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1. Einleitung

1.1 Parodontium

Das Parodont ist eine komplexe Struktur, die durch ihr Geflige aus weichgewebigen und
mineralisierten Anteilen eine besondere Rolle im Kausystem besitzt. Es dient zur
Verankerung des Zahnes in seiner kndchernen Alveole und sorgt fur die Anpassung an
funktionelle Veranderungen. Das Parodont leitet Schmerz- und Druckreize weiter und
stellt zellulare und humorale Abwehrkomponenten gegen Infektionen bereit. Die Gingiva,
der eigentliche Alveolarknochen, das Wurzelzement und das Desmodont bilden die
Bestandteile des Parodonts. Die Gingiva und die Alveolarmukosa kleiden die Mundhdhle
aus. Den marginalen Anteil stellt ein keratinisiertes Weichgewebe dar, welches durch
das Saumepithel mit der Zahnoberflache verbunden ist und so eine Barriere bildet. Das
Saumepithel besteht aus zwei Schichten, dem Stratum basale und Stratum suprabasale,
und weist eine hohe Umsatzrate auf. Der Alveolarknochen ist mittels Kollagenfasern
Uber das Desmodont mit dem Wurzelzement verbunden und sorgt fir die Verankerung
des Zahnes in seiner Alveole. Das Desmodont oder parodontale Ligament ist Uber
Kollagenfasern sowohl mit dem Alveolarknochen als auch mit dem Wurzelzement
verbunden. Die Kollagenfasern im Desmodont werden je nach funktioneller Belastung
ausgerichtet und bilden ein Netzwerk, in dem auch zellulare Bestandteile enthalten sind.
Neben Fibroblasten befinden sich hier auch Osteoblasten, Zementoblasten und
Progenitorzellen fur das Wurzelzement und den Alveolarknochen. Blut- und
Lymphgefalle sowie sensorische und autonome Nervenfasern versorgen dieses
Gewebe. Das Wurzelzement bedeckt die Dentinoberflache ab der Schmelz-Zement-
Grenze nach apikal. Es werden funf verschiedene Zementarten unterschieden, die sich
in Lokalisation und Funktion unterscheiden. Dazu gehéren das azellular-afibrillare
Zement, azellulare Fremdfaserzement, das zellulare Eigenfaserzement und das

zellulare Gemischtfaserzement.

1.2 Parodontitis
Parodontitis ist eine entztndlich-destruktive Erkrankung des Zahnhalteapparates, die
gekennzeichnet ist durch parodontale Taschen sowie Knochen- und Attachmentverlust

(Page und Kornman, 2000). Die letzte deutsche Mundgesundheitsstudie (DMS V) von



2014 zeigte einen deutlichen Rickgang der Anzahl an Menschen mit parodontalen
Erkrankungen. Dennoch weisen 43,4 % aller jingeren Erwachsenen (35 bis 44 jahrige)
eine moderate und 8,2 % eine schwere Parodontitis auf. 44,8 % aller jingeren Senioren
(65- bis 74-Jahrige) sind mit einer moderaten und 19,8 % mit einer schweren
Parodontitis behandlungsbedurftig (Institut der deutschen Zahnarzte,
Bundeszahnérztekammer). Der Riuckgang der Parodontitisfalle geht sicherlich mit einer
besseren Aufklarung und effektiveren prophylaktischen MaRnahmen einher. Dennoch ist
die Anzahl der Betroffenen sehr hoch und es besteht Behandlungsbedarf.

Parodontale Erkrankungen werden Kklassifziert in 1. gingivale Erkrankungen, 2.
aggressive Parodontitis, 3. chronische Parodontitis, 4. nekrotisierende parodontale
Erkankungen, 5. Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung, 6. Abszesse
des Parodonts, 7. Parodontitis im Zusammenhang mit endodontischen Lasionen und 8.
entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustéande (Armitage, 1999).
Die chronische Parodontitis ist die haufigste Form der Parodontitis und kommt
vorwiegend in hdheren Altersgruppen vor. Entsprechend der Ausdehnung wird sie
unterteilt in die lokalisierte (< 30 % befallene Zahnflachen) und die generalisierte Form
(> 30 % befallene Zahnflachen). Weiterhin wird die Parodontitis bezlglich des
Schweregrads eingeteilt. Bei einem klinischen Attachmentverlust von 1-2 mm spricht
man von einer leichten, bei 3-4 mm von einer moderaten und bei > 5 mm von einer
schweren Parodontitis. Die aggressive Parodontitis zeichnet sich durch eine schnelle
Gewebedestruktion, familidare Haufung, zumeist genetische Disposition und abnorme
Phagozytenfunktionen aus. Sie kann sich lokal oder generalisiert auspragen. Betroffene
sind meistens junge Patienten. Die nekrotisierende ulzerierende Parodontitis (NUP)
manifestiert sich durch eine nekrotisierende Zerstérung der Gingiva, des Desmodonts
und des Alveolarknochens. Risikofaktoren der Parodontitis sind neben Plaque bzw.
parodontalpathogenen Bakterien auch Nikotinabusus und systemische Faktoren, wie z.
B. Diabetes mellitus (Buhlin et al., 2003). Nach neueren Studien riicken nun weitere
Stoffwechseldispositionen wie das metabolische Syndrom und Adipositas als moégliche
Risikofaktoren fur Parodontitiden ins Blickfeld (Al-Zahrani et al., 2003).



1.3 Risikofaktoren

Die Anwesenheit parodontalpathogener Mikroorganismen stellt einen anerkannten
Risikofaktor fur die Entstehung und Progredienz einer Parodontitis dar. Stark mit der
Parodontitis assoziierte Bakterien sind v.a. Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis und Tanerella forsythia. Sie organisieren sich in Biofilmen an
naturlichen und iatrogenen Nischen, wie z.B. insuffizienten Fullungsrandern.
Virulenzfaktoren wie Leukotoxin, Kollagenasen und Lipopolysaccharide bestimmen ihre
Pathogenitat (Kraus et al.,, 2012). Bakterien fuhren zur Aktivierung von Abwehrzellen,
z.B. Makrophagen, welche ihrerseits durch Ausschittung von proinflammatorischen
Zytokinen die lokale Entziindungsreaktion verstéarken konnen (Curat et al., 2006).
Nikotinabusus ist ebenfalls ein etablierter Risikofaktor (Fang et al., 2005). So sind
Raucher haufiger von Parodontitis betroffen als Nichtraucher. Der Grad der Schadigung
des Parodonts korreliert mit der Anzahl der gerauchten Zigaretten pro Tag.

Genetische Dispositionen, haufig erkannt an dem familidr gehauften Auftreten von
parodontalen Erkrankungen, stellen ebenfalls einen Risikofaktor dar.
Systemerkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, kdnnen ebenfalls als Risikofaktor zur
Parodontitis beitragen. Diabetes mellitus ist eine heterogene Stoffwechselerkrankung
mit chronisch erhohtem Blutzucker, welche in Typ | und Il eingeteilt wird. Typ-I-Diabetes
tritt vor allem bei meist normalgewichtigen Kindern und Jugendlichen auf und geht mit
einer fehlenden oder gestorten Insulinsekretion einher. Typ-lI-Diabetes hingegen ist eine
Erkrankung des mittleren und héheren Erwachsenenalters. Betroffene leiden unter einer
gestorten Insulinsensitivitat bzw. -resistenz und sind meistens tbergewichtig. Adipositas
wird laut der S3-Leitlinie der Deutschen Adipositas Gesellschaft (DAG, 2014) nach dem
Body Mass Index (BMI) klassifiziert. Demnach handelt es sich bei einem BMI von 18,5
bis 24,9 um Normalgewichtigkeit, bei einem BMI von 25,0 bis 29,9 um Ubergewicht, bei
einem BMI von 30 bis 34,9 um Adipositas Grad I, bei einem BMI von 35 bis 39,9 um
Adipositas Grad Il und bei einem BMI gréRer 40 um Adipositas Grad 11l (DAG, 2014).
Diabetes mellitus Typ Il und Adipositas sind eng mit dem metabolischen Syndrom
assoziiert. Die International Diabetes Federation (IDF) definiert das metabolische
Syndrom als eine abdominale Adipositas, messbar mit dem Bauchumfang (bei Mannern
= 94 cm, bei Frauen = 80 cm) in Verbindung mit zwei weiteren Risikofaktoren, wie z.B.:

- Diabetes mellitus (Nuchternblutzuckerwerte > 110 mg/dl)



- Fettstoffwechselstérung (Triglyzeridwerte > 150 mg/dl, HDL-Cholesterin < 40 mg/dI
bei Mannern, <50 mg/dl bei Frauen)

- Bluthochdruck (ab > 130 systolisch und < 85 diastolisch) (IDF, 2006).

Entscheidend beim metabolischen Syndrom und Adipositas ist nicht das Ausmald des
Ubergewichts allein, sondern das Fettverteilungsmuster, denn das intraabdominale Fett
bzw. viszerale Fettgewebe ist sehr stoffwechselaktiv und beeinflusst den Fett- und
Kohlehydratmetabolismus. Adipositas gilt als wichtiger Risikofaktor fir zahlreiche
systemische Erkrankungen, z.B. Diabetes mellitus und Herz-Kreislauferkrankungen. So
wie die Anzahl der Menschen héheren Alters in Deutschland zunimmt, so steigt auch die
Pravalenz der Ubergewichtigkeit bzw. Adipositas an. Wahrend 1999 56 % der Manner
und 40 % der Frauen als Ubergewichtig galten, waren es 2009 60 % der Manner und 43
% der Frauen (d.h. 51 % der erwachsenen Bevolkerung) in Deutschland (Statistisches
Bundesamt, 2013). Diesen Ergebnissen liegt der BMI (Body Mass Index) zugrunde.
Diese immer gro3er werdende Patientengruppe benétigt die besondere Aufmerksamkeit
der Zahnheilkunde, denn Meta-Analysen deuten auf ein erhdhtes Risiko fur Parodontitis
bei schlecht eingestelltem Diabetes mellitus, Ubergewichtigkeit, Adipositas und
metabolischem Syndrom hin (D”Aiuto et al., 2008; Dalla Vecchia et al., 2005; Khader et
al., 2008). Wenn auch der genaue Zusammenhang zwischen Parodontitis und diesen
systemischen Erkrankungen bzw. Zustdnden bisher nicht geklart ist, so kann
gemutmaldt werden, dass stoffwechselaktive Mediatoren aus dem Fettgewebe, d.h.
Adipokine/Adipozytokine, eine Rolle spielen kénnten. Adipokine sind Molekiile, die von
Adipozyten (Fettzellen), z.T. aber auch von anderen Zellen, zumeist im Fettgewebe

produziert werden.

1.4 Adipokine

Das Fettgewebe dient dem Organismus nicht nur als Energiespeicher und
Thermoregulator, sondern auch als endokrines Organ, in dem z.B. Adipokine produziert
werden (Booth et al, 2016). Zu diesen Zytokinen gehdren neben
Entzindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor-a (TNFa), Interleukin-6 (IL-6), C-
reaktives Protein, Monozytenchemotaktisches Protein-1 auch Adiponektin, Leptin,
Resistin und Visfatin. Sie regulieren das Hunger- und Sattigungsgeftihl, die Homoéostase

des Fettgewebes und den Glukosestoffwechsel, Insulinresistenz und Entzindungs-



sowie Wundheilungsprozesse. Somit ist das Fettgewebe als endokrin aktiv zu
bezeichnen. Adipokine konnten den fehlenden Link zwischen Parodontitis und Diabetes
mellitus, Adipositas und metabolischem Syndrom darstellen (Deschner et al., 2014). Bei
Ubergewicht und Adipositas sind die Serumspiegel von proinflammatorischen
Adipokinen erhoht und es liegt eine chronische, subklinische, systemische Entzindung
vor, die moglicherweise die Entstehung und Progredienz der Parodontitis fordert
(Santos-Alvarez et al., 1999).

Adiponektin ist ein Peptidhormon mit zwei Rezeptoren, AdipoR1 und AdipoR2. Die
durchschnittliche Plasmakonzentration liegt bei 1-30 pg/ml. Neben Adipozyten
produzieren auch Osteoblasten, Synovialfibroblasten, Endothelzellen, kardiale und
dermale Fibroblasten Adiponektin (Robinson et al., 2011). Auch in parodontalen Zellen
und Geweben, z.B. gingivalen Fibroblasten, sowie in der gingivalen Sulkusflissigkeit
wurde Adiponektin nachgewiesen. Systemisch wirkt Adiponektin als Insulinsensitizer,
was eine antidiabetogene Wirkung erzielt (Nokhbehsaim et al., 2014). Die Rolle von
Adiponektin im Entzindungsgeschehen ist noch nicht vollstéandig aufgeklart. Ehling et al.
(2006), Liao et al. (2009) und Kitahara et al. (2009) zeigen eine proinflammatorische
Aktivitat von Adiponektin, wahrend Lago et al. (2007) antiinflammatorische Vorziige des
Proteins darstellen. Einige Studien deuten auf verminderte Adiponektin-Serumspiegel
bei Adipositas und Parodontitis hin. Uneinigkeit herrscht jedoch in den
Adiponektinspiegeln nach einer Parodontitisbehandlung. Bei lwamoto et al. (2003)
blieben die Adiponektinspiegel bei Parodontitispatienten nach einer Behandlung
unverandert. In der Studie von Matsumoto et al. (2009) hingegen zeigten
Parodontitispatienten, die gleichzeitig an einem Diabetes mellitus Typ Il litten, erhéhte
Adiponektinserumspiegel nach einer nichtchirurgischen Parodontitisbehandlung mit
Antibiotikagabe.

Leptin wurde an Knock-out-M&usen mit einem Gendefekt im ob-Gen, welches fur
Leptinprotein kodiert, entdeckt. Diese genetisch adipdsen Mause mit Verlust der
Leptinwirkung weisen Adipositas und eine Insulinresistenz auf. Neben dem Fettgewebe
ist Leptin in verschiedenen anderen Zellen und in der gingivalen Sulkusfllssigkeit
nachweisbar. Leptin ist stark mit Ubergewichtigkeit und Adipositas assoziiert und
reguliert das Sattigungs- und Hungergefuhl (Zimmet et al.,, 1996). Leptin regt die

Proliferation, Kollagensynthese und Mineralisation in Osteoblasten an und reguliert so
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die Knochenhomoostase (lwamoto et al.,, 2004). Es stimuliert orale Keratinozyten zur
Bildung von Wachstumsfaktoren und fuhrt bei dermalen Fibroblasten tber Bildung von
extrazellularer Matrix zur Wundheilung (Groschl et al., 2005). Dieses Adipokin ist auch
an inflammatorischen Prozessen beteiligt (Lago et al., 2008) und kdnnte parodontale
Zellen negativ beeinflussen (Nokhbehsaim et al. 2014). In einigen Studien zeigten
Parodontitispatienten niedrigere Leptinspiegel als parodontal gesunde Patienten (Liu et
al., 2013). Weitere Studien belegen verminderte Leptinserumspiegel nach einer nicht-
chirurgischen Parodontitistherapie (Shimada et al., 2010).

Resistin wird u.a. in Adipozyten und Osteoblasten produziert und regt deren Proliferation
an. Gleichzeitig reguliert Resistin die Anzahl von differenzierten Osteoklasten. Mu et al.
(2006) zeigten die angiogenetische Wirkung Resistins auf Endothelzellen. Resistin tbt
starke proinflammatorische Wirkungen aus (Bokarewa et al., 2005). Furugen et al.
(2013) berichteten Uber die Produktion von Resistin in neutrophilen Granulozyten, die
mit Porphyromonas gingivalis- und Escherichia coli-Lipopolysacchariden stimuliert
wurden. Hiroshima et al. (2012) bestétigten die Effekte von Porphyromonas gingivalis
auf Resistin und wiesen dieses Adipokin auch in der gingivalen Sulkusflissigkeit nach.
Eine Steigerung der Resistin-Genexpression durch Lipopolysaccharide (LPS) haben Lu
et al. (2002) dargestellt. Studien Gber die Rolle Resistins in der Parodontitis zeigen, dass
der Resistin-Serumspiegel bei parodontaler Destruktion erhdht ist.

Visfatin ist auch als PBEF (pre-B cell colony enhancing factor) oder NAMPT
(nicotinamide phosphoribosyltransferase) bekannt. Neben dem viszeralen Fettgewebe
wird das Protein auch in peripheren Monozyten und Geweben des Parodonts gebildet
(Nogueira et al., 2014; Nokhbehsaim et al.,, 2013). Visfatin zeigt insulinmimetische
Eigenschaften, indem es an den Insulinrezeptor (IR) bindet und diesen aktiviert (Xie et
al.,, 2007). Es induziert die Tyrosinphosphorylierung von IR, IRS-1 und IRS-2. Bei
Adipositas und Diabetes mellitus sind erhdhte Visfatin-Serumkonzentrationen zu finden.
Neben seiner angiogenetischen Wirkung zeigt dieses Adipokin bei der rheumatoiden
Arthritis proinflammatorische Aktivitat. Des Weiteren interagiert es mit zahlreichen
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNFa und Interleukin-1B (IL-18). Raghavendra
et al. (2012) und Pradeep et al. (2011, 2012) beobachteten hdhere Visfatinwerte im
Serum und in der gingivalen Sulkusflissigkeit bei Patienten mit chronischer Parodontitis

im Vergleich mit parodontal gesunden Probanden. Ferner berichteten sie uUber
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reduzierte Visfatinserum- und -sulkusspiegel nach nichtchirurgischer
Parodontitisbehandlung. Die Synthese von Adipokinen und deren Regulation in

parodontalen Zellen ist noch weitgehend unbekannt.

1.5 Die parodontale Wundheilung

Die Parodontitis ist eine chronische entzindliche Erkrankung. Das Ziel der
Parodontitistherapie besteht vor allem darin, die bakteriell verursachte Entziindung,
welche fur die parodontale Destruktion verantwortlich ist, zu reduzieren und die
parodontalen Gewebestrukturen idealerweise wiederherzustellen. Nichtchirurgische
Mallnahmen, wie z.B. das Entfernen supra- und subgingivaler Konkremente
(Scaling/Root Planing) mit bzw. ohne antibiotische Behandlung, kénnen eine
parodontale Wundheilung in Gang setzen. Die allgemeingiltigen Phasen der
Wundheilung mit der Phase der Entziindung, der Proliferation und Migration, der
Matrixbildung und der Reifung finden sich auch in den parodontalen Geweben wieder.
Die Wundheilung im Parodont ist komplex, da verschiedene Gewebestrukturen beteiligt
sind (Sculean et al., 2015). Die epithelialen Anteile proliferieren schneller als das
kollagene und knocherne Gewebe des Parodonts und besetzen die gesauberte
Wurzeloberflache zuerst (epitheliale Reattachment). Die Folge ist die Ausbildung eines
langen Saumepithels im Sinne einer Reparation. Erst mit chirurgischen MalRnahmen in
Kombination mit regenerationsférdernden Substanzen bzw. Materialien kann der
Versuch einer vollstdndigen Wiederherstellung der parodontalen Strukturen im Sinne
einer Regeneration unternommen werden. Hierbei kommen z.B. Knochen und
Knochenersatzmaterialien, Membranen und/oder Schmelzmatrixproteine zum Einsatz,
mit dem erwahnten Ziel, das Epithel auszuschliessen und desmodontale Fasern,
Alveolarknochen und Wurzelzement zu regenerieren. Schmelzmatrixproteine
(Amelogenine) werden von Zellen der Hertwigschen Epithelscheide wahrend des
Wurzelwachstums in der Zahnentwicklung sezerniert. In In-vitro-Versuchen konnten
wachstumsférdernde Eigenschaften dieser Proteine gezeigt werden, welche
Ahnlichkeiten mit Wachstumsfaktoren wie TGFB (Transforming Growth Factor) und BMP
(Bone Morphogenetic Protein) haben. Klinische Studien belegen eine signifikante
Reduktion der Sondierungstiefen sowie signifikante Attachment- und Knochengewinne
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nach Applikation von Schmelzmatrixproteinen (Bosshardt et al., 2008; Cochran et al.,
2000).

1.6 Ziel und Fragestellung der In-vitro-Studie

Ziel dieser In-vitro-Arbeit ist es, die Rolle von Adipokinen im Parodont zu untersuchen.
Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob parodontale Ligament (PDL)-Zellen
Adipokine unter normalen, entziindlichen und regenerativen Bedingungen produzieren.
Des Weiteren sollte beurteilt werden, welchen Einfluss diese Adipokine auf die
Proliferation, die Produktion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, die
Kollagensynthese, die Wundfullrate und die osteogene Differenzierung von PDL-Zellen
unter normalen und regenerativen Bedingungen haben. Es wurde angenommen, dass
PDL-Zellen Adipokine und ihre Rezeptoren produzieren. Weiterhin wurde angenommen,
dass proinflammatorische Adipokine (Leptin, Resistin und Visfatin) die Funktion der
PDL-Zellen negativ beeinflussen und dass antiinflammatorische Adipokine (Adiponektin)
die Zellfunktionen positiv stimulieren. Somit kdnnten proinflammatorisch wirkende
Adipokine die parodontale Wundheilung negativ beeinflussen und als pradiktive Grél3en
fur das Resultat nach einer Parodontitistherapie fungieren. Diese Arbeit soll dazu
beitragen, den Einfluss von Ubergewicht und Adipositas auf die parodontale
Wundheilung auf molekularer und zellularer Ebene besser zu verstehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Probengewinnung und Kultivierung

Die in den In-vitro-Versuchen verwendeten humanen PDL-Zellen stammen von
kariesfreien, parodontal gesunden Zahnen, welche im Rahmen kieferorthopédischer
Behandlung extrahiert wurden. Die von der Wurzelhaut gewonnenen Zellen wurden in
Zellkulturschalen mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen, Karlsruhe),
zusatzlich 10 % Fetale Bovine Serum (FBS, Invitrogen) und 1 % Penicillin/Streptomycin
(Invitrogen), bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Konfluente Kulturschalen wurden zum
Passagieren mit sterilem 1-fachem Phosphate-Buffered-Saline Waschpuffer (PBS)
(Invitrogen) gewaschen und anschlieBend 5 Minuten im Inkubator bei 37°C und 5 %
CO, mit der Peptidase Trypsin-EDTA (Invitrogen) inkubiert. Die Reaktion wurde mit
DMEM mit 10 %igem FBS gestoppt. Die Zellsuspension wurde gesammelt und 5
Minuten bei 500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 1
ml PBS resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung oder zur Durchfihrung von Versuchen
wurden PDL-Zellen in 6-Well-Kulturplatten (Labomedic, Bonn) mit einer
Ausgangszellzahl von 50x103 Zellen/Well ausgesat. Alle Versuche wurden an PDL-
Zellen der 3. bis 5. Passage durchgefuhrt. Mediumwechsel und mikroskopische
Kontrollen auf Zellwachstum und Kontamination wurden alle 2 bis 3 Tage durchgefihrt.
Fir die Versuche wurden Zellkulturen bis zu einer Konfluenz von 80 bis 90 % kultiviert
und einen Tag vor einem Versuch auf Kulturmedium mit reduziertem Serumanteil von 2
% FBS umgestellt.

2.2 Zellstimulation

Fur die Simulation eines regenerativen Milieus in den In-vitro-Versuchen wurden PDL-
Zellen mit Schmelzmatrixproteinen (Emdogain®, Straumann, Freiburg) in einer
Konzentration von 100 pg/ml inkubiert. Eine In-vitro-Entzindung wurde durch
Kultivierung der PDL-Zellen mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-13 in einer
Konzentration von 1 ng/ml simuliert. PDL-Zellen wurden mit Adiponektin, Leptin, Resistin
und/oder Visfatin mit folgenden Konzentrationen inkubiert: Adiponektin 3 pg/ml (R&D
Systems, Wiesbaden), Leptin 0,3 / 3/ 30 ng/ml (R&D Systems), Resistin 10 / 50 / 100
ng/ml (biomol, Hamburg), Visfatin 30 / 100 / 300 ng/ml (biomol). Die Auswahl der
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Konzentrationen orientierte sich an In-vitro-Versuchen an &hnlichen Zelllinien (z.B.
Osteoblasten oder Fibroblasten) und Nachweisen aus der Sulkusflussigkeit (Bozkurt et
al., 2006; Brentano et al., 2007; Karthikeyan et al., 2007; Luo et al., 2006; Yamaguchi et
al., 2007).

2.3 Genexpression in PDL-Zellen

Die Extraktion der Ribonukleinsaure (RNA) erfolgte mit dem RNeasy® Protect Mini Kit
(Qiagen, Hilden). Die Zellkulturen in einer 6-Well-Platte wurden zweimal mit 500 pl 1-
fachem PBS Waschpuffer je Well gewaschen. Anschliel3end wurde 350 pl je Well RLT-
Lysepuffer aus einem vorbereiteten Gemisch aus 990 ul RLT (Qiagen) und 10 pl B-
Mercaptoethanol zugegeben und mit Hilfe eines sterilen normierten Instrumentes
wurden die Zellen und das Puffer vermengt. Dieses Zell-Puffer-Gemisch wurde in
vorbereiteten Eppendorf Tubes aufgefangen und im Verhéaltnis 1:1 mit Ethanol gemischt.
Die Suspension wurde anschlieBend auf eine RNeasy®Saule pipettiert und fir 30
Sekunden bei 13,2x103 rpm zentrifugiert. Der Uberstand aus dem Auffangtube wurde
dekantiert. Dem Sediment wurde 700 pl RW1 Waschpuffer (Qiagen) zugegeben und fur
eine Minute bei 13,2x103 rpm zentrifugiert und das Zentrifugat erneut verworfen. Dieser
Vorgang wurde zweimal mit je 500 pl RPE Puffer (Qiagen) und einer Zentrifugation fur
eine Minute bei 13,2x103 rpm wiederholt. Im Weiteren wurde die RNeasy®Saule mit
einem leeren Auffangtube fur 15 Sekunden bei 13,2x103 rpm zentrifugiert und das Filtrat
verworfen. Die Elution der RNA aus der RNeasy®-Saule erfolgte mit 30 ul RNase freiem
Wasser, welches direkt auf die Silica-Gel-Membran der Saule pipettiert und fir 1 Minute
bei 13,2x10% rpm zentrifugiert wurde. Das Gesamt-Eluat betrug somit 30 pl. Die
Messung der RNA Konzentration erfolgte mit Hilfe des Spektrophotometers ND-1000
(Peqglab, Erlangen). Fur die Negativkontrolle wurde RNAse freies Wasser gemessen. Fur
die Probenanalyse wurde 1 ul Probenmenge verwendet.

Die Synthese der komplementéaren Desoxyribonukleinsdure (cDNA) erfolgte mit dem
iScript™ Select cDNA Synthesis Kit (BioRad, Minchen) nach Angaben des Herstellers.
Es wurde ein Mastermix aus 4 pl 5x iScript select reaction mix, 2 pl Oligo(dT) 20 primer
und 1 pl iScript Reverse Transcriptase je Probe angesetzt, wobei alle Reagenzien auf
Eis gekuhlt wurden. Das Probenvolumen von 13 pl setzte sich zusammen aus RNA und

RNAse freiem Wasser. Somit ergab sich ein Gesamtvolumen von 20 pl. Die Inkubation
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erfolgte im MyCycler® (BioRad, Miinchen) in 2 Stufen fir 90 Minuten bei 42°C und
anschlieBend fur 5 Minuten bei 85°C. Die Lagerung der transkribierten cDNA erfolgte
bei -20°C. Die Expressionsanalyse der Gene Adiponektin, Leptin, Resistin, Visfatin,
AdipoR1 und AdipoR2, IL-6, Interleukin-8 (IL-8), TNFa, COX2 (Cyclooxygenase 2),
TGFR, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1),
Coll (Kollagen Typ 1), BMP2, Osteocalcin und Runx2 (Runt-related Transcription Factor
2) wurden mit spezifischen Primern (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden) und mit
Hilfe des Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Gerates iCycler iQ® (BioRad, Miinchen)
durchgefiihrt. Entsprechend der Anleitung des Analysekits QuantiFast™ SYBR® Green
PCR Kit (Qiagen) wurde ein Mastermix aus 12,5 pl 2x QuantiFast™ SYBR® Green PCR
Master Mix, 9 ul RNAse freiem Wasser und 2,5 pl Primer hergestellt. Diesem Mastermix
wurde 1 ul cDNA Probenmaterial hinzugefligt. Das Gesamtvolumen betrug somit 25 pl je
Well in einer 96-Well-Platte. In 40 Zyklen lief zunachst eine initiale Anwarmung auf 95°C
fur 5 Minuten zur enzymatischen Aktivierung und anschliel3end die Denaturierung bei
95°C fur 10 Sekunden. Die folgende kombinierte Annealing- und Extension-Phase
erfolgte bei 60°C fur 30 Sekunden. Als House-Keeping-Gen wurde GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) verwendet. Die Negativkontrolle zur
Kontrolle der Spezifitat wurde mit RNase freiem Wasser anstatt der Probe durchgefuhrt.
Die Datenauswertung erfolgte nach der CT Methode (comparative threshold cycle). Die
real-time PCR kann absolut oder relativ quantifiziert werden. Fur die absolute
Quantifizierung wird in einem Vorversuch eine Standardkurve erstellt, an Hand derer
man im eigentlichen Versuch die absolute Menge des Zielgens in der Probe ermittelt.
Die in dieser Arbeit angewandte relative Quantifizierung trifft eine Aussage Uber den
Unterschied zwischen der Expression des Zielgens in der Probe im Vergleich zur
Expression in der Kontrolle. Der Berechnung der Expressionsunterschiede nach Pfaffl
(2001) liegen die CT (cycle threshold)- oder CP (crossing point)-Werte der behandelten
Probe, der unbehandelten Kontrolle und des House-Keeping-Gens (Referenzgen), in
dieser Arbeit GAPDH, zu Grunde. Der CT-Wert wird in der exponentiellen Phase der
PCR ermittelt und gibt die Anzahl der Zyklen wieder, die notwendig sind, um ein
messbares spezifisches Fluoreszenzsignal zu erhalten und das unspezifische
Hintergrundfluoreszenzsignal der Reaktion zu tbersteigen. Ein niedriger CT-Wert deutet

auf eine hohe Ausgangszahl an DNA in der Probe hin, da bereits nach wenigen Zyklen
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ein messbares Fluoreszenzsignal erreicht wird. Zun&chst wurde der CP-Wert des
House-Keeping-Gens vom CP-Wert des Zielgens subtrahiert, wodurch man einen Delta
CP-Wert erhielt (ACP = ACP des Zielgens — ACP des House-Keeping-Gens) (Pfaffl,
2001). Mit dieser Normierung (auch Normalisierung genannt) werden Stdrfaktoren, die
im Versuchsansatz die Probe und das Referenzgen gleichermassen beeinflussen,
herausgerechnet. Als nachstes wurde der Delta-Delta-CP-Wert ermittelt, indem der CP-
Wert der unbehandelten Kontrolle von dem CP-Wert der Probe subtrahiert wurde (AACP
= ACP der behandelten Probe — ACP der unbehandelten Kontrolle). Der auf diese Weise
errechnete  Wert druckt den relativen Expressionsunterschied zwischen einer
behandelten Probe und einer unbehandelten Kontrolle, normiert zum Referenzgen unter

idealen Bedingungen, aus (Ratio = 2(-AACP).

2.4 In-vitro-Wundheilung
Konfluente Zellkulturen in 6-Well-Kulturplatten wurden mehrfach mit sterilem PBS
gewaschen. Der Monolayer wurde mit einem speziellen sterilen Instrument in normierter

Breite von 3mm verletzt (Abbildung 1).
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Abb. 1: Verletzungsmuster im In- Abb. 2: Anndherung der Wundrander in PDL-
vitro-Wundheilungsversuch Zellmonolayer

Nach einem Waschvorgang mit PBS erfolgte die Inkubation mit den Adipokinen
Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin und simultan mit EMD unter 2 % FBS-haltigem
DMEM-Medium. PDL-Zellen ohne Stimulanzien dienten als Kontrollgruppe. Von Tag 0
(Tag der Verletzung) bis zur vollstandigen Wundfullung (Abb. 2) wurden taglich
fotographische Dokumentationen mit einer digitalen Kamera (Kodak DC 290, Stuttgart)
und einem inversen Mikroskop (Axiovert 25C, Zeiss, Gottingen) angefertigt. Die

histomorphometrische Kontrolle der Annaherung der Wundrander erfolgte an 12
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definierten Punkten in jedem Well und wurden durch Abstandsmessungen zwischen den
Wundréandern bewertet (Alpha Digidoc 1000, Alpha Innotech, San Leandro,CA, USA).

2.5 Osteogene Differenzierung

Zur Bestimmung der Kalziumakkumulation wurden PDL-Zellen in 24-Well-Platten bis zu
einer Konfluenz von 60 % kultiviert und anschlie3end fur 24 Stunden mit 1 %igem FBS
Medium inkubiert. An Tag 1 erfolgte mit einem Mediumwechsel auch die erste Inkubation
mit EMD (100 pg/ml) und/oder Adiponektin (3 pg/ml), Leptin (3ng/ml), Resistin (100
ng/ml) oder Visfatin (100 ng/ml). Das Auffrischen des Kulturmediums und die Inkubation
erfolgten funf Mal im Abstand von drei Tagen. Es wurden zwei Kontrollgruppen gefihrt,
wobei eine Gruppe nicht stimuliert wurde und die andere Gruppe mit Osteoblasten-
Differenzierungsmedium (ODM), bestehend aus DMEM-Medium mit 10 % FBS, 10 mM
B-Glycerolphosphat, 100 nM Dexamethason und 50 pg/ml Ascorbinsdure, stimuliert
wurde. Am 14. Versuchstag wurden in jeder Versuchsgruppe die Zellzahl bestimmt und
die Alizarinrot S-Farbung (Merck, Darmstadt) durchgefuhrt. Jedes Well der 24-Well-
Platte wurde hierfir zunachst mit PBS-Waschpuffer gewaschen und anschlieRend mit
auf 37°C temperiertem 4 %igem Paraformaldehyd fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
fixiert. Nach einem weiteren Waschvorgang wurden die Zellen mit 40 mM Alizarinrot S
(pH 4.2) far 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Bewegung gefarbt. Nach
funfmaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurde die Uberschissige Farbe entfernt.
Zur Extraktion und Messung der von den PDL-Zellen aufgenommenen Farbe wurden die
Zellen zunachst mit 10 %igem CPC (Cetylpyridinium Chloride) (Sigma, Dahlkirchen),
das in 10 mM Natriumphosphat mit einem pH-Wert von 7.0 angesetzt wurde, fur 15
Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde das Gemisch jeder Kavitat in Eppendorf-Tubes
aufgefangen und bei 20.000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
96-Well-Platten Ubergefiihrt, um mittels eines Mikroplate Readers (PowerWave X,
BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) bei einer Wellenlange von 562 nm die
Absorption der Farbung zu messen. FiUr die Auswertung wurde eine lineare

Standardreihe mit Kalziumchlorid (CacCl,) erstellt.

2.6 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellkulturen wie oben beschrieben trypsiniert
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und die PDL-Zellen anschlieRend in einem Falkon-Réhrchen aufgefangen. Diese
Zellsuspension wurde bei 500 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Sediment wurde mit 1 ml PBS Waschpuffer resuspendiert. Nach
grandlichem Mischen wurden 40 pl dieser Zellsuspension in 10 ml Celluton-Lésung
(Molab, Hilden) gemischt. Die Messung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe eines
elektronischen Zellzahlers (Molab), wobei die Messung der Celluton-Losung ohne Zellen
die Kontrolle (Celluton Blank) bildete.

2.7 Statistische Auswertung

Die in den Experimenten ermittelten Daten wurden zunachst gemalR der beschreibenden
oder auch deskriptiven Statistik geordnet und zusammengefasst. Hierbei wurden
Mittelwerte und Standardfehler (SEM) errechnet. Fiur die statistische Auswertung der
Ergebnisse wurde die Software SPSS der Version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
angewandt. Des Weiteren wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test

durchgefiihrt und als Signifikanzschwelle p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Genexpressionanalysen

3.1.1 Expression von Adipokinen in PDL-Zellen unter regenerativen und
entzindlichen Bedingungen

Humane PDL-Zellen von 6 Donoren wurden zur Simulation regenerativer Bedingungen

mit dem Schmelzmatrixprotein EMD (100 pg/ml) und zur Simulation entzindlicher

Bedingungen mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-13 (1 ng/ml) fir 24 h inkubiert.

Der Einfluss dieser Inkubation auf die Genexpression von Adipokinen wie Adiponektin,

Leptin, Resistin und Visfatin und ihrer Rezeptoren AdipoR1, AdipoR2 und LEPRb

(Leptinrezeptor b) wurden analysiert.
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Abb. 3: Genexpression von Adiponektin und seinen Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2 unter
regenerativen (EMD) und/oder entzindlichen (IL-18) Bedingungen in PDL-Zellen nach 24 h
*p <0,05 MW = SEM

Abbildung 3 zeigt die Wirkung regenerativer und entzindlicher Bedingungen auf die
Genexpression von Adiponektin und seinen Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2.
Adiponektin und seine Rezeptoren wurden in humanen PDL-Zellen exprimiert, wie die
Grenzlinie fur die Kontrollgruppe deutlich zeigt. Eine signifikante Steigerung der
Expression erfolgte jedoch nur bei den Rezeptorgenen. Die AdipoR1-mRNA wurde
sowohl in EMD-stimulierten als auch in IL-1B-stimulierten PDL-Zellen signifikant

hochreguliert. Die Expression der AdipoR2-mRNA wurde nur in EMD-stimulierten PDL-
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Zellen signifikant gesteigert. Eine signifikante Hochregulation beider Rezeptoren war

auch in der kombinierten Stimulationsgruppe nachweisbar.

1,24 Leptinrezeptor b Visfatin 4 Resistin
35 - : .
° ° 307 ©° .
c S c 5 c 5 3
SE ., SE SE . I
§ ¥ § ¥ 257 § ¥
= C = C = C
g9 06 9 201 &9 24
<8 <8 <8
z5 A 2%
i & 044 id 8 14 8
ES E3 10- €3 |,
2 2 2
0.2
: 5
1 P
0,0 | 0

T T T ¥ T T T T T
EMD IL-1p EMD+ EMD IL-1p EMD+ EMD IL-13 EMD+
IL-1B IL-1B IL-1B

Abb. 4: Genexpression von Leptinrezeptor b, Visfatin und Resistin unter regenerativen (EMD) und/oder
entziindlichen (IL-1B) Bedingungen in PDL-Zellen nach 24 h * p < 0,05, MW + SEM

Abbildung 4 zeigt die Daten fiur die Expressionsanalyse von Leptinrezeptor b, Visfatin
und Resistin unter regenerativen und/oder entziindlichen Bedingungen in PDL-Zellen.
Leptinrezeptor b, Visfatin und Resistin wurden in PDL-Zellen unter normalen
Bedingungen exprimiert. Die Leptinrezeptor b-Expression wurde jedoch nicht von EMD
und/oder IL-1B beeinflusst. Die Expression von Visfatin wurde von EMD nicht reguliert,
jedoch von IL-1B um das 27-fache und in der Kombination von EMD und IL-13 um das
22-fache gegeniber der Kontrolle hochreguliert. Die Resistin-Expression wurde sowohl
in mit EMD stimulierten PDL-Zellen etwa 3-fach als auch in mit IL-1B stimulierten und in
den kombiniert stimulierten PDL-Zellen etwa 2-fach im Vergleich zur Kontrollgruppe
exprimiert. Leptin zeigte eine sehr schwache Expression und Regulation und wurde

daher nicht dargestellt.

3.1.2 Effekte von Adipokinen auf die Genexpression von Faktoren der
parodontalen Wundheilung in PDL-Zellen unter normalen Bedingungen
Humane PDL-Zellen von 2 Donoren wurden mit Adiponektin (3 ug/ml), Leptin (3 ng/ml),

Resistin (50 ng/ml) und Visfatin (100 ng/ml) inkubiert. Ihre Wirkung auf die
Genexpression von Entzindungsmediatoren (IL-6, IL-8, TNFa, COX2), von
Wachstumsfaktoren (IGF1, TGFB, VEGF, BMP2), von Kollagen Typ 1 (Coll) und von
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Osteogenese-assoziierten Mediatoren (ALP, Osteocalcin, Runx2) wurde im Vergleich zu

PDL-Zellen unter normalen Bedingungen nach 24 Stunden analysiert.
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Abb. 5: Genexpression von IL-6 und IL-8 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP),
Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach 24 h * p < 0,05, MW + SEM

Abbildung 5 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin hach 24 Stunden auf die Genexpression von IL-6 und IL-8. Leptin,
Resistin und Visfatin steigerten signifikant die IL-6-Expression. Alle Adipokine fihrten

zur signifikanten Steigerung der IL-8-mRNA-Synthese.
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Abb. 6: Genexpression von TNFa und COX2 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP),
Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach 24 h * p < 0,05, MW + SEM

Abbildung 6 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin nach 24 Stunden auf die Genexpression von TNFa und COX2. Die
Stimulation mit Leptin und Visfatin fihrte zu einer signifikanten Erhéhung der TNFa-
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MRNA. Die COX2-Expression wurde im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle durch die
Stimulation mit Visfatin und Resistin signifikant hochreguliert.
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Abb. 7: Genexpression von TGFB und VEGF unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP),
Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach 24 h  * p < 0,05, MW + SEM

Abbildung 7 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin nach 24 Stunden auf die Genexpression der Wachstumsfaktoren
TGFB und VEGF im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Wachstumsfaktoren wurden

von PDL-Zellen exprimiert, jedoch wurden sie nicht von Adipokinen reguliert.
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Abb. 8: Genexpression von IGF1 und BMP2 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP),
Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach 24 h * p < 0,05, MW + SEM
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Abbildung 8 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin nach 24 Stunden auf die Genexpression der Wachstumsfaktoren
IGF1 und BMP2 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Beide Wachstumsfaktoren wurden von
PDL-Zellen exprimiert. Leptin und Visfatin hatten einen signifikanten regulatorischen

Einfluss auf die Expression von IGF1.
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Abb. 9: Genexpression von Coll unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP), Visfatin
(VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach 24 h * p < 0,05, MW = SEM

Abbildung 9 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin nach 24 Stunden auf die Genexpression des Matrixmolekils
Kollagen Typ 1 (Coll) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Deutlich wurde, dass Coll von
PDL-Zellen exprimiert wurde. Jedoch wurde die Expression nicht von Adiponektin,

Leptin, Visfatin oder Resistin beeinflusst.
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Abb. 10: Genexpression von ALP, Osteocalcin und Runx2 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo),
Leptin (LEP), Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach 24 h *p < 0,05, MW + SEM
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Abbildung 10 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin nach 24 Stunden auf die Genexpression der Osteogenese-
assoziierten Mediatoren Alkalische Phosphatase (ALP), Osteocalcin und Runx2 im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Alle Mediatoren wurden von Adipokinen reguliert. Die
ALP-Expression wurde von allen Adipokinen um das ca. 1,8-fache gesteigert. Unter dem
Einfluss von Adiponektin, Leptin und Visfatin wurde die Osteocalcin-Expression erhoht,

wahrend Runx2 nur von Visfatin signifikant beeinflusst wurde.

3.1.3 Effekte von Adipokinen auf die Genexpression von Faktoren der
parodontalen Wundheilung in PDL-Zellen unter regenerativen
Bedingungen
Humane PDL-Zellen von 2 Donoren wurden zur Simulation regenerativer Bedingungen
mit EMD (100 pg/ml) inkubiert. Zusatzlich wurden einige Kulturen mit Adiponektin (3
pg/ml), Leptin (3 ng/ml), Resistin (50 ng/ml) oder Visfatin (100 ng/ml) inkubiert. Der
Einfluss dieser Adipokin-Inkubation auf die Genexpression von Entziindungsmediatoren
(IL-6, IL-8, TNFa, COX2), von Wachstumsfaktoren (IGF1, TGFB, VEGF, BMP2), von
Kollagen Typ 1 (Coll) und von Osteogenese-assoziierten Mediatoren (ALP,
Osteocalcin, Runx2) nach 24 Stunden wurde analysiert. Als Kontrollgruppe dienten die
nur mit EMD inkubierten PDL-Zellen.
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Abb. 11: Genexpression von IL-6 und IL-8 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP),
Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen unter regenerativen Bedingungen nach 24 h  *p <
0,05, MW + SEM
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Abbildung 11 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin unter regenerativen Bedingungen nach 24 Stunden auf die
Genexpression der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8. Die Inkubation mit
Adiponektin zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant reduzierte
Expression von IL-6. Alle anderen Kombinationsstimulationen zeigten keine signifikante

Wirkung auf die Expression.

2,50 4 4
’ TNFa 1,50 cox2
2,25 -
© 200 @ 1251 l
B ]
§ £ 1751 = T
‘® S w & 100 -
B X 1,50 8 x
g5 g5 :
X3 1254 X3 0,754
d e L i
% E 1,00 % _S
X8 075- x s %07
€ Eo
S 0,50 A
I Z 0254
0,25 -
0,00 0,00

T T T T T T T T
Adipo LEP VF RETN Adipo LEP VF RETN

Abb. 12: Genexpression von TNFa und COX2 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin
(LEP), Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen unter regenerativen Bedingungen nach 24 h
*p <0,05 MW + SEM

Abbildung 12 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin unter regenerativen Bedingungen nach 24 Stunden auf die
Genexpression der proinflammatorischen Zytokine TNFa und COX2. Auffallig ist die
signifikant verminderte Expression von COX2 unter dem Einfluss von Adiponektin im

Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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Abb. 13: Genexpression von TGFB und VEGF unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin
(LEP), Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen unter regenerativen Bedingungen nach 24 h
*p <0,05 MW + SEM

Abbildung 13 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin unter regenerativen Bedingungen nach 24 Stunden auf die
Genexpression der Wachstumsfaktoren TGF und VEGF. Alle Adipokine aufer Leptin

fuhrten zu einer reduzierten Expression dieser Wachstumsfaktoren.
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Abb. 14: Genexpression von IGF1 und BMP2 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP),
Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen unter regenerativen Bedingungen nach 24 h *p <
0,05, MW + SEM

Abbildung 14 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin unter regenerativen Bedingungen nach 24 Stunden auf die

Genexpression der Wachstumsfaktoren IGF1 und BMP2. Visfatin und Resistin
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inhibierten signifikant die Expression von IGF1 im Vergleich zur Kontrolle. Leptin

steigerte signifikant die BMP2-Expression.

COL1

-
»
1

L

-
o

mRNA -Expression
S

(Vielfaches von Kontrolle)
[e3]

o
»
1

e
N
1

0,0

T L T L)
Adipo LEP VF RETN

Abb. 15: Genexpression von Coll unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP), Visfatin
(VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen unter regenerativen Bedingungen nach 24 h
*p <0,05 MW = SEM

Abbildung 15 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin unter regenerativen Bedingungen nach 24 Stunden auf die
Genexpression des Matrixmolekuls Coll. Alle Adipokine auer Leptin fuhrten zu einer

signifikant reduzierten Expression von Kollagen Typ 1.
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Abb. 16: Genexpression von ALP, Osteocalcin und Runx2 unter dem Einfluss von Adiponektin (Adipo),
Leptin (LEP), Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen unter regenerativen Bedingungen nach
24h *p<0,05 MW + SEM
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Abbildung 16 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin unter regenerativen Bedingungen nach 24 Stunden auf die
Genexpression der Osteogenese-assoziierten Mediatoren ALP, Osteocalcin und Runx2.
Adiponektin und Visfatin wirkten signifikant stimulativ auf die ALP-Expression und
inhibierend auf die Runx2-Expression. Auch Osteocalcin wurde von Visfatin signifikant
hochreguliert. Die Leptin-Gruppen zeigten durchgehend kaum Veranderungen in der

Genexpression.

3.1.4 Einfluss von Adipokinen auf die Genexpression von Adipokinen und ihren
Rezeptoren in PDL-Zellen (Autoregulation)

Humane PDL-Zellen von einem Donor wurden mit Adiponektin (3 pg/ml), Leptin (3

ng/ml), Resistin (50 ng/ml) und Visfatin (100 ng/ml) inkubiert. Ihre Wirkung auf die

eigene Genexpression und die der Rezeptoren AdipoR1, AdipoR2 und LEPRDb im

Vergleich zu normalen PDL-Zellen nach 24 Stunden wurde analysiert.
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Abb. 17: Genexpression von Adiponektin und seinen Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2 unter dem
Einfluss von Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP), Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach
24h *p<0,05 MW £ SEM

Abbildung 17 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin im Vergleich zu unstimulierten PDL-Zellen nach 24 Stunden auf
die Genexpression von Adiponektin, AdipoR1 und AdipoR2. Die Expression von
Adiponektin und AdipoR1 wurde durch Visfatin signifikant vermindert. Auferdem
steigerten Adiponektin und Resistin die Expression von Adiponektin signifikant.
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Abb. 18: Genexpression von Visfatin, Leptin, LEPRb und Resistin unter dem Einfluss von Adiponektin
(Adipo), Leptin (LEP), Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) in PDL-Zellen nach 24 h * p < 0,05, MW = SEM

Abbildung 18 zeigt die Wirkung der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin, Leptin,
Visfatin oder Resistin im Vergleich zu normalen PDL-Zellen nach 24 Stunden auf die
Genexpression von Visfatin, Leptin, LEPRb und Resistin. Adiponektin fihrte zu einer
signifikanten Hochregulation von Visfatin, und Leptin zu einer signifikanten
Hochregulation der eigenen Expression. Visfatin, Leptin und Resistin hemmten
signifikant die LEPR b-Expression, und Visfatin fihrte zusétzlich zu einer Hemmung der
Leptin-Expression.

3.2 Effekte von Adipokinen auf die Kalziumakkumulation in PDL-Zellen unter
normalen und regenerativen Bedingungen
Um die Kalziumakkumulation zu bestimmen, wurden PDL-Zellen von einem Donor 14
Tage in Kulturschalen kultiviert und dabei mit Adiponektin (3 pg/ml), Leptin (3 ng/ml),
Resistin (100 ng/ml) und Visfatin (100 ng/ml) alle 3 Tage unter regenerativen
Bedingungen inkubiert. Nach 14 Tagen wurde in jeder Versuchsgruppe die Zellzahl
bestimmt und die Alizarinrot S-Farbung (Merck) durchgefuhrt. Die Absorptionswerte der
Farbung wurden gegen eine Standardreihe kalkuliert und in Relation zur Zellzahl

ausgewertet. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle.
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Abb. 19: Alizarinrot S-Farbung in PDL-Zellen in % nach 14-tagiger Inkubation mit Adiponektin (Adipo),
Leptin (LEP), Visfatin (VF) oder Resistin (RETN) unter normalen (Normal) und regenerativen (EMD)
Bedingungen * p < 0,05, MW = SEM

Abbildung 19 zeigt die Auswertung der Alizarinrot S-Farbung in der jeweiligen Gruppe in
% im Vergleich zu den Kontrollgruppen nach 14-tagiger Inkubation mit Adiponektin,
Visfatin, Leptin oder Resistin in PDL-Zellen. Adiponektin hemmte und Leptin, Visfatin
und Resistin stimulierten signifikant die Kalziumakkumulation in PDL-Zellen im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle unter normalen Bedingungen. Unter regenerativen
Bedingungen hemmten Adiponektin, Leptin und Visfatin die Kalziumakkumulation in
PDL-Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant. Resistin hatte keinen Einfluss auf die

Kalziumakkumulation unter regenerativen Bedingungen.

3.3 Effekte von Adipokinen auf die In-vitro-Wundheilung in PDL-Zellen unter
normalen und regenerativen Bedingungen
Um den Einfluss der Adipokine auf die In-vitro-Wundheilung unter normalen und
regenerativen Bedingungen zu ermitteln, wurde ein In-vitro-Versuch zum
Wundverschluss durchgefihrt. Konfluente Zellmonolayer von 3 Donoren wurden in
normierter Breite von 3 mm verletzt und taglich mit Adiponektin (3 pg/ml), Leptin (3
ng/ml), Resistin (50 ng/ml) oder Visfatin (100 ng/ml) unter normalen und regenerativen
Bedingungen inkubiert. Taglich wurde die Breite dieser In-vitro-Verletzung fotografisch
dokumentiert und histomorphometrisch ausgewertet. PDL-Zellen unter normalen und

regenerativen Bedingungen dienten als Kontrolle.
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Abb. 20: In-vitro-Wundheilung in % nach Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin Giber 4 Tage unter
normalen (Normal) und regenerativen (EMD) Bedingungen  * p < 0,05, MW £ SEM

Abbildung 20 zeigt den Einfluss der Inkubation von PDL-Zellen mit Adiponektin auf die
In-vitro-Wundflllrate Gber 4 Tage unter normalen und regenerativen Bedingungen. Am
2. und 3. Tag wirkte Adiponektin signifikant stimulativ auf die In-vitro-Wundheilung unter
normalen Bedingungen. Unter regenerativen Bedingungen war kein signifikanter Effekt

von Adiponektin nachweisbar.
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Abb. 21: In-vitro-Wundheilung in % nach Inkubation von PDL-Zellen mit Leptin tGber 4 Tage unter
normalen (Normal) und regenera-tiven (EMD) Bedingungen * p < 0,05, MW + SEM

Abbildung 21 zeigt den Einfluss der Inkubation von PDL-Zellen mit Leptin auf die In-
vitro-Wundfullrate Uber 4 Tage unter normalen und regenerativen Bedingungen. Leptin

hatte eine positive Wirkung auf die In-vitro-Wundfillung. Besonders unter regenerativen
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Bedingungen zeigte Leptin einen signifikanten Effekt auf den Wundverschluss im
Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 22: In-vitro-Wundheilung in % nach Inkubation von PDL-Zellen mit Visfatin Gber 5 Tage unter
normalen (Normal) und regenerativen (EMD) Bedingungen * p < 0,05, MW £ SEM

Abbildung 22 zeigt den Einfluss der Inkubation von PDL-Zellen mit Visfatin auf die In-
vitro-Wundfullrate Gber 5 Tage unter normalen und regenerativen Bedingungen. Sowohl
unter normalen als auch unter regenerativen Bedingungen wirkte Visfatin besonders ab

dem 3. Tag des Experimentes hemmend auf die In-vitro-Wundheilung.
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Abb. 23: In-vitro-Wundheilung in % nach Inkubation von PDL-Zellen mit Resistin Uber 5 Tage unter
normalen (Normal) und regenerativen (EMD) Bedingungen * p < 0,05, MW + SEM
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Abbildung 23 zeigt den Einfluss der Inkubation von PDL-Zellen mit Resistin auf die In-
vitro-Wundfullrate Gber 5 Tage unter normalen und regenerativen Bedingungen. Unter
normalen Bedingungen inhibierte Resistin vom 3. Tag an den Wundverschluss im

Vergleich zur Kontrolle. Unter regenerativen Bedingungen war die Wirkung von Resistin
nicht signifikant.
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Abb. 24: In-vitro-Wundheilung in % nach Inkubation von PDL-Zellen mit Visfatin (30 / 100 / 300 ng/ml)
Uber 5 Tage unter normalen (Kontrolle) und regenerativen (EMD) Bedingungen * p < 0,05, MW + SEM

Abbildung 24 zeigt den Einfluss der Inkubation von PDL-Zellen mit Visfatin in den
Konzentrationen 30 / 100 / 300 ng/ml und EMD auf die In-vitro-Wundfullrate Uber 5
Tage. Die positive Wirkung von EMD auf den Wundverschluss wurde in diesem Versuch
bestéatigt und durch Visfatin dosisabhéngig inhibiert. Die Hemmung war bei einer

Visfatinkonzentration von 300 ng/ml am starksten.

3.4 Effekte von Adipokinen auf die Zellzahl in PDL-Kulturen unter normalen und
regenerativen Bedingungen

Humane PDL-Zellen von einem Donor wurden tber einen Zeitraum von 14 Tagen alle 3

Tage mit Adiponektin (3 pg/ml), Leptin (3 ng/ml), Resistin (50 ng/ml) oder Visfatin (100

ng/ml) unter normalen und regenerativen Bedingungen inkubiert. Die Wirkung der

Adipokine auf die Zellzahl wurde analysiert.
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Abb. 25: Anzahl der PDL-Zellen (in 10°) nach Inkubation mit Adiponektin (Adipo), Leptin (LEP), Visfatin
(VF) oder Resistin (RETN) nach 14 Tagen unter normalen (Normal) und regenerativen Bedingungen
(EMD) im Vergleich zur Kontrolle (Kontr) * p < 0,05, MW + SEM

Abbildung 25 zeigt die signifikant positive Wirkung von Adiponektin auf die Zellzahl von
PDL-Zellen unter normalen Bedingungen, welche unter regenerativen Bedingungen den
gleichen Trend hatte. Mit Leptin, Resistin oder Visfatin behandelte Zellkulturen unter

normalen und regenerativen Bedingungen zeigten keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrolle.

3.5 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Abbildung 26 stellt eine Zusammenfassung aller signifikanten Ergebnisse fur die jeweils
hemmenden und stimulierenden Effekte der Adipokine auf die Genexpression der
untersuchten Mediatoren, die Wirkung auf die Kalziumakkumulation und die In-vitro-

Wundheilung der PDL-Zellen unter normalen Bedingungen dar.
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Abb. 26: Uberblick uber die signifikant stimulierenden (1) und signifikant hemmenden (|) Effekte der
Adipokine auf die Genexpression, die Kalziumakkumulation (Ca**) und die In-vitro-Wundheilung (WH) der
PDL-Zellen im Bezug zur Kontrolle unter normalen Bedingungen

Abbildung 27 stellt eine Zusammenfassung aller signifikanten Ergebnisse fur die jeweils
hemmenden und stimulierenden Effekte der Adipokine auf die Genexpression der
untersuchten Mediatoren, die Wirkung auf die Kalziumakkumulation und die In-vitro-
Wundheilung der PDL-Zellen unter regenerativen Bedingungen, simuliert mit EMD, dar.
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Abb. 27: Uberblick uber die signifikant stimulierenden (1) und signifikant hemmenden (|) Effekte der
Adipokine auf die Genexpression, die Kalziumakkumulation (Ca**) und die In-vitro-Wundheilung (WH) der
PDL-Zellen im Bezug zur Kontrolle unter regenerativen Bedingungen



36

4. Diskussion

Die Fragestellung dieser In-vitro-Arbeit war, ob PDL-Zellen Adipokine wie Adiponektin,
Leptin, Resistin und Visfatin unter normalen, entzindlichen und regenerativen
Bedingungen produzieren und ob diese Adipokine die osteogene Differenzierung, die
Wundfullrate, die Produktion von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Kollagen von PDL-

Zellen unter normalen und regenerativen Bedingungen beeinflussen.

4.1 Ergebnisse

Humane PDL-Zellen wurden unter normalen, regenerativen und entzindlichen
Bedingungen kultiviert. Regenerative Bedingungen wurden mit EMD, einem
Schmelzmatrixprotein, und entzindliche Bedingungen mit IL-1B, einem
proinflammatorischen Zytokin, simuliert. Nach 24 Stunden wurde die RNA aus
unstimulierten und stimulierten PDL-Zellen extrahiert und die cDNA Synthese und
anschlieend die quantitative RT-PCR durchgefuhrt. Die Genexpressionsanalyse zeigte,
dass unbehandelte PDL-Zellen die Gene fir Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin
exprimierten. Frihere Studien haben Leptin, Resistin und Visfatin in der gingivalen
Sulkusflussigkeit (Karthikeyan et al.,, 2007) sowie in Biopsiematerial nachgewiesen
(Johnson und Serio, 2001). Park et al. (2011) haben Rezeptoren fur Adiponektin in
humanen PDL-Zellen aufgezeigt. Studien an anderen Zellarten wie Osteoblasten,
kardialen und dermalen Fibroblasten sowie Synovialfibroblasten haben die Produktion
einiger dieser Adipokine nachgewiesen (Berner et al., 2004; Ezure et al., 2007; Tan et
al., 2009; Tang et al., 2007; Thommesen et al., 2006). Es ist daher anzunehmen, dass
Adipokine nicht nur im Fettgewebe, sondern auch in zahlreichen anderen Geweben,
einschlief3lich im Parodontium, lokal produziert werden.

Unter dem Einfluss von EMD exprimierten PDL-Zellen nach 24 Stunden die Gene fir
Resistin und fur Adiponektinrezeptoren. EMD ist ein Schmelzmatrixprotein, welches in
der regenerativen chirurgischen Parodontitisbehandlung lokal angewendet wird
(Matarasso et al., 2015).

Die Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-13 erhdhte nach 24 Stunden
signifikant die Expression der Gene fur AdipoR1, Resistin und Visfatin. Studien an
synovialen Zellen und neutrophilen Granulozyten zeigten ebenfalls erhdhte Werte fur



37

AdipoR1 und Visfatin unter IL-1B-Stimulation (Jia et al., 2004; Moschen et al., 2007).
Visfatin wirkt antiapoptotisch auf die genannten Immunzellen, was die Annahme der
proinflammatorischen Wirkung Visfatins bestéarkt. Studien an Patienten mit parodontalen
Erkrankungen haben gezeigt, dass die Betroffenen im Vergleich zu gesunden
Probanden veranderte Adipokinkonzentrationen im Serum aufweisen. So wurde bei
Patienten mit einer aktiven Parodontitis, v.a. bei chronischen Formen, tendenziell
verminderte Adiponektinwerte und erhdhte Resistin- und Visfatinwerte im Serum
nachgewiesen (Akram et al., 2017; Furugen et al., 2008; Shimazaki et al., 2007).
Ahnliche Befunde wurden bei Adipositas und Diabetes mellitus Typ Il-Patienten
beobachtet: So wurden niedrige Adiponektin- und hohe Visfatin- und
Leptinserumkonzentrationen nachgewiesen (Chen et al., 2006; Pradeep et al., 2011).
Eine nichtchirurgische Parodontitistherapie beeinflusst, wie einige Studien zeigten, die
Serumkonzentrationen von Adipokinen: Leptin- und Visfatinkonzentrationen wurden
reduziert (Saito et al., 2008; Shimada et al.,, 2010). Resistinkonzentrationen wurden
nicht signifikant reduziert (Devanoorkar et al., 2012). Der Einfluss einer
nichtchirurgischen Parodontitisbehandlung auf die Adiponektinserumkonzentration ist
nicht eindeutig geklart, da einige Studien erhohte Werte (Kardesler et al., 2010) und
andere Studien keinen Einfluss (lwamoto et al., 2003; Gongalves et al., 2015)
nachwiesen.

Im Stimulationsversuch wurde die Wirkung der Adipokine auf die Genexpression von
Entzindungsmediatoren (IL-6, IL-8, TNFa, COX2), Wachstumsfaktoren (TGFB, VEGF,
IGF1, BMP2), Kollagen Typ 1 (Coll) und Osteogenese-assoziierten Proteinen (ALP,
Osteocalcin, Runx2) in PDL-Zellen unter normalen und regenerativen Bedingungen
nach 24 Stunden analysiert. Alle im Versuch verwendeten Adipokine, insbesondere
Visfatin, stimulierten die Expression des Gens fir IL-8. Andere Studien zeigen diese
Wirkung von Adiponektin und Leptin in Synovialfibroblasten (Lee et al., 2012; Tong et al.,
2008) und von Leptin in parodontalen Zellen (Li et al, 2015). Dieses
proinflammatorische Zytokin hat chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten,
d.h. Abwehrzellen, die eine wichtige Rolle in der initialen Phase einer Entziindung und in
der Wundheilung haben. Des Weiteren férdert IL-8 die Bildung und Neubildung von
Blutgefal3en. Wahrend Visfatin die Expression aller proinflammatorischen Zytokine

stimulierte, zeigte Adiponektin keinen Einfluss. Moschen et al. (2007) erzielen ahnliche
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Resultate an Monozyten. Die Zytokine IL-6 und TNFa wirken stark proinflammatorisch
und konnen durch Stimulierung von B- und T-Zellen eine chronische Entziindung
hervorrufen. Ahnliche Ergebnisse zeigten Studien aus dem Bereich der rheumatoiden
Arthritis (Brentano, et al. 2007). Unter den Adipokinen hatten v.a. Leptin und Visfatin
eine signifikante stimulative Wirkung auf die Synthese des Wachstumsfaktors IGF1 in
PDL-Zellen. Dieser Faktor hat eine strukturelle Ahnlichkeit mit Insulin und férdert das
Wachstum und die Differenzierung von Zellen. Groschl et al. (2005) zeigen in ihrer
Studie die Stimulation von Wachstumsfaktoren (EGF und KGF) an humanen oralen
Keratinozyten durch Leptin. Alle untersuchten Osteogenese-assoziierten Proteine
wurden von Adipokinen reguliert. Dabei wirkten alle Adipokine positiv auf die
Genexpression von Alkalischer Phosphatase. Iwayama et al. (2012) wiesen ebenfalls
eine positive Wirkung von Adiponektin auf Alkalische Phosphatase nach. Insbesondere
Adiponektin, Leptin und Visfatin wirkten stimulierend auf die Genexpression von
Osteocalcin und nur Visfatin stimulierte die Genexpression von Runx2. Das ideale Ziel
einer Parodontitisbehandlung ist neben der Ausheilung der Entziindung die vollstandige
Wiederherstellung der zerstérten Strukturen. Dazu gehort auch die Rekonstruktion
knécherner Gewebeanteile. PDL-Zellen sind in der Lage, mineralisierte Strukturen zu
synthetisieren und die Stimulierung dieser Mineralisationsprozesse durch Adipokine
konnte positiv im Hinblick auf die Regeneration des Parodontiums bewertet werden.
Studien mit Adipokinen an Osteoblasten belegen ihren positiven Einfluss auf die
Mineralisation (Gordeladze et al., 2002; Kanazawa et al., 2007). Adiponektin hemmte
unter  regenerativen Bedingungen signifikant  die Genexpression  der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und COX2. Wé&hrend Adiponektin, Visfatin und
Resistin in Kombination mit EMD eine hemmende Wirkung auf die Expression von
Wachstumsfaktoren und Kollagen Typ 1 hatten, zeigte Leptin entweder keine
inhibierende oder eine stimulierende Wirkung unter diesen Bedingungen. Dieser Trend
fur Leptin zeigte sich auch fur die Osteogenese-assoziierten Marker. Dabei wirkten
Adiponektin und Visfatin wie unter normalen Bedingungen stimulativ auf die Expression
der Alkalischen Phosphatase und Osteocalcin. Adipokine beeinflussten sich auch
gegenseitig. So fiel auf, dass die Stimulation mit Adiponektin die Adiponektin- und
Visfatin-Genexpression in PDL-Zellen erhdhte. Umgekehrt jedoch inhibierte die Visfatin-

Stimulation sowohl die Expression des Adiponektin- als auch die des AdipoR1-Gens im
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Sinne einer negativen Ruckkopplung signifikant. Auch auf die Leptin- und LEPRb-
Genexpression wirkte sich Visfatin negativ aus. Leptin forderte als einziges Stimulanz
die eigene Genexpression und inhibierte zugleich wie alle Adipokine, auer Adiponektin,
die Expression des LEPRb. Die Stimulation mit Resistin hingegen wirkte positiv auf die
Adiponektin-Expression. Die biochemischen Grundlagen dieser Erkenntnisse und die
klinische Bedeutung sind noch weitgehend unbekannt. Auch die Relevanz fir andere
Zelltypen ist Gegenstand weiterer Studien. Das Potential von PDL-Zellen zur
Kalziumakkumulation und Mineralisation wurde getestet. Kultivierte PDL-Zellen wurden
mit EMD und/oder Adipokinen stimuliert. Nach 14 Tagen wurden sie nach dem
Alizarinrot-S-Farbeprotokoll behandelt, um die Menge an Kalzium in den Zellen zu
detektieren. Nach einer Versuchsphase von 14 Tagen bildeten mit Adiponektin
behandelte PDL-Zellen weniger Kalziumverbindungen als die unbehandelte
Kontrollgruppe, wahrend Leptin, Visfatin und Resistin die Kalziumakkumulation deutlich
erhohten. Gordeladze et al. (2002) beschreiben in ihren Versuchen die proliferations-
und mineralisationsfordernden Eigenschaften von Leptin an Osteoblasten. Weitere
Studien vermuten eine Rolle von Resistin im Knochenstoffwechsel (Thommesen et al.,
2006). Unter regenerativen Bedingungen hemmten Adiponektin, Leptin und Visfatin die
Kalziumanreicherung in PDL-Zellen, wéhrend Resistin keinen Einflu zeigte. EMD wird
in der Literatur als mineralisationsfordernd beschrieben (Sculean et al., 2007).
Adiponektin fordert in Osteoblasten ebenfalls die Mineralisation (Luo et al., 2005). Diese
Wirkung blieb bei unbehandelten und mit EMD-behandelten PDL-Zellen im In-vitro-
Versuch allerdings aus.

Kultivierte PDL-Zellen wurden mit EMD und/oder Adipokinen inkubiert, und die In-vitro-
Wundflllrate wurde untersucht. Hierbei wurde die konfluente Zellkultur in normierter
Breite verletzt und die PDL-Zellen wurden auf ihre Fahigkeit hin, diesen ,Wundbereich*
zu schliel3en, untersucht. Die Annaherung der ,Wundrander® bis zum kompletten
Verschluss wurde dokumentiert. Leptin wirkte unter regenerativen Bedingungen positiv
auf die In-vitro-Wundheilung und beschleunigte die Anndherung der Wundrénder. Die
positive Wirkung der Stimulation mit EMD von PDL-Zellen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur
Migration und Proliferation ist in zahlreichen Studien bereits dargestellt worden (Rincon
et al., 2003; Hoang et al., 2000; Lackler et al., 2000). Leptin wurde im Tiermodell in der

dermalen Wundheilung erfolgreich nachgewiesen (Murad et al., 2003) und férderte auch
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auf zellularer Ebene die Proliferation von Keratinozyten und dermalen Fibroblasten (Li et
al., 2005). Adiponektin, Resistin und Visfatin inhibierten im Versuch den
~Vundverschluss®. Visfatin zeigte sogar eine Dosisabhangigkeit: je hoher die
Visfatinkonzentration war, desto schlechter bzw. spater erfolgte die Annaherung der
In-vitro-Wundrénder (Nokhbehsaim et al., 2013). In diesem Versuch wurden sowohl die
Migration als auch die Proliferation der PDL-Zellen tberprift. Diese Eigenschaften sind
in der In-vivo-Wundheilung ebenfalls von Bedeutung. Hemmende Substanzen behindern
somit auch die parodontale Wundheilung. Am oben genannten Beispiel des Leptin ist zu
erkennen, dass es doch Parallelen gibt, auch wenn sich die dermale Wundheilung von
der parodontalen Wundheilung unterscheidet und andere Zelltypen beteiligt sind.
Anhand weiterer Studien mit Adipokinen an ahnlichen Zelllinien kann die
Aussagefahigkeit Gberprift werden.

Humane PDL-Zellen wurden kultiviert und mit Adipokinen und/oder EMD inkubiert. Nach
14 Tagen wurde die Anzahl der PDL-Zellen mit einem automatischen Zellzdhlgerat
bestimmt. Positive Wirkung erzielten hierbei das Adiponektin unter normalen
Bedingungen und die mit EMD behandelten Zellen. Die stimulative Wirkung von EMD
auf die Proliferation wurde bereits in vielen Studien bestatigt (Gestrelius et al., 1997,
Lyngstadaas et al., 2001). Bei Adiponektin ist aus anderen Studien die
Proliferationsférderung von Osteoblasten bekannt.

4.2 Material und Methoden

Diese Arbeit wurde unter In-vitro-Bedingungen durchgefuhrt. Dies erlaubt eine
Wiederholung von Versuchen ohne ethische Bedenken im Gegensatz zu In-vivo-
Versuchen. Durch den Einsatz von isolierten Zellkulturen unter definierten
Laborbedingungen kénnen systemische Einfliisse wie in Tierversuchen ausgeschlossen
werden. Zellen einer bestimmten Passage, hier die der 3. bis 5. Passage, zeigen eine
geringe Variation in ihrem biologischen Verhalten. Dadurch wird eine Verbesserung der
Reproduzierbarkeit und der Aussagefahigkeit der Ergebnisse erreicht.

Die in den In-vitro-Versuchen verwendeten PDL-Zellen sind humanen Ursprungs und
stammen von kariesfreien, parodontal gesunden Zahnen, welche im Rahmen
kieferorthopédischer Behandlung extrahiert wurden. Sie wurden von der Wurzelhaut

gewonnen und unter standardisierten Laborbedingungen konserviert und kultiviert. Die
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Verwendung eines Zelltyps ermdglichte es eine Vielzahl an Versuchen durchzufihren.
Somit kdnnen viele Erkenntnisse Uber die Eigenschaften dieser Zellen gewonnen
werden. Gleichzeitig wurde die biologische Varianz erhalten, da die Zellen von
unterschiedlichen Spendern stammen.

Das Parodont besteht aus der Gingiva, dem Alveolarknochen, dem Wurzelzement und
dem Desmodont. Jedes dieser Gewebeanteile des Parodonts ist auf komplexe Art aus
zellularen und faserigen Anteilen aufgebaut. Neben spezifischen Zellarten wie gingivale
Keratinozyten, Osteoblasten und Osteoklasten, Zementoblasten und Fibroblasten
befinden sich auch Fasersysteme wie die Sharpey'schen Fasern und verschiedene
Zementarten im Parodontium. Die in dieser Arbeit eingesetzten PDL-Zellen aus dem
Desmodont bilden zwar nur einen Teilausschnitt aus dem komplexen histologischen
Gebilde des Parodonts, jedoch bilden diese Zellen auf Grund ihrer Eigenschaften die
wichtigste Population im Parodont. Um den Einfluss der Adipokine auf den gesamten
Zahnhalteapparat zu verstehen, bedarf es weiterer Studien mit anderen Zelltypen.
Adipokine, auch Adipozytokine genannt, fungieren als Mediatoren und werden neben
Adipozyten auch von anderen Zellarten produziert. Leptin und Adiponektin waren die
ersten Adipokine, die entdeckt wurden. Seitdem kamen zahlreiche andere hinzu wie
Resistin, Visfatin, Chemerin, Apelin, Vaspin, Omentin und Hepcidin, um nur einige zu
erwdhnen. Adiponektin, Leptin Resistin und Visfatin sind die bis heute am besten
untersuchten Adipokine. Diese haben Einfluss auf wichtige Stoffwechselprozesse wie
dem Kohlehydrat- und Fettmetabolismus. Sie regulieren das Hunger- und
Sattigungsgefihl und die Insulinresisistenz. Ihre einflussreiche Rolle bei Adipositas und
Diabetes mellitus Typ Il ist gesichert. Der Nachweis von Adiponektin, Leptin, Resistin
und Visfatin bei Parodontitispatienten und in der Sulkusflissigkeit in anderen Studien
macht sie auch fur die Grundlagenforschung an PDL-Zellen interessant.

So wurde zunachst die Expression der Gene fir diese Adipokine in PDL-Zellen unter
normalen, entztindlichen und regenerativen Bedingungen analysiert. Hierzu wurde die
RNA Extraktion und anschlieRend die cDNA-Synthese durchgefiihrt. Die real-time PCR
ermoglicht die enzymatische Vervielfaltigung geringer Mengen an Nukleinsauren. Diese
Methode hat eine hohe Spezifitdt durch die Auswahl eines spezifischen Primers und
durch die anschlieRende Auswertung der Schmelzkurven. Durch den Einsatz eines

Fluoreszenzmarkers wie das SYBR® Green ist es moglich, die amplifizierte DNA
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guantitativ zu erfassen. Ein ELISA Assay (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) oder
das Western Blot-Verfahren kdnnen die Proteinsynthese uberprufen.

Der Farbstoff Alizarinrot S, welcher zum Kalziumnachweis verwendet wurde, ist eine
chemische Verbindung aus der Gruppe der Anthrachinone. Es bildet bei einem pH-Wert
von 4,2 mit zweiwertigem Kalzium eine Chelatverbindung, welche sich als intensiv
rotlich-orange gefarbte Kalziumsalze darstellt. Die Auswertung erfolgt durch
Absorptionsmessung nach Extraktion der Farblésung aus den PDL-Zellen. Unter
Einhaltung des Farbeprotokolls und Einstellung des pH-Wertes ist dies eine
kostengunstige, sichere und gangige Methode fur den Nachweis von Kalzium (Gregory
et al., 2004). Technisch aufwendiger ist der quantitative Nachweis von Kalziumsekretion
aus Zellen mittels Atomemissionsspektrometrie.

Im In-vitro-Versuch zur Wundheilung wurde ein Monolayer aus PDL-Zellen mit einem
sterilen Instrument in normierter Breite von 3 mm verletzt. Die Anndherung der
Wundréander der unstimulierten Kontrollgruppe und der stimulierten Zellgruppen wurde
ab Tag 0 bis zum kompletten Verschluss der Wundflache taglich fotografisch
dokumentiert und ausgewertet. Dieses einfache und etablierte In-vitro-Versuchsmodell
wurde in vielen Studien angewendet und ist leicht reproduzierbar (Katz et al., 2002).
Durch den regelmafligen Mediumwechsel mit reduziertem FBS Anteil von 1 % wurden
avitale und nicht adharente Zellen eliminiert. Zum Verschluss der Wundrénder tragen
sowohl die Proliferation als auch die Migration der PDL-Zellen bei, was in vivo ebenfalls
zu erwarten ware. Um die Proliferationskapazitat und das Migrationsverhalten von PDL-
Zellen unabhéngig voneinander beurteilen zu kdnnen, missen allerdings zusatzliche
Assays durchgefiihrt werden. Die Untersuchung der Wirkung von Stimulanzien auf die
Anzahl der Zellen unter Bertcksichtigung der Ausgangszellzahl ist eine einfache
Methode zur Analyse des Proliferationsverhaltens. Unter Einhaltung des Protokolls ist
die Messung mit einem automatischen Counter reproduzierbar und kostengunstig.
Einige Studien richteten ihren Fokus auf die intrazellularen Effekte von Adipokinen. So
fordert Adiponektin die Proliferation, osteogene Differenzierung und Matrixmineralisation
von Osteoblasten tber p38 und JNK. Leptin aktiviert die Signalwege JAK/STAT, MAPK,
PI3K in Keratinozyten und Fibroblasten (Burguera et al., 2006). Zukunftige Studien
sollten klaren, welche intrazellularen Signalwege durch Adipokine in PDL-Zellen

getriggert werden.
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5. Zusammenfassung

Parodontitis ist eine entziindlich-destruktive Erkrankung des Zahnbettes. Risikofaktoren
wie Systemerkrankungen, z.B. Adipositas, Diabetes mellitus Typ Il und das
metabolische Syndrom scheinen, die Progredienz der Parodontitis zu beeinflussen. Das
endokrin aktive, viszerale Fettgewebe produziert Adipokine, wie Adiponektin, Leptin,
Visfatin und Resistin, welche in Stoffwechsel- und Entziindungsprozesse regulatorisch
eingreifen. Einige Studien haben einzelne Adipokine in parodontalen Geweben sowie
veranderte Adipokinspiegel bei Parodontitispatienten nachgewiesen.

Ziel dieser In-vitro-Studie war die Analyse von Adipokinen und ihrer Rezeptoren in
humanen Parodontalen Ligament (PDL)-Zellen unter normalen, entzindlichen und
regenerativen Bedingungen. Des Weiteren wurde ihr Einfluss auf die Proliferation,
Mineralisation, Kollagensynthese sowie die Produktion von Wachstumsfaktoren und
Entzindungsmediatoren in PDL-Zellen untersucht. Humane PDL-Zellkulturen wurden
mit und ohne Adiponektin, Leptin, Visfatin, Resistin und/oder EMD kultiviert. Nach
Extraktion der RNA und Synthese der cDNA wurden mittels RT-PCR
Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. In weiteren Versuchen wurde mittels
Alizarinrot S-Farbung die Kalziumakkumulation analysiert. Mit Hilfe eines In-vitro-
Wundheilungsexperimentes wurde das Migrations- und Proliferationsverhalten von PDL-
Zellen Uberpruft. Die statistische Analyse erfolgte mit der Software SPSS. Mittelwert und
Standardfehler wurden kalkuliert und der Mann-Whitney-U Test (p < 0,05) durchgefuhrt.
Die Expression der oben genannten Adipokine und ihrer Rezeptoren konnte
nachgewiesen und ihre Regulation durch regenerative und entzindliche Signale
dokumentiert werden. Alle Adipokine forderten die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und Osteogenese-assoziierten Mediatoren, wahrend nur Leptin und Visfatin
die Expression von IGF1, einem Wachstumsfaktor, erhéhten. Adipokine beeinflussten
sich auch gegenseitig: wahrend Adiponektin die Genexpression von Visfatin erhéhte,
hemmte Visfatin die Expression der Gene fur Adiponektin und AdipoR1. Adiponektin und
Leptin stimulierten die In-vitro-Wundheilung, wéhrend Visfatin und Resistin diese
hemmten. Visfatin forderte die Kalziumakkumulation in PDL-Zellen. Adiponektin erhdhte
die Zellzahl nach 14 Tagen. Unter regenerativen Bedingungen hemmten Adipokine die

Expression von proinflammatorischen Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Kollagen Typ 1
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und Runx2 und forderten gleichzeitig andere Osteogenese-assoziierte Marker. Visfatin
hemmte dosisabhangig die In-vitro-Wundheilung in Anwesenheit von EMD.

Die Anwesenheit der untersuchten Adipokine in PDL-Zellen und ihr Einfluss auf lokale
zellulare und molekulare Prozesse konnte in dieser In-vitro-Studie nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse sollen dazu beitragen, den (mdglicherweise) gegenseitigen
Einfluss und die komplexen Beziehungen zwischen parodontalen und systemischen

Erkrankungen besser zu verstehen.
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