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Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.      =    Abbildung 

a   = alpha 

Å   =  Ångström 

Aqua dest. = destilliertes Wasser 

β   = beta 

bp   = Basenpaar 

°C   = Grad Celsius 

CCL20  = Chemokin-Ligand-20 

cDNA  = komplementäre Desoxyribonukleinsäure (copy 

    desoxyribonucleic acid) 

CO2   = Kohlendioxid 

Ct   = Schwellenzyklus (treshold cycle) 

DMEM  = Dulbecco´s Modified Eagles-Medium 

DNA   = Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 

E   = Effizienz 

E. coli  = Escherichia coli 

EDTA  = Ethylendiamintetraessigsäure (ethylendiamintetraacetate) 

ELISA  = Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

et al.   =  und Mitarbeiter (et alii) 

Fa.   = Firma 

FCS   = Fötales Kälberserum 

GAPDH  = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

g   = Gramm 

h   =  Stunde 

hBD-1  = humanes β-Defensin 1 

hBD-2  = humanes β-Defensin 2 

hgF   = humane gingivale Fibroblasten 

IL-8   = Interleukin 8 

kDa   = Kilodalton 

kg   = Kilogramm 
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LPS   = Lipopolysaccharid 

min.   = Minute 

ml   = Milliliter 

mm   = Millimeter 

mM   = Millimolar 

mRNA  = Boten-Ribonukleinsäure (messenger ribonuleic acid) 

ng   = Nanogramm 

nm   = Nanometer 

Pam3CSK4  = Pam3-Cystin-Serin-Lysin-4 

PCR   = Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PDGF  = platelet-derived growth factor 

pH   = negativer dekadischer Logarithmus der  

    Wasserstoffionenkonzentration 

RNA   = Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 

rpm   = Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 

RT   = Reverse Transkriptase 

RT-PCR  = Reverse Transkriptase Realtime-Polymerasekettenreaktion 

sec   = Sekunde/n 

t   = Zeit 

TLR   = Toll-Like-Rezeptor 

U   = Enzymatische Einheit/en (unit/s) 

µg   = Mikrogramm 

µl   = Mikroliter 

µm   = Mikrometer 

µM   = Mikromolar 
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1. Einleitung 

 

1.1 Ätiologie der Parodontitis 

 
Die Hauptursache für das Entstehen einer Parodontitis ist die bakterielle Infektion. 

Ausschlaggebend ist die Entstehung einer mikrobiellen Plaque, die in mehreren Phasen 

erfolgt. Die Plaque besteht hauptsächlich aus Nahrungsresten und Bakterien sowie 

deren Stoffwechselprodukten. Die Mikroorganismen, die in der sub- und supragingivalen 

Plaque lokalisiert sind, stellen hierbei den wichtigsten pathogenen Faktor dar (Müller, 

2006). Die Entstehung des Biofilms geschieht über mehrere Stadien. Zunächst bildet 

sich innerhalb weniger Minuten ein sogenanntes Pellikel aus Glykoproteinen des 

Speichels. Es kommt zur Assoziation bei der sich die Mirkoorganismen locker an den 

Zahn anlagern können. Einige wenige Bakterien besitzen spezielle Oberflächenmoleküle 

(Adhäsine), mit welchen diese sich an Pellikelrezeptoren fest verankern können und an 

die später weitere Mikroorganismen adhärieren können. Diese vermehren sich und 

bilden Mikrokolonien aus Streptokokken, die extrazelluläre Polysaccharide zum Schutz 

der Bakterien bilden. Der mit parodontopathogenen Mikroorganismen besiedelte Biofilm 

induziert eine Entzündungsreaktion in dem große Mengen von Metaboliten freigesetzt 

werden, die durch das Saumepithel in das umliegende parodontale Bindegewebe 

diffundieren. Dazu gehören Fettsäuren wie Propionsäure, Peptide wie das N-Formyl- 

Methionyl-Leucyl-Phenylanalin (FMLP) und besonders die Lipopolysaccharide (LPS, 

Endotoxin) gramnegativer Bakterien (Wilson et al., 1996). LPS stammen aus der 

Zellwand gramnegativer Bakterien und sind mitverantwortlich bei der Aktivierung des 

Immunsystems und der damit verbundenen Ausschüttung von Zytokinen. Ihr hohes 

immunologisches Potential führt zu einer starken Immunantwort des Wirtes (Teng, 

2003), welche zunächst zu einer Gingivitis führt. 

Auf alle diese Virulenzfaktoren reagieren die Zellen des Saumepithels mit der 

Freisetzung körpereigener proinflammatorischer Mediatoren wie Interleukin-1 (IL-1), 

Interleukin-8 (IL-8), Prostaglandin E2 (PGE2), Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF α) und 

Matrix-Metallo-Proteinasen (Abe et al., 1991).  

Durch die direkte Einwirkung der bakteriellen proteolytischen Enzyme und Zytokine folgt, 

wenn auch nur zu einem kleinen Anteil, der durch körpereigene Abwehrmechanismen 
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induzierte Abbau von Bindegewebe und Knochen, was als Attachmentverlust bezeichnet 

wird (Nieminen et al., 1995). Hierbei spielt unter anderem das biogene Amid Histamin 

eine wichtige Rolle. Es wird aus perivaskulären Mastzellen freigesetzt und veranlasst 

das Endothel IL-8 in die Gefäße auszuschütten. Somit ist es in der Lage, die 

Entzündungsreaktion zu verstärken (Wolf et al., 2004). Ist der Immunstatus reduziert 

und sind oben genannte Risikofaktoren, sowie proinflammatorische Mediatoren 

(Zytokine, Chemokine) präsent, so kann bei Überhandnahme von anaeroben 

pathogenen Bakterien aus einer Gingivitis eine Parodontitis entstehen. Aus dem 

Saumepithel wird Taschenepithel, welches nach lateral und apikal proliferiert. In diesen 

so entstandenen Taschen sammeln sich pathogene Bakterien, welche die Parodontitis 

in ihrem Verlauf und Fortschreiten fördern. (Wolf et al., 2004). Zusätzliche exogene 

Risikofaktoren tragen zu unterschiedlicher Schädigung parodontaler Strukturen bei. 

Dazu gehören z.B. Mundhygiene und systemische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, 

sowie genetische Dispositionen (Martin et al., 2001; Sculean et al., 2002). In hohem 

Maße begünstigend wirken sich das Rauchen auf die Entstehung und Progredienz einer 

Parodontitis aus, Nikotin beeinflusst die orale neutrophile Chemotaxis sowie die 

Phagozytose (Kremer et al., 2000). Stressfaktoren stehen ebenso im Verdacht einen 

Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf von Parodontitis zu haben. Auch mit 

zunehmenden Alter steigt die Wahrscheinlichkeit, an Parodontitis zu erkranken (Ogawa 

et al., 2002). 

 

 

1.2 Gingivale Fibroblasten 

 

Die Gingiva setzt sich aus einer Vielzahl verschiedener Zellen zusammen. Gingivale 

Fibroblasten (HGFs) machen den Hauptbestandteil des gingivalen Gewebes aus (Lekic 

et al., 1997; Sugawara et al., 1998). Diese exprimieren, wie in früheren Studien 

herausgefunden wurde, Immunrezeptoren, wie zum Beispiel Toll-like-Rezeptoren 

(Tamai et al., 2002). Stimuliert man diese Rezeptoren mit Liganden wie LPS, induzieren 

sie mittels unterschiedlicher Signalkaskaden die Produktion einer Vielzahl verschiedener 

Zytokine, wie beispielsweise IL-1, IL-6 oder IL-8 (Minami et al., 2007). Des Weiteren 
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konnte gezeigt werden, dass HGFs hauptsächlich Histamin-1-Rezeptoren exprimieren 

und auf Stimulation mit Histamin mit einer erhöhten IL-8 Produktion reagieren (Minami et 

al., 2007). Eine weitere Studie zeigte, dass gingivale Fibroblasten keine sogenannte 

LPS-Toleranz aufweisen, um einer überschießenden Immunantwort auf LPS vorzu-

beugen; anders als zum Beispiel Monozyten und Makrophagen es tun. Stattdessen 

halten diese die Produktion inflammatorischer Zytokine wie IL-8 aufrecht, und eine 

Entzündung kann weiter unterhalten werden (Ara et al., 2009). Diese Erkenntnisse 

bestätigen, das gingivale Fibroblasten aktiv an der Immunantwort und entzündlichen 

Prozessen teilnehmen und deren Untersuchung somit sehr interessant im Hinblick auf 

die durchgeführte Studie ist. 

 
 

 

1.3 Untersuchte Mediatoren der Immunantwort 
 
1.3.1 Zytokine 

 
Bei der Wirtsabwehr unterscheidet man grundsätzlich die unspezifische, natürlich 

vorhandene, angeborene Immunität von der spezifischen, erworbenen Immunität. Bei  

Entzündungen, so auch bei Parodontitis, kommt es zu einem Zusammenspiel beider 

Systeme, sowie unter anderem zu einer erhöhten Ausschüttung proinflammatorischer 

und kataboler Zytokine, welche die Entzündungsreaktion hochregulieren. Die für diese 

Arbeit betrachteten Mediatoren werden im Folgenden genauer beschrieben. 

Zytokine sind (Glyko-)Proteine, die von vielen Zellen gebildet werden können (Horn et 

al., 2002). Die Immun- und Entzündungsreaktionen werden in ihrer Stärke und Dauer 

durch diese Proteine gesteuert (Roitt, 1993). Ihre Wirkung entfalten diese vorwiegend in 

unmittelbarer Nähe der sezernierenden Zellen. Zytokine können autokrin, parakrin und 

endokrin wirken, je nachdem in welcher Konzentration diese gebildet werden und ob 

diese die Blutbahn erreichen (Horn et al., 2002). Ein Groβteil der Zytokine wird als 

Interleukine bezeichnet, die zum Teil im Dienst der unspezifischen Abwehr stehen und 

teilweise Aufgaben im Rahmen der spezifischen Abwehr erfüllen. Zytokine wirken im 

Körper nicht alleine, sondern im Zusammenspiel mit vielen anderen Zytokinen, die 

additiv, synergistisch oder antagonistisch wirken. Es lassen sich somit Zytokine 
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unterscheiden, die eine proliferative Wirkung entfalten und solche, die eine hemmende 

Wirkung auf das Zellwachstum bewirken (Horn et al., 2002).  

Zusammengefasst kontrollieren Zytokine sowohl Wachstum und Differenzierung als 

auch das Überleben von Zellen. 

Als Wachstumsfaktoren beeinflussen Zytokine die Hämatopoese und Lymphopoese und 

regulieren die Entwicklung von Vorläuferzellen zu differenzierten Zelltypen (Culig, 2010).  

Als Interleukine übernehmen Zytokine verschiedene Aufgaben in der Regulation der 

Immunabwehr, der Entzündungsreaktion und der Apoptose (Hansbro et al., 2011). 

Auch als Chemokine üben sie eine wichtige Funktion im Rahmen der Immunabwehr 

aus. Kommt es zu einer Infektion, Verletzung oder Entzündung, so wird ihre Produktion 

ausgelöst und diese Freisetzung lockt Immunzellen an (Kayser et al., 2010). So wirken 

sie also wie ein Alarmsignal. 

In der frühen Phase der Entzündung führt die Interaktion zwischen exogenen 

pathogenen Keimen und den Zellen der angeborenen Immunabwehr (z.B. neutrophile 

Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen) zu einer Induktion der Zytokine TNF-α, IL-

1, IL-6, IL-8, IL-12 und IL-18 (Doenecke et al., 2005, Schooltink et al., 2003; 

Theoharides et al.,2010). Die Zytokine wiederum aktivieren Zellen der erworbenen 

Immunabwehr (Th1- und Th2-Zellen) und führen somit zur Ausbildung einer protektiven 

Immunantwort. 

Als proinflammatorisch werden Zytokine bezeichnet, die eine Entzündungsreaktion 

fördern, wie zum Beispiel IL-1, IL-6 und TNF-α. Als antiinflammatorisch hingegen gelten 

diejenigen, die der Aktivität proinflammatorischer Zytokine engegenwirken, wie IL-4, IL-

10 und IL-3 (Koolmann et al., 2002).  

Zytokine spielen also eine bedeutende Rolle für die Antwort der angeborenen und 

erworbenen Immunität auf eine Infektion (Romagnani, 2000; Janeway, 2002; Miller et 

al., 2011).  
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1.3.2 Interleukin-8 (IL-8) 

 

Neben der hohen Vielfalt der vielen verschiedenen immunologischen Effektorzellen 

spielen die Interleukine eine wichtige Rolle im Rahmen der frühen Immunantwort. Sie 

bilden eine große Gruppe innerhalb der Zytokine, welche für die Kommunikation der 

Immunabwehrzellen untereinander zuständig sind Das in der vorliegenden Arbeit 

betrachtete Interleukin-8 (IL-8) ist eine Komponente des angeborenen Immunsystems 

(Ganz, 2003; Struyf et al., 2003). 

IL-8 (x-c-Form) ist ein Peptidhormon, welches als körpereigener Botenstoff der Zellen 

des Immunsystems agiert, und durch Viren, bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), IL-1 

und TNF-α aber auch durch Concanavalin A, doppelsträngige RNA, IL-1β, -7 und -17 

induziert werden kann. Synthetisiert wird es von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen 

Granulozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, Pulpafibroblasten (Patel et al., 2003) sowie 

von Odontoblasten (van Furth, 1992; Dommisch et al., 2007a; Levin et al., 1999). 

Das Interleukin-8 ist im Gegensatz zu allen anderen Zytokinen in der Lage, neutrophile 

Granulozyten zu aktivieren und erhöht die Chemotaxis für alle bekannten beweglichen 

Immunzellen (Xie, 2001). In verschiedenen Experimenten mit Pulpafibroblasten konnte 

die gesteigerte IL-8-Konzentration nach Stimulation mit Prevotella intermedia (Tokuda et 

al., 2002), F. nucleatum (Thaweboon et al., 2006), Lipopolysacchariden des Bakteriums 

E. coli (Chang et al., 2005), Substanz P, Streptococcus mutans (S. mutans) (Dommisch 

et al., 2011) und Calcitonin Gene-Related Peptide (Patel et al., 2003) nachgewiesen 

werden. Auch die Expression von IL-8 in der Odontoblastenzellschicht nach Stimulation 

mit LPS des E. coli wurde demonstriert (Levin et al., 1999). Des Weiteren konnte die 

mRNA-Expression von IL-8 in odontoblasten-ähnlichen Zellen nach Stimulation mit dem 

antimikrobiellen Peptid hBD-2 beschrieben werden (Dommisch et al. 2007a). 

Für Odontoblasten der Zahnpulpa konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression 

von IL-8 durch LPS von E. coli sowie von hBD-2 stimuliert werden kann (Levin et al., 

1999). 

Gingivale Fibroblasten synthetisieren IL-8 nach bakterieller Stimulation oder Stimulation 

mit bakteriellen Bestandteilen (Ara et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit sollte die Ex-

pressionsrate von IL-8 nach bakterieller Stimulation und Zugabe von Histamin in 

gingivalen Fibroblasten näher untersucht werden. 
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1.3.3 Chemokin-Ligand-20 (CCL20) 
 
Der Chemokin-Ligand-20 (C-C-Form), auch LARC (liver activation regulated chemokine) 

oder MIP3A (Macrophage Inflammatory Protein-3) genannt, ist ein kleines 

homöostatisches und inflammatorisches Zytokin, welches zu der Familie der CC-

Chemokine gehört. Es zeigt eine niedrige Sequenzähnlichkeit mit anderen humanen 

CC-Chemokinen und wirkt stark chemotaktisch auf Lymphozyten (Hieshima et al., 

1997). Das CCL20-Protein von 70 Aminosäuren hat eine relative Masse von 8025, einen 

isoelektrischen Punkt von 9,7 und beinhaltet charakteristisch für CC-Chemokine vier 

Cysteine (Schutyser et al., 2003). Den Zielzellen entlockt es die jeweiligen Effekte, 

indem es an den Chemokin-Rezeptor CCR6 bindet und diesen aktiviert (Perez-

Canadillas et al., 2001; Baba et al., 1997). Die Genexpression von CCL20 kann unter 

anderem von Lipopolysacchariden (LPS) und inflammatorischen Zytokinen, wie 

Interferon-γ, und bakterieller Invasion induziert und von IL-10 runterreguliert werden 

(Schutyser et al., 2000). CCL20 wird in verschiedenen Geweben exprimiert, wobei die 

höchsten Expressionsraten in Lymphozyten, Lymphknoten, Leber, und Appendix 

beobachtet werden (Hieshima et al., 1997; Rossi et al., 1997). Des Weiteren wird 

CCL20 auch in Mukosa-assoziiertem lymphatischen Gewebe (MALT) sowie 

Lungengewebe konstitutiv exprimiert (Hromas et al., 1997; Schutyser et al., 2003).  

Da CCL20 in diesem breiten Spektrum von Zell- und Gewebetypen exprimiert wird, und 

es eine Vielfalt von CCL20-induzierenden Substanzen gibt, kann darauf geschlossen 

werden, dass CCL20 und CCR6 sowohl in normalen als auch in pathologischen 

Prozessen involviert sind. Die Gegenwart von inflammatorischen Mediatoren und 

bakterieller Invasion verursacht eine Steigerung von CCL20-mRNA und CCL20-

Proteinexpression in Epithelzellen sowohl in vivo, als auch in vitro (Fujiie et al., 2001; 

Izadpanah et al., 2001; Scheerens et al., 2001). Eine weitere Studie konnte aufzeigen, 

dass die Stimulation von gingivalen Epithelzellen und Fibroblasten durch die Pathogene 

Streptococcus gordonii und Porphyromonas gingivalis zu einem Anstieg der Expression 

von CCL20 führte (Dommisch et al., 2012). Die intrazelluläre Signaltransduktion zur 

Expression von CCL20 in P. gingivalis-stimulierten gingivalen Epithelzellen wurde über 

Phospholipase C, p38/MAPK und NF-κB übermittelt (Dommisch et al., 2010). 

In der vorliegenden Arbeit sollte herausgefunden werden, wie sich die Expressionsrate 

von CCL20 in gingivalen Fibroblasten nach Stimulation mit Histamin verhält. 
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1.4 Untersuchte Liganden 

 

1.4.1 Rezeptoren (Pattern-recognition-receptors; PRRs) 

 

Wird der Körper mit Mikroorganismen besiedelt, kommt es zu einer Entzündungs-

reaktion. Vermittelt wird diese Infektion zunächst über Liganden mittels sogenannter 

pattern recognition receptors (PRRs) und „pathogen associated microbial pattern“ 

(PAMP). Wichtige PAMP sind z. B. das Lipopolysaccharid von gramnegativen Bakterien, 

Lipoteichonsäure von grampositiven Bakterien und bakterielle DNA (Messina et al., 

1991). Die PRR lassen sich funktionell in drei Klassen unterteilen: sezernierende, endo-

zytierende und signaltransferierende Rezeptoren (Medzhitov et al., 2000). Zur Gruppe 

der signaltransferierenden Rezeptoren gehören vor allem die Toll-like-Rezeptoren 

(TLR). Diese spielen in der vorliegenden Arbeit insofern eine Rolle, als dass der 

Virulenzfaktor LPS als natürlicher Ligand von TLR-4 und Pam3CSK4 als synthetischer 

Aktivator von TLR-2 verwendet wurden. Wie in vorausgegangenen Studien 

herausgefunden wurde, exprimieren auch humane gingivale Fibroblasten Toll-like-

Rezeptoren, wie zum Beispiel TLR-2 und -4, sowie die Histaminrezeptoren 1 und 2 

(Mahanonda et al., 2007). 

TLR aktivieren die Immunabwehrzellen und rufen eine akute Entzündungsreaktion 

hervor. Mit Hilfe unterschiedlicher Signaltransduktionskaskaden leiten sie die 

Information der Mikroorganismenerkennung ins Innere der Zelle und induzieren dort die 

Expression verschiedener Gene der Immunantwort (Medzhitov und Janeway, 1997).  

Bis heute wurden im humanen Genom 10 verschiedene TLR identifiziert und einige von 

ihnen genauer charakterisiert (Zhang et al., 2004). Jeder TLR hat sein eigenes Zell- und 

Gewebeverteilungsmuster und bindet mehr oder weniger spezifisch ein pathogen-

assoziiertes Molekül. Aus diesem Grund können unterschiedliche Pathogenarten 

erkannt werden (Hornung et al., 2002). 

Die in dieser Arbeit verwendeten, im Folgenden beschriebenen Liganden binden alle an 

einen der oben erwähnten Rezeptoren. 
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1.4.2 Pam3CSK4 (synthetischer Toll-like-Rezeptor-2-Ligand) 

 
Pam3CSK4 ist ein synthetisches triacetyliertes Lipopeptid, welches den acylierten 

Amino-Terminus von bakteriellen Lipoproteinen imitiert, und somit proinflammatorische 

Eigenschaften aufweist. Bakterielle Lipoproteine gehören einer großen Familie von 

proinflammatorischen Zellwandbestandteilen an, die sowohl in grampositiven als auch 

gramnegativen Bakterien enthalten sind. Pam3CysSerLys4 (Pam3CSK4) ist ebenso ein 

potenter Aktivator des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-κB (Aliprantis et 

al., 1999). Die Wirkung von Pam3CSK4 wird durch den Toll-like-Rezeptor-2, der mit 

dem Toll-like-Rezeptor-1 durch seine zytoplasmatischen Domäne verbunden ist, 

vermittelt. Dadurch wird die Signalkaskade für die Aktivierung von NF-κB induziert 

(Ozinsky et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit dient Pam3CSK4 als Virulenzfaktor für 

humane gingivale Fibroblasten zur Induktion der Expression von CCL20 und IL-8. 

 

 

 
1.4.3 LPS von Escherichia coli (Toll-like-Rezeptor-4-Ligand) 

 
Lipopolysaccharide (LPS) sind Verbindungen aus Polysacchariden und Lipo-

Bestandteilen, welche in der äußeren Membran gramnegativer Bakterien enthalten sind. 

Es sind hochmolekulare, thermostabile Substanzen, die sowohl pyrogen, als auch 

immunogen wirken (Oethringer, 1997). Sie bestehen im Allgemeinen aus drei 

Teilbereichen: Lipid A, welches als Endotoxin wirkt, einer Kernregion und einem 

Polysaccharid. Zerfallen die Bakterien, werden diese Endotoxine frei und üben eine 

toxische Wirkung auf die umliegenden Gewebe aus. (Rivest et al., 2000) Es wird 

angenommen, das LPS auf Grund seiner Fähigkeit, Entzündungen zu verursachen und 

Gewebeszerstörung zu fördern, ein Hauptfaktor in der Pathogenese  parodontaler 

Erkrankungen ist. Die Eliminierung solcher bakterieller Komponenten ist notwendig, um 

Parodontalerkrankungen erfolgreich zu bekämpfen. (Ara et al., 2009). Nach Bindung von 

LPS führt die Aktivierung des Toll-like-Rezeptor-4 zur Sekretion proinflammatorischer 

Zytokine und Chemokine.  
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Eine frühere Studie bewies die erhöhte Anfälligkeit TLR-4-defizienter Mäuse für 

Infektionen mit gramnegativen Bakterien (Iwasaki und Medzhitov, 2004; Takeda et al., 

2003) was die wichtige Funktion der TLR im Rahmen der Immunabwehr verdeutlicht. In 

dieser Versuchsreihe wurde LPS von Escherichia coli als Virulenzfaktor zur Stimulation 

der gingivalen Fibroblasten verwendet, um die Genexpression von CCL20 und IL-8 zu 

induzieren. 

 

 

 

1.4.4 Histamin (H1 -H4 -Rezeptor-Agonist) 

 
Das biogene Amid Histamin ist ein Gewebshormon und Neurotransmitter, welches 

größtenteils in Gewebsmastzellen und basophilen Granulozyten gebildet wird (Wu et al., 

2004). Zusätzlich kann Histamin aber auch von dem Mastzell-unabhängigen Enzym 

Histidindecarboxylase (HDC) gebildet werden, welches unter anderem von LPS 

induziert wird (Wu et al., 2004). Bei allergischen und auch bei entzündlichen Reaktionen 

(Parodontitis) wird Histamin freigesetzt, es ist eine wichtige Mediatorsubstanz der 

Immunabwehr. Die Wirkung von Histamin wird über bislang vier bekannte Histamin- 

Rezeptoren, den H1-, H2-, H3-und H4-Rezeptoren, vermittelt (Parsons et al., 2006). Alle 

Histamin-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Dy und Schneider, 2004). 

Sie sind zwar einheitlich strukturiert, unterscheiden sich jedoch erheblich in ihrer 

Funktion, Signalübertragung, Verbreitung und Ligandenspezifität. Die Aktivierung von 

Histamin-H1-Rezeptoren hat eine wichtige Funktion bei der durch Histamin induzierten 

allergischen Reaktion vom Typ-I, welche durch IgE-Antikörper vermitteltet wird, und eine 

anaphylaktische Sofortreaktion in Mastzellen bzw. basophilen Granulozyten zur Folge 

hat (Mutschler et al., 2001). Die Verbreitung dieses Rezeptors erstreckt sich umfassend 

über das gesamte ZNS. Desweiteren wird er peripher sowohl in Zellen des 

Immunsystems als auch der glatten Muskulatur gefunden. Die Stimulation des H1-

Rezeptors führt zu einer Gq/11-Protein-gekoppelten Aktivierung der Phospholipase C und 

ist verbunden mit einer Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern (Haas et al., 

2008). Der Histamin-H2-Rezeptor ist bei der Produktion der Magensäure in den 

Belegzellen der Magenschleimhaut von großer Bedeutung und wie der Histamin-H1-
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Rezeptor weitläufig verbreitet. Er vermittelt einen relaxierenden Effekt auf Blutgefäße 

und führt zu einer Erhöhung der Herzfrequenz. Er zeigt konstitutive Aktivität, ist 

intrazellulär Gs-gekoppelt und wirkt somit über die Aktivierung der Adenylylzyklase 

(Sheng et al., 1991).  

Der Histamin-H3-Rezeptor kommt nahezu im ganzen ZNS und in der Peripherie im 

Magen sowie im bronchialen und kardiovaskulären System vor. Dort entfaltet er seine 

Wirkung als präsynaptischer Autorezeptor und hemmt durch einen negativen 

Rückkopplungs-Mechanismus die Synthese und Freisetzung von Histamin. Er ist Gi/o-

gekoppelt. Dadurch moduliert er verschiedene Signaltransduktionswege, z.B. die 

Inhibierung der Adenylylzyklase, die Aktivierung der Phospholipase A2, die MAP-Kinase, 

Phospholipase C, die intrazelluläre Mobilisierung von Kalziumionen oder die Inhibierung 

des Na+/H+- Austauschers (Clark und Hill, 1996; Leurs et al., 2005; Bongers et al., 

2007).  

Der Histamin-H4-Rezeptor ist hauptsächlich auf Zellen des blutbildenden Systems und 

des Immunsystems lokalisiert. Hier reguliert der Rezeptor primär die Funktion von 

Mastzellen, Eosinophilen, Basophilen, Dendriten und T-Zellen. Er spielt also eine 

wichtige Rolle im Rahmen von Immun- und Entzündungsreaktionen (Zhang et al., 2007; 

Zampeli und Tiligada, 2009). Der Histamin-H4-Rezeptor ist ebenso Gi/o-gekoppelt (Liu et 

al., 2001).  

Aus den Effekten, die Rezeptor-vermittelt sind, ergeben sich je nach Lokalisation und Art 

des entsprechenden Histamin-Rezeptorsubtyps (H1-H4) unterschiedliche Auswirkungen 

im Organismus, die physiologisch von unterschiedlicher Bedeutung sind. In dieser Arbeit 

ist der H1-Rezeptor von Bedeutung, da gingivale Fibroblasten hauptsächlich H1-

Rezeptoren exprimieren (Minami et al., 2008) und auch die Wirkung von Cetirizin über 

den H1-Rezeptor vermittelt wird (Gillard et al., 2002). 

 

 

 

1.4.5 Cetirizin (H1-Rezeptor-Antagonist) 

 
Antihistaminika bzw. Histamin-Rezeptorantagonisten, sind Wirkstoffe, die die Wirkung 

des körpereigenen Botenstoffs Histamin abschwächen oder aufheben können, indem 
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sie nach dem Prinzip der kompetitiven Rezeptorbindung um die Histamin-

Bindungsstellen an den Histamin-Rezeptoren konkurrieren. Diese binden an den 

Rezeptor und stabilisieren ihn in seiner inaktiven Konformation, wodurch die 

physiologischen und pathophysiologischen Effekte von Histamin verringert werden 

(Leurs et al., 2002). 

Bisher wurden vier Histamin-Rezeptor-Subtypen nachgewiesen; der H1- , H2- , H3- und 

H4-Rezeptor (Parsons et al., 2006). Antihistaminika werden für die vier verschiedenen 

Histamin-Rezeptoren entsprechend den Rezeptor-Subtypen in H1-, H2- H3- und H4-

Antihistaminika unterteilt. Einzig die H1- und H2-Antihistaminika besitzen eine erprobte 

und breite therapeutische Bedeutung. H1-Antihistaminika wiederum werden in Präparate 

der ersten, zweiten und dritten Generation eingeteilt (Gillard et al., 2005). 

Cetirizin ist ein Antihistaminikum vom Ethylendiamintyp der 2. Generation. Es blockiert 

den H1-Rezeptor und verhindert somit das Andocken von Histamin und die darauf 

folgende Ausschüttung von Entzündungsmediatoren, wie unter anderen die der 

Interleukine. Antihistaminika werden beispielsweise bei allergischen Reaktionen 

verabreicht, um die Symptome zu mildern (Gillard et al., 2002), 

In einer tierexperimentellen Parodontitisstudie konnte bereits gezeigt werden, dass der 

lokale Einsatz des Histaminrezeptor2-Antagonisten Cimetidin über den Zeitraum von 6 

Wochen zu einem verminderten Knochenverlust (> 90 %) im Vergleich zur Kontroll-

gruppe führte (Hasturk et al., 2006). In dieser Studie sollte die Wirksamkeit von Cetirizin 

auf die Histaminrezeptoren an gingivalen Fibroblasten getestet werden. 
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1.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit 

 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression der proinflammatorischen Mediatoren 

CCL20 und IL-8 in humanen gingivalen Fibroblasten (HGFs) systematisch untersucht 

werden. Durch gezielte Stimulation von HGFs mit bakteriellen Virulenzfaktoren (LPS, 

Pam3CSK4) sollte aufgezeigt werden, ob die Expression von CCL20 und IL-8 spezifisch 

beeinflusst werden kann. Weiterhin sollte untersucht werden, ob Histamin die 

Expression von CCL20 und IL-8 in HGFs beeinflusst und ob Histamin selbst in seiner 

Wirkungsweise durch den H1-Rezeptorblocker Cetirizin moduliert werden kann. 

 

1. Kann Histamin die Expression von CCL20 und IL-8 in HGFs beeinflussen? 

2. Welchen Einfluss hat die Applikation einzelner TLR-Agonisten auf die Expression von 

CCL20 und IL-8 in HGFs? 

3. Wie wirkt sich die kombinierte Stimulation mit Histamin und TLR-Agonisten auf die 

Expression von CCL20 und IL-8 in HGFs aus?  

4. Welchen Einfluss hat der H1-Rezeptor auf die Regulation der Expression von CCL20 

und IL-8? 

Zusammenfassend war das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von Histamin in Kombination 

mit LPS und Pam3CSK4 auf die Expression von CCL20 und IL-8 im Rahmen der 

angeborenen Immunantwort humaner gingivaler Fibroblasten (HGFs) zu untersuchen. 
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2. Material und Methode 

 
2.1 Versuchsaufbau 

 

Im Rahmen routinemäßig durchgeführter oralchirurgischer Maßnahmen wurden humane 

gingivale Fibroblasten (HGFs) gewonnen (2.3). Mit Hilfe dieser Gewebe wurden weitere 

HGFs kultiviert und durch Stimulation mit den Virulenzfaktoren LPS und Pam3CSK4 

sowie mit Histamin allein und schließlich in Co-Stimulation von LPS, Pam3CSK4 und 

Histamin auf die Expression von CCL20 und IL-8 untersucht (2.4). Abschließend wurde 

durch Zugabe von Cetirizin versucht, eine kompetitive Hemmung am Histaminrezeptor 

und somit eine regulierende Wirkung auf die Histaminausschüttung aufzuzeigen. Die 

Versuche mit den HGFs wurden in einem 3-fach-Ansatz mit Zellen von drei 

unterschiedlichen Donoren durchgeführt. Zur Auswertung der Genexpression wurde die 

quantitative Real-Time-PCR sowie das ELISA-Verfahren herangezogen. 

 

 

 
2.2 Vorversuch 
 
Da nicht bekannt war, in welcher Konzentration und nach welcher Zeit LPS und 

Pam3CSK4 am wirksamsten in Bezug auf die CCL20 und IL-8-Ausschüttung sind, 

wurden humane gingivale Fibroblasten (HGFs) in Vorversuchen zunächst mit LPS (1, 

10, 50, 100, 300,  500 µg/ml) und Pam3CSK4 (1, 10, 100, 300, 900 ng/ml) in 

Konzentrationsreihen stimuliert, um diejenige Konzentration mit der höchsten 

Genexpression der Zielgene CCL20 und IL-8 zu bestimmen. Mit dieser ermittelten 

Konzentration wurden weitere HGFs in einem Zeitversuch unterschiedlich lange (6, 12, 

24, 48 h) inkubiert, um zur optimalen Konzentration auch den Zeitpunkt der maximalen 

Expression der Zielgene zu ermitteln. Um herauszufinden, ob auch die Wirkung von 

Histamin konzentrationsabhängig ist, wurde eine Konzentrationsreihe mit Histamin (1, 

10, 100, 1000 µM) für 24 h isoliert durchgeführt und diejenige Konzentration mit der 

höchsten Genexpression von CCL20 und IL-8 für die weiteren Versuche verwendet. 
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Diese Vorversuche wurden mit den gingivalen Fibroblasten eines einzigen Donors, 

jedoch in einem 3-fachen Ansatz durchgeführt. Die aus diesen Versuchen hervor-

gegangenen Werte wurden für die Durchführung des Hauptversuches verwendet. Das 

Housekeeping-Gen war GAPDH und die quantitative Analyse der Expression von 

CCL20 und IL-8 wurde mit Hilfe der Real-Time-PCR durchgeführt. 

 

 

 
2.3 Hauptversuch 

 

Mit Hilfe der ermittelten Werte aus den Vorversuchen wurden im Hauptversuch humane 

gingivale Fibroblasten mit 50 µg/ml LPS, 300 ng Pam3CSK und 10 µM Histamin sowohl 

isoliert als auch in den Kombinationen LPS/Histamin und Pam3CSK4/Histamin 

unterschiedlich lange (2, 4, 6, 12 h) stimuliert. Ziel war es, herauszufinden ob Histamin 

die Expressionrate von CCL20 und IL-8 beeinflusst. Diese Versuche wurden mit den 

humanen gingivalen Fibroblasten von drei verschiedenen gesunden Donoren, ebenfalls 

in 3-fach-Ansätzen durchgeführt. Als letzter Versuch wurde eine Stimulation der HGFs 

mit LPS/Histamin, Pam3CSK4/Histamin und jeweils dem H1-Rezeptorblocker Cetirizin 

(50 nM) für die Stimulationsdauer von 6 h durchgeführt, um herauszufinden, ob mit dem 

Antihistaminikum der zweiten Generation die Bindung von Histamin am H1-Rezeptor 

kompetitiv gehemmt und somit die erhöhte Produktion von CCL20 und IL-8 wieder 

vermindert werden konnte. Bei allen Versuchen wurden die Ergebnisse mit dem 

Ergebnis der unstimulierten Kontrolle verglichen. 

Als Housekeeping-Gen diente wieder GAPDH. Die quantitative Analyse der Gen-

expression von CCL20 und IL-8 wurde mit Hilfe der Real-Time PCR durchgeführt. 

 

 

 

2.4 Material und Reagenzien 

 

Das Zellkulturmedium Dulbecco`s Modified Eagles-Medium (DMEM) zur Anzucht der 

Zellen stammt von der Fa. PAA Laboratories GmbH (Cölbe). Die zur Aufbewahrung und 
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Weiterverarbeitung der gesammelten Proben benötigten Eppendorf-Tubes und 

Pipettenspitzen stammten von der Fa. Sarstedt (Nümbrecht). Das in den Ver- 

suchsreihen verwendete Aqua dest. wurde von der Fa. Braun Melsungen AG 

(Melsungen) bezogen. Die Kulturschalen und Zellschaber wurden von der Fa. 

Labomedic GmbH (Bonn) verwendet. Die Antibiotika Penicillin, Amphotericin und 

Streptomycin stammten ebenfalls von der Fa. PAA Laboratories GmbH (Cölbe). 

Trypsininhibitor wurde von der Fa. Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Trypsin-

EDTA-Lösung von der Fa. Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen) und CO2 von der Fa. 

Linde (Höllriegelskreuth) bestellt. Die verwendeten Virulenzfaktoren LPS und 

Pam3CSK4 stammten von der Fa. InvivoGen (San Diego), die Primer zum einen von 

der Fa. Qiagen (IL-8, GAPDH), zum anderen von der Fa. Metabion (CCL20). Das 

verwendete Histamin kam von der Fa. Calbiochem und der H1-Rezeptor-Antagonist 

Cetirizin (cetirizine dihydrochloride) von der Fa. Sigma-Aldrich. Beides wurde 

lyophilisiert bestellt und für die Versuche entsprechend vorbereitet. 

 

 

 

2.5 Gewinnung gingivaler Gewebeproben 

 
Die Gewebeproben, die im Rahmen routinemäßig durchgeführter Weisheits-

zahnentfernungen entnommen wurden (Poliklinik für Chirurgische Zahn-, Mund- und 

Kieferheilkunde, Direktor: Prof. Dr. G. Wahl), stammen ausschließlich von gesunden 

Patienten. Die Gewebeproben wurden unmittelbar nach dem Eingriff für die Zellkultur 

vorbereitet. Alle Patienten wurden darüber aufgeklärt, dass es mit ihrem Einverständnis 

zur Probenentnahme zu keinen zusätzlichen Materialentnahmen kommen würde. Diese 

Studie wurde von der Ethikkommission der Universität Bonn geprüft und genehmigt 

(Antrag Ethikkommission AZ.: 142/05).  
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2.6 Kultur humaner gingivaler Fibroblasten (HGFs) 

 
Um die gingivalen Fibroblasten aus dem entnommenen Gewebe zu gewinnen, wurde 

das subepitheliale Bindegewebe enzymatisch (Dispase; Cascade Biologics, England) 

von der Epithelzellschicht getrennt. Das so gewonnene subepitheliale Bindegewebe 

wurde anschließend im Sinne der Explanttechnik in 4 ml Kulturmedium, bestehend aus 

DMEM, 10 % fötalem Kälberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin/Amphotericin 

von der Fa. PAA Laboratories GmbH (Cölbe), kultiviert. Die Charakterisierung der pri-

mären HGF-Kulturen erfolgte sowohl histomorphologisch als auch molekularbiologisch 

über die Genexpressionsanalyse des Keratinozytenwachstumsfaktors (KGF) und 

Keratin 13 (als Kontrolle). Die Kultivierung sowie Stimulation der Zellen erfolgte bei 37 

°C und 5 % CO2 in einem Inkubator der Fa. Thermo (Dreieich). Das Medium (DMEM) 

wurde in einem Drei-Tagesrhythmus gewechselt. Die Anzucht einer Zellkultur aus 

gingivalen Fibroblasten nahm ca. 2-3 Wochen in Anspruch. Zeigten die Zellen eine 

Konfluenz von ca. 90 %, wurden sie in Kryoröhrchen von der Fa. Nalgene 

CRYOWARETM (Nunc International, Rochester, NY, USA) überführt und bei -80 °C 

eingefroren. Die Kultur der gingivalen Fibroblasten zur Kontrolle der Genexpression der 

oben genannten Gene wurde im Rahmen vorangegangener Untersuchungen im Labor 

der Poliklinik für Parodontologie, Zahnerhaltung und Präventive Zahnheilkunde des 

Zentrums für Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-

Universität Bonn etabliert. Für die Genexpressionsanalyse wurden die Zellen zu einer 

Konfluenz von ca. 80-90 % herangezüchtet. 

 

 

 

2.7 RNA-Extraktion 

 
Für die qualitative Genexpressionsanalyse von humanen gingivalen Fibroblasten wurde 

die Gesamt-RNA mit dem RNeasy Protect Mini Kit extrahiert, welches von der Fa. 

Qiagen (Hilden) bezogen wurde. Die RNA-Extraktion wurde nach Herstellerprotokoll für 

humane Zellkulturen durchgeführt. Die Lysispufferproben wurden mit 400 µl Ethanol (70 

%) versetzt, gevortext und auf die RNeasy-Säulen gegeben (12000 rpm; 30 Sekunden). 
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Die Lösung wurde verworfen. Nach einer Zugabe von 700 µl RW1-Puffer auf die Säule 

fand ein weiterer Zentrifugationsschritt statt (12.000 rpm; 30 Sekunden). Die Lösung 

wurde wieder verworfen. Daraufhin wurden die Säulen zweimal mit 500 µl RPE-Puffer 

gewaschen (10.000 rpm; 2 Minuten), wobei die Lösung nach dem ersten Durchgang 

erneut verworfen wurde. Tube und Lösung wurden verworfen. Die Säule wurde auf ein 

neues Tube überführt und erneut bei 10.000 rpm für 2 Minuten zentrifugiert. Zuletzt 

wurde die Säule auf 1,5 ml Eppendorftubes überführt und die auf ihnen gebundene RNA 

mit  55 µl RNAse-freiem Aqua dest. eluiert (10.000 rpm; 1 Minute). Danach wurde die 

zentrifugierte Lösung aus dem Tube aufgenommen und erneut auf die Säule überführt 

(10.000 rpm; 1 Minute). Das resultierende Volumen von 55 µl Gesamt-RNA wurde bei -

80 °C gelagert. 

 

 

 

2.8 RNA-Konzentrationsbestimmung 

 
Die Konzentration der RNA-Menge wurde in 1 µl Lösung mit dem Nanodrop (Thermo 

Scientifics, PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) und dem Programm 

Nanodrop-1000 v3.5.2. bei 260 nm in ng/µl gemessen). Zum Kalibrieren wurde 1 µl 

destilliertes Wasser auf den Probenteller gegeben . Nachdem dieser mit einem feuchten 

Tuch gereinigt wurde, wurde 1 µl RNA der jeweiligen Probe auf den Probenteller 

pipettiert. Die Absorption der jeweiligen RNA-Lösung wurde mit 260 nm im 

Spektralphotometer ermittelt. Die Konzentrationsbestimmung beruht auf dem 

Absorptionsmaximum der aromatischen Pyridin- und Pyrimidinringe der Nukleinsäure-

basen bei 260 nm. Die RNA-Konzentration konnte unter der Rubrik ng/µl an ihrem 

jeweiligen Wert abgelesen werden. Die gewünschte RNA-Menge für die cDNA-Synthese 

betrug 500 ng (Dommisch et al., 2007). Um diese Konzentration zu erlangen, mussten 

die aus der Nano-Drop–Messung erhaltenen RNA-Werte (ng/µl) für jede Probe 

dementsprechend umgerechnet und die errechnete Menge der RNA-Lösung in µl für die 

jeweiligen Proben festgelegt werden. Alle verwendeten Reagenzien wurden von der Fa. 

Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen. 
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2.9 Reverse Transkription 

 
Unter einer reversen Transkription versteht man das Überschreiben der genetischen 

Information von einem mRNA-Strang in eine komplementäre DNA (cDNA), sprich cDNA-

Synthese. Man spricht von reverser, also umgekehrter Transkription, da es sich im 

Vergleich zur Mehrzahl zellulärer Transkriptionsvorgänge um genetische In-

formationsüberschreibung in rückwärtiger Richtung handelt. Dieser Vorgang benötigt ein 

Enzym, die Reverse Transkriptase (RNA-abhängige DNA-Polymerase). Ein synthet-

isches Oligonukleotid des Gens wird als Starter (Primer) für die Reverse Transkriptase 

benutzt. In der Regel werden Oligonukleotide aus Thymidinbasen, sogenannte Oligo-

(dT)20-Primer, verwendet, die üblicherweise aus 15-20 Nukleotiden bestehen. Der 

Primer muss ein freies 3‘-OH-Ende besitzen und komplementär zur RNA sein. Die 

isolierte Poly-A-RNA wird mit dem Starter-Oligonukleotid hybridisiert und ermöglicht der 

Reversen Transkriptase, die komplementäre cDNA zu synthetisieren. Die reverse 

Transkription der aus den Proben gewonnenen RNA wurde mit dem iScript Select für 

RT-PCR der Fa. Bio-Rad Laboratories (München) durchgeführt. Die Anwendung erfolgte 

nach Herstellerangaben. Nach Auftauen der Proben wurden jeweils x µl RNA (die im 

vorausgegangenen Schritt errechnete µl-Menge um auf eine RNA-Gesamtkonzentration 

von 500 ng zu kommen) und 13-x µl H2O in ein steriles Eppendorf-Tube überführt und 1 

µl iScript reverse Trankriptase, 2 µl Oligo(dT)-Primer und 4 µl 5fach iScript select 

reactionmix aus dem iScript Select cDNA Synthesis Kit hinzu gegeben. Dies ergab ein 

Gesamtvolumen von 20 µl. Im Anschluss erfolgte die Inkubation des Gemisches im 

MyCycler der Fa. Bio-Rad (München) bei 42 °C für 90 min mit anschließender 

Deaktivierung für 5 min bei 85 °C. Die so gewonnene cDNA wird als Matrize für die 

Polymerasekettenreaktion genutzt (Verres et al., 1987). Die Proben wurden bis zur 

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
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2.10 Real-Time-Polymerasekettenreaktion 

 
Für die quantitative Amplifizierung der Gene IL-8, CCL20 und GAPDH wurden Real-

Time-PCR-Analysen mit dem iCycler der Fa. Bio-Rad Laboratories (München) 

durchgeführt. Die Detektion der PCR-Produkte erfolgte mit dem im Reagenzmix 

enthaltenen, interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen I®. Dieser Farbstoff 

bindet in der doppelsträngigen DNA und emittiert Licht der Wellenlänge von 490 nm. Auf 

diese Weise konnte eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung des PCR-Produktes, 

Zyklus für Zyklus, aufgezeichnet werden. 

Nach einer Denaturierung der DNA wird diese einzelsträngig und verhindert dadurch 

eine Interkalation mit dem Farbstoff. Während der Annealing-Phase hybridisieren die 

Primer an ihrer Zielsequenz der DNA-Matrize und generieren in der Elongationsphase 

einen Doppelstrang, in den sich der Farbstoff mehr und mehr einlagern kann. Am Ende 

der Elongationsphase stellt sich somit ein Maximum an gebundenem SYBR-Green®- 

Farbstoff dar. Während dieser Phase eines Zyklus in der Polymerasekettenreaktion wird 

die Messung mit Hilfe der iCycler® Kamera durchgeführt. Dieser Ablauf wiederholt sich 

in jedem Zyklus, so dass auf einem angeschlossenen Computermonitor das gemessene 

Fluoreszenzsignal zu einem beliebigen Zeitpunkt abgelesen werden kann. Schließlich 

wird die Polymerasekettenreaktion als exponentielle Funktion graphisch dargestellt. Die 

iCyler®-Software errechnet eine so genannte Schwellenlinie (Baseline), welche den 

Übergang des Graphen in die exponentielle Phase der Polymerasekettenreaktion 

markiert. Dieser Übergang beschreibt das Erreichen einer PCR-Produktkonzentration, 

die höher ist als die Hintergrundfluoreszenz im Reagenzgefäß (Gibson et al., 1996). 

Wird die exponentielle Phase erreicht, ergibt dieses den so genannten Schwellenwert 

[„threshold cycle“ (Ct-Wert)]. Dieser Ct-Wert wird anhand der Zyklenzahl festgelegt. Je 

später, d.h. mit zunehmender Zyklenzahl, die Probe diese Schwelle erreichte, desto 

geringer fällt die Konzentration der cDNA aus (Higuchi et al., 1993).  

Zur quantitativen Amplifizierung wurde jeweils 1 µl der entsprechenden cDNA zu einem 

Mix aus 2,5 µl Primer (je 100 mol/µl), 12,5 µl iQTMSYBR® Green Supermix [MgCl2(6 

mM)], dNTP (0,4 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP), Taq DNA Pol (50 U/ml), SYBR Green 

(20 nM), (pH 8,4)] und 9 µl Aqua dest. (RNase-frei) gegeben. Die Reagenzien wurden 

von der Fa. Bio-Rad (München) bezogen. Es wurde ein Gesamtgemisch („Mastermix“) 
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aus dem iQTMSYBR® Green Supermix, Aqua dest. und Primern hergestellt, um 

unterschiedliche Konzentrationen durch ungenaues Pipettieren zu vermeiden. Zu 

Beginn der PCR wurde eine Denaturierungsphase von 3 Minuten bei 95 °C angesetzt. 

Innerhalb eines Real-Time-PCR-Zyklus fand zunächst eine Denaturierung der cDNA-

Moleküle statt (95 °C; 15 Sekunden). Darauf folgte die Hybridisierung der Primer an die 

cDNA-Fragmente bei experimentell ermittelter Annealingtemperatur (30 Sekunden). Im 

Anschluss erfolgte die Elongationsphase (72 °C, 30 Sekunden). Insgesamt umfasste die 

Real-Time-PCR 40 dieser Zyklen. 

Jedes Experiment setzte sich aus einer PCR-Negativkontrolle, sowie der jeweiligen 

cDNA-Proben und einer Verdünnungsreihe der PCR-Positivkontrolle zusammen. Bei der 

PCR-Negativkontrolle wurde anstatt cDNA 1µl Aqua dest. zum Probenmix gegeben. Es 

sollte hier keinerlei PCR-Produkt entstehen bzw. gemessen werden.  

Um die durch unterschiedliche Primer generierten Werte bzw. zwei getrennte Real-

Time-Polymerasekettenreaktionen miteinander vergleichen zu können, mussten die 

Primereffizienzen bestimmt werden. Diese wurden mit Hilfe von Verdünnungsreihen der 

klonierten cDNA (Standard) über eine Standardkurve ermittelt. Diese Standardkurve 

entspricht einer Linearregression, umgekehrt zur logarithmischen Funktion der 

Fluoreszenzaufzeichnung aus der PCR. Die Steigung dieser Standardkurve führte 

schließlich zu einem Wert für die Primereffizienz. Hierfür wurde folgende Formel 

angewandt: 

 

 

E = 10 (-1/Steigung der Standardkurve) = Effizienz 
Formel 1: Primereffizienz (Tabelle 1, 2.11) 

 



	  
	  

30	  

2.11 Optimierung der Real-Time-PCR 

 
Um die Bedingungen der Real-Time-PCR  zu optimieren, wurde für jedes einzelne Gen 

mit den entsprechenden klonierten PCR-Produkten die optimale Temperatur (Annealing-

Temperatur) der dazugehörigen Primer bestimmt. Die Primer von Qiagen (IL-8, GAPDH) 

liefen laut Herstellerangaben bei 60 °C, bei dem Primer von Metabion (CCL20) wurde 

ein Temperaturgradient gefahren und die PCR-Produkte anschließend mittels 

Gelelektrophorese überprüft. Auch hier lief die PCR bei 60 °C. Die Effizienzen zur 

Berechnung der relativen Genexpressionen (Pfaffl, 2001) wurden mit Hilfe von 

Verdünnungsreihen ermittelt. Diese sind in Tabelle 1 dargestellt. 

 

 

Gene Effizienz °C 

GAPDH 1,98 60 

IL-8 1,94 60 

CCL20 2,04 60 

    

Tab. 1: Darstellung der Effizienzen und Annealing-Temperaturen von GAPDH, IL-8 und 
CCL20 aus der Real-Time-PCR 

 

Die optimale Primereffizienz beträgt 2,0. Das bedeutet, dass in jedem PCR-Zyklus eine 

Verdopplung der vorhandenen DNA stattfindet. Dieser Wert kann theoretisch nicht 

überschritten werden, in der Praxis kommt es jedoch häufig vor, dass Werte von 2,0 

oder mehr erreicht werden. Erklären lässt sich dies durch das Entstehen von 

Nebenprodukten neben dem spezifischen Amplikon. 
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2.12 Auswertung der Real-Time-PCR 
 

Alle untersuchten Proben wurden anhand der unstimulierten Kontrolle und der 

Expression des Housekeeping-Gens GAPDH ausgewertet. Ein Housekeeping-Gen 

sollte die Eigenschaft aufweisen, sich in seinen Expressionswerten nicht zu verändern. 

Unter dieser Vorraussetzung kann das Housekeeping-Gen dann als Referenzwert 

dienen. Es ermöglicht so relative Aussagen über Amplikons anderer Gene und 

unterschiedlicher PCR-Läufe, durch Vergleich der Expression im gleichen Versuch 

(Simon et al., 2004). GAPDH eignet sich deshalb so gut als Housekeeping-Gen, weil 

sich in Vorversuchen gezeigt hat, dass es unter verschiedenen Untersuchungs-

bedingungen sehr konstant exprimiert wurde (Zimmermann et al., 2003). Bei der 

Auswertung der quantitativen Real-Time-PCR wurde die Normalisierung der Ergebnisse 

anhand der Genexpression von GAPDH-Primern vorgenommen (Bustin, 2002 und 2000; 

Ke et al., 2000; Thellin et al., 1999; Vandesompele et al., 2002). Alle Ergebnisse wurden 

zunächst durch den oben beschriebenen Schwellenwert (Ct-Wert) dargestellt. Die 

Methode nach Pfaffl ermittelt die Änderung der Genexpression im Vergleich zum 

Housekeeping-Gen und zur unstimulierten Kontrolle. Der Wert wird hier als x-fache 

Änderung der entsprechenden Genexpression angegeben (Pfaffl, 2001). Im ersten 

Schritt wurde die Primereffizienz der Referenz- und der Zielprimer errechnet. In einem 

zweiten Rechenschritt wurden die jeweiligen ∆Ct-Werte der einzelnen Proben erarbeitet. 

Es wurde eine Differenz gebildet, bei welcher der ∆Ct-Wert aus dem Ct-Wert des 

Housekeeping-Gens und dem des Zielgens der unstimulierten Kontrolle ermittelt wurde. 

Dieses entsprach der Referenz. Die zweite Differenz für den ∆Ct-Wert wurde aus dem 

Ct-Wert des Housekeeping- Gens und dem des Zielgens der untersuchten Probe (Wert 

für das Zielgen) berechnet. In einer weiteren Formel wurde dann der entsprechende 

Quotient ermittelt, welcher die x-fache Änderung der Genexpression angab: 

 

Quotient = (EZielgen)∆Ct-Zielgen(Kontrolle-Probe) / (EReferenz)∆Ct-Referenz(Kontrolle-Probe) 

Formel 2: Quotient der Änderung der Genexpression (Pfaffl, 2001) 
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2.13 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

 

Um die durch die PCR erzielten Ergebnisse bezüglich der Proteinexpression von CCL20 

und IL-8 zu verifizieren, wurde ein Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) mit 

dem Quantikine ELISA (Human IL-8 und CCL20/MIP 3a) der Firma R&D Systems 

durchgeführt. 

Die Detektion der Proteine erfolgte mittels der sogenannten “Sandwich-Technik”. Dabei 

werden zwei Antikörper verwendet, die beide spezifisch an das nachzuweisende 

Antigen binden. Hierbei binden beide Antikörper an unterschiedlichen Stellen (Epitope) 

an das Antigen, da sie sich sonst gegenseitig behindern würden. Der erste Antikörper 

wird an eine feste Phase (Mikrotiterplatte mit 96 wells) gebunden. Die Proben mit den 

nachzuweisenden Antigenen werden dann in die wells gegeben und eine Zeit lang 

inkubiert. Während dieser Zeit bindet der an die Platte gebundene Antikörper das in der 

Probe vorhandene Antigen. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte 

gewaschen: Die ungebundenen Bestandteile der Probe werden dadurch entfernt, und 

zurück bleibt nur das am Antikörper gebundene Antigen. Im nächsten Schritt wird ein 

zweiter Antikörper zur Detektion zugegeben der ein anderes Epitop als der 

vorhergehende Antikörper erkennt und an dessen Ende ein Reporterenzym gebunden 

ist. Dieser zweite Antikörper bindet ebenfalls an das Antigen, und es entsteht der 

Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex. Daher stammt auch der Name „Sandwich-

ELISA“. Durch erneutes Waschen der Platte wird der überschüssige 

Detektionsantikörper ausgewaschen. Erst jetzt kann das Antigen detektiert und 

quantifiziert werden: Es wird ein zum Reporterenzym passendes chromogenes Substrat 

zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt dessen 

Nachweis durch Farbumschlag erfolgt. Für quantitative Nachweise wird üblicherweise 

eine Serie mit bekannten Antigenkonzentrationen (Standardreihe) durchgeführt, um eine 

Kalibrierungskurve für das gemessene Signal zu erhalten. 

Zur Detektion der Proteine CCL20 und IL-8 wurde zunächst eine Standard-

Verdünnungsreihe nach Herstellerngaben angesetzt. Alle Reagenzien wurden auf 

Raumtemperatur gebracht. Die Protokolle variieren je nach gesuchtem Gen in Bezug 

auf die Antikörper, Puffer und Inkubationszeiten. Es wurden 100 µl des jeweiligen Assay 

Diluent je well pipettiert und 50 µl Standard, Kontrolle oder Probe in Duplikaten 
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hinzupipettiert und mit Folien versiegelt. Anschließend wurden die Proben 2 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach viermaliger Anwendung von 300 µl Waschpuffer (wash 

buffer concentrate+ H2O) wurden je well 100 µl IL-8/CCL20- Conjugate aufgetragen und 

erneut mit Folie versiegelt. Erneut wurde 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und mit 4 

mal 300 µl Waschpuffer gereinigt. Für die Messung der optischen Dichte wurde eine 

Substrate Solution, bestehend aus je 100 µl Color Reagent A+B (200 µl) je well direkt 

vor Gebrauch pipettiert und 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Im 

Anschluss wurden je well 50 µl Stop Solution hinzugegeben. Die Messung der optischen 

Dichte des Farbumschlags von blau nach gelb und somit der Zytokin-Konzentration 

wurde mittels eines Microplate Readers bei einer Wellenlänge von 450 nm mit 

Subtraktion der Referenzwellenlänge (540 nm oder 570 nm) innerhalb von 30 min 

gemessen. 

Die Protokolle wurden streng nach den Herstellerangaben durchgeführt. 

 

 

 
2.14 Statistische Auswertung der quantitativen Genexpressionsanalyse 

 
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism® (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA, USA), lizenziert für das Universitätsklinikum Bonn, 

durchgeführt. Es wurde zunächst eine rein deskriptive Statistik erhoben, wobei der 

Mittelwert, Minimum, Maximum und die Standardabweichung angegeben worden sind. 

In einem zweiten Arbeitsschritt wurde eine One-Way ANOVA mit Korrektur für 

wiederholte, multiple Messungen (Turkey´s Test) durchgeführt. Abschließend wurden 

die p-Werte für die einzelnen Unterschiede mit Hilfe des T-Tests (zweiteilig) verglichen 

(Brosius, 2002). In allen Tests wurde ein Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 angenommen. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Quantitative Analyse der Expression von CCL20 
 
3.1.1 Einfluss von Histamin auf die Genexpression von CCL20 

 

Die Stimulation von HGFs mit Histamin führte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 

zu einer signifikant erhöhten Genexpression von CCL20 nach 4 bzw. 12 Stunden (p = 

0,0198 bzw. p < 0,0001). Die Abbildung 1 zeigt die Genexpression von CCL20 über den 

Zeitraum von 2, 4, 6 und 12 Stunden. 

 

 

Abb. 1: Darstellung der Genexpression von CCL20 in HGFs nach Stimulation mit 
Histamin. Die weißen Balken zeigen die Ergebnisse für unstimulierte Kontrollzellen über  
die Zeit. Die schwarzen Balken repräsentieren die Ergebnisse nach Stimulation mit  
Histamin. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. C, Kontrollzellen; His,  
Histamin. *, p < 0,0001; **, p = 0,0198. 
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3.1.2 Einfluss von Pam3CSK4 in Kombination mit Histamin auf die Genexpression 
von CCL20 

 

Die Stimulation von HGFs mit Pam3CSK4 allein führte nicht zu einer Änderung der 

Genexpression von CCL20 über den untersuchten Zeitraum. Im Vergleich sowohl zur 

unstimulierten Kontrolle als auch zur Stimulation mit Pam3CSK4 allein, resultierte die 

Anwendung der Kombination Pam3CSK4 und Histamin in einer signifikant erhöhten 

Genexpression von CCL20 für jeden der untersuchten Zeiträume (p < 0,0004; siehe 

Abb. 2). 

 

 

Abb. 2: Darstellung der Genexpression von CCL20 in HGFs. Die weißen Balken zeigen 
die Ergebnisse für unstimulierte Kontrollzellen, die grauen Balken die Ergebnisse nach 
Stimulation mit Pam3CSK4 und die schwarzen Balken repräsentieren die Ergebnisse 
nach Stimulation mit der Kombination Pam3CSK4 und Histamin. Die Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichung an. *-****, p < 0,0001; #-####, p < 0,0004.
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3.1.3 Einfluss von LPS in Kombination mit Histamin auf die Genexpression von 
CCL20 

 

Die Stimulation von HGFs mit LPS allein führte nicht zu einer Änderung der 

Genexpression von CCL20 über den untersuchten Zeitraum. Im Vergleich sowohl zur 

unstimulierten Kontrolle als auch zur Stimulation mit Pam3CSK4 allein, resultierte die 

Kombination von Pam3CSK4 mit Histamin in einer signifikant erhöhten Genexpression 

von CCL20 nach 6 bzw. 12 Stunden (p < 0,05; siehe Abb. 3). 

 

 

Abb. 3: Darstellung der Genexpression von CCL20 in HGFs. Die weißen Balken zeigen 
die Ergebnisse für unstimulierte Kontrollzellen, die grauen Balken die Ergebnisse nach 
Stimulation mit LPS und die schwarzen Balken repräsentieren die Ergebnisse nach 
Stimulation mit der Kombination LPS und Histamin. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung an. *, p = 0,0256; **, p = 0,0091; #, p = 0,05. 
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3.1.4 Vergleich der Genexpression von CCL20 nach Histamin-Stimulation und   
kombinierter Behandlung 

 

Der Vergleich der Geneexpression von CCL20 nach Stimulation mit Histamin alleine und 

der kombinierten Stimulation mit Pam3CSK4 zeigte, dass die kombinierte Stimulation zu 

einer signifikanten, zeitabhängigen Erhöhung führte (siehe Abb. 4). Die Kombination von 

Histamin mit LPS resultierte in einer erhöhten Genexpression von CCL20 innerhalb der 

experimentellen Gruppe (siehe Abb. 5). 

 

 

Abb. 4: Darstellung der Genexpression von CCL20 in HGFs nach Stimulation mit 
Histamin sowie der Kombination Histamin mit Pam3CSK4. Die weißen Balken zeigen 
die Ergebnisse nach isolierter Stimulation mit Histamin über die Zeit. Die schwarzen 
Balken repräsentieren die Ergebnisse nach kombinierter Stimulation mit Histamin und 
Pam3CSK4. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. *, p = 0,0189; **, p = 
0,0004; ***, p = 0,0047. 
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Abb. 5: Darstellung der Genexpression von CCL20 in HGFs nach Stimulation mit 
Histamin sowie der Kombination Histamin mit LPS. Die weißen Balken zeigen die 
Ergebnisse nach isolierter Stimulation mit Histamin über die Zeit. Die schwarzen Balken 
repräsentieren die Ergebnisse nach kombinierter Stimulation mit Histamin und LPS. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. *, p = 0,0397. 
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3.1.5 Einfluss des H1-Rezeptors auf die Histamin-induzierte Genexpression von 
CCL20 

 

Die Anwendung des H1-Rezeptorantagonisten Cetirizin führte nach Stimulation mit 

Histamin und Pam3CSK4 zu einer signifikanten Reduktion der Genexpression von 

CCL20 im Vergleich zur kombinierten Stimulation mit Histamin und Pam3CSK4 (p = 

0,0276; siehe Abb. 6). Ein ähnliches Muster zeigte die Genexpressionsanalyse von 

CCL20 in HGFs nach Stimulation mit Histamin und LPS (siehe Abb. 7). 

 

 

Abb. 6: Darstellung der Genexpression von CCL20 in HGFs nach Stimulation mit der 
Kombination Histamin und Pam3CSK4. Die weißen Balken zeigen die Ergebnisse für 
unstimulierte Kontrollzellen sowie für die Cetirizin-Kontrolle. Der graue Balken 
repräsentiert die Ergebnisse der kombinierten Behandlung und der schwarze Balken 
den Einfluss des H1-Rezeptorantagonisten. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung an. K, Kontrolle; Cet, Cetirizin; His, Histamin; Pam, Pam3CSK4.  *, 
p = 0,0276. 
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Abb. 7: Darstellung der Genexpression von CCL20 in HGFs nach Stimulation mit der 
Kombination Histamin und LPS. Die weißen Balken zeigen die Ergebnisse für 
unstimulierte Kontrollzellen sowie für die Cetirizin-Kontrolle. Der graue Balken 
repräsentiert die Ergebnisse der kombinierten Behandlung und der schwarze Balken 
den Einfluss des H1-Rezeptorantagonisten. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung an. K, Kontrolle; Cet, Cetirizin; His, Histamin; LPS, 
Lipopolysaccharide von E. coli. *, p = 0,0256. 
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3.1.6 Quantitative Proteinexpression von CCL20 in HGFs 

 

Die Proteinexpression von CCL20 war nach Histaminstimulation tendenziell erhöht bzw. 

erniedrigt, wenn die Zellen zuvor mit dem H1-Rezeptorantagonisten behandelt wurden 

(siehe Abb. 8). Vergleichbare Proteinexpressionmuster zeigten sich auch für die 

kombinierte Stimulation Histamin mit Pam3CSK4 (siehe Abb. 9) bzw. LPS (siehe Abb. 

10) und der gleichzeitigen Anwendung des H1-Rezeptorantagonisten Cetirizin. 

Signifikante Unterschiede konnten im Rahmen der Proteinexpressionsanalyse von 

CCL20 nicht festgestellt werden. 

 

 

Abb. 8: Darstellung der Proteinexpression von CCL20 in HGFs. Der weiße Balken 
entspricht der unstimulierten Kontrolle, der hellgraue Balken der Cetirizinkontrolle, der 
mittelgraue Balken der Stimulation mit Histamin und der dunkelgraue Balke repräsentiert 
die Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit dem H1-Rezeptorantagonisten. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Die Werte auf der y-Achse 
entsprechen der Proteinkonzentration in pg/ml. K, Kontrolle; Cet, Cetirizin; His, Histamin. 

 

 



	  
	  

42	  

 

Abb. 9: Darstellung der Proteinexpression von CCL20 in HGFs. Der weiße Balken 
entspricht der unstimulierten Kontrolle, der hellgraue Balken der Cetirizinkontrolle, der 
mittelgraue Balken der Stimulation mit Histamin und der dunkelgraue Balke repräsentiert 
die Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit dem H1-Rezeptorantagonisten. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Die Werte auf der y-Achse 
entsprechen der Proteinkonzentration in pg/ml. K, Kontrolle; Cet, Cetirizin; His, Histamin. 
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Abb. 10: Darstellung der Proteinexpression von CCL20 in HGFs. Der weiße Balken 
entspricht der unstimulierten Kontrolle, der hellgraue Balken der Cetirizinkontrolle, der 
mittelgraue Balken der Stimulation mit Histamin und der dunkelgraue Balke repräsentiert 
die Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit dem H1-Rezeptorantagonisten. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Die Werte auf der y-Achse 
entsprechen der Proteinkonzentration in pg/ml. K, Kontrolle; Cet, Cetirizin; His, Histamin. 
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3.2 Quantitative Analyse der Expression von IL-8 
 

3.2.1 Einfluss von Histamin auf die Genexpression von IL-8 

 

Die Stimulation von HGFs mit Histamin führte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 

zu einer signifikant erhöhten Genexpression von IL-8 nach 4 bzw. 6 Stunden (p = 

0,0339 bzw. p = 0,0036). Die Abbildung 11 zeigt die Genexpression von IL-8 über den 

Zeitraum von 2, 4, 6 und 12 Stunden. 

 

 

Abb. 11: Darstellung der Genexpression von IL-8 in HGFs nach Stimulation mit 
Histamin. Die weißen Balken zeigen die Ergebnisse für unstimulierte Kontrollzellen über 
die Zeit. Die schwarzen Balken repräsentieren die Ergebnisse nach Stimulation mit 
Histamin. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. C, Kontrollzellen; His, 
Histamin. *, p = 0,0339; **, p = 0,0036. 
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3.2.2 Einfluss von Pam3CSK4 in Kombination mit Histamin auf die Genexpression 
von IL-8 

 

Die Stimulation von HGFs mit Pam3CSK4 allein führte nicht zu einer Änderung der 

Genexpression von IL-8 über den untersuchten Zeitraum. Im Vergleich sowohl zur 

unstimulierten Kontrolle als auch zur Stimulation mit Pam3CSK4 allein, resultierte die 

Kombination von Pam3CSK4 mit Histamin in einer signifikant erhöhten Genexpression 

von IL-8 für jeden der untersuchten Zeiträume (p < 0,00212; siehe Abb. 12). 

 

 

Abb. 12: Darstellung der Genexpression von IL-8 in HGFs. Die weißen Balken zeigen 
die Ergebnisse für unstimulierte Kontrollzellen, die grauen Balken die Ergebnisse nach 
Stimulation mit Pam3CSK4 und die schwarzen Balken repräsentieren die Ergebnisse 
nach Stimulation mit der Kombination Pam3CSK4 und Histamin. Die Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichung an. *, p < 0,0001; **, p = 0,0002; ***, p = 0,0018; #, p = 
0,00212; ##, p = 0,0009. 
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3.2.3 Einfluss von LPS in Kombination mit Histamin auf die Genexpression von  
IL-8 

 

Die Stimulation von HGFs mit LPS allein führte nicht zu einer Änderung der 

Genexpression von IL-8 über den untersuchten Zeitraum. Im Vergleich sowohl zur 

unstimulierten Kontrolle als auch zur Stimulation mit Pam3CSK4 allein, resultierte die 

Kombination von Pam3CSK4 mit Histamin in einer signifikant erhöhten Genexpression 

von IL-8 nach 6 bzw. 12 Stunden (p < 0,05; siehe Abb. 13). 

 

 

Abb. 13: Darstellung der Genexpression von IL-8 in HGFs. Die weißen Balken zeigen 
die Ergebnisse für unstimulierte Kontrollzellen, die grauen Balken die Ergebnisse nach 
Stimulation mit LPS und die schwarzen Balken repräsentieren die Ergebnisse nach 
Stimulation mit der Kombination LPS und Histamin. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung an. *, p = 0,001; **, p = 0,0093; #, p = 0,0207; ##, p = 0,0093. 
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3.2.4 Vergleich der Genexpression von IL-8 nach Histamin-Stimulation und  
kombinierter Behandlung 

 

Der Vergleich der Geneexpression von IL-8 nach Stimulation mit Histamin alleine und 

der kombinierten Stimulation mit Pam3CSK4 sowie LPS zeigte, dass die kombinierte 

Stimulation zu einer signifikanten, zeitabhängigen Erhöhung führte (siehe Abb. 14 bzw. 

Abb. 15). 

 

 

Abb. 14: Darstellung der Genexpression von IL-8 in HGFs nach Stimulation mit 
Histamin sowie der Kombination Histamin mit Pam3CSK4. Die weißen Balken zeigen 
die Ergebnisse nach isolierter Stimulation mit Histamin über die Zeit. Die schwarzen 
Balken repräsentieren die Ergebnisse nach kombinierter Stimulation mit Histamin und 
Pam3CSK4. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. *, p = 0,0026; **, p = 
0,0042; ***, p = 0,0002; ****, p = 0,0006. 
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Abb. 15: Darstellung der Genexpression von IL-8 in HGFs nach Stimulation mit 
Histamin sowie der Kombination Histamin mit LPS. Die weißen Balken zeigen die 
Ergebnisse nach isolierter Stimulation mit Histamin über die Zeit. Die schwarzen Balken 
repräsentieren die Ergebnisse nach kombinierter Stimulation mit Histamin und LPS. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. *, p = 0,003; **, p = 0,0107; ***, p = 
0,002; ****, p = 0,0150. 
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3.2.5 Einfluss des H1-Rezeptors auf die Histamin-induzierte Genexpression von  
IL-8 

 

Die Anwendung des H1-Rezeptorantagonisten Cetirizin führte nach Stimulation mit 

Histamin und LPS zu einer signifikanten Reduktion der Genexpression von IL-8 im 

Vergleich zur kombinierten Stimulation mit Histamin und Pam3CSK4 (p = 0,0157; siehe 

Abb. 17). Ein ähnliches Muster zeigte die Genexpressionsanalyse von IL-8 in HGFs 

nach Stimulation mit Histamin und Pam3CSK4 (siehe Abb. 16). 

 

 

Abb. 16: Darstellung der Genexpression von IL-8 in HGFs nach Stimulation mit der 
Kombination Histamin und Pam3CSK4. Die weißen Balken zeigen die Ergebnisse für 
unstimulierte Kontrollzellen sowie für die Cetirizin-Kontrolle. Der graue Balken 
repräsentiert die Ergebnisse der kombinierten Behandlung und der schwarze Balken 
den Einfluss des H1-Rezeptorantagonisten. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung an. K, Kontrolle; Cet, Cetirizin; His, Histamin; Pam, Pam3CSK4.  *, 
p = 0,0002. 
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Abb. 17: Darstellung der Genexpression von IL-8 in HGFs nach Stimulation mit der 
Kombination Histamin und LPS. Die weißen Balken zeigen die Ergebnisse für 
unstimulierte Kontrollzellen sowie für die Cetirizin-Kontrolle. Der graue Balken 
repräsentiert die Ergebnisse der kombinierten Behandlung und der schwarze Balken 
den Einfluss des H1-Rezeptorantagonisten. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung an. K, Kontrolle; Cet, Cetirizin; His, Histamin; LPS, 
Lipopolysaccharide von E. coli. *, p = 0,0157. 
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3.2.6 Quantitative Proteinexpression von IL-8 in HGFs 

 

Die Proteinexpression von IL-8 war nach Histaminstimulation signifikant erhöht bzw. 

erniedrigt, wenn die Zellen zuvor mit dem H1-Rezeptorantagonisten behandelt wurden (p 

= 0,0047 bzw. p = 0,0003; siehe Abb. 18). Vergleichbare Proteinexpressionmuster 

zeigten sich auch für die kombinierte Stimulation Histamin mit Pam3CSK4 und der 

gleichzeitigen Anwendung des H1-Rezeptorantagonisten Cetirizin (p = 0,0002 bzw. p = 

0,0308; siehe Abb. 19). Die kombinierte Stimulation mit Histamin und LPS führte zu 

einer signifikant erhöhten Proteinexpression von IL-8 (p = 0,0003; siehe Abb. 20). 

 

 

Abb. 18: Darstellung der Proteinexpression von IL-8 in HGFs. Der weiße Balken 
entspricht der unstimulierten Kontrolle, der hellgraue Balken der Cetirizinkontrolle, der 
mittelgraue Balken der Stimulation mit Histamin und der dunkelgraue Balken 
repräsentiert die Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit dem H1-
Rezeptorantagonisten. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Die Werte 
auf der y-Achse entsprechen der Proteinkonzentration in pg/ml. K, Kontrolle; Cet, 
Cetirizin; His, Histamin. *, p = 0,0047; **, p = 0,0003. 
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Abb. 19: Darstellung der Proteinexpression von CCL20 in HGFs. Der weiße Balken 
entspricht der unstimulierten Kontrolle, der hellgraue Balken der Cetirizinkontrolle, der 
mittelgraue Balken der Stimulation mit Histamin und der dunkelgraue Balken 
repräsentiert die Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit dem H1-
Rezeptorantagonisten. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Die Werte 
auf der y-Achse entsprechen der Proteinkonzentration in pg/ml. K, Kontrolle; Cet, 
Cetirizin; His, Histamin. *, p = 0,0308; **, p = 0,0002. 
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Abb. 20: Darstellung der Proteinexpression von IL-8 in HGFs. Der weiße Balken 
entspricht der unstimulierten Kontrolle, der hellgraue Balken der Cetirizinkontrolle, der 
mittelgraue Balken der Stimulation mit Histamin und der dunkelgraue Balken 
repräsentiert die Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit dem H1-
Rezeptorantagonisten. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Die Werte 
auf der y-Achse entsprechen der Proteinkonzentration in pg/ml. K, Kontrolle; Cet, 
Cetirizin; His, Histamin. *, p = 0,0003. 
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4. Diskussion 

 

4.1 Einleitung 

 

In gesunden Individuen ist das gingivale Gewebe von einer Vielzahl bakterieller 

Mikroorganismen besiedelt, dennoch verbleibt die Gingiva in Gegenwart von nicht-

pathogenen Mikroorganismen meistens gesund und entzündungsfrei. Generell stellt 

zunächst das epitheliale Gewebe die erste Linie der Abwehr dar, welche den Körper vor 

dem Eindringen der Mikroorganismen schützt. Zur Aufrechterhaltung einer gesunden 

Homöostase bietet das epitheliale Gewebe suffiziente lokale Immunmechanismen. 

Neben einer rigiden physikalischen Barriere wird eine so genannte chemische Barriere 

in Form der Synthese antimikrobieller Peptide innerhalb des epithelialen Zellverbandes 

bereitgestellt (Chung et al., 2007). In den vergangenen Jahren standen vermehrt 

gingivale Epithelzellen im Fokus der Erforschung oraler Gewebe. Speziell untersucht 

wurden humane β-Defensine (hBD-2), welche eine besondere Rolle während der frühen 

gingivalen Entzündungsreaktion zu spielen scheinen (Dommisch et al., 2005). Dass 

auch gingivale Fibroblasten in der Lage sind, sich im Rahmen der frühen Immunabwehr 

zu beteiligen, konnte bereits gezeigt werden (Rizzo et al., 2008). Darüber hinaus spielt 

Histamin im Rahmen der Immunantwort eine wichtige proinflammatorische Rolle, da es 

in der Lage ist, die Synthese proinflammatorischer Mediatoren in gingivalen Fibroblasten 

zu erhöhen und somit Entzündungsreaktionen zu verstärken (Minami et al., 2007). Trotz 

vieler molekularbiologischer Untersuchungen, die unser Wissen über die molekularen 

Signalwege der frühen Immunantwort in den letzten Jahrzenten stark erweitert konnten, 

ist es notwendig, die Immunmechanismen weiter zu erforschen (Medzhitov, 2007; 

Takeda et al., 2003). 

Die vorliegende Studie befasst sich mit dem Einfluss von Histamin auf die Expression 

von CCL20 und IL-8 in gingivalen Fibroblasten, welche für die parodontale 

Entzündungsreaktion von wichtiger Bedeutung zu sein scheinen.  
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4.2 Bewertung der Methoden 

 

Im Rahmen dieser Stimulationsexperimente sollten mögliche immunmodulierende 

Effekte von Histamin auf die Expression von CCL20 und IL-8 in gingivalen Fibroblasten 

nachgewiesen werden. Dafür wurden die im Zuge routinemäßig durchgeführter 

oralchirurgischer Eingriffe entnommenen Gewebeproben in Anlehnung an frühere 

Studien und bewährte Protokolle (Dommisch et al., 2007c; 2012) aufbereitet. Die 

herangezüchteten Kulturen wurden mit den natürlichen Virulenzfaktor LPS, dem 

synthetischen Pathogen Pam3CSK4 und dem Gewebshormon und Neurotransmitter 

Histamin über einen Zeitraum von 2, 4, 6 und 12 Stunden stimuliert. Diese Zeitspannen 

wurden gewählt, um speziell die frühe Antwort bezüglich der Expression der oben 

genannten Mediatoren zu untersuchen. Daraufhin erfolgte die Co-Stimulation von 

Histamin mit sowohl LPS, als auch Pam3CSK4. Abschließend wurde in einem weiteren 

Versuch den Zellen zusätzlich noch Cetirizin zugesetzt, um den Einfluss des H1-

Rezeptors auf die Expression von CCL20 und IL-8 in HGFs zu untersuchen. Nachdem 

die mRNA aus den Gewebeproben extrahiert wurde, erfolgte die RNA-Konzentrations-

bestimmung durch Messung der optischen Dichte. So konnte sichergestellt werden, 

dass in allen Proben eine nahezu gleiche Menge RNA für die cDNA-Synthese 

vorhanden war. Nach der cDNA-Synthese wurde eine quantitative Genexpressions-

analyse für CCL20 und IL-8 mit Hilfe der Real-Time-Polymerasekettenreaktion (PCR) 

durchgeführt. 

In dieser Studie wurden alle Untersuchungen mit Hilfe der Real-Time-PCR durchgeführt. 

Hierbei handelt es sich um ein thermozyklisches Verfahren, womit bereits kleine 

Mengen von DNA-Fragmenten mit hoher Ausbeute (exponentiell) amplifiziert werden. 

Die zur Analyse der Genexpression verwendete Real-Time-PCR ist ein sehr sensitives 

Verfahren und erlaubt neben der üblichen Amplifizierung der cDNA zusätzlich eine 

Quantifizierung mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen. Die Fluoreszenzaufzeichnung aus 

einer Probe erfolgt dann, wenn das Fluoreszenzsignal des amplifizierten Produktes 

mindestens 5 % stärker ist als die Hintergrundfluoreszenz der Reaktion (Schwellen-

wertzyklus / „Crossing point“) (Bustin, 2002 und 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR- Green® eingesetzt. Für die Anwendung 

einer interkalierenden (fluoreszierenden) Substanz war es wichtig, zunächst die 
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einzelnen Zyklusabschnitte der Polymerasekettenreaktion zu optimieren (Vandesompele 

et al., 2002). Die Konzentration der eingesetzten Primer, sowie die Annealing-

temperaturen (Anlagerungstemperaturen der Primer) mussten in Vorversuchen optimiert 

werden, damit keine unspezifischen Amplifikationen das Interkalieren von SYBR-Green® 

in Primer-Dimeren ermöglichten (Bustin, 2002; Vandesompele et al., 2002). Dabei 

können auch entstandene Primerdimere aufgrund eines SYBR-Green®- 

Fluoreszenzsignal identifiziert werden, wenn das PCR-Produkt entweder fehlt oder nur 

in einem geringen Maße vorhanden ist (Bustin, 2002). Um Artefakte durch unspezifische 

PCR-Fragmente auszuschließen, wurde im Anschluss an jede PCR eine Schmelzkurve 

angefertigt. In einer Schmelzkurve besitzen alle PCR-Produkte, je nach Größe und 

molekularer Zusammensetzung, unterschiedliche Schmelzpunkte und können daher in 

dieser Kurve voneinander differenziert werden. Für die quantitative Analyse der 

Genexpression wurde zunächst das mRNA-Level des sogenannten Housekeeping-Gens 

untersucht. Als Housekeeping-Gene werden Gene bezeichnet, die Zellen zumeist 

gleichmäßig, d.h. konstitutiv in Zellen exprimieren (Dheda et al., 2004; Thellin et al. 

1999). GAPDH (Glycerin-aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) ist eins der am meisten 

genutzten Housekeeping-Gene beim Vergleich von Genexpressionswerten (Barber et 

al., 2005). Die Darstellung der mRNA-Expression von GAPDH bietet daher die 

Möglichkeit, zunächst den Erfolg der reversen Transkriptions-Polymerasekettenreaktion 

zu überprüfen, und darüber hinaus die ermittelten Ct-Werte der Zielgene zu 

normalisieren. Sollte dieser Standard nicht detektiert werden können, muss man davon 

ausgehen, dass die PCR (oder ein vorangegangener Versuchsanteil wie mRNA-

Isolierung und/oder cDNA-Synthese) nicht optimal verlaufen ist. Die Genexpression von 

GAPDH konnte jedoch in allen Proben sowohl im Rahmen der qualitativen als auch der 

quantitativen Analyse nachgewiesen werden. Aufgrund dessen konnten die Ct-Werte der 

zu untersuchenden Gene CCL20, IL-8 sowie des Housekeeping-Gens GAPDH und der 

jeweiligen unstimulierten Kontrollen zusammen mit den entsprechenden 

Primereffizienzen mittels der Formel nach Pfaffl in Korrelation gebracht und die relativen 

Expressionen berechnet werden (Pfaffl, 2001). Als Alternative zu GAPDH ist als weiterer 

interner Standard β-Aktin zu erwähnen. Abschließend wurde das Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA)-Verfahren durchgeführt, um mittels Antikörper-Antigen-

Antikörper-Bindung (Sandwich-Verfahren), zusätzlich zu der gemessenen mRNA-

Expression von CCL20 und IL-8 durch die PCR, die Expression der entstandenen 



	  
	  

57	  

Proteine zu ermitteln. Dies ist ein in der Wissenschaft etabliertes Verfahren zur 

Detektion von ausgesuchten Antigenen (Lequin, 2005). Dafür wurden in dieser Arbeit 

die jeweils für die PCR hergestellten Proben verwendet, in denen sich die 

nachzuweisenden Zytokine befanden. Um Ungenauigkeiten beim Pipettieren der 

einzelnen Volumina zu vermeiden, wurden zuvor Gesamtgemische hergestellt 

(„MasterMix“).  

 

 

4.3. Diskussion der Ergebnisse 
 

In der hier durchgeführten Arbeit konnte in Vorversuchen zunächst eine erhöhte mRNA-

Expression von CCL20 und IL-8 in humanen gingivalen Fibroblasten nach Stimulation 

mit Histamin (10µM) aufgezeigt werden. 

Während LPS und Pam3CSK4 alleine keine relevante Erhöhung der Genexpression 

hervorriefen, konnte Histamin in isolierter Stimulation zu einer signifikanten Steigerung 

der Genexpression von CCL20 und IL-8 in HGFs im Vergleich zur unstimulierten 

Kontrolle führen.  

Interleukin-8 ist als Komponente des angeborenen Immunsystems in 

proinflammatorische Reaktionen involviert und wird im Rahmen bakterieller Infektionen 

oder Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen von gingivalen Fibroblasten vermehrt 

synthetisiert (Akira et al., 1990; Schröder und Christophers, 1992). Kürzlich 

veröffentlichte Studien konnten bereits zeigen, dass gingivale Fibroblasten sowohl IL-8 

nach Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen wie LPS, als auch CCL20 nach 

Stimulation mit Porphyromonas gingivalis vermehrt exprimierten (Dommisch et al., 2012; 

Ara et al., 2009).  

Auch die Rolle von Chemokinen bei parodontalen Erkrankungen wurde schon in 

anderen Arbeiten behandelt. Hierbei wurde ebenfalls die Genexpression von CCL20, 

jedoch in gingivalen Epithelzellen untersucht (Dommisch et al., 2007). Dabei fand man 

heraus, dass sowohl CCL20, als auch das humane β–Defensin 2 als Antwort auf 

Proteasen (Gingipaine), die von Porphyromonas gingivalis sezerniert wurden, verstärkt 

exprimiert wurden. Hier konnte LPS als weiterer Virulenzfaktor jedoch, anders als in 

dieser Arbeit gezeigt, keine Hochregulierung von CCL20 hervorrufen, da nach Gabe von 
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Proteasehemmern die Genexpression von CCL20 trotz weiterer Stimulation mit LPS 

blockiert wurde (Dommisch et al., 2007). Eine weitere Studie zeigte, dass CCL20 in 

HGFs auf Stimulation mit Porphyromonas gingivalis vermehrt exprimiert wurde 

(Dommisch et al., 2012). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine erhöhte 

Expression von CCL20 auf Stimulation mit TLR-Agonisten aufgezeigt werden. Dies 

verdeutlicht, dass das antimikrobielle Peptid eine wichtige Rolle im Rahmen der 

angeborenen Immunantwort spielt.  

Die Effekte von Histamin auf die frühe Immunantwort (hier CCL20 und IL-8) von 

gingivalen Fibroblasten wurden bislang wenig untersucht. Es scheint aber im Rahmen 

der zellspezifischen Regulation proinflammatorischer Mediatoren in HGFs eine nicht 

unerhebliche Mediatorfunktion zu übernehmen (Minami et al.,2007).  

In einer weiteren Versuchsreihe dieser Studie wurden humane gingivale Fibroblasten 

zusätzlich zu LPS bzw. Pam3CSK4 mit Histamin in der oben genannten Konzentration 

co-stimuliert. Es zeigte sich, dass die daraufhin gemessene mRNA-Expression von 

CCL20 und besonders von IL-8 signifikant höher war als bei den jeweils isolierten 

Stimulationen. Dabei konnte nach 6 Stunden ein Maximalwert für die Expressionen in 

nahezu allen Versuchen gemessen werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass 

Histamin bei gleichzeitiger Anwesenheit von TLR-Agonisten (LPS und Pam3CSK4) eine 

viel stärkere Immunantwort in HGFs hervorrufen könnte. Die anschließende 

Durchführung des ELISA-Tests ergab, dass die gemessene Proteinexpression von 

CCL20 und IL-8 bei kombinierter Stimulation von Histamin mit den Cofaktoren LPS und 

Pam3CSK4 höher war, als bei isolierter Stimulation mit Histamin, LPS und Pam3CSK4. 

Die Ergebnisse des ELISA-Verfahrens führten somit in dieser Versuchsreihe zu einer 

vergleichbaren Aussage im Bezug auf die Ergebnisse der PCR. Des Weiteren konnte 

der ELISA-Test zeigen, dass die gingivalen Fibroblasten in allen Versuchsreihen 

deutlich weniger CCL20 exprimierten als IL-8. Diese Gegebenheit kann durch die 

individuelle proinflammatorische Reaktion der gingivalen Fibroblasten auf die 

Stimulation mit Histamin und LPS/Pam3CSK4 erklärt werden und deckt sich mit den 

Ergebnissen der PCR. Auch hier wurde auf Ebene der Genexpression deutlich mehr IL-

8 exprimiert. In allen Versuchsreihen können zudem, trotz dem Ansetzen von 

Mastermixen bei der PCR und dem ELISA-Verfahren, sowohl Pipettier-, also auch 

Messfehler nicht komplett ausgeschlossen werden, womit sich vereinzelt abweichende 

Werte erklären lassen können. 
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Um einen Einfluss auf die Immunantwort gingivaler Fibroblasten zu haben, muss es also 

Histaminrezeptoren auf deren Oberfläche geben. Dies konnte in voraus gegangenen 

Studien bereits gezeigt werden. Demnach besitzen gingivale Fibroblasten die 

Histaminrezeptoren H1R und H2R. Histamin induziert jedoch womöglich über H1R, nicht 

jedoch über H2R eine erhöhte Ausschüttung von IL-8 (Minami et al., 2007). 

Das Zusammenspiel von Histamin und LPS ist wechselseitig. Es gibt mehrere Zellen, 

die Histamin produzieren, zum einen Mastzellen und zum anderen Monozyten (Wu et 

al., 2004). Da Mastzellen sowohl in gesunder als auch in Gingivitis-bedingten Läsionen 

(Gemmell et al., 2004) und zusätzlich in hohem Maße in chronisch entzündeten 

gingivalen Geweben entdeckt wurden (Steinsvoll et al., 2004), werden diese als Quelle 

von Histamin angenommen. Zusätzlich kann Histamin aber auch von dem Mastzell-

unabhängigen Enzym Histidindecarboxylase (HDC) gebildet werden, welches unter 

anderem von LPS induziert wird (Wu et al., 2004). Dies bedeutet, dass einerseits LPS 

die Histaminproduktion anregt und andererseits Histamin wiederum die Wirkung von 

LPS verstärkt. An dieser Stelle wird deutlich, welche Bedeutung Histamin in der 

Unterhaltung der Parodontitis hat und dass eine Kontrolle der Histaminrezeptoren eine 

fortschrittliche Maßnahme in der Bekämpfung von Parodontitis sein könnte.  

In früheren Studien konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Histamin die Immunantwort 

von humanen gingivalen Fibroblasten zusätzlich zur Reaktion auf bakterielle Produkte 

wie Lipopolysaccharide (LPS) deutlich amplifizieren kann (Uehara und Takada, 2007), 

die Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie IL-8 in gingivalen Fibroblasten 

erhöht und somit in der Lage ist, Entzündungsreaktionen zu verstärken (Minami et al., 

2007).  

Diese Erkenntnis stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit überein und 

bestätigt diese. Um die Frage zu beantworten, ob der H1-Rezeptor auf den untersuchten 

HGFs an der Vermittlung der dargestellten Effekte beteiligt war, wurde den Zellen 

zusätzlich ein spezifischer Rezeptorantagonist (Cetirizin) für eine Stimuationsdauer von 

6 Stunden zugegeben. Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression von 

CCL20 und IL-8 nach Zugabe von Cetirizin in allen Versuchsreihen geringer war als bei 

der Co-Inkubation von Histamin und Pam3CSK4 bzw. Histamin und LPS jeweils ohne 

Cetirizin. Auch wenn die Unterschiede nicht in jeder Versuchsreihe das 

Signifikanzniveau erreichen konnten, so war das Expressionsmuster von CCL20 und IL-

8 nach Applikation der H1-Rezeptorantagonisten jeweils vergleichbar.  
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Die anschließende Durchführung des ELISA-Tests ergab auch hier, dass es nach 

Zugabe von Cetirizin zu einer deutlich geringeren Proteinexpression von CCL20 und IL-

8 kam, als nach den Stimulationen jeweils ohne Cetirizin. Die Ergebnisse des ELISA-

Verfahrens führten somit auch in dieser Versuchsreihe zu einer vergleichbaren Aussage 

im Bezug auf die Ergebnisse der PCR.  

Diese lassen darauf schließen, dass Cetirizin auch in gingivalen Fibroblasten die H1-

Rezeptoren kompetitiv besetzte, somit einen hemmenden Einfluss auf die 

Histaminwirkung hatte und folglich zu einer verminderten Expression inflammatorischer 

Zytokine führen konnte. Die Expression der Mediatoren war vermindert. Die Effekte von 

Cetirizin in gingivalen Fibroblasten wurden bisher kaum untersucht, jedoch konnten 

früher erschienene Studien am Kaninchenmodell zeigen, dass eine lokale Behandlung 

mit dem H2-Rezeptorantagonisten Cimetidin über den Zeitraum von 6 Wochen zu einem 

verminderten Knochenverlust (> 90 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe führte (Hasturk 

et al., 2006).  

Weiterführende Studien könnten hier ansetzen und die Wirkungsweise von Cetirizin und 

weiteren Antihistaminika untersuchen, um eventuelle Therapieansätze zur Behandlung 

von Parodontitis weiter zu verfolgen.  

 

 

 

4.4 Ausblick 

 

Für zukünftige Untersuchungen wäre es interessant, weitere Effekte von Histamin 

genauer darzustellen und gegebenenfalls neue Erkenntnisse bezüglich der Therapie, im 

Speziellen der Prävention gingivaler Entzündungen, zu sammeln, um in Zukunft der 

Parodontitis möglicherweise medikamentös Einhalt zu gebieten. Die Infektion mit 

parodontal-pathogenen Bakterien, organisiert im dentalen Biofilm, spielt in der 

Ätiopathogenese parodontaler Entzündungen eine entscheidende Rolle (Sanz et al., 

2011; Marsh et al., 2011). Es ist bekannt, dass auch bei vollständig zahnlosen Patienten 

parodontalpathogene Bakterien nachgewiesen werden können. Zwar ist die Anzahl der 

Bakterien im Vergleich zu Patienten mit Parodontits vermindert, aber z.B. 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans kann in der Mundhöhle auch nach Extraktion 

aller Zähne nachgewiesen werden (Quirynen et al., 2011). Auf der Basis der Ergebnisse 
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der vorliegenden Studie könnten neue therapeutische Konzepte erarbeitet werden, die 

darauf abzielen könnten, Expressionsprofile interner Mediatoren wie z.B. Histamin zu 

modulieren. Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Studie erstmals der 

stimulierende Effekt von Histamin in Co-Inkubation mit LPS und Pam3CSK4 auf die 

Expression von IL-8 und CCL20 in gingivalen Fibroblasten dargestellt werden. Zugleich 

wurde die Expression in Anwesenheit eines H1-Rezeptorantagonisten herunterreguliert. 

Gingivale Fibroblasten spielen damit eine wichtige Rolle im Rahmen der lokalen 

angeborenen Immunantwort des gingivalen Gewebes. 
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5. Zusammenfassung 
 
In gesunden Individuen ist die Gingiva von einer Vielzahl bakterieller Mikroorganismen 

besiedelt, dennoch verbleibt das gingivale Gewebe in Anwesenheit von nicht-

pathogenen Mikroorganismen meistens gesund und entzündungsfrei. Neben einer 

rigiden physikalischen Barriere bietet das gingivale Gewebe eine so genannte 

chemische Barriere in Form der Synthese antimikrobieller Peptide. Der Chemokin- 

Ligand-20 (CCL20) ist ein antimikrobielles Peptid, welches effektiv gegenüber 

gramnegativen Bakterien wirken kann. Ebenso wie Interleukin-8 (IL-8) spielt CCL20 eine 

wichtige Rolle in der angeborenen Immunantwort in einer Vielzahl unterschiedlicher 

Gewebe. Auch Histamin ist ein weiterer Mediator, welcher in entzündlichen Reaktionen 

involviert ist.  

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, welchen Einfluss Histamin auf die Expression 

der proinflammatorischen Mediatoren CCL20 und IL-8 in gingivalen Fibroblasten ausübt. 

Darüber hinaus war es von Interesse, ob Histamin die frühe angeborene Immunantwort 

auf Agonisten für Toll-like-Rezeptoren (TLRs) modifizieren kann. 

Dazu wurden Kulturen von gingivalen Fibroblasten (HGFs) von drei unterschiedlichen 

gesunden Donoren, mit Lipopolysaccharid (LPS) von Escherichia coli (TLR-4 Agonist), 

Pam3CSK4 (TLR-2 Agonist), und Histamin sowohl isoliert, als auch in Kombination 

stimuliert.  

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der H1-Rezeptorantagonist Cetirizin während 

der Stimulation hinzugegeben. Nach Abschluss der Stimulationsexperimente wurde die 

RNA aus den Zellen extrahiert und die cDNA-Synthese mit oligo-(dT)-Primern) 

durchgeführt. Die quantitative Auswertung der Genexpression von CCL20, IL-8 und der 

Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH; Housekeeping-Gen) wurde mit 

Hilfe der Real-Time-PCR vorgenommen. Zusätzlich wurde die Proteinexpression der 

untersuchten Mediatoren mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

analysiert.  

Die Ergebnisse zeigten, dass Histamin in der Lage war, die Expression von CCL20 und 

IL-8 in HGFs signifikant zu erhöhen. Nach kombinierter Stimulation mit Histamin und 

LPS bzw. Pam3CSK4 konnte ein weiterer Anstieg der Genexpression von CCL20 und 

IL-8 im Vergleich zur Stimulation mit den einzelnen TLR-Agonisten oder mit Histamin 

allein beobachtet werden. Die Anwendung des Histaminrezeptor-Antagonisten Cetirizin 
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führte zu einer verminderten Expression von CCL20 und IL-8 im Vergleich zur 

kombinierten Stimulation.  

Die vorliegende Arbeit konnte den stimulativen Einfluss von Histamin auf die Expression 

der Mediatoren CCL20 und IL-8 in HGFs zeigen. Dieser Effekt war abhängig vom H1-

Rezeptor auf den untersuchten HGFs. Die Ergebnisse dieser und weiterer Studien 

könnten dazu führen, dass neue therapeutische Konzepte entstehen, die darauf 

abzielen, Expressionsprofile interner Mediatoren wie z.B. Histamin zu modulieren. 

Hieraus könnten darüber hinaus neue lokal-präventive Strategien entwickelt werden, die 

zur Aufrechterhaltung einer gesunden oralen Homöostase beitragen können. 
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