthetisiert wurde. Als Negativkontrolle wurde Wasser statt cDNA benutzt. Nach der
beendeten Real-Time-PCR wurde ein Dissoziationsprogramm angeschlossen. Das PCR-Produkt
wurde langsam erhitzt und der Schmelzpunkt ermittelt. Dieser ist fiir jedes Produkt, je nach
Lange und Sequenz, spezifisch. Waren aufler dem gewinschten Produkt noch andere
amplifiziert worden, z.B. wegen Verunreinigung der Proben, hatte dies festgestellt werden

kénnen.

Primerdesign und Effizienzpriifung

Die Primer wurden alle mit einer Software des National Center of Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit folgenden Vorgaben entworfen: die Oligonukleotidprimer
sollten Intron-tberspannend sein, damit sie nur an cDNA binden. Sie sollten etwa 200 bp lang
sein, Anfang und Ende sollte nicht komplementar sein und die Annealingtemperatur fir
Vorwarts- und Rickwartsprimer sollte moglichst gleich sein (NCBI, 2011). Die Primer wurden
von der Firma Metabion, Martinsried synthetisiert. Die verwendeten Primersequenzen sind in
Tab. 2 aufgelistet. Die jeweilige Annealingtemperatur wurde mit einem Temperaturgradienten
bestimmt und die spezifische Amplifikation in Ethidiumbromid-Agarosegel verifiziert. Auch die
Schmelzkurve des Dissoziationsprotokolls diente zur Uberpriifung der Primer. Um die PCR-
Effizienz zu prifen wurde eine Verdlinnungsreihe der primerspezifischen, sequenzierten PCR-
Produkte angesetzt und die Amplifikationsraten der angesetzten Verdinnungsreihe verglichen.
Aus den Werten liell sich eine Standardkurve generieren. Aus der exponentiellen Funktion
wurde ein lineares Regressionsmodell, umgekehrt zur logarithmischen Funktion der
Fluoreszenzaufzeichnung aus der PCR, erstellt. Aus der Steigung konnte dann die Effizienz
ermittelt werden (E=10~1/Steigung der Standardkurve) |m |dealfall liegt die Effizienz eines Primers
bei 100 % (E=2), dann wird in jedem Zyklus die PCR-Produktmenge verdoppelt. Den genauen
Effizienz-Wert zu kennen ist vor allem dann wichtig, wenn mit unterschiedlichen Primern

generierte Werte miteinander verglichen werden sollen.
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Tab. 2: PCR-Primersequenzen fir B-Aktin, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, MMP2, MMP3 und VEGF
(sense: Vorwarts-Primer; antisense: Rickwarts-Primer)

Gen PCR-Primersequenz

B-Aktin sense 5-CATGGATGATGATATCGCCGCG-3*
antisense 5-ACATGATCTGGGTCATCTTCTCG-3*
IL-18 sense 5'-ATGGCAGAAGTACCTGAGCTCGC-3*
antisense 5-TTAGGAAGACACAAATTGCATGGTG-3*
IL-6 sense 5-ATGAACTCCTTCTCCACAAGC-3'
antisense 5-CTACATTTGCCGAAGAGCCC-3*
IL-8 sense 5-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG-3'
antisense 5-TGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC-3*
IL-10 sense 5-TTAAGGGTTACCTGGGTTGC-3"
antisense 3‘-GCCTTGCTCTTGTTTTCACA-3*
MMP2 sense 5-“TTCCTGGGCAACAAATATGA-3’
antisense 5'-GAACAGGCTGTACCCTTGGT-3'
MMP3 sense 5'-ATCGATGCAGCCATTTCTGATAAGG-3'
antisense 5-TCAACAATTAAGCCAGCTGTTACT-3*
VEGF sense 5-CAGACCCTGGTGGACATCTT-3’
antisense 5’-TTGATCCGCATAATCTGCAT-3’

Auswertung der Real-Time-PCR

Das Dissoziationsprotokoll sollte nur einen Gipfel in der Schmelzkurve der PCR-Produkte zeigen.
Mehrere Gipfel sprechen fiir eine Verunreinigung der Probe oder eine nicht spezifische

Primersequenz.

Da sich im Optimalfall in jedem PCR-Zyklus die PCR-Produktmenge verdoppelt, kann die
Polymerasenkettenreaktion als exponentielle Funktion dargestellt werden. Am Ubergang von
der linearen zur exponentiellen Phase legt die Software des iCyclers einen Schwellenwert fest.
Die Kurve jeder Probe kreuzt diesen Schwellenwert an der Stelle, an der die PCR-

Produktkonzentration ein starkeres Fluoreszenzsignal erzeugt als die Hintergrundfluoreszenz im
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Reagenzgefall. Diese PCR-Produktkonzentration wird nach einer bestimmten Zyklenzahl
erreicht, die im Cycle threshold (C;-Wert) ausgedriickt wird (Gibson et al., 1996). Je weniger
Zyklen bendtigt werden um den Schwellenwert zu erreichen, desto mehr cDNA des Zielgens war
am Anfang in der Probe (Higuchi et al., 1993). Somit stellt der C;-Wert ein Mal fiir die Quantitat
der cDNA dar. Die Berechnung der relativen Expressionsianderung erfolgte nach der
AAC;-Methode. Hierbei wird das PCR-Signal einer durch Real-Time-PCR analysierten Probe,
ausgedrickt durch den C;-Wert, zundchst mit einem Referenzgen normalisiert und so der
AC.-Wert gebildet (cZe'se" — cReferenzgen = AC,). B-Aktin, eines der sogenannten Referenzgene, ist
ein ubiquitar vorkommendes Protein des Zytoskeletts. Es wird in den meisten Zellen reichlich
exprimiert (Bustin, 2000). Die mRNA-Synthese dieses Gens wird als konstant angesehen, auch
unter experimenteller Stimulation der Zellen. Deshalb ist B-Aktin als Referenzgen geeignet
(Marten et al., 1994). Der ermittelte AC;-Wert wird dann in Relation zum gleichermalien
ermittelten AC;-Wert einer anderen Probe gesetzt. Diese andere Probe war eine unstimulierte

Kontrolle und wird auch Kalibrator genannt. Es ergibt sich ein AAC,-Wert.

AACF[( clieleen _ CtReferenden) der unstimulierten Kontrolle] - [(CtZielgen - CtRefere“de“) der zu untersuchenden Probe]

Bei dieser Methode werden die Primereffizienzen in der Rechnung nicht beriicksichtigt. In
diesem Falle stellte das kein Problem dar, da die Expression fiir B-Aktin und fiir die Zielgene aus
demselben Zelllysat bestimmt wurden, die Amplikons nicht langer als 150 bp waren, die Primer
optimiert wurden und die Primereffizienzen (Tab. 3) nahe E=2 waren. Die Formel
Ratio = 2724Ct beschreibt nun die Genexpressionsianderung einer Probe, normalisiert zu einem

Referenzgen und relativ zum Kalibrator (Livak und Schmittgen, 2001).

3.6 Statistische Datenauswertung

Die Datenaufbereitung erfolgte in Microsoft Excel 2007. Wie in 3.5.3 beschrieben, wurden die
Ratio-Werte der Proben fiir folgende Gene im Hauptversuch errechnet: B-Aktin, IL-1B, IL-6, IL-8,
IL-10. Zur Berechnung der AC;-Werte wurden Mittelwerte aus den Daten der unstimulierten
Kontrollen gebildet. Es wurden Mittelwerte der 2722¢t Werte von 11 Proben pro

Stimulationsgruppe gebildet. Dementsprechend wurden Standardabweichungen berechnet. Die
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graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version 4.03. Zur
Veranschaulichung der Daten wurden Balkendiagramme erstellt, aus denen man Mittelwert und
Standardabweichung ablesen kann. Es wurde der T-Test fir unabhangige Stichproben
durchgefiihrt. So konnten statistisch signifikante Unterschiede ermittelt werden. Die

Signifikanzschwelle wurde auf 5 % (p < 0,05) festgelegt.

3.7 Immunhistochemische Firbung der Gewebeschnitte und Zellen

Zum einen wurden Gingivagewebeschnitte genutzt, um mittels Immunhistochemie den Glycin-
rezeptor anzufarben. Zum anderen wurde ein Teil der kultivierten Zellen fir den
immunhistochemischen Nachweis des Glycinrezeptors in humanen gingivalen Keratinozyten

vorbereitet.

3.7.1 Prinzip der Inmunhistochemie

Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung basiert darauf, dass mit Hilfe von Antikérpern
spezielle Antigene einer Zelle sichtbar gemacht werden. Der Primarantikorper erkennt mit
seinem F(ab),-Fragment das Antigen. Im Rahmen dieser Arbeit fungierte als Antigen der
Glycinrezeptor. Dementsprechend wurde ein Primarantikérper Anti-Glycine receptor der Firma
SYSY, Gottingen, eingesetzt. Dieser monoklonale Antikorper vom Isotyp IgG1 ist spezifisch fir
die al-Untereinheit des Glycinrezeptors in humanen (sowie einigen tierischen) Zellen. Er wurde
durch die Immunisierung von Kaninchen gewonnen. In dieser Arbeit wurde ein
Sekundarantikorper eingesetzt, der mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Er erkennt
das Fc-Fragment des Primarantikorpers. Durch die Reaktion der Peroxidase mit ihrem Substrat
entsteht ein sichtbarer Farbstoff. Da das Enzym mit dem Sekundarantikérper und nicht mit dem

Primarantikorper verbunden ist, nennt man dieses Verfahren die indirekte Methode.
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3.7.2 Protokoll der Immunhistochemie

Protokoll der Immunhistochemie fiir Gewebeschnitte

Die Gewebeproben wurden 24 h lang in 4 %igem neutral gepufferten Formaldehyd fixiert. Dann
wurde das Gewebestlick auf etwa 4 mm x4 mmx4mm zugeschnitten und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (in 70 %igem Ethanol, dann in 80 %igem Ethanol, in
95 %igem Ethanol, nochmals in 95 %igem Ethanol und in 100 %igem Ethanol). Dann wurde
mittels eines Xylolersatzes der Alkohol aus dem Gewebe entfernt. Diese Schritte wurden durch
den Entwasserungs- und Einbettautomaten der Firma Vogel durchgefiihrt. Danach wurde das
Gewebestiick mit fllissigem Paraffin (55-58°C) infiltriert und eingebettet. Es wurde ein Tissue-
Tek®-AusgieRstation der Firma Sakura benutzt und Einbettkassetten von Labomedic. Mit dem
Mikrotom wurden 3 um dicke Schnitte angefertigt. AbschlieBend wurden die Praparate 24 h bei
37°C getrocknet.

Vor der immunhistochemischen Farbung der Gewebeschnitte missen diese entparaffiniert und
rehydratisiert werden, sonst kann es zu Stérungen der nachfolgenden Immunreaktion und so zu
einem fehlerhaften Farbemuster kommen. Der aus den Gingivaproben angefertigte
Gewebeschnitt wurde durch folgende Reagenzien gefiihrt: zweimal fiir je 10 min durch Xylol,
dann zweimal fiir je 5 min durch absoluten Alkohol. Es folgten 5 min in 96 %igem Alkohol, dann
5 min in 70 %igem Alkohol und abschlieend 5 min in destilliertem Wasser. Dann schloss sich
ein 10-minutiges Spilen in TBS (Tris buffered saline; 1-fach Losung) an. Es erfolgte eine 10-
minitige Blockierung der endogenen Peroxidase in 70 ml Methanol und 700 ul 30 %igem H,O0..
Die Blockierung erfolgte im Dunkeln. Es wurde anschlieRend 10 min lang in TBS gespiilt. Die
Inkubation mit dem Primarantikorper wurde bei 4°C ({ber Nacht durchgefiihrt. Der
Primarantikorper Anti-Glycine receptor wurde in einer Verdiinnung 1:50 in 1 %igem TBS/BSA
(engl. albumin bovine serum) verwendet. Jeweils ein Schnitt in jeder Farbeserie diente als
Negativkontrolle und wurde anstatt mit dem Primarantikérper mit Antikorper-
verdliinnungsmedium behandelt. Die darauffolgenden Schritte erfolgten identisch fir
Negativkontrollen wie fiir die anderen Gewebeschnitte. Ebenso wurde bei jeder Farbung eine
Positivkontrolle mitgefiihrt. Nach der Nacht wurden die Schnitte fiir 10 min in TBS gespllt und es

folgte die Inkubation mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikorper (DAKO Envision Rabbit) fir
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30 min. Nach wiederholtem 10-minitigen Spulen in TBS wurde 8 min lang mit Diaminobenzidin
(DAB) gefarbt. AnschlieBend wurde erneut mit TBS gewaschen. 1 sec lang wurde mit Mayers
saurem Hamalaun gegengefarbt, um die Zellkerne sichtbar zu machen. Das Blauen erfolgte fir
4 min unter flieBendem Leitungswasser. Nun wurden die Praparate dehydratisiert. Dazu wurde
eine aufsteigende Alkoholreihe angesetzt (Zweimal 2 min in absolutem Alkohol, dann zweimal

2 min in Xylol). AbschlieRend wurden die Schnitte mit DePex eingedeckt.

Protokoll der Immunhistochemie fiir Zellen

Von den Plastikdeckglaschen mit adhdrenten Zellen in der 24-well-Platte wurde das PBS mittels
Pasteurpipette und Pumpe abgesaugt. Die Deckglaschen wurden mittels Pinzette vorsichtig
entnommen und in eine frische 24-well-Platte gelegt. Es folgten drei Waschschritte mit je 400 pul
PBS flir 5min. Nach dem letzten Absaugen des PBS wurden die Zellen mit 350 ul
Paraformaldehyd 4 % pro Well fiir 10 min fixiert. Es folgten drei Waschschritte a 5 min mit je
400 ul PBS. Nach dem letzten Absaugen wurde je Well 350 yl Triton X-100 fir 6 min
hinzugegeben. Triton solubilisiert die Zellmembran. Es folgten wiederum drei Waschschritte mit
je 400 ul PBS fir 5min. Nach dem letzten Absaugen des PBS wurden unspezifische
Antigenbindungsstellen durch die einstiindige Inkubation mit 1 %igem BSA blockiert.
AnschlieBend wurden 200 pul des zellspezifischen Primarantikorpers (Anti-Glycine receptor) auf
die Wells gegeben, so dass die Deckglaschen ganz bedeckt waren. Nun wurde (iber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Antikérper gegen den Glycinrezeptor wurde in einer
Konzentration von 1:50 eingesetzt. Bei jeder Farbung wurden Positiv- und Negativkontrollen
mitgefihrt. Am darauffolgenden Morgen wurde zunachst dreimal mit 400 ul PBS fir 5 min
gewaschen, um die ungebundenen Antikdrper herauszuspiilen. Dann wurde der
Sekundarantikérper der Firma DAKO (Envision Rabbit) sparsam auf die gesamte
Deckglaschenoberflache gegeben und bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert. Danach wurde
mit 200 pl PBS gewaschen und dann fiir 8 min mit je 170 pl Diaminobenzidin (DAB) gefarbt. Es
folgten drei Waschschritte mit je 200 ul PBS fiir 5 min. Dann erfolgte die Gegenfarbung mit
Hamalaun (1:2 sauer) fur 5 sec. AbschlieRend wurden die Praparate 5 min gewdassert und dann

mit Aquatex, einem wassrigen Eindeckmittel, eingedeckt.
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3.7.4 Auswertung der Immunhistochemie

Die Praparate wurden im Durchlichtmikroskop der Firma Zeiss untersucht. Sowohl bei der
Zytochemie, als auch bei den Gewebeschnitten wurde auf Expression und Lokalisation des
Glycinrezeptors geachtet. Von allen Praparaten wurden Bilder aufgenommen. Es wurde eine 10-
bis 40-fache ObjektivvergroBerung gewdhlt. Es erfolgte eine genaue Inspektion und

Begutachtung der Praparate, ohne jedoch eine Graduierung der Farbereaktion vorzunehmen.

3.8 Immunfluoreszenzanalyse der Zellen

Ein weiterer Teil der kultivierten Zellen wurde auf Glasdeckglaschen vorbereitet, um mittels
Immunfluoreszenz den Glycinrezeptor in Keratinozyten zu markieren. Weiterhin wurde der
Transkriptionsfaktor NfkB im Zellzytoplasma und im Kern mit Hilfe von Immunfluoreszenz

untersucht.

3.8.1 Prinzip der Inmunfluoreszenz

Benutzt man als Sekundarantikérper einen Antikérper, der an fluoreszierende Substanzen,
sogenannte Fluorochrome, gekoppelt ist und bedient sich der Fluoreszenzmikroskopie, so
spricht man von indirekter Immunfluoreszenz. Der bereits beschriebene Primarantikérper gegen
den Glycinrezeptor wurde auch bei der Immunfluoreszenzanalyse verwendet. Fiir den Nachweis
von NfkB wurde ein Primarantikérper genutzt, der mit der C-terminalen Region des
Transkriptionsfaktors reagiert (bisher getestet bei humanen, Ratten- und Mauszellen). Es
handelte sich ebenfalls um einen Antikorper der Klasse IgG, der durch die Immunisierung von
Kaninchen generiert wurde. Ein Immunfluoreszenz-Cy3-Sekundarantikorper wurde verwendet,
um den Purified anti-NFKB p65 Antikdorper und den Anti-Glycine receptor-Antikdrper zu
detektieren. 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), ein fluoreszenzmarkierter Ligand, wurde
gleichzeitig eingesetzt, um den Zellkern sichtbar zu machen. Dies ist moglich, da DAPI an DNA
bindet. DAPI emittiert nach Anregung blaues Licht, somit kommt es nicht zu

Signaliberschneidungen mit dem eingesetzten, rot leuchtenden Sekundarantikorper.
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3.8.2 Protokoll der Immunfluoreszenz

Das PBS wurde nach den Stimulationsversuchen mittels Pasteurpipette und Pumpe von den
Glasdeckglaschen mit adharenten Zellen abgesaugt, die Deckglaschen mittels Pinzette vorsichtig
entnommen und in eine frische 24-well-Platte gelegt. Es folgten drei Waschschritte mit je 400 pl
PBS flir 5min. Nach dem letzten Absaugen des PBS wurden die Zellen mit 350 pl
Paraformaldehyd 4 % pro Well fir 10 min fixiert. Es folgten drei Waschschritte a 5 min mit je
400 ul PBS. Nach dem letzten Absaugen wurden je Well 350 pl Triton X-100 fir 6 min
hinzugegeben. Es folgten wiederum drei Waschschritte mit je 400 pl PBS fir 5 min. Nach dem
letzten Absaugen des PBS wurden unspezifische Antigenbindungsstellen durch die einstlindige
Inkubation mit 1 %igem BSA blockiert. AnschlieBend wurden 200 ul des zellspezifischen
Primarantikorpers (Anti-Glycine receptor oder Purified Anti-NFKB P65 Antibody) auf eine mit
Parafilm abgedeckte Glasplatte gegeben und die Deckglaschen so darauf platziert, dass die zu
farbende Oberflache auf der Glasplatte mit dem Antikorper zu liegen kam und ganz bedeckt
war. Nun wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Der Anti-Glycine receptor-
Antikorper wurde in einer Konzentrationen von 1:250 eingesetzt, der Purified Anti-NFKB P65
Antikorper in der Konzentration 1:100 in 1 %iger TBS/BSA Losung. Diese TBS/BSA Losung wurde
am selben Tag frisch angesetzt mit 0,1 g BSA-Pulver und 10 ml 1x TBS-Puffer. Positiv- und
Negativkontrollen wurden bei jeder Farbung mitgefiihrt, um unspezifische Anfarbungen sowie
Hintergrundfarbungen zu erkennen bzw. auszuschlieen. Am nachsten Tag wurden die
Deckglaschen vorsichtig zuriick in die Wells gebracht und dreimal 5 min mit 400 ul gespult. Fir
die Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurden die Deckgldaschen wieder auf der Glasplatte
platziert, die mit 45 ul Antikdrpergemisch pro Deckglaschen bestiickt war. Die Inkubation
dauerte 50 min im Dunkeln bei Raumtemperatur. Dann wurden die Deckglaschen wieder in die
Wells gelegt und mit 400 ul PBS dreimal 5 min gespilt. Fir die Kernfarbung wurde DAPI als
Stocklosung 1 mg/ml mit Zellkulturwasser 1:5000 verdiinnt, auf die Glasplatte gegeben, darauf
die Deckgldaschen platziert und 8 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuriick in den
Wells wurden die Praparate zweimal mit Aqua dest. gewaschen und dann mit Mowiol/DABCO

eingedeckt.
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3.8.3 Auswertung der Immunfluoreszenz

Fir die Fluoreszenzmikroskopie stand ein Epifluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss zu
Verfliigung. Es wurde der Fluorchrom zur Lichtemission angeregt, das markierte Antigen
leuchtete rot. Eingebaute Filter stellen sicher, dass nur das abgestrahlte Licht beobachtet wird.
Um die Zellkerne beurteilen zu konnen, wurden die Praparate im DAPI-Kanal betrachtet.
Angeregt mit ultraviolettem Licht fluoresziert DAPlI mit blauer bis cyaner Farbe. Nach
Interkalation in die DNA beobachtet man ein Emissionsmaximum bei 461 nm. Mit einer Kamera
wurden Bilder in 40 facher ObjektivvergroBerung angefertigt. Das Programm Axio Vision Rel. 4.7
ermoglichte es, Bilder Gbereinanderzulegen und so mit DAPI markierte Zellkerne in Bezug zum
markierten Glycinrezeptor zu setzen. Zur inhaltlichen Auswertung der NFKkB-Analysen wurde die

zelluldre Lokalisation von NFKB in Bezug zu den Stimulationsversuchen gesetzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Nachweis des Glycinrezeptors in humanen gingivalen Keratinozyten

4.1.1 Immunhistochemischer Nachweis des Glycinrezeptors im Gewebeschnitt
und in-vitro

Der Gewebeschnitt aus einer Gingivabiopsie wurde mit einem Anti-Glycine receptor-Antikdrper
gefarbt. Unter dem Mikroskop zeigten sich stark gefarbte Keratinozyten in allen Zellschichten
des oralen Gingivaepithels, auBer im Stratum corneum. Die erkennbare Farbereaktion war tber
das gesamte Zellinnere verteilt, eine primar membranstandige Farbung war mit der gewahlten
Darstellung nicht dokumentierbar (Abb. 5A, 5B).

Fiir den in-vitro-Nachweis des Rezeptors wurden die auf Deckglaschen adharenten Keratino-
zyten als primare Zellkulturen kultiviert, dann fixiert, die Membran solubilisiert und mit Anti-
Glycine receptor-Antikorper inkubiert. Alle Zellen zeigten eine starke Farbung. Der angefarbte

Glycinrezeptor zeigte wie auf den Gewebeschnitten eine Lokalisation im Zytoplasma (Abb. 6).

A.

) 200 ym

Abb. 5A: Immunhistochemische Farbung des Glycinrezeptors.

Gewebeschnitt oraler Gingiva. Die Keratinozyten sind positiv fiir den Glycinrezeptor. 10-fache
ObjektivvergroBerung. epO epitheliale Oberfliche; oGe orales Gingivaepithel; BG subepi-
theliales Bindegewebe (derb, fibrds); Lp bindegewebige Lamina propria; Ly Lymphozyten-
infiltrat; * Braunfarbung der Zellen entspricht einer positiven immunhistochemischen Farbe-
reaktion des Glycinrezeptors. Eine Submukosa fehlt.
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Abb. 5B: Detailaufnahme.

20-fache ObjektivvergroRerung. b stratum basale (zustandig fur Zellnachschub); spin stratum
spinosum; gr stratum granulosum (nicht deutlich ausgepragt); cor stratum corneum
(parakeratinisiert, mit z.T. noch pyknotischen Zellkernen); BGp Bindegewebspapillen der
Lamina Propria; F Fibroblasten; GEC gingivale Keratinozyten; * Braunfarbung der Zellen
entspricht einer positiven immunhistochemischen Farbereaktion des Glycinrezeptors.

‘l\

Abb. 6: Immunhistochemische Farbung des Glycinrezeptors.

Auf Deckgldaschen kultivierte humane gingivale Keratinozyten. Alle Zellen zeigen eine Expression
des Glycinrezeptors im Zellinneren. 40-fache ObjektivvergréBerung. GECs gingivale Keratino-
zyten; Zk Zellkern; *Farbereaktion des Glycinrezeptors im Zellinneren/Zytoplasma.
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4.1.2 Nachweis des Glycinrezeptors iiber Inmunfluoreszenz

Die auf Deckglaschen adharenten Keratinozyten wurden als primare Zellkulturen angeziichtet,
dann fixiert, die Membran solubilisiert und mit Anti-Glycine receptor-Antikdrper in einer 1:250
fachen Verdinnung gefarbt. Der Zellkern wurde mit DAPI 1:5000 angefarbt. Zellkern und
Glycinrezeptor zeigten unter dem Fluoreszenzmikroskop ein starkes Signal. Der angefarbte

Glycinrezeptor zeigte wiederum eine Lokalisation im Zellinneren (Abb. 7).

Abb. 7: Immunfluoreszenzanalyse des Glycinrezeptors.

Auf Deckgldaschen kultivierte humane gingivale Keratinozyten. Alle Zellen zeigen eine Expression
des Glycinrezeptors im Zellinneren. Anfarbung des Zellkerns mit DAPI. 20-fache
ObjektivvergroRerung. GECs gingivale Keratinozyten; Zk Zellkern; *Farbereaktion des Glycin-
rezeptors im Zellinneren/Zytoplasma.

4.2 Real-Time-PCR-Analysen

4.2.1 Etablierung der Real-Time-PCR

Um die Bedingungen fiir die Real-Time-PCR zu optimieren, wurde fiir jedes untersuchte Gen mit
Hilfe entsprechend klonierter, Primer spezifischer PCR-Produkte die optimale Anlagerungs-
temperatur der dazugehoérigen Primer bestimmt. Die Effizienzen fiir alle Primerpaare wurden
Uber Verdliinnungsreihen ermittelt. Diese sind, zusammen mit den optimierten Annealing-

temperaturen, in Tab. 3 dargestellt.
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Tab. 3: Darstellung der Effizienzen und Annealingtemperaturen von B-Aktin, IL-1pB, IL-6, IL-8,
IL-10, VEGF, MMP2 und MMP3 aus der Real-Time-PCR (°C: Temperaturoptimum).

Gen Effizienz Temperatur (°C)
B-Aktin 1.84 69
IL-1B 1.83 68
IL-6 2.12 68
IL-8 2.02 68
IL-10 1.94 65
MMP2 1.99 63
MMP3 2.06 69
VEGF 1.96 63

4.2.2. Etablierung der Versuchsbedingungen
Vorversuche

Im Laufe einer Entzlindungsreaktion wird das Expressionsmuster immunologisch wichtiger Gene
verandert. IL-1B induziert die Expression von Genen, die als Entzindungsmarker gelten. Beim
Krankheitsbild der Gingivitis oder Parodontitis ist die IL-1B-Konzentration in der Sulkusflissigkeit
erhoht und Gingivaepithelzellen (GECs) kommen in direkten Kontakt mit IL-1B. Daher wurde
IL-1B im Vorversuch (und auch spater im Hauptversuch) als Stimulans gewahlt. Verschiedene
IL-1B-Konzentrationen wurden ausgetestet. Parallel wurden die Zellen verschiedenen
Glycinkonzentrationen ausgesetzt, um den Einfluss von Glycin auf die relative Genexpression
der Entziindungsmarker zu untersuchen.

Um glycinfreie Versuchsbedingungen zu etablieren, wurden Vorversuche sowohl in
glycinhaltigem, als auch in glycinfreiem Medium durchgefiihrt und die Ergebnisse der
Genexpressionsanalyse verglichen. Die Vorversuche wurden in Einfach- oder Doppelt-
bestimmung durchgefiihrt, es erfolgte keine weitergehende statistische Auswertung. Die

beschriebenen Ergebnisse geben nur Hinweise auf festgestellte Tendenzen an.
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Einfluss der Medien KGM und SMEM auf die Genexpression verschiedener
Entziindungsmarker

Ein Vollmedium wie KGM ermoglicht eine hohe Zellwachstumsrate, ein Minimalmedium wie
SMEM enthalt nur die nétigen Inhaltsstoffe, die flr die Vitalitatserhaltung und das Wachstum
der Zellen nétig sind. Die Kultivierung der Zellen ist grundsatzlich in beiden Medien méglich. Fur
die Aufzucht von Keratinozyten hat sich KGM bewahrt. Da KGM jedoch Glycin enthalt, kann eine

Beeinflussung der Stimulationsversuche nicht ausgeschlossen werden.

Um zu Uberpriifen, ob die Kultivierung der Keratinozyten im Minimalmedium SMEM Einfluss auf
die IL-1B induzierten Genexpressionsdanderungen der untersuchten Entziindungsmarker hat,
wurde ein Stimulationsversuch mit IL-1B durchgefiihrt und die Expressionsdaten der in SMEM
kultivierten Zellen mit den Expressionsdaten der in KGM kultivierten Zellen verglichen. Dazu
wurde ein Teil der Zellen, die in KGM kultiviert worden waren, 1 h vor Stimulationsbeginn in
SMEM, glycinfrei, kultiviert. Zellen in KGM und in SMEM wurden fir 60, 120, 240 und 480 min
mit IL-1B stimuliert. Unstimulierte Zellen in KGM und SMEM dienten zu jedem Zeitpunkt als
Kontrollen. Es erfolgte die quantitative Genexpressionsanalyse fir IL-1B, IL-6, IL-8, MMP2,
MMP3 und VEGF. Da die Vorversuche nur zur Etablierung der Versuchsbedingungen dienten,

wurde eine Einfachbestimmung der Proben durchgefiihrt (n = 1).

Die Expression von IL-1B3, IL-6, IL-8, MMP2, MMP3 und VEGF konnte in IL-1B stimulierten
Gingivaepithelzellen dargestellt werden. Die unstimulierten Kontrollen nach 60, 120, 240 und

480 min dienten als Kalibrator.

Durch IL-1B-Stimulation mit der Konzentration [1ng/ml] konnte in gingivalen Keratinozyten
tendenziell eine Expressionsanderung immunologisch wichtiger Gene erreicht werden. Dies
wurde sowohl in Zellen, die in Vollmedium gehalten wurden, als auch in Zellen, die in

glycinfreiem Medium gehalten wurden, beobachtet.
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Tab.4: Einfluss der Medien KGM und SMEM auf die Genexpression verschiedener
Entziindungsmarker.

x-fache Genexpression im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle verschiedener Gene in GECs
nach IL-1B-Stimulation. n = 1 (keine weitergehende statistische Auswertung).

A. Relative Genexpression von IL-1f.

B. Relative Genexpression von IL-6.

C. Relative Genexpression von IL-8.

D. Relative Genexpression von MMP2.

E. Relative Genexpression von MMP3.

F. Relative Genexpression von VEGF.

A. IL-1B B. IL-1B
Stimulation "'-IB Stimulation IL-6
[1 ng/ml] KGM SMEM [1 ng/ml] KGM SMEM
Zeit [min] Zeit [min]
60 +2,3 +3,5 60 +8,6 0
120 -1,5 +3,5 120 0 +29,9
240 -1,4 +1,3 240 -10,5 +4,3
480 -1,4 -1,5 480 -52,6 kein Wert
C. IL-1B D. IL-1B
Stimulation IL-8 Stimulation MMP2
[1 ng/ml] KGM SMEM [1 ng/ml] KGM SMEM
Zeit [min] Zeit [min]
60 +1,0 +1,3 60 +1,2 +1,1
120 +1,4 -1,5 120 +1,2 -1,2
240 -1,2 +1,9 240 -2,6 -1,2
480 -1,3 -2,0 480 -1,3 -1,8
E. IL-1B F. IL-1B
Stimulation MMP3 Stimulation VEGF
[1 ng/ml] KGM SMEM [1 ng/ml] KGM SMEM
Zeit [min] Zeit [min]
60 +16,0 +2,1 60 +2,8 -1,5
120 +1,6 kein Wert 120 +1,9 -1,1
240 +1,1 +2,0 240 -1,3 -1,9

480 -10,0 -1,6 480 +1,2 -2,6
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Einfluss der IL-1B-Konzentration und der Glycin-Konzentration auf die Gen-
expression verschiedener Entziindungsmarker

Kultivierte Keratinozyten wurden mit IL-1B stimuliert, um eine Entziindung zu simulieren. Im
Vorversuch wurden zwei verschiedene IL-1B-Konzentrationen ausgetestet, um eine effektive
Stimulation in-vitro zu erreichen. Die Stimulation erfolgte mit 1 ng/ml und 5 ng/ml fir eine
Zeitdauer von 30,60 und 120 min. Es wurde die relative Genexpression von IL-18 und IL-6
analysiert.

Auch die Glycinkonzentration des Mediums wurde in diesem Vorversuch zwischen 0 mM, 1 mM
und 5 mM variiert. Fir diesen Vorversuch wurde eine Doppelbestimmung der Proben

durchgefihrt (n = 2).

Expression von IL-1p, IL-6 nach IL-1B-Stimulation und Glycinbehandlung

Die Genexpression von IL-1B und IL-6 konnte in IL-1B stimulierten Gingivaepithelzellen mit und
ohne Glycinapplikation dargestellt werden.

Als Kalibrator wurde zu jedem Zeitpunkt eine unstimulierte, aber mit entsprechender
Glycinkonzentration behandelte Probe verwendet. So konnte isoliert die IL-1B induzierte

Expressionsdanderung in Anwesenheit verschiedener Glycinkonzentrationen analysiert werden.

Die Genexpressionsanalysen der Gene IL-1B und IL-6 zeigten, dass liber eine IL-1B-Stimulation
tendenziell eine Expressionssteigerung induziert werden konnte. Die Konzentrationserhéhung
des Stimulans IL-1B von 1 ng/ml auf 5 ng/ml konnte die relative Genexpressionssteigerung von
IL-6 zum friihen Zeitpunkt (nach 30 min) noch verstarken.

Der gleiche Versuchsansatz (Stimulation mit 5 ng/ml fiir 30 min) kombiniert mit einer
Glycinbehandlung der Zellen bewirkte eine tendenziell verminderte Genexpression der Gene
IL-1B und IL-6. Dieser Effekt zeigte sich fiir IL-6 verstarkt bei einer Glycinbehandlung mit 1 mM
im Vergleich zu 5 mM (Tab. 5).
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Tab.5: Expression von IL-1pB, IL-6 nach IL-1B-Stimulation und Glycinbehandlung.

x-fache Genexpression im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. n =2 (keine weitergehende
statistische Auswertung).

A. Relative Genexpression von IL-1B in GECs. Die Erhéhung der IL-1B Konzentration von 1 ng/ml
auf 5 ng/ml erreichte keine starkere Genexpression. Die Erh6hung der Glycinkonzentration von
1 mM auf 5 mM verstarkte die Expressionsanderung, die durch Glycin bewirkt wurde, nicht
bedeutend.

B. relative Genexpression von IL-6 in GECs. Bei Stimulation mit 5 ng/ml IL-1B zeigte sich eine
starkere Expressionsanderung nach 30 min. Der Versuchsansatz mit 1 mM Glycin hatte nach
30 min einen starkeren Effekt als mit 5 mM Glycin.

A
IL-1B Stimulation 1ng/ml 5ng/ml 1ng/ml 5ng/ml 5ng/ml
Glycinkonzentration OmM OmM 1mM 1mM 5mM
Zeit [min]
30 +2,0 -1,2 +1,2 -1,2 -1,8
60 +1,2 +1,7 -1,4 +1,1 +1,3
120 -2,0 -1,6 -1,2 -1,5 -1,2

> IL-6
IL-1B Stimulation 1ng/ml 5ng/ml 1ng/ml 5ng/ml 5ng/ml
Glycinkonzentration OmM OmM 1mM 1mM 5mM
Zeit [min]
30 +1,7 +2,8 -3,7 -3,2 -1,5
60 -1,4 -11 +1,1 +1,5 +1,0
120 -3,0 -1,3 -1,7 -2,2 +1,2

Expression von IL-1f und IL-6 nach Glycinbehandlung

Die relative Genexpression von IL-1B und IL-6 wurde analysiert, um die isolierte Wirkung von
Glycin auf orale Keratinozyten zu untersuchen. Als Kalibrator diente die unstimulierte
Kontrollgruppe nach 30,60 und 120 min. Die Expression von IL-1B und IL-6 konnte in
glycinbehandelten Gingivaepithelzellen sowie in der unstimulierten Kontrolle dargestellt

werden.

IL-1B zeigte tendenziell eine Expressionssteigerung im Medium mit einer Glycinkonzentration
von 5 mM nach 30 min. Nach 60 und 120 min konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet
werden (Abb. 8).
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IL-6 zeigte ebenfalls eine tendenziell erhéhte Expression nach 30 min bei einer Behandlung mit

5 mM Glycin. Nach 60 und 120 min war keine erhohte mRNA-Expression mehr festzustellen

(Abb. 8).
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Abb. 8: Expression von IL-1B und IL-6 nach isolierter Glycinbehandlung.

Es erfolgte keine weitergehende statistische Analyse (n = 2).

A. Relative Genexpression von IL-1B in GECs nach Glycinapplikation. Es zeigte sich eine ver-
starkte mRNA-Expression nach 30 min bei einer Behandlung mit 5 mM Glycin.

B. Relative Genexpression von IL-6 in GECs nach Glycinapplikation. Es zeigte sich eine verstarkte
MRNA-Expression nach 30 min bei einer Behandlung mit 5 mM Glycin.

4.2.3 Genexpressionsanalysen der Stimulationsversuche

Hauptversuch

Nach der Auswertung der Vorversuche wurden die Stimulationsversuche des Hauptversuchs

unter optimierten Bedingungen durchgefiihrt. Daflir wurden die Zellen fiir 30 und 60 min mit

IL-1B in einer Konzentration von 5ng/ml stimuliert. Sie wurden eine Stunde vor

Stimulationsbeginn in glycinfreiem Medium kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde gleichzeitig mit
der IL-1B-Stimulation einer Glycinkonzentration von 1 mM ausgesetzt (Versuchsgruppen des
Stimulatonsversuches siehe Tab. 1).

Um die isolierte Wirkung von Glycin beurteilen zu kénnen, wurden unstimulierte Zellen fir die

gleiche Zeitspanne von 30 und 60 min mit der Glycinkonzentration von 1 mM behandelt.
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Die relativen Genexpressionsdaten von IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-10 nach jeweils 30 und 60 min
Stimulation wurden bestimmt. Als Kontrollgruppen dienten unstimulierte Zellen 30 und 60 min
nach dem letzten Mediumwechsel mit glycinfreiem Medium (SMEM).

Ziel war es, die Genexpressionsprofile aus den verschiedenen Versuchsreihen miteinander zu
vergleichen und so die Wirkung von Glycin auf gingivale Keratinozyten zu untersuchen. Alle
untersuchten Proben wurden mit der unstimulierten, glycinfreien Kontrolle des jeweiligen
Zeitpunktes kalibriert und mit dem Referenzgen B-Aktin normalisiert. Pro Versuchsgruppe
wurden 11 Proben untersucht (n = 11) und die Ergebnisse statistisch ausgewertet.

Die Expression von IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-10 konnte sowohl in IL-1B stimulierten Gingiva-
epithelzellen mit und ohne Glycinapplikation als auch in unstimulierten Gingivaepithelzellen in

glycinhaltigem Medium sowie in den glycinfrei gehaltenen Kontrollen dargestellt werden.

Expression von IL-1f3 nach IL-1B-Stimulation und/oder Glycinbehandlung
Weder IL-1B in einer Konzentration von 5 ng/ml noch Glycin in einer Konzentration von 1 mM
hatten einen signifikanten Effekt auf die mRNA-Expression von IL-1B im untersuchten Zeitraum

von 30 und 60 min (Abb. 9).
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Abb. 9: Relative Genexpression von IL-1B in GECs nach IL-1B-Stimulation und/oder Glycin-
behandlung.

Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 11 Proben.

Weder nach 30 min noch nach 60 min konnte durch die Stimulation mit IL-1B und/oder durch

die Behandlung mit Glycin eine signifikante Expressionsanderung gegeniiber der unstimulierten

Kontrolle (Ratio = 1) bewirkt werden.



68

Expression von IL-6 nach IL-1B3-Stimulation und/oder Glycinbehandlung

Nach 30 min IL-1B-Stimulation zeigte IL-6 eine signifikante Erhohung der Expression (2,3-fache
MRNA-Expression) gegeniber der unstimulierten, in glycinfreiem Medium kultivierten Kontrolle.
Die Glycinkonzentration von 1 mM im Nahrmedium induzierte wahrend der Versuchsdauer von
30 min eine signifikant erhohte IL-6 mMRNA-Expression (3,4-fache mRNA-Expression). Bei
IL-1B-Stimulation und gleichzeitiger Applikation von Glycin wurde die IL-6-Expression nach
30 min nicht hochreguliert, sondern zeigte ein unverandertes Expressionsniveau (0,8-fache
MRNA-Expression) im Vergleich zur unstimulierten Probe. Vergleicht man dieses
Expressionsniveau mit der Expressionsstarke bei alleiniger IL-1B-Stimulation, erkennt man

dementsprechend einen signifikanten Expressionsunterschied bei den beiden Versuchsgruppen

(Abb. 10).
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Abb. 10: Relative Genexpression von IL-6 in GECs nach IL-1B-Stimulation und/oder Glycin-
behandlung.

Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 11 Proben.

Nach 30 min und nach 60 min IL-1B-Stimulation zeigte sich eine signifikante Erhohung der

MRNA-Expression gegeniiber der Kontrolle (Ratio = 1), die unstimuliert in glycinfreiem Medium

gehalten wurde (p = 0,0019 (**) bzw. p = 0,0201 (*)). Nach 30 min Glycinbehandlung zeigte IL-6

eine signifikante Erhohung der mRNA-Expression (p = 0,0099 (**)). Bei gleichzeitiger IL-1B-

Stimulation und Glycinbehandlung wurde IL-6 im Vergleich zur Kontrolle nicht vermehrt

exprimiert. Es zeigte sich hier aber ein signifikanter Expressionsunterschied zur IL-1B-

stimulierten Probe (p < 0,0001 (***)).

Glycin bewirkte nach 60 min eine signifikant niedrigere IL-6-Genexpression (p = 0,0058 (**)).

IL-1B mit gleichzeitiger Glycinapplikation induzierte nach 60 min eine signifikant erhéhte

IL-6-Expression (p = 0,0114 (*)).
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Nach 60 min IL-1B-Stimulation war die IL-6-Expression signifikant erhoht (1,8-fache
mRNA-Expression). Glycin dagegen bewirkte nach 60 min eine signifikante Verringerung der
IL-6-Genexpression (0,6-fache mRNA-Expression). Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
wurde die IL-6-Expression nach 60 min IL-1B-Stimulation auch in Anwesenheit von Glycin
signifikant hochreguliert (2,0-fache mRNA-Expression). Im Vergleich zum Expressionsmald nach
60 min IL-1B-Stimulation ohne gleichzeitige Glycinapplikation zeigte sich kein signifikanter

Unterschied (Abb. 10).

Expression von IL-8 nach IL-1B-Stimulation und/oder Glycinbehandlung
Weder IL-1B noch Glycin hatten nach 30 min einen signifikanten Effekt auf die mRNA-Expression
von IL-8 (Abb. 11).
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Abb. 11: Relative Genexpression von IL-8 in GECs nach IL-1B-Stimulation und/oder Glycin-
behandlung.

Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 11 Proben.

Weder IL-1B noch Glycin hatten einen signifikanten Effekt auf die IL-8-Genexpression nach 30
min. Nach 60 min zeigte sich eine signifikante Expressionserhohung gegeniiber der Kontrolle
(Ratio = 1), induziert durch IL-1B (p <0,0001 (***)). Glycin bewirkte eine signifikante
Runterregulierung der IL-8-Expression (p = 0,0083 (**)). In Bezug auf die unstimulierte
Kontrolle zeigte sich bei IL-1B-Stimulation mit Glycin nach 60 min eine signifikante
IL-8-Expressions-erhéhung (p = 0,0006 (***)). Im Vergleich zur Expressionsstarke nach alleiniger
IL-1B-Applikation war diese Erhohung signifikant geringer (p = 0,0028 (**)).

Nach 60 min zeigte sich im Rahmen der IL-1B-Stimulation eine signifikante Erhéhung der

Genexpression von [L-8 gegeniber der unstimulierten, in glycinfreiem Medium gehaltenen
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Kontrolle (3,5-fache mRNA-Expression). Isolierte Glycinapplikation bewirkte eine signifikante
Verringerung der IL-8-Expression nach 60 min (0,5-fache mRNA-Expression, bezogen auf die
Kontrolle). IL-1B-Stimulation mit gleichzeitiger Glycinbehandlung der Zellen bewirkte einen
signifikanten Anstieg der IL-8-Expression (2,4-fache mRNA-Expression). Verglichen mit der
Expressionsstarke bei alleiniger IL-1B-Stimulation, war dieser Anstieg signifikant geringer

(Abb.11).

Expression von IL-10 nach IL-1[3-Stimulation und/oder Glycinbehandlung
IL-1B sowie Glycin hatten nach 30 min keinen signifikanten Effekt auf die mRNA-Expression von

IL-10 (Abb. 12).
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Abb. 12: Relative Genexpression von IL-10 in GECs nach IL-1B-Stimulation und/oder Glycin-
behandlung.

Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 11 Proben.

Nach 30 min Stimulation mit IL-1B mit und ohne Glycin zeigte sich kein signifikanter Effekt auf
die IL-10-Expression. Die Glycinbehandlung bewirkte nach 60 min eine signifikante
Verringerung der Expressionsrate gegeniiber der Kontrolle (Ratio = 1), die weder mit IL-1B noch
mit Glycin behandelt wurde (p = 0,0007 (***)). Die IL-10-Expressionrate nach IL-1B-Stimulation
in Anwesenheit von Glycin zeigte ein vergleichbares Niveau zur unstimulierten Kontrolle nach
60 min.

Der durch IL-1B induzierte Effekt einer Genexpressionssteigerung von IL-10 nach 60 min war
nicht signifikant gegenliber der unstimulierten, in glycinfreiem Medium kultivierten Kontrolle.

Glycin hatte eine signifikante Wirkung auf IL-10, es kam zu einer verminderten Genexpression
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nach 60 min (0,4-fache mRNA-Expression). Die IL-10-Expressionsrate nach 60 min IL-1B-Stimu-
lation in Anwesenheit von Glycin zeigte ein vergleichbares Niveau zur unstimulierten Kontrolle

(Abb. 12).

4.3 Nachweis der Translokation von NFkB in den Zellkern durch
Immunfluoreszenz

Im Rahmen einer immunologischen Reaktion auf einen Entziindungsreiz kommt es zur
Translokation des Transkriptionsfaktors NFKB vom Zytoplasma in den Zellkern. Zur Erganzung
der Expressionsdaten wurde diese NFkB-Translokation als Hinweis auf die inflammatorische
oder anti-inflammatorische Wirkung der Stimulanzien mittels Immunfluoreszenz untersucht.

Die Zellen wurden 16 h vor Stimulationsbeginn in SMEM, einem glycinfreien Medium, kultiviert.
Beim Mediumwechsel 1 h vor IL-1B-Stimulation wurde bei einem Teil der Zellen dem SMEM
1 mM Glycin hinzugegeben. Die IL-1B-Stimulation erfolgte mit einer Konzentration von 5 ng/ml.
Als Stimulationsdauer wurde, angelehnt an die Arbeit von Steinberg et al. (2006) und an die
Arbeit von Vardar-Sengul et al. (2009), 2 h und 6 h gewahlt. Versuche wurden an Kulturen von

drei Spendern durchgefiihrt. Es erfolgt die exemplarische Darstellung reprasentativer Befunde.

Immunfluoreszenzanalyse von NFKB in unstimulierten Gingivaepithelzellen

Unstimulierte Keratinozyten, die in allen Schritten der Vorbereitung und Farbung entsprechend
der anderen Praparate behandelt wurden, dienten als Kontrolle, um die Ausgangslokalisation
des Transkriptionsfaktors zu beurteilen. Das Signal der Immunfluoreszenz zeigte sowohl 2 h als
auch 6 h nach Mediumwechsel den angefarbten Transkriptonsfaktor NFKB im Zytoplasma der

Zellen. Die Zellkerne zeigten kaum Farbung (Abb. 13A/B).

Immunfluoreszenzanalyse von NFKB in Interleukin-1f-stimulierten Gingivaepithelzellen

Die IL-1B-Stimulation [5 ng/ml] der Keratinozyten bewirkte eine Translokation von NFKB in den
Zellkern. Das Immunfluoreszenzsignal zeigte 2 h nach Stimulation eine Lokalisation von NFkB
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma an. Das Signal im Zellkern und somit die

Konzentration an NFKB im Kern war etwas starker als im Zytoplasma der Zelle (Abb. 14A).
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Nach 6 h befand sich tendenziell noch mehr NFKB im Zellkern. Das Immunfluoreszenzsignal

nahm im Kern zu, im Zytoplasma ab (Abb. 14B).

Immunfluoreszenzanalyse von NFKB in Glycin-behandelten Gingivaepithelzellen
Die Immunfluoreszenzanalyse von NFKB bei isolierter Glycinapplikation zeigte eine Anhdaufung
von NFKB im Zellkern nach 2 h. Im Zytoplasma war das Fluoreszenzsignal schwacher. Durch die

Glycinapplikation wurde eine Translokation von NFKB in den Zellkern bewirkt (Abb. 15A).

6 h nach dem Wechsel auf das mit Glycin [1 mM] versetzte Medium zeigte sich eine
Rickverteilung von NFKB ins Zytoplasma. Im Zellkern zeigte sich ein geringeres Fluoreszenzsignal

des angefarbten Transkriptionsfaktors als im Zytoplasma (Abb. 15B).

Immunfluoreszenzanalyse von NFKB in Interleukin-1f-stimulierten Gingivaepithelzellen in
Anwesenheit von Glycin

Die Immunfluoreszenzanalysen nach IL-1B-Stimulation [5 ng/ml] der Keratinozyten, die in einem
Medium mit 1 mM Glycin kultiviert wurden, zeigten nach 2 h keine Translokation des ange-

farbten NFKB in den Zellkern (Abb.16A).

Nach 6 h war eine leichte Verstarkung des Fluoreszenzsignals im Zellkern zu erkennen (Abb.

168).



Abb. 13: Anfarbung des Transkriptionsfaktors NFKB mittels Immunfluoreszenz.

Unstimulierte GECs (0 ng/ml IL-1B, 0 mM Glycin). 40-fache ObjektivvergroRerung.
A. 2 h nach Mediumwechsel. Die Immunfluoreszenzanalyse zeigte ein starkes Signal im Zyto-
plasma der Zelle (**), nicht im Zellkern.

B. 6 h nach Mediumwechsel.Die Immunfluoreszenzanalyse zeigte ein starkes Signal im Zyto-
plasma der Zelle (**), nicht im Zellkern.



Abb. 14: Anfarbung des Transkriptionsfaktors NFKB mittels Immunfluoreszenz.
IL-1B-stimulierte GECs (5 ng/ml IL-1B). 40-fache ObjektivvergroBerung.

A. 2 h nach Mediumwechsel. Immunfluoreszenzanalysen zeigten ein starkes Signal im Zellkern

der Keratinozyten (++) und ein etwas schwécheres im Zytoplasma (*).

B. 6 h nach Mediumwechsel. Immunfluoreszenzanalysen zeigten ein starkes Signal im Zellkern

der Keratinozyten (++) und ein schwaches Signal im Zytoplasma (*).



Abb. 15: Anfarbung des Transkriptionsfaktors NFKB mittels Immunfluoreszenz.
Glycin-behandelte GECs (1 mM Glycin). 40-fache ObjektivvergroRerung.

A. 2 h nach Mediumwechsel. Die Lokalisation von NFKB im Zellkern (++) und geringere

Verteilung im Zytoplasma (*) ist erkennbar.

B. 6 h nach Mediumwechsel. Lokalisation von NFKB im Zytoplasma (**). Der Zellkern zeigte ein

schwacheres Signal (+).



Abb. 16: Anfarbung des Transkriptionsfaktors NFKB mittels Immunfluoreszenz.
Glycin-behandelte und IL-1B-stimulierte GECs (1 mM Glycin und 5 ng/ml IL-1PB).
40-fache ObjektivvergroRerung.

A. 2 h nach Mediumwechsel. Lokalisation von NFKB im Zytoplasma (**).

B. 6 h nach Mediumwechsel. Das Fluoreszenzsignal des Transkriptionsfaktors NFKB ist stark im

Zytoplasma der Zelle (**) und leicht im Zellkern (+).
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5. Diskussion

Die Keratinozyten der oralen Gingiva gehdren zu den ersten Zellen, die mit bakterienhaltiger
Plaque der Mundhohle in Kontakt kommen. Das Gingivaepithel stellt eine Grenzflache zwischen
Umwelt und Organismus dar und dient nicht nur als physikalische Barriere, sondern auch als
Barriere gegen den Eintritt von Mikroorganismen. Diese Schutzfunktion wird unter anderem
auch Uber die Synthese antimikrobieller Peptide vermittelt, die Teil der unspezifischen
Immunabwehr sind. Unter gesunden Bedingungen tritt trotz hoher bakterieller Kontamination
der Mundhohle nur selten eine Infektion auf (Dale und Krisanaprakornkit, 2001; Dale, 2002).
Uber die aktive Sekretion von Chemokinen und Zytokinen sind Gingivaepithelzellen ebenfalls an
der Interaktion zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem beteiligt. Uber das von
Keratinozyten gebildete IL-6-Signal werden u.a. T-Lymphozyten angelockt, was wichtig fir den

Ubergang der angeborenen zur erlernten Immunantwort ist (Jones, 2005).

Die Genexpression von Interleukin 6, sowie anderer immunologisch wichtiger Mediatoren
wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Im Verlauf einer Gingivitis wird die Genexpression
pro-inflammatorischer Entziindungsmarker verandert. So wird wahrend einer Entziindung in-
vivo, oder bei einem in-vitro-Versuch Uber die Stimulation mit IL-1B, die Genexpression von
IL-1B, IL-6 und IL-8 erhdht (Vardar-Sengul et al., 2009).

Die anti-inflammatorische Wirkung einer Substanz kann demnach Uber Expressionsanalysen
dieser Gene Uberpriift werden. In den letzten Jahren zeigten verschiedene Untersuchungen,
dass Glycin einen signifikanten Effekt auf die Aktivierung von Immunzellen des angeborenen
und erworbenen Immunsystem hatte (Spittler et al., 1999; Stachlewitz et al., 2000; Froh et al.,
2002). Aufgrund der anti-inflammatorischen Wirkung von Glycin wéare eine therapeutische
Anwendung bei parodontalen Entziindungen denkbar. Dies bewog uns dazu, in einer in-vitro-
Studie Gingivaepithelzellen mit Glycin zu behandeln.

Dazu wurden Zellkulturen gingivaler Keratinozyten etabliert und verschiedene
Stimulationsversuche durchgefihrt. Es handelte sich um Gingivaepithelzellen von drei verschie-
denen Donoren. Ziel der Arbeit war es, die Genexpression von IL-1f, IL-6, IL-8 und IL-10 in
humanen gingivalen Keratinozyten nach der Stimulation mit IL-1B mit und ohne zusatzliche

Glycinapplikation zu untersuchen. Dariber sollte die Frage nach einer immunmodulierenden
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Wirkung von Glycin geklart und auf die funktionelle Bedeutung des Glycinrezeptors geschlossen
werden. Nach Auswertung verschiedener Vorversuche wurde sich fiir eine Stimulation mit
5 ng/ml IL-1B und fiir eine Behandlung mit 1 mM Glycin entschieden. Als Stimulationszeitraum
wurden 30 min und 60 min gewahlt. Es folgte die quantitative Genexpressionsanalyse fir IL-1[,
IL-6, IL-8 und IL-10 mittels Real-Time-Polymerasenkettenreaktion.

Ergdnzend wurde iber Immunfluoreszenzanalysen die Lokalisation von NFKB in Zusammenhang
mit inflammatorischen und anti-inflammatorischen Effekten der Stimulanzien untersucht, um so

die Ergebnisse der Expressionsanalyse zu erganzen und funktionell zu tGberprifen.

5.1 Diskussion der Methoden

Bei in-vitro-Versuchen ist es wichtig, die primare Kulturzusammensetzung zu erhalten. Schnell
wachsende Zellen, wie z.B. Fibroblasten kdnnen bei entsprechenden Bedingungen langsamer
wachsende Zellarten tGberwuchern. Um dies zu verhindern wurden bei der Probenaufbereitung
Bindegewebe und Gingivaepithel enzymatisch voneinander getrennt. Zusatzlich wurde ein auf
Keratinozyten abgestimmtes Nahrmedium (Kerationcyte Growth Medium, KGM) eingesetzt und
durch haufige Medienwechsel nicht-adharente Zellen beseitigt. Durch regelmaRige Sichtung der
Zellen unter dem Lichtmikroskop wurde die Zusammensetzung der Zellkultur regelmaRig

Uberpruft. Diese sollte moglichst nah an den in-vivo Verhaltnissen sein.

Die Real-Time-PCR ist ein thermozyklisches Verfahren, das bereits sehr geringe Mengen an DNA
und RNA nachweisen kann. Es handelt sich dabei um eine Methode, die sich in vielen
unterschiedlichen Bereichen der Medizin bewdhrt und etabliert hat. Die RT-PCR (Reverse
Trankriptase Polymerasenkettenreaktion) ist ein sehr sensitives Verfahren, das kleine Mengen
an DNA-Fragmenten mit hoher Ausbeute (exponentiell) amplifiziert. Da es sich um eine
Nachweismethode auf Transkriptions- und nicht auf Proteinebene handelt, werden eher falsch
positive Ergebnisse erzielt. Denn eine Kontamination oder unspezifische Amplifikation kann zu
PCR-Produkten fiihren, die unter Umstanden nicht von den erwarteten Produkten zu
unterscheiden sind. Das Ergebnis der PCR hangt vor allem von der Qualitdt der cDNA und der

Affinitat der Primerpaare zur cDNA ab.
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Durch die Berechnung und Etablierung optimaler Annealingtemperaturen wurde versucht, fir
jedes Primerpaar optimale Bedingungen zu schaffen. Die Negativkontrolle, die u.a. die
Annealingtemperatur des Primers fur das jeweilige Gen Uberpriift, zeigte zu keinem Zeitpunkt
ein PCR-Produkt. Auch der spezifische Schmelzpunkt im Dissoziationsprotokoll zeigte keinen
Hinweis auf eine Verunreinigung der Proben, bzw. unspezifische Amplifikation anderer Gene. In
allen Proben konnte die Genexpression von B-Aktin nachgewiesen werden. Fir die quantitative
Analyse der Genexpression wurde dieses gleichmalig exprimierte B-Aktin, das im Zytoskelett
von Eukaryoten vorkommt, zur Normalisierung der ermittelten C; -Werte der Zielgene
verwendet. Mit Hilfe dieser Normalisierung und der Miteinbeziehung unstimulierter Kontrollen,
die als Kalibrator dienten, konnte die AAC;-Methode angewendet werden und so die relative
Expression der zu untersuchenden Gene berechnet werden. Die Ergebnisse wurden
dokumentiert und mit der Statistik- und Analysesoftware GraphPad Prism Version 4.03

dargestellt.

Zum Nachweis des Glycinrezeptors in humanen gingivalen Keratinozyten wurden
Gewebeschnitte und eine primare Zellkultur immunhistochemisch untersucht. Die Spezifitat des
verwendeten Antikorpers, der gegen die a-Untereinheit des Glycinrezeptors gerichtet ist, wurde
zunachst anhand von Epidermis-Gewebeschnitten iberprift (Ergebnis nicht gezeigt). Hier zeigte
sich, wie auch von Denda et al. (2003) in einer Studie belegt, eine starke Immunreaktivitat in
epidermalen Keratinozyten.

Die Farbung des Glycinrezeptors in den kultivierten Zellen erfolgte mit demselben Antikérper. Es
wurde darauf geachtet, dass die Zellen auf den Deckglaschen angewachsen waren und einen zu
80-90 % konfluenten Zellrasen bildeten. Um eine Eigenfluoreszenz der Deckglaschen zu

vermeiden, wurden spezielle Glasdeckglaschen der Firma Menzel verwendet.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Expression des Glycinrezeptors in humanen gingivalen Keratinozyten

Erstmalig konnte in humanen gingivalen Keratinozyten ein extrasynaptischer Glycinrezeptor

nachgewiesen werden. Der verwendete Antikdrper bindet spezifisch an die al-Untereinheit des
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Glycinrezeptors. Der Nachweis gerade dieser Untereinheit ist flr die funktionelle Bedeutung des
Glycinrezeptors von Bedeutung, da hier die sogenannte , Tasche” zur Glycinbindung liegt (Lynch,
2004).

Die genaue Charakterisierung des Glycinrezeptors erfolgte u.a. durch Webb und Lynch (2007) an
neuronalen Zellen. Der Aufbau des Rezeptors mit transmembranaren Domanen und
extrazelluldren Agonisten-Bindungsstellen, sowie einem Chlorid-sensitiven transmembranaren
Kanal ldsst sich gut mit funktionellen Beobachtungen hinsichtlich inhibitorischer
Chloridionenstrome vereinbaren. Auch Zhong et al. (2003) gingen von einer membranaren
Lokalisation des Glycinrezeptors, v.a. auch in nicht-neuronalen Zellen aus und entwickelten so
ein Erklarungsmodell fir die Glycinwirkung auf Kupfferzellen. Die Voraussetzung fiir die
Ubertragung dieses Modells auf Gingivaepithelzellen wire eine membranire Lokalisation des
Glycinrezeptors. Denda et al. (2003) sprachen erstmals vom immunhistochemischen Nachweis
des Glycinrezeptors in epidermalen Keratinozyten, zeigten jedoch keine immunhistochemischen
Bilder, die auf eine genaue Lokalisation des Rezeptors schlieRen lassen konnten. Unsere
Untersuchungen an Gewebeschnitten humaner Epidermis konnten keine klare Aussage einer
Membranstandigkeit des Rezeptors zulassen (Ergebnis nicht gezeigt). Die Immunfluoreszenz-
und immunhistochemische Analyse des Glycinrezeptors in Gingivaschnitten und kultivierten
Zellen zeigte eine vermehrte Ansammlung des Glycinrezeptors im Zellinneren. Unabhangig
davon konnte durch diese Arbeit erstmalig UGberhaupt der Beweis fir eine Glycinrezeptor-
Expression in humanen gingivalen Keratinozyten erbracht werden. Fir die funktionelle
Bedeutung des Glycinrezeptors ist die Frage nach der Lokalisation des Rezeptors jedoch wichtig.
Sahebali et al. (2007) beobachteten den Glycinrezeptor im Zytoplasma verschiedener
kultivierter Oligodendroglia-Zelllinien. Auch Bechade et al. (1996) beschrieben eine Lokalisation
des Glycinrezeptors im Zellinneren von Riickenmarksneuronen. Obwohl wenig Uber eine
Translokalisation des Rezeptors bekannt ist, konnte eine Ubiquitinierung mit nachfolgender
Rezeptorinternalisation und Proteolyse beobachtet werden (Buttner et al., 2001). Den Eynden
et al. (2009) vermuteten im Rahmen ihrer Untersuchungen an Makrogliazellen, dass die
Lokalisation des Glycinrezeptors in der Plasmamembran und dementsprechend auch die
funktionelle Bedeutung des Rezeptors von den Konditionen der Zellkultur abhdngt. Auch

schienen unbekannte Faktoren in der normalen physiologischen Umgebung von
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Gewebeschnitten notwendig fiir eine membrandre Expression zu sein. Es stellte sich also
weiterhin die Frage nach der funktionellen Bedeutung dieser Rezeptoren und einer Erklarung fir
die gemessenen lonenstrome. Den Eynden et al. (2009) vermuteten diesbeziiglich, dass der
modulatorische Effekt von Glycin auf die Aktivitat der Mikroglia ein vom Glycinrezeptor

unabhangiger Mechanismus sei.

Im Rahmen der Genexpressionsanalysen von Entziindungsmarkern und im Rahmen der
Translokationsanalysen von NFKB wurden in dieser Arbeit nachgeschaltete Effekte des
Glycinrezeptors nachgewiesen. Es kann also davon ausgegangen werden, dass der in humanen
gingivalen Keratinozyten nachgewiesene Glycinrezeptor einen Glycineffekt vermittelt. Bei den
spater diskutierten theoretischen Uberlegungen gehen wir weiterhin von einer zumindest
partiell vorhandenen Membranstandigkeit des Glycinrezeptors aus und verwenden Wheelers,
bzw. Zhongs Hypothese als Erklarungsgrundlage fir eine funktionelle Bedeutung des Glycin-

rezeptors.

5.2.2 Diskussion der Ergebnisse der Vorversuche
Etablierung der Versuchsbedingungen

KGM enthalt als Vollmedium verschiedene Aminosduren, darunter auch Glycin. Da nicht
abzusehen war ob, wie lange und in welchem Ausmal} das Glycin im Medium Einfluss auf die
Zellen hat und so moglicherweise die Versuchsergebnisse verfalscht worden waren, wurden die
Stimulationsversuche des Hauptversuches in glycinfreiem Medium, SMEM, durchgefiihrt. Auch
Spittler et al. (1999) setzten fir ihre Stimulationsversuche mit Monozyten glycinfreies Medium
ein, das je nach Versuchsansatz mit Glycin in entsprechender Konzentration ergéanzt wurde.

Ob in SMEM grundsatzlich eine IL-1B vermittelte Induktion der untersuchten Gene stattfindet,
wurde in Vorversuchen abgeklart. Es zeigte sich, dass eine IL-1B vermittelte Induktion sowohl im
KGM-, als auch im SMEM-Versuchsansatz moglich war. Die Expressionsanderungen der Gene
zeigten in beiden Versuchsansdtzen gleiche Tendenzen. Die Expressionsmaxima der
Entzlindungsmarker im SMEM-Versuchsansatz wurden im betrachteten Zeitraum von 480 min

meist nach 60 min IL-1B-Stimulation detektiert. Danach zeigte sich meist eine verminderte
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Expression. Im Hauptversuch wurde die Genexpression deswegen nach 30 min und 60 min
Stimulationsdauer analysiert.

Um in-vitro die Situation einer Entziindung zu simulieren, wurde von vielen Autoren eine IL-1B-
Konzentration von 1 ng/ml zur Stimulation von Keratinozyten verwendet, da dies etwa der
erhohten IL-1B-Konzentration entspricht, die in der gingivalen Sulkusflissigkeit und im
gingivalen Gewebe des entzlindlich veranderten Parodonts gefunden wurde (Honig et al., 1989;
Hou et al., 1994; Preiss und Meyle, 1994; Mathur et al., 1996). Da unter den kiinstlichen
Bedingungen der in-vitro-Stimulation die Effektivitat des Stimulans herabgesetzt sein kann,
wurde im Vorversuch eine erhdhte Konzentration von 5ng/ml in Anlehnung an IL-1B-
Stimulationsversuche von Vardar-Sengul et al. (2009) ausgetestet.

In bisherigen Studien wurden Immunzellen und Makrogliazellen mit 0,1-1 mM Glycin behandelt,
renale Zellen, Hepatozyten und Endothelzellen mit bis zu 10 mM Glycin (den Eynden et al.,
2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Glycinkonzentrationen von 1 mM und 5 mM in
Vorversuchen ausgetestet.

Bei der Genanalyse von IL-6 zeigte sich eine starkere IL-1B induzierte Expressionssteigerung bei
einer Konzentration von 5 ng/ml (+2,8-fache mRNA-Expression nach 30 min) als bei 1 ng/ml
(+1,7-fache  mRNA-Expression). Diese, bereits durch verschiedene Studien gezeigte
Hochregulierung der Expression pro-inflammatorischer Interleukine wie IL-6 durch IL-1pB-
Stimulation, war Voraussetzung fir die weiteren Stimulationsversuche mit Glycin, in denen die
modulierende Wirkung auf den IL-1B Effekt untersucht werden sollte (Lapp und Lapp, 2005;
Vardar-Sengul et al.,, 2009). Es wurde eine IL-1B-Konzentration von 5ng/ml fir den
Hauptversuch festgesetzt. Eine modulierende Wirkung von Glycin, in Form einer Hemmung der
IL-6-Expressionssteigerung durch IL-1B-Stimulation ohne Glycinapplikation, wurde bereits bei
der geringeren Konzentration von 1 mM erreicht (-3,2-fache mRNA-Expression nach 30 min).

Eine Erhohung der Glycinkonzentration auf 5 mM ergab keine Effektverstarkung.

Nach der Auswertung der Vorversuche wurde fir den Hauptversuch eine Stimulation mit
5 ng/ml IL-1B und eine Behandlung mit 1 mM Glycin geplant. Die Expressionsanalysen erfolgten
nach 30 min und 60 min Stimulation. Diese kurzen Zeitspannen wurden gewahlt, um speziell die
frihe Antwort bezliglich der Expression der entsprechenden Gene zu untersuchen und das

Ausmal’ von sekundéaren Geninduktionen zu verringern.
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In einem letzten Teil der Vorversuche wurde der Einfluss von Glycin als isoliertes Stimulans auf
die Keratinozyten betrachtet. Die gezeigte kurzfristige Hochregulierung von IL-1B (2,5-fache
MRNA-Expression) und IL-6 (4,5-fache mRNA-Expression) nach 30 min Behandlung mit 5 mM
Glycin, lasst eine inflammatorische Komponente von Glycin vermuten. Um diese unerwartete
Beobachtung zu verifizieren, wurde der Hauptversuch um einen Versuchsansatz mit isolierter

Applikation von Glycin [1 mM] erweitert.

5.2.3 Diskussion der Ergebnisse des Hauptversuchs
Genexpressionsanalysen der Stimulationsversuche

Die inflammatorische Wirkung von IL-1B war in der Vergangenheit Fokus zahlreicher
molekularbiologischer Untersuchungen (Dinarello, 1996). In verschiedenen Zellarten konnten
Expressionssteigerungen sogenannter Entziindungsmarker, induziert durch IL-1B-Stimulation,
nachgewiesen werden (Lapp und Lapp, 2005; Vardar-Sengul et al., 2009). Steinberg et al. (2006)
zeigten die IL-1B regulierte mRNA-Expression verschiedener Gene in humanen gingivalen
Keratinozyten nach einer Stimulation mit 200 units IL-1B (entspricht 1 ng/ml). Eine erhGhte
MRNA-Expression wurde bei den Genen gefunden, die im Zusammenhang mit zellularem Stress,
DNA-Reparaturvorgangen, Zellzyklus und Proliferation, antipathogenen Antworten,
extrazelluldarem Matrixturnover und Angiogenese eine Rolle spielen. In gingivalen Fibroblasten
zeigten Vardar-Sengul et al. (2009), dass die Gene IL-6 und IL-8 durch IL-1B-Stimulation mit
5 ng/ml eine Expressionssteigerung erfuhren. Angelehnt an diese Studie und aufgrund eigener
Ergebnisse aus verschiedenen Vorversuchen wurden in der vorliegenden Studie Keratinozyten
mit 5 ng/ml IL-1B stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass in gingivalen Keratinozyten eine
IL-1B-Stimulation mit 5 ng/ml eine signifikante Steigerung der relativen Genexpression von IL-6
(nach 30 min und 60 min) und IL-8 (nach 60 min), bezogen auf eine nicht stimulierte, in
glycinfreiem Medium kultivierte Kontrollgruppe, bewirkte.

Die IL-1B Signalkaskade bewirkt einen Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration (Arora et
al., 1995). Das LPS parodontal pathogener Bakterien wirkt Gber einen dhnlichen Signalweg und
fuhrt ebenfalls zu einer erhohten Ca?*-Konzentration in der Zelle. In beiden Fillen wirkt die

erhohte Ca?*-Konzentration im Endeffekt als Trigger-Signal fir eine Expressionssteigerung
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solcher Gene, die fiir Zytokine, inflammatorische Mediatoren und Enzyme kodieren (Zhong et
al., 2003). Die Analyse solcher verdnderten Genexpressionen und die Etablierung von
Erklarungsmodellen auf molekularer Ebene stehen im Zusammenhang mit der Suche nach
neuen potentiellen Angriffszielen zur therapeutischen Intervention, beispielsweise im Rahmen
einer Parodontitistherapie (Steinberg et al., 2006).

Zhong et al. (2003) zeigten, dass Glycin als anti-inflammatorischer, immunmodulierender und
zytoprotektiver Wirkstoff einen intrazellularen Ca?*-Anstieg infolge von LPS-Stimulation
abfangen konnte. Wheeler et al. (1999) entwickelten eine Arbeitshypothese, welche die
funktionelle Bedeutung des Glycinrezeptors in Kupfferzellen erklarte. In ihrem Erklarungsmodell
legten sie den Schwerpunkt auf die anti-inflammatorische Wirkung von Glycin, die auf einem
Chlorideinstrom basiert. Ein inflammatorischer Stimulus bewirkt einen Anstieg des
intrazellularen Ca?*. Vermittelt Gber einen Toll-like Rezeptor wird eine Tyrosinkinase aktiviert,
die wiederum die Phospholipase C aktiviert. So wird IP; gebildet, wodurch intrazelluldre Ca?*-
Speicher geodffnet werden. Die gleichzeitige Depolarisation der Plasmamembran fihrt zum
Einfluss extrazelluldren Ca%* und weitere spannungsabhingige Ca%**-Kanile werden geoffnet.
Ca?* wirkt dann als ,Second Messenger” und stoRt weitere zelluldre Signalwege an, bewirkt
Zellmobilisation und Transkription, sowie letztendlich die Translation von Zytokinen. So wie LPS
fuhrt auch eine IL-1B-Stimulation zu einem Ca?*-Anstieg, unter der Voraussetzung, dass intakte
Aktinfilamente vorhanden sind, die in fokale Adhdsionsmolekiile inserieren. Weitere Voraus-
setzung ist, dass IL-1B schnell ansprechende Gene wie c-fos reguliert. Die Fahigkeit c-fos zu
regulieren basiert auf der physikalischen Ndhe von intrazelluldren Ca?*-Speichern zu membran-
assoziierten FAK-Proteinen (McCulloch et al., 2006).

Der Glycinrezeptor besteht aus 48 kDa a-Untereinheiten und 58 kDa B-Untereinheiten in
variabler Zusammensetzung und beinhaltet einen pentamerischen Komplex der einen
transmembranaren Chloridkanal bildet (Rajendra et al., 1997). Zhongs Hypothese besagt, dass
Uber die Aktivierung dieses Rezeptors das Ca%* abhangige Signal unterdriickt wird. Wurde durch
LPS oder IL-1B der Ca?*-Signalweg angestoRen und bindet gleichzeitig Glycin extrazellular an den
Rezeptor, wird der Chloridkanal ge6ffnet und es folgt ein Chlorid (Cl7)-Einstrom, der zu einer
relativen Hyperpolarisation der Zelle fuhrt. Der Ca?*-Einstrom wird inhibiert, eine weitere

Depolarisation wird erschwert und das Offnen von spannungsabhingigen Ca?*-Kanilen wird
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verhindert. Auch der Potentialunterschied am endoplasmatischen Retikulum wird verandert
und ein Offnen der IPs-Rezeptor-regulierten Ca?*-Kanile erschwert (Wheeler et al., 1999). Der
Ca?*-Signalweg wird blockiert, folgende inflammatorische Effekte werden unterdriickt.

Unsere Stimulationsversuche mit IL-1B und gleichzeitiger Applikation von Glycin zeigten einen
anti-inflammatorischen Effekt des Glycins und stlitzen somit diese Hypothese. In Anwesenheit
von Glycin zeigte eine Stimulation mit IL-1B keinen signifikanten Effekt auf die Genexpression
von IL-6 nach 30 min, d.h. keine Expressionserhéhung, wie sie ohne Glycinapplikation gemessen
worden war. Auch die Genanalyse von IL-8 zeigte nach 60 min einen durch Glycin signifikant
abgeschwachten IL-1B-Effekt verglichen mit der isolierten IL-1B-Stimulation. Durch diese
Modulation der IL-1B-Signalkaskade konnte Glycin seine protektive Wirkung auf gingivale
Keratinozyten entfalten.

Ausgehend von dieser Erkenntnis wadre eine Behandlung mit Glycin zur Begrenzung
inflammatorischer Prozesse, beispielsweise im Rahmen einer Parodontitistherapie, denkbar. In
anderen Gebieten der Medizin wurde bereits an einen Einsatz gegen Asthma, Sepsis, in der
Transplantationsmedizin oder in der Tumortherapie gedacht (Rao und Reddy, 1987; limuro et
al., 1996; Rose et al., 1997; Schemmer et al., 1998). Klinische Untersuchungen sollten die
protektive und therapeutische Wirkung einer Glycinapplikation im zahmedizinischen Bereich
Uberprifen.

Bei den in-vitro-Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte die anti-inflammatorische
Wirkung von Glycin zu einem spdteren Zeitpunkt nicht in dem MaRe bestatigt werden, wie es
nach 30 min der Fall war. Die Genexpression von IL-6 zeigte nach 60 min Glycin- und IL-1p3-
Behandlung ebenso eine signifikante Erhéhung wie unter alleiniger IL-1B-Stimulation, bezogen
auf die unstimulierte Kontrolle. Die Expressionsrate von IL-8 nach 60 minitiger Behandlung mit
Glycin und IL-1B zeigte, in Relation zur unstimulierten Kontrolle, eine signifikante Erhohung wie
auch die durch IL-1B-Stimulation ohne Glycin erreichte Expressionsanderung. Ein Glycineffekt
zeigte sich dennoch: IL-1B induzierte unter Glycin eine IL-8-Expression auf geringerem Niveau.
Die anti-inflammatorische Wirkung von Glycin schien folglich nach 60 min nachzulassen. Auch
die Ergebnisse aus den Vorversuchen lieBen eine &hnliche Tendenz erkennen: Im
Versuchsansatz mit 5 ng/ml IL-1B und 1 mM Glycin verminderte sich die Genexpression von

IL-1B und IL-6 nach 30 min und nach 120 min, nach 60 min jedoch nicht. Eine mogliche Erklarung
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fir diese Beobachtungen ware eine Desensibilisierung des Glycinrezeptors nach 60 min, welche
die Entfaltung der anti-inflammatorischen Wirkung von Glycin einschrankt. Studien zu dieser
Thematik wiesen darauf hin, dass Kupfferzellen nach langfristigem Kontakt mit Glycin
(4 wochiger Kontakt) nicht mehr sensitiv auf die Aminosaure reagierten, alveolare Makrophagen
und neutrophile Granulozyten jedoch schon. Bei all diesen Zellen war initial eine Aktivierung des
Glycin-abhangigen Chloridkanals nachgewiesen worden. Vermutet wurde eine unterschiedliche
Desensibilisierung aufgrund verschiedener Untereinheiten des Glycinrezeptors (Wheeler et al.,
2000). Nach einem langeren Glycinkontakt wurde in Kupfferzellen und in neuronalem Gewebe
eine herunterregulierte Funktion des Chloridkanals beobachtet, abhangig von der
Phosphorylierung der a-Untereinheit (Akaike und Kaneda, 1989; Ruiz-Gomez et al., 1991). Ob es
bereits nach 60 minitigem Glycinkontakt zu einer Funktionsminderung des Glycinrezeptors in
Gingivaepithelzellen kommt, bleibt offen. Deutlich wird aber, dass Glycin nicht in jedem Falle
eine anti-inflammatorische Wirkung entfalten kann.

Rausch-Fan et al. (2005) zeigten erstmalig, dass Glycin in humanen gingivalen Fibroblasten eine
IL-1B induzierte Expressionssteigerung von Prostaglandin E, verstarkte. Prostaglandin E, (PGE,)
ist zusammen mit Prostaglandin |, das Hauptprostaglandin, das in Entziindungsgeschehen
involviert ist. PGE; wurde in entziindlichem Exsudat der Gingiva nachgewiesen, hat pro-
inflammatorische und immunmodulatorische Eigenschaften und spielt eine wichtige Rolle in
Entstehung und Fortschreiten von Parodontalerkrankungen (Nakashima et al., 1994; Van Dyke
und Serhan, 2003). PGE, 6ffnet Ca?*-Kanile in humanen gingivalen Fibroblasten sowohl in der
Zellmembran als auch in intrazellulidren Speichern iiber den IP;-Rezeptor. Uber diesen erhéhten
Ca?*-Spiegel wird dann die bereits beschriebene Kaskade weitergefiihrt und bewirkt u.a. eine
Hochregulation der Gene IL-1B und IL-6 (Lee et al., 1992; Noguchi et al., 1999; Yucel-Lindberg et
al., 1999; Qu et al., 2002). In der Studie von Rausch-Fan et al. (2005) fiihrte interessanterweise
auch die alleinige Behandlung mit Glycin (maximaler Einfluss bei einer Konzentration von 3 mM
Glycin) zu einer erhéhten PGE,-Expression. Daraus schlossen die Autoren, dass Glycin durch die
Induktion von inflammatorischen Mediatoren eine Rolle in entziindlichen Prozessen einnehmen
kdnnte. Dagegen spricht wiederum eine Beobachtung von Qu et al. (2002). Sie bemerkten, dass
gerade der durch PGE, bewirkte Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration durch Glycin

geblockt werden konnte. Auch wenn Qu et al. (2002) nicht von einem direkten Zusammenhang
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von Calcium-Modulation und zytoprotektivem Effekt sprechen, lasst sich mit dem
Grundverstandnis der Ca?*-Kaskade ein ebensolcher Zusammenhang vermuten. Insgesamt wird
die ambivalente Rolle von Glycin, einerseits pro-inflammatorisch (PGE,-Produktion erhoht in
gingivalen Fibroblasten, gezeigt von Rausch-Fan et al. (2005)), andererseits anti-inflammatorisch
(Abschwachung der PGE,-Wirkung, gezeigt von Qu et al. (2002)) deutlich.

Der ambivalente Charakter von Glycin zeigte sich auch in unseren Untersuchungen. In Einklang
mit den Stimulationsergebnissen von Rausch-Fan et al. (2005), konnte in unseren Vorversuchen
ein inflammatorischer Aspekt der Glycinwirkung auf unstimulierte Zellen gezeigt werden. Im
Hauptversuch konnte diese Beobachtung, auch beziiglich des zeitlichen Verlaufs, bestatigt
werden. 30 min nach alleiniger Glycinapplikation auf die Zellen zeigte sich eine signifikante
Erhdhung der IL-6-Genexpression.

Auch die signifikante Verringerung der IL-10-Genexpression nach 60 min kann im Sinne einer
inflammatorischen Wirkung von Glycin interpretiert werden. IL-10 ist ein anti-inflammatorisches
Zytokin und hemmt die Proliferation von T-Lymphozyten nach Antigenprasentation durch
Monozyten (Ding und Shevach, 1992; Taga und Tosato, 1992; Moore et al., 1993). Die
Expressionsanalyse von IL-10 muss allerdings differenzierter betrachtet werden. Die im Laufe
einer Entziindungsreaktion durch LPS aktivierten Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten
produzieren zunachst pro-inflammatorische Zytokine wie beispielsweise TNFa. Um die
Entziindungsreaktion zu limitieren produzieren die Zellen im Sinne einer Gegenregulation das
anti-inflammatorische Zytokin IL-10. IL-10 wird jedoch erst spater synthetisiert, wenn die TNFa-
Sekretion schon wieder unterdriickt wird (Fiorentino et al., 1989; Fiorentino et al., 1991; Ertel et
al., 1995; Spittler et al., 1999). Dies erklart, weshalb in unseren Untersuchungen zu den friihen
Zeitpunkten 30 min und 60 min keine IL-1B induzierte Expressionsanderung von IL-10 zu
beobachten war. Auch der von Spittler et al. (1999) gezeigte immunmodulatorische, anti-
inflammatorische Effekt von Glycin auf pro-inflammatorisch stimulierte Zellen (LPS), der zu einer
beschleunigten, erhéhten IL-10-Expression fiihrte, konnte in unseren mit IL-1B stimulierten
Keratinozyten nicht nachvollzogen werden. Moglich ist, dass diese Entwicklung zu einem
spateren Zeitpunkt beobachtet hitte werden kdnnen. Nach Spittlers Beobachtungen spricht
eine vermehrte IL-10-Expression fiir eine anti-inflammatorische Wirkung des Stimulans. Die in

dieser Arbeit durch alleinige Glycinapplikation erwirkte Verminderung der IL-10-Expression nach



88

60 min deutete daher eher auf eine pro-inflammatorische Komponente von Glycin hin. Da die
IL-10 Produktion zeitlich versetzt zur Produktion der pro-inflammatorischen Mediatoren erfolgt,
kann der beobachtete Effekt der verringerten IL-10-Expression nach 60 min in inhaltlichen
Zusammenhang mit den Expressionssteigerungen von IL-6 und IL-8 nach 30 min gebracht
werden. Die IL-10-Expressionsdaten stlitzen demnach die Hypothese einer initialen pro-
inflammatorischen Wirkung von Glycin auf unstimulierte Keratinozyten.

Bei der Analyse der Expressionsdaten zum spateren Zeitpunkt, also nach 60 min, fiel auf, dass
die Entziindungsmarker IL-6 und IL-8 nach 60 min isolierter Glycinapplikation eine signifikant
verminderte mRNA-Expression zeigten. Anscheinend bewirkte die isolierte Anwendung von
Glycin, die nach 30 min Hinweis auf eine inflammatorische Reaktion der Zellen zeigte, nach
60 min einen gegenteiligen, also anti-inflammatorischen Effekt.

Die Ergebnisse zusammenfassend, ist zu sagen, dass eine isolierte Applikation von Glycin nach
30 min proinflammatorisch wirkte, aber bei gleichzeitiger IL-1B-Stimulation eine anti-
inflammatorische Wirkung, also einen abschwachenden Effekt auf die pro-inflammatorische
Wirkung von IL-1B, hatte. Im weiteren Verlauf (nach 60 min) zeigte sich eine anti-
inflammatorische Wirkung der isolierten Glycinbehandlung, aber keine oder nur eine geringe
anti-inflammatorische Abschwachung der pro-inflammatorischen Wirkung der IL-1B-

Stimulation.

Es stellt sich die Frage, auf welche Weise Glycin eine solch verschiedene Wirkung mit und ohne
Beeinflussung durch IL-1B-Stimulation auf die Gingivaepithelzellen ausiiben kann.

Die Chloridbewegung Uber die Plasmamembran und somit die Wirkung von Glycin hangt, wie
bereits dargestellt, stark mit der Hyper- und Depolarisation der Zelle zusammen. Die Bewegung
von Chloridionen ist grundsatzlich abhangig vom Verhaltnis des Membranpotentials der Zelle
zum Gleichgewichtspotential von Chlorid. Bei gedffnetem Chloridkanal kann es abhangig vom
Spannungspotential zu Influx oder Efflux der Chloridionen kommen. Liegt das Ruhepotential der
Zelle unter dem Chloridgleichgewichtspotential (durchschnittlich -82 mV nach Nernst), so
kommt es zum Ausstrom der Chloridanionen und es folgt eine Depolarisation (Webb und Lynch,
2007). Um das Verhdltnis des Ruhemembranpotentials der oralen Keratinozyten zum
Chloridgleichgewichtspotential beurteilen zu kdnnen, miisste dessen genauer Wert bekannt

sein. Das Ruhemembranpotential oraler Keratinozyten wurde jedoch noch nicht detailliert
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untersucht. Das Ruhemembranpotential der meisten Zellen liegt bei -60 mV bis -90 mV. Es
entsteht vor allem durch die Aktivitdt der Na*/K*-transportierenden ATPase , die auf praktisch
allen tierischen Zellen vorkommt (Koolman, Rohm et al. 2003). Orale Keratinozyten zeigen einen
polaren Aufbau mit Tight-Junctions und Gap-Junctions. Dadurch kdnnen sie gut ein negatives
Ruhemembranpotential gegenliber dem positiven Extrazellularraum aufrechterhalten.

Hoppe et al. (1989) wiesen nach, dass ein Na*-K*-Cl™-Co-Transporter in Neurogliazellen zu einer
erhohten intrazellularen Chlorid-Konzentration fiihren kann und so zu einem weniger negativen
Nernst-Potential fur Chlorid fiihrt. Bei Ligandenbindung am GABA-Rezeptor, der gewisse
Gemeinsamkeiten mit dem Glycinrezeptor hat, kommt es zu einem Chloridausstrom, der
gemessen werden konnte und zur Depolarisation der Zelle fiihrte (Hoppe und Kettenmann,
1989). In Progenitorzellen der Oligodendrozyten konnte gezeigt werden, dass Glycin u.a. Gber
die Aktivierung des Glycinrezeptors zu einer Depolarisation der Plasmamembran fihrte und
dadurch spannungsabhangige Calciumkanale aktivierte, wodurch ein Calcium-Influx ermoglicht
wurde (Du et al., 2002; Lee et al., 2005; den Eynden et al., 2009).

Unter der Annahme, dass auch in den gingivalen Keratinozyten ein weniger negatives Nernst-
Potential fur Chlorid vorliegt, lage das Ruhemembranpotential der Zellen bei einem im Vergleich
dazu negativeren Wert. Wird dann durch Glycin der Chloridkanal des Glycinrezeptors geéffnet,
kommt es zum Ausstrom von Chloridionen aus der Zelle (Abb. 17A), eine Depolarisation folgt
und spannungsabhangige Calciumkanale werden aktiviert, wodurch ein Calcium-Influx erfolgt.
Der Calcium-Signalweg fihrt schlussendlich zur veranderten Expression der untersuchten
Entziindungsmarker (Abb. 17B).

Mit Hilfe dieses Erklarungsmodells ware der pro-inflammatorische Effekt einer isolierten
Glycinapplikation auf Gingivaepithelzellen zu verstehen (Expressionssteigerung von IL-6 nach
30 min isolierter Glycinapplikation, Expressionsminderung von IL-10 nach 60 min isolierter
Glycinapplikation). Ob sich mit der Zeit die elektrophysikalischen Gegebenheiten umkehren, es
damit wieder zu einem Chlorideinstrom kommt, oder ob eine Refraktarzeit des Glycinrezeptors
fiir die Ergebnisse nach 60 min (Expressionsminderung von IL-6 nach 60 min Glycinbehandlung)

verantwortlich ist, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.
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Abb. 17: Erklarungsmodell der pro-inflammatorischen Wirkung von Glycin.

A. Ausgangssituation: Das Ruhepotential der Zelle liegt unter dem Chloridgleichgewichts-
potential (867). Bei Glycinbindung an den Glycinrezeptor (GlyR) wird die Membran durchlassig
fir Chloridionen, es erfolgt ein Chloridausstrom.

B. Der Chloridausstrom fihrt zu einer Depolarisation der Zelle (6*) und kommt langsam zum
erliegen. Durch die Depolarisation werden spannungsabhéngige Ca%*-Kanale (VOC) aktiviert, es
kommt zum Ca**-Influx. Der ansteigende intrazellulare Ca?*-Spiegel dient als Signal fur viele
intrazellulare Prozesse und fihrt u.a. zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine.
Modifiziert nach Wheeler et al. (2000).

Obwohl im Laufe der letzten Uberlegungen von einer Depolarisation der Zelle durch Glycin
gesprochen wurde, hat Wheelers Arbeitshypothese, in der er von einer durch Glycin bewirkten
Hyperpolarisation spricht, weiterhin Glltigkeit. Wie bereits mehrfach erwahnt, fihrt eine
IL-1B-Stimulation tber einen intrazelluldren Ca?*-Anstieg zur Depolarisation der Zelle. In diesem
depolarisierten Zustand ist das Membranpotential der Zelle relativ positiver und liegt damit
Uber dem Chloridgleichgewichtspotential (Abb. 18A). Bei Durchlassigkeit der Membran fir
Chlorid kommt es zu einem Einstrom der Chloridionen und somit zu einer relativen
Hyperpolarisation, die einen Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration abschwacht (Yim et
al.,, 2011). Genau diese Durchldssigkeit fir Chlorid wird bei der Glycinbindung an den
Glycinrezeptor der Keratinozyten bewirkt (Abb. 18B, vgl. Abb. 4).
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Abb. 18: [L-1B-Stimulation in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von Glycin.

A. Pro-inflammatorische Wirkung von IL-1B. IL-1B-Stimulation bewirkt einen intrazelluldren
Ca?*-Anstieg (*) und fihrt dadurch zur Depolarisation der Zelle. Das Membranpotential der
Zelle ist relativ positiver und liegt damit iber dem Chloridgleichgewichtspotential (6*).

B. Abschwiachender, anti-inflammatorischer Effekt von Glycin auf die pro-inflammatorische
Wirkung von IL-1B. Bei Glycinbindung an den Glycinrezeptor (GlyR) wird die Membran
durchlassig flr Chloridionen. Aufgrund des durch IL-1B-Stimulation erzeugten relativ positiven
Membranpotentials kommt es zum Chlorideinstrom in die Zelle. Der Chlorideinstrom bewirkt
eine relative Hyperpolarisation der Zelle (67), die den Anstieg an intrazellulirem Ca**
abschwaécht. Intrazelluldre Signalwege und Zytokin-Produktion, die von intrazellularem Ca?*
abhangen, werden gehemmt.

Modifiziert nach Wheeler et al. (2000).
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Die an Wheeler angelehnte Erklarung der anti-inflammatorischen Wirkung von Glycin wahrend
der IL-1B-Stimulation steht somit in keinem Widerspruch zur inflammatorischen Glycinwirkung
bei isolierter Applikation. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Hypothese zu, dass ein anti-
inflammatorischer Effekt von Glycin auf gingivale Keratinozyten im Zusammenhang mit einer
inflammatorischen Stimulation moglich ist, eine isolierte Glycinapplikation jedoch auch einen

inflammatorischen Effekt haben kann.

Aufgrund der dargestellten Uberlegungen stellt sich die Frage nach Potentialdnderungen der
Gingivaepithelzellen wahrend der Stimulationsversuche.

Messungen von lonenstromen z.B tber Patch-Clamp-Technik und intrazelluldre Ca?*-Konzentra-
tionsmessungen der gingivalen Keratinozyten kdonnten in diesem Zusammenhang interessante

Erkenntnisse liefern und Gegenstand zuklnftiger Studien sein.

5.2.4 Translokation von NFkB

NFkB gilt als ,,ein zentraler Mediator der humanen Immunantwort®. Seine Aktivierung geschieht
u.a. durch eine Vielzahl von Bakterien oder deren Produkte (Pahl, 1999). Die Translokation von
NFkB in den Zellkern ist auch ein notwendiger Schritt im Zuge des IL-1B-Signalweges. Das IL-1f3-
Signal beginnt mit der Ligandenbindung am membrandren Rezeptor und fihrt iber die Bindung
des Transkriptionsfaktors NFKB an die Promotorregion verschiedener Gene zur Transkription
solcher Gene, die an der Immunantwort der Zelle beteiligt sind (McKay und Cidlowski, 1998).

Um die PCR-Ergebnisse zu ergdanzen und die IL-1B-Wirkung sowie die Glycinwirkung mit einer
zweiten ,funktionellen” Methode zu untersuchen, wurden zeitabhdngige Immunfluoreszenz-
analysen zur nukledren Translokation von NFKB durchgefiihrt. Humane gingivale Keratinozyten
wurden mit 5 ng/ml IL-1B stimuliert und gleichzeitig mit 0 mM oder 1 mM Glycin behandelt.
Steinberg et al. (2006) untersuchten auf gleiche Weise die IL-1B vermittelte Translokation von
NFKkB in den Zellkern gingivaler Keratinozyten Uber indirekte Immunfluoreszenz. Sie wahlten
eine Stimulation von 200 units IL-1B (entspricht 1 ng/ml) und Zeitpunkte von 3, 6, 12, und 24 h.
Sie beobachteten eine maximale Translokation von NFKB in den Kern 6 h nach der durch

Zytokin-Stimulation ausgel6sten Entziindungsreaktion der Keratinozyten mit anschlieSender
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Zurickverteilung ins Zytoplasma. Auch Ergebnisse von cDNA Microarrayanalysen zeigten fiir die
durch NFkB induzierten Gene (darunter IL-8) nach dieser Zeit von 6 h eine maximale Expression.
Beeinflusst durch Steinbergs Studie wurde im Versuchsaufbau dieser Arbeit eine
Stimulationsdauer von 6 h gewahlt. Zusatzlich wurde eine Analyse nach 2 h durchgefiihrt, da
unsere PCR-Untersuchungen die hochste Genaktivitat zu einem friheren Zeitpunkt, nach
60 min, zeigten. Auch Vardar-Sengul et al. (2009) entschieden sich fiir eine NFkB-Analyse nach
2 h IL-1B-Stimulation. Sie zeigten, dass nach 2 h NFKB sowie der Transkriptionsfaktor AP-1

(Activating Protein-1) aktiv wurden und die Transkription inflammatorischer Gene veranderten.

Wie auch in friheren Studien belegt, ergab unsere Analyse der unstimulierten Zellen eine klare
Verteilung des NFKkBs im Zytoplasma. Im Zytoplasma liegt NFKB als inaktiver Komplex mit dem
I-kB Protein vor (Havard et al., 2005; Steinberg et al., 2006). Sowohl IL-1B-Stimulation als auch
isolierte Glycinbehandlung [1 mM] bewirkten eine Translokation von NFKB in den Zellkern.
Hierzu muss das I-kB Protein abgespalten werden. Die NFkB-Translokation in den Kern,
zusammen mit einem abnehmenden Immunfluoreszenzsignal im Zytoplasma weist
typischerweise auf die funktionelle Aktivierung des Transkriptionsfaktors hin. Der aktive
Transkriptionsfaktor treibt die Expression von Uber 150 Zielgenen an, deren Mehrheit fir
Proteine kodiert, die an der humanen Immunantwort beteiligt sind (Pahl, 1999). Unsere
Beobachtung, dass isolierte Glycinapplikation nach 2 h den Faktor NFkB aktivierte, bestatigt
unsere Ergebnisse auf der RNA-Ebene einer kurzzeitig inflammatorischen Wirkung der
Aminosaure. Die nach 6 h beobachtete Zuriickverteilung und Inaktivierung des Faktors deckt
sich mit der aufgestellten Hypothese, dass diese Entziindungsreaktion der Zelle nur fiir kurze
Zeit besteht. In der Expressionsanalyse von IL-6 und IL-8 zum spateren Zeitpunkt (60 min) sowie
in der Immunfluoreszenzanalyse der NFkB-Lokalisation zum spateren Zeitpunkt (6 h) liberwog
dagegen die anti-inflammatorische Komponente der Glycinapplikation.

Die anti-inflammatorische, immunmodulierende Komponente von Glycin auf IL-1B-stimulierte
Zellen zeigte sich, parallel zu den Expressionsdaten der PCR-Analyse, in der Abschwachung der
IL-18 Wirkung. Die durch isolierte IL-1B-Stimulation induzierte Translokation von NFKB in den
Zellkern wurde durch die Anwesenheit von Glycin zum frithen Zeitpunkt nach 2 h verhindert.
Zum spaten Zeitpunkt nach 6 h zeigte sich NFKB vereinzelt im Zellkern der Keratinozyten, was

sich mit den Erkenntnissen aus der PCR-Analyse nach 60 min (keine/geringe anti-
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inflammatorisch wirkende Abschwachung des IL-1B-Effektes durch Glycin) deckt. Eine
Refraktarzeit des Glycinrezeptors und somit eine funktionelle Einschrankung kann vermutet
werden. Weiterflihrende Studien in dieser Richtung im Sinne einer Frequenzmodulierung der
De- und Resensibilisierung des Rezeptors liber pharmakologische Agonisten waren hilfreich, um

die Dynamik dieses Geschehens weiter aufzuklaren.
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6. Zusammenfassung

Parodontalerkrankungen haben in der deutschen Bevdlkerung, insbesondere bei Erwachsenen
und Senioren, in den letzten Jahren erheblich zugenommen. Ursachlich fir die Entstehung einer
Gingivitis ist meist eine bakterienhaltige dentale Plaque. Die Auswirkungen dieser bakteriell
induzierten Entziindungsreaktion der Gingivaepithelzellen kann auf molekularer Ebene anhand
von Aktivitatsanderungen der zelluldaren Signalwege und daraus folgender Expressionsanderung
pro-inflammatorischer Mediatoren nachvollzogen werden. Ziel dieser Arbeit war es, die
Expression des Glycinrezeptors in humanen gingivalen Keratinozyten nachzuweisen und die
funktionelle Bedeutung des Glycinrezeptors, speziell auch im simulierten Entziindungszustand
der Zellen, zu untersuchen.

Der Glycinrezeptor wurde in Gingivagewebeschnitten und Zellen immunhistochemisch und
mittels Immunfluoreszenz angefarbt. Primare Gingivaepithelzellen wurden kultiviert und UGber
einen Zeitraum von 30 bzw. 60 min mit IL-1B stimuliert und/oder einer Glycinbehandlung
ausgesetzt. Die Uber den Glycinrezeptor vermittelte Wirkung von Glycin auf orale Keratinozyten
wurde Uber Genexpressionsanalysen von Entziindungsmarkern untersucht. Dazu wurde die
RNA-Extraktion und die Synthese der komplementdaren DNA vorgenommen. Die quantitative
Auswertung der mRNA-Expression von IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 und B-Aktin (Referenzgen) erfolgte
mit Hilfe der Real-Time-Polymerasenkettenreaktion. Eine Translokation des Transkriptions-
faktors NFKB in den Zellkern der Keratinozyten, als Hinweis auf einen pro- oder anti-
inflammatorischen Stimulus (IL-1B und/oder Glycin), wurde mittels Immunfluoreszenzanalyse
untersucht.

Gewebeschnitte und Zellen des Gingivaepithels zeigten eine positive Farbung des
Glycinrezeptors im Zytoplasma der Zelle. Die Genexpressionsanalyse von IL-6 ergab, dass eine
durch IL-1B-Stimulation induzierte Hochregulation (2,3-fache mRNA-Expression) bei
gleichzeitiger Glycinbehandlung nach 30 min geringer ausfiel (0,8-fache mRNA-Expression) als
die Hochregulation nach alleiniger IL-1B-Stimulation. Dieser Effekt konnte nach 60 min nicht
mehr beobachtet werden (nach IL-1B Stimulation 1,8-fache mRNA-Expression, nach
Kombination IL-1B/Glycin 2,0-fache mRNA-Expression). Eine isolierte Glycinapplikation zeigte

nach 30 min eine IL-6-Expressionserhéhung (3,4-fache mRNA-Expression), nach 60 min eine
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Expressionsverringerung (0,6-fache mRNA-Expression). Bei der Analyse von IL-8 wurde die durch
IL-1B-Stimulation induzierte signifikante Expressionssteigerung nach 60 min (3,5-fache
MRNA-Expression) durch die Anwesenheit von Glycin leicht abgeschwacht (2,4-fache
mRNA-Expression). Glycin alleine bewirkte nach 60 min eine Expressionsminderung von IL-8
(0,5-fache  mRNA-Expression). Die Genexpression von IL-10 zeigte sich nach 60 min in
Anwesenheit von Glycin vermindert (0,4-fache mRNA-Expression). Die IL-1B-Expression zeigte
keine signifikanten Anderungen. Die Immunfluoreszenzanalysen des Transkriptionsfaktors NFKB
zeigten eine nukledre Translokalisation des Transkriptionsfaktors nach IL-1B-Stimulation. Diese
Translokation wurde durch die zusatzliche Anwesenheit von Glycin zum friihen Zeitpunkt (nach
2 h) vollstandig, dann (nach 6 h) groRtenteils verhindert. Glycin alleine bewirkte nach 2 h eine
Konzentrationsanreicherung von NFKB im Zellkern, nach 6 h zeigte sich eine Rickverteilung ins
Zytoplasma.

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals die Expression des Glycinrezeptors in humanen
gingivalen Keratinozyten nachweisen. Die Genexpressionsanalysen zeigten, dass Glycin sowohl
ein pro- als auch ein anti-inflammatorisches Potential hat, abhdngig von seiner Wirkungsdauer
(nach 30 min pro-inflammatorisch, nach 60 min anti-inflammatorisch). In Verbindung mit einer
IL-1B-Stimulation der Zellen hatte Glycin nach 30 min einen abschwachenden, anti-
inflammatorischen Effekt auf die pro-inflammatorische Wirkung von IL-1B. Diese anti-
inflammatorische Modulation durch Glycin zeigte sich jedoch nach 60 min nicht oder nur gering.
Die Ergebnisse wurden durch Translokationsanalysen von NFKB erganzt und bestatigt. Auf dieser
Grundlage aufbauend koénnten Ansatze fir die Pravention bzw. Therapie parodontaler

Entziindungen entwickelt werden.
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