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1 Einleitung

1.1 Biofilme in der Mundhohle

1.1.1 Allgemeine Charakteristika

Die menschliche Mundhohle ist ein komplexes Okosystem, das eine Vielzahl an
Mikroorganismen beherbergt. In ihr finden sich mehr als 19000 verschiedene Spezies [1].
Neben parodontal pathologischen Keimen wie Aggregatibacter actinomycetemcomitans
nehmen die séuretoleranten Bakterien, wie zum Beispiel Streptococcus mitis und
Streptococcus mutans, eine Schlisselrolle ein [2]. Vor allem letzterer gilt als hauptséchlicher
Verursacher von Karies. Aufler dem planktonartigen Teil der Bakterien sind die
unterschiedlichen Mikroorganismen in zah-verfilzten und strukturierten Biofilmen organisiert.
In diesem als Plague bezeichneten System finden sich neben Bakterien und ihren
Stoffwechselprodukten auch Viren, Pilze, Archaebakterien, Speichelbestandteile und
Nahrungsreste. Sie stehen zusammen in enger Assoziation zu Karies und Parodontal-
erkrankungen. Die physiologischen Eigenschaften der Organismen im Verbund unterscheiden
sich stark von denen der planktonisch vorliegenden [3]. In Form des Biofilms sind die
Mikroorganismen resistent gegentiber zahlreichen Einflissen wie antimikrobiellen Agentien,
pH-Schwankungen und Nahrungs- oder Sauerstoffmangel [4]. Die dentale Plaque begleitet
den Zahn lebensléanglich. Wahrend das orale Epithel einer reinigenden Abschilferung
unterliegt, ist mit dem Durchbruch der Zahne eine ungestorte Kolonisation auf ihnen,
insbesondere auf Dentin und Schmelz, moglich. Die Besiedelung der Zahnfissuren fuhrt mit
hoher Wahrscheinlichkeit zur Kariesbildung [5].

1.1.2 Entstehung und Reifung von Biofilmen
Bei der Entstehung und Reifung eines Biofilms werden mehrere einzelne Phasen voneinander
unterschieden. In der ersten Phase wird ein sogenanntes Pellikel (,,acquired pellicle®)
ausgebildet. Das Pellikel bildet fir die hinzukommenden Bakterien eine Art Ankerstruktur auf
dem Zahn. In der nachsten Phase kommt es auf der Grundlage dieser Ankerstruktur zu einer
Bakterienverdichtung. Um bei Erreichen einer bestimmten Besiedelungsdichte die
Ausbildung eines Biofilms zu forcieren, kommunizieren die sich ansiedelnden Bakterien
untereinander. Diese Kommunikationsform wird als Quorum Sensing bezeichnet (,,quorum
sensing ). In dieser Phase kommt es zur Etablierung von direkten Zell-zu-Zell-Kontakten

(,,bridging ) und einer Anderung in der mikrobiellen Zusammensetzung des Biofilms von



bevorzugt kommensalen zu bevorzugt pathogenen Bakterien. Diese Verénderung wird als
Okologischer Shift (,,ecologic shift*) bezeichnet. In der letzten Phase findet eine Ausreifung
des Biofilms statt. Mit der Ausreifung des Biofilms geht dann die Etablierung und Ausbildung

von Tochterkolonien einher.

Ausbildung eines Pellikels

Die Ausbildung des Pellikels vollzieht sich im Wesentlichen in zwei Phasen. Die erste Phase
findet innerhalb eines Zeitraums zwischen wenigen Minuten und etwa zwei Stunden statt. Der
in diesem Zeitraum entstehende azelluldre Film ist rund 0,1 bis 1um dick und besteht
hauptsachlich aus Speichelproteinen [6]. Zu den Speichelproteinen gehéren unter anderem
Serumproteine, Glykoproteine, verschiedene Enzyme, Immunglobuline sowie saure
prolinreiche Proteine. Die Ladung der Proteine ermdglicht dem Pellikel die Bindung an die
Kalzium- und Phosphatgruppen des Hydroxylapatits der Zahnoberflache. Das Pellikel selbst
hat noch keine schadigende Wirkung auf den Zahn. Es bietet ihm sogar einen gewissen
Schutz gegen Austrocknung durch wasserretinierende Muzine. Die im Pellikel enthaltenen
Phosphoproteine dienen De- und Remineralisationsvorgédngen des Zahnhartgewebes. Der
Speichel verhindert durch Immunglobulin A und Speichelagglutinine in dieser Phase noch
einen grofRen Teil der Bakterienanlagerung. Durch die genannten Molekile wird die
Anheftung blockiert, und es kommt zur Bildung von Bakterienaggregaten, die
weggeschwemmt werden koénnen. Dennoch ermdglicht das Pellikel einzelnen, frei
flottierenden grampositiven Kokken und Aktinomyzeten die erste, lockere Anlagerung an die
Zahnoberflache [7]. Die Speichelverbindungen des Pellikels enthalten viele prolinreiche
Proteindoménen. Sie bieten durch ein C-terminales Prolin-Glutamin-Dipeptid eine
Rezeptorstruktur fur orale Bakterienarten, insbesondere fiir Streptokokkenspezies [8]. In einer
zweiten Phase exprimieren die Streptokokken an ihrer Oberflache sogenannte Adhésine, die
aus Proteinen oder Polysacchariden bestehen und die Anheftung auf der Pellikeloberflache
ermoglichen [9, 10]. Die dann folgende Adhasion auf dem Pellikel erfolgt in weiteren zwei
Schritten. Wéhrend anfangs noch die Verbindung der bakteriellen Adhédsine zu den
entsprechenden Rezeptordomédnen des Pellikels in Form wenig stabiler hydrophober
Wechselwirkungen zueinander steht, schlief3t sich unmittelbar daran in einem zweiten Schritt

die Festigung der Bindung durch nichtkovalente stereochemische Verbindungen an [11, 12].
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Quorum Sensing fuhrt zur Entstehung eines Biofilms

In den folgenden 2 bis 48 Stunden siedeln nun sogenannte friihe Koloniebildner direkt auf
dem Pellikel und bilden Zell-zu-Oberflachen-Kontakte aus. Der erste Zeitraum von circa
sechs Stunden in der ersten Besiedlungsphase ist geprégt von vielen Einzelprozessen. Diese
Prozesse erfordern ein sinnvoll aufeinander abgestimmtes genetisches Zusammenspiel [13].
Das Kommunizieren der Bakterien untereinander (Quorum-Sensing) dient dabei dem
Informationsaustausch zwischen den koloniebildenden Bakterien [14]. Es finden Zell-zu-Zell-
Signalubermittlungen statt, die zu einer koordinierten Genexpression fuhren [15, 16]. Die in
diesem Stadium noch geringe Menge an austauschbehindernden extrazelluldren
Matrixmolekillen und die rédumliche Nahe der Bakterien zueinander bieten optimale
Bedingungen dafir [17]. Im Rahmen des Quorum Sensings senden Bakterien konstant
niedrige Mengen von Signalmolekilen aus und nehmen sie durch entsprechende Rezeptoren
wahr [18]. Durch die Rezeptoren werden keine Veranderungen des Bakterienstoffwechsels
bzw. -wachstums veranlasst, solange nicht eine bestimmte Signaldichte erreicht ist, die nur ab
einer gewissen Bakterienmenge entstehen kann [19, 20]. Nach Uberschreiten einer
Schwellenkonzentration in den Bakterien kommt es zur Transkription spezifischer
Genprodukte, welche Einfluss auf die phénotypischen Funktionen des Mikroorganismus
haben [21]. Zusatzlich zu den physikalischen und chemischen Signalen regulieren Bakterien
diverse physiologische Prozesse in Abhéngigkeit von der Zelldichte [22]. Die Signale dienen
der Anpassung an die standig wechselnden Umgebungsbedingungen. Das Abspalten von
Tochterkolonien erfordert beispielsweise den Ablauf eines genetisch determinierten
Programms, das die extrazellulare Matrix gezielt um das abzulésende Zellkonglomerat trennt
[23].

Fast 90 % der Bakterienpopulation im Biofilm werden in diesem Stadium von S. mitis
zusammen mit anderen Streptokokkenspezies wie S. milleri oder S. sanguis gestellt. Als
grampositives Bakterium enthdlt S. mitis in seiner Zellwand Lipoteichonsauren [24],
bestehend aus anionischen Polysacchariden, die ihm die Anheftung an Epithelzellen
ermoglicht. Die Lipoteichonsdure fungiert hier als wichtiges Antigen, das bei einer hohen
Konzentration von S. mitis Entzundungsreaktionen des Wirtes fordert beziehungsweise
unterhélt [25]. Zu diesen Reaktionen gehdrt neben der Bildung von freien Radikalen oder
Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF-alpha und -beta) auch die Sezernierung der Interleukine (IL) -
1, -6 und -8. Die frihen Koloniebildner, zu denen zu einem geringen Teil auch grampositive

Stédbchen wie Actinomyces viscosus und Actinomyces naeslundii gehdren, verbinden sich
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schliellich zu einer Schicht, die in 10 bis 20 Zelllagen der Zahnoberflache locker aufliegt
[26]. Damit ist der Biofilm angelegt.

Bridging fuhrt zur Reifung des Biofilms und zu einem dkologischem Shift

Nach der initialen Besiedlungsphase innerhalb der ersten 48 Stunden steht im
darauffolgenden Zeitraum vom 3. bis zum 7. Tag die Vermehrung der angelagerten Spezies
sowie deren Anpassung an die vorhandenen Bedingungen im Vordergrund. So formieren sich
die einzelnen bakteriellen Individuen zu gut organisierten Gemeinschaften, die sich erginzen
und gegenseitig unterstiitzen. Unter den einzelnen Bakterien kommt es zur Koaggregation,
einer indirekten Haftung, bei der sich weitere Bakterien auf der oben beschriebenen Schicht
anlagern [27]. Dies erfolgt zum einen auf direktem Wege durch direkten Zell-zu-Zell-Kontakt
gleicher Bakterienspezies, zum anderen durch das Bridging. Hierbei werden artfremde
Spezies, wie zum Beispiel Fusobacterium nucleatum [28] oder S. mutans (siehe unten)
zwischen die Bakterienzellen geschaltet, um die Adhésion zu gewahrleisten [29]. Die in
dieser Phase hinzukommenden, indirekt haftenden Spezies werden als spate Koloniebildner
bezeichnet. Dabei kommt es zur Bildung von Zell-zu-Zell-Kontakten dieser Spezies
untereinander sowie zu solchen mit den frihen Koloniebildnern [3]. Zusatzlich verédndern
sich die Anteile der einzelnen Spezies innerhalb der Plaque. Der hohe Anteil grampositiver
Kokken und Stabchen nimmt zugunsten anaerober, gramnegativer Bakterien ab [30]. Von
Bedeutung ist in diesem Stadium die Bildung der aus Polysacchariden bestehenden
Extrazellularmatrix, die hauptséchlich durch verschiedene Streptokokkenspezies erfolgt.

In diesem Zusammenhang verdienen die Eigenschaften des vielfach anzutreffenden
Mikroorganismus S. mutans besondere Beachtung. Das grampositive, fakultativ anaerobe
Bakterium (berlebt auch niedrige pH-Werte, die innerhalb von Minuten durch bakterielle
Fermentierung von Kohlenhydraten auftreten [31]. Es wurde ein Uberleben und Wachstum
von S. mutans im pH-Bereich von 3,0 - 3,5 nachgewiesen [32]. Neben seiner hohen
Séuretoleranz ist die Fahigkeit von S. mutans zu bemerken, durch die Fermentierung von
Zuckern ein wasserunlosliches Glykanmolekil zu bilden [33]. Das so entstandene Molekill,
das nicht durch die kdrpereigenen Dextranasen spaltbar ist, verbindet die Plaque dauerhaft mit
ihrer Unterlage [25]. AulRerdem ermdglicht S. mutans das Bridging durch die vermehrte
Produktion von extrazelluldren Polysacchariden. Diese ermdglichen Bakterien anderer
Spezies die Haftung auf der Zahnoberflache oder die Koaggregation mit anderen Zellen des

Biofilms [34]. Damit gilt S. mutans als grundlegendes &tiologisches Agens und Leitkeim bei
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der Entstehung menschlicher dentaler Karies [35].Die besonderen Adhdsionseigenschaften
dieser Spezies pradestinierten S. mutans fur die Versuche mit den hier zur Anwendung
gekommenen Polycarbonatfolien.

Die beschriebene Anderung der bakteriellen Zusammensetzung der Plaque und eine
einsetzende und/oder vermehrte Freisetzung von Virulenzfaktoren kennzeichnen einen
Okologischen Shift, der nach der 6kolgischen Plaquehypothese ab einem Alter von rund drei
Tagen in der Mikroflora zu verzeichnen ist [36-38]. Uberdies wird durch die zunehmende
Plaquemenge der Speichelfluss erschwert, und die Pufferwirkung des Speichels nimmt ab
[37]. In Verbindung mit kohlenhydratreicher Nahrung flhrt dies zu einem Absinken des
pH-Wertes [39]. Das Verhaltnis der Demineralisation zur Remineralisation wird in Richtung
Demineralisation verschoben [37, 39-41]. Das Absinken des pH-Wertes begunstigt auBerdem
die Etablierung saureproduzierender und séauretoleranter Keime wie z.B. S. mutans oder
Laktobazillen, was zu einer weiteren Ansdauerung der Plaque fuhrt. Die Zunahme der anfangs
noch wenig vorhandenen pathologischen Keime und das Sinken des pH-Wertes wandeln die
physiologische Plaque zu einer pathologischen Plaque [37, 42, 43]. Es kommt damit zu einer
hoheren Kariogenitat der Plaque [43-48], die wiederum eine Immunreaktion des

Epithelgewebes provoziert.

Ausreifung des Biofilms

Die Ausreifung des Biofilms ist nach sieben bis zehn Tagen abgeschlossen. Die so
entstandene Plaque bildet einen zdh-verfilzten, rund 200 bis 300 Zelllagen dicken Belag.
Dieser bietet neben den oben genannten Spezies auch anaeroben, gramnegativen Keimen gute
Lebensbedingungen. Das Nahrstoffangebot wird zudem durch mikrobielle Symbiosen und
durch Tod und Zerfall von Mikroorganismen verbessert [30]. In der letzten Stufe der
Plaquebildung erreicht der Biofilm einen im Verhéltnis zur Umgebung stabilen Zustand, die
so genannte mikrobielle Homdostase [49]. Die mikrobielle Homdostase ist gekennzeichnet
durch ein biochemisches Zusammenspiel zwischen den einzelnen Bestandteilen der
Mikroflora bei der Synthese von Glykoproteinkomplexen und Nahrungsketten. Eine weitere
typische Eigenschaft des ausgereiften Biofilms ist die kontinuierliche Abldsung von
Tochterkolonien [23]. Die Abldsung erfolgt teilweise in Form einzelner Zellen, aber auch in
Form von Zellkonglomeraten von rund tausend Exemplaren, die sich von der Oberflache
abspalten [50].
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1.2 Reaktionen des Immunsystems in der Mundhéhle

1.2.1 Komponenten und Funktionen des Immunsystems

Dem Korper stehen zur Abwehr schadigender Fremdstoffe, wie sie auch in der Mundhdéhle
vorkommen, verschiedene Mechanismen zur Verfigung. Grundsatzlich sind dabei die
spezifische und die unspezifische Abwehr zu unterscheiden, die jeweils auf zellularer und auf
humoraler Ebene agieren.

Die unspezifische Abwehr stellt eine Barriere dar, die der allgemeinen Verteidigung gegen
jegliche korperfremden Stoffe dient. Zum groten Teil wird die unspezifische Abwehr auf
zellulédrer Ebene von den neutrophilen Granulozyten getragen, einer Untergruppe der
Leukozyten. Weiterhin sind das Komplementsystem, Lysozym und Interferone an der
unspezifischen Abwehr Dbeteiligt. Die neutrophilen Granulozyten haben wie alle
Abkdémmlinge der Leukozyten die Fahigkeit der Emigration. Sie kdénnen demnach einer
chemotaktischen Reizung folgend die Gefalwande durchwandern und - insbesondere bereits
durch Antikorper markierte - Fremdkdrper phagozytieren. Aufgrund ihrer Fahigkeit, mittels
anaerober Glykolyse Energie zu gewinnen, kdnnen sie auch in sauerstoffarmem Gewebe
agieren. Die von den neutrophilen Granulozyten freigesetzten Stoffe wie Leukotriene,
Thromboxane und Prostaglandine sind starke Schmerzinduktoren und dienen der Steuerung
von Entzundungsreaktionen.

Verstarkt und erganzt wird die unspezifische zellulare Abwehr unter anderem durch die
spezifische zellulare Abwehr. Getragen wird diese auf zelluldrer Ebene durch die T-
Lymphozyten und auf humoraler Ebene durch die B-Lymphozyten. Diese Zelltypen bilden
das immunologische Gedachtnis. Die Bezeichnungen haben die Lymphozyten von ihren
Entstehungsorten Thymus (daher: T-Zellen) und Knochenmark (Englisch: ,,borne marrow*,
daher B-Zellen). Die Pragung der Lymphozyten erfolgt in den sekundaren lymphatischen
Organen, wo ihnen Antigene préasentiert werden. Beide Zelltypen liegen dort anfangs in
fetaler Form vor und erwerben mit Auspragung spezifischer Antigenrezeptoren die Féhigkeit,
die Oberflachenstruktur bestimmter Antigene selektiv zu erkennen. Das Vorliegen der
Rezeptoren kennzeichnet sie als reife Lymphozytenform. Neben unterschiedlichen
Oberflachenstrukturen besitzen B- und T-Lymphozyten auch unterschiedliche Aufgaben in
der spezifischen Abwehr. B-Lymphozyten tragen an ihrer Zellmembran Immunglobuline, die
als Rezeptorstrukturen fur Antigene dienen. Ein Teil der B-Lymphozyten wandelt sich beim
ersten Antigenkontakt, der Sensibilisierung, in Plasmazellen um. Diese vervielfaltigen die

spezifisch gegen das Antigen gerichteten Antikorper, welche in die Umgebung abgegeben
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werden (humorale Antikorper). Ein anderer Teil der B-Lymphozyten differenziert sich zu B-
Gedachtniszellen. Diese behalten ihre membranstdndigen Immunglobuline. Mit Zunahme
dieses Zelltyps steigt die “Gedichtnisleistung” des Abwehrsystems. T-Lymphozyten
proliferieren bzw. differenzieren sich zu T-Gedachtnis- und T-Effektorzellen. Die T-
Gedachtniszellen zirkulieren im Blut und kénnen Antigene auch Jahre nach dem Erstkontakt
wiedererkennen. Im Falle eines Zweitkontaktes proliferieren sie stérker als beim Erstkontakt.
Entsprechend ihrer Oberflachendifferenzierung werden T-Effektorzellen in (,,cluster of
differentiation”) CD4- und CDB8-Subpopulationen unterteilt. CD4-Zellen werden als
Helferzellen und CD8-Zellen als Killerzellen bezeichnet. CD4-Zellen produzieren je nach
Differenzierung Zytokine, die die Abwehrreaktionen von Makrophagen (zellulére
Immunreaktion) oder B-Lymphozyten (humorale Immunreaktion) stimulieren. Die CD8-
Zellen differenzieren sich zum einen zu T-Killerzellen, die der Abtétung antigentragender
Zellen dienen. Zum anderen differenzieren sie sich zu T-Suppressorzellen, die die Aktivitét
von B- und T-Lymphozyten gegen ein bestimmtes Antigen unterdriicken und somit eine

UberschieRende Immunreaktion verhindern.

Antimikrobielle Peptide (AMPSs)
Antimikrobielle Peptide (AMPs) sind definiert als Proteine, die kleiner sind als 100
Aminosauren (AS) und ein Molekulargewicht zwischen 3500 und 6500 Dalton (Da)

aufweisen [51]. Trotz ihres geringen Molekulargewichtes besitzen die amphipathischen
AMPs ein breitgefachertes antimikrobielles Spektrum gegeniiber grampositiven und
gramnegativen Bakterien sowie Viren und Hefen [52-56]. Flr zukunftige Anwendungen in
der Medizin sind die AMPs von besonderem Interesse, weil sie zwar dhnlich wirken wie
Antibiotika, eine Resistenzentwicklung bisher aber noch nicht zu beobachten gewesen ist. Die
Gruppe der antimikrobiellen Peptide schliel3t das kiirzlich beschriebene Psoriasin (PSO) und
die Ribonuclease 7 (RNase-7) [57-59], die Defensine und das Cathelicidin-Derivat LL-37 ein.
Sie kommen in der oralen Mukosa, der Haut [60] und in vielen anderen Epithelien, zum
Beispiel Harntrakt und Niere [3, 54, 61-65] vor.

PSO und RNase-7 wurden als Mitglieder der Protein-Ubergruppe S100 identifiziert und
kirzlich als neue antimikrobielle Peptide beschrieben [58, 59]. Die Expression sowohl von
PSO als auch von RNase-7 ist durch pro-inflammatorische Mediatoren wie IL-1 beta,
Interferon gamma (IFN-gamma), TNF-alpha und Escherichia-coli-Kultur-Abkémmlinge

induzierbar [58, 59]. In unserem Labor wurde die Gen-Expression von PSO und RNase-7
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2008 in gingivalen Epithelzellen festgestellt. Zusatzlich wurde dargestellt, dass die mMRNA-
Expression von PSO und RNase-7 durch natirlich gebildete Biofilme induzierbar ist, wobei

sich jedoch interindividuelle Differenzen zeigten [57].

Als Teil der angeborenen Immunitat ergdnzen Defensine die antimikrobiellen Eigenschaften
des Speichels, die beispielsweise durch Lysozyme oder Immunglobuline [66, 67] generiert

werden. Man unterscheidet humane alpha- und beta-Defensine (hBD).

Die Gruppe der alpha-Defensine ist induzierbar. Sie werden im Falle einer Infektion oder in
Karzinomen vermehrt exprimiert [68, 69]. Alpha-Defensine werden in den Paneth-Zellen des
Intestinaltraktes [60, 70] und in polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten gebildet [71].
AuRerdem werden sie in den oralen Speicheldrisen [72-74] produziert und mit dem Speichel
[69] sezerniert. Die Konzentration der alpha-Defensine ist variabel und kann von nicht
feststellbaren Mengen bis etwa 12 pl/ml Speichel betragen.

Beta-Defensine wurden im bovinen oralen Epithel und dem Epithel der Trachea entdeckt [75,
76]. Spater wurden beta-Defensine in vielen anderen Epithelien, zum Beispiel Harntrakt,
Niere, Haut und dem oralen Epithel [62, 64, 75, 77] und in biologischen Sekreten wie z.B.
Bronchialsekret, Nasensekret, Urin, Speichel und der Sulkusflissigkeit [64, 78-80]
nachgewiesen. Beta-Defensine sind Proteine mit einer beta-Faltblattstruktur, deren Cysteine
durch drei Disulfid-Briicken stabilisiert sind [62, 64, 75, 76, 81].

Im Vergleich zu den alpha-Defensinen handelt es sich bei den beta-Defensinen nicht um rein
induzierbare Defensine. Das antimikrobielle Peptid hBD-1 wird in Epithelien konstitutiv
exprimiert. Die hBD-2- und hBD-3-Ausschittung in entziindetem Gewebe der Haut und
anderen Epithelien [82, 83] ist durch mikrobielle Lipopolysaccharide (LPS) von Candida
albicans oder durch proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 oder TNF-alpha
induzierbar [67, 73, 75, 83-88].

Die beta-Defensin-Expression in der Mundhohle nimmt im Vergleich zu den restlichen
Epithelien eine Sonderstellung ein. Im nicht entziindeten oralen Epithel werden auch hBD-2
und hBD-3 konstant exprimiert. Die Expression ist hier jedoch nicht vom Auftreten anderer
Indikatoren der Immunabwehr begleitet wie beispielsweise der Expression von IL-8 [86].
Dieses Expressionsmuster legt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um einen Teil der
normalen Funktion des Epithels als Barriere gegeniber der stetig hohen oralen mikrobiellen
Belastung handelt [62, 86, 89].
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Die in der Mundhdhle nachgewiesenen beta-Defensine hBD-1, -2 und -3, genau wie LL-37,
sind in verschiedenen Schichten des oralen Epithels zu finden. Dies lasst vermuten, dass sie
entsprechend ihrer Expressionsorte unterschiedliche Rollen bei der Abwehr von intraoralen
Keimen spielen. Die Expressionsmuster humaner beta-Defensine (hBD) folgen dabei dem
stratifiziellen Aufbau des oralen Epithels [71]. In den basalen Epithelschichten fehlen die
antimikrobiellen Peptide hBD-1 und hBD-2. Bei oral gesunden Individuen wurde in den
basalen Schichten des Epithels das hBD-3 nachgewiesen [90]. Ab der ersten suprabasalen
Schicht sind hBD-1 und hBD-2 nachweisbar. Von dort an nehmen sie mit steigender
Zelldifferenzierung in der Epithelschicht zu. Studien an oral gesunden wie auch an erkrankten
Individuen zeigten, dass die hBD-1- und hBD-2-Expression erwartungsgemald am hdchsten in
den oberflachlichen Epithelschichten ist, wie dem Stratum spinosum und Stratum granulosum
[91]. Alpha-Defensine und LL-37, die in groBen Mengen von neutrophilen Granulozyten
produziert werden, haben die Mdglichkeit, durch Epithelien zu diffundieren. Das basale
Epithel wird von alpha-Defensinen und LL-37 geschitzt, wéhrend die hoher differenzierten
Schichten starker unter dem Schutz von beta-Defensinen stehen [71].

Durch gingivale oder parodontale Entziindungen &ndert sich die Defensin-Expression. ES
zeigten sich aber in vorangegangenen Studien grof3e interindividuelle Unterschiede bezuglich
der Gen- und Proteinexpression von AMPs [90-93]. Bei einer Gingivitis wurden geringere
Genexpressionen von hBD-1 (66 %) und hBD-2 (86 %) mittels RT-PCR festgestellt als im
nicht entziindeten oralen Epithel. Im Gegensatz dazu wurde hBD-3 in 100 % der untersuchten
Epithelien mit vorliegender Gingivitis nachgewiesen [93]. Im Falle einer Parodontitis wurden
nochmals geringere Prozentzahlen der mRNAs der beta-Defensine nachgewiesen. Die
MRNA-Expression von hBD-1 war in 60 % der Proben von Parodontitiserkrankten
nachweisbar, wahrend sich die mRNA-Expression von hBD-2 und -3 jeweils bei unter 40 %
befand [93]. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch Bissell et al. [94]. Die Ergebnisse
beider Studien lassen ein Sinken der mRNA-Expression von hBD-2 und hBD-3 im Falle
einer Gingivitis und einer Parodontitis vermuten. Weitere Studien [92] kamen zu dem
Ergebnis, dass die Expression von hBD-2 und hBD-3 bei einer Gingivitis und einer
Parodontitis im Vergleich zur nicht entzlindeten Gingiva ansteigt. Die Expressionswerte
ergaben fur hBD-3 keinen Unterschied zwischen Gingivitis und der nicht entzlindeten
Gingiva, jedoch einen Anstieg bei der Parodontitis. Die widersprichlichen Ergebnisse der
bisherigen Studien lassen keine eindeutige Schlussfolgerung zu. Sie belegen lediglich, dass

die beta-Defensine in einen komplexen Abwehrvorgang eingebunden sind.
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Die Wirkungsweise der Defensine ist noch nicht ganzlich erforscht, liegt aber wahrscheinlich
in ihrer kationischen Ladung begriindet. Diese interagiert mit den anionischen Ladungen der
mikrobiellen Zellwand [95]. Durch Oligomerisierung und Einlagerung der Molekile kommt
es zur Porenbildung oder Unterbrechung der mikrobiellen Membran. Neuere Forschungen

lassen jedoch zusétzliche zytoplasmatische Interaktionen vermuten [95].

Immunmodulatorische Molekiile

Einzelne Komponenten des Immunsystems kommunizieren miteinander oder auch mit
Gewebezellen mittels immunmodulatorischer Molekile, z.B. Entziindungsmediatoren, die aus
dem Komplementsystem oder direkt aus den Abwehrzellen freigesetzt werden. Sie werden
unter dem Begriff Zytokine zusammengefasst. Zu den wichtigsten Zytokinen im Zuge einer
Inflammation des oralen Epithels gehdren unter anderem die Interleukine IL-1, -4, -6, -8. In
der vorliegenden Studie wurde 1L-8 als Indikator fur Entzindungsreaktionen der Epithelzellen
verwendet. IL-8 weist ein breites Spektrum biologischer Effekte auf. Die entscheidende
Eigenschaft ist die Anregung der Chemotaxis und die Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten in mit parodontalpathologischen Keimen infizierten Geweben.

Leukotriene gehoren ebenfalls zur Gruppe der interzelluldren Botenstoffe und sind bekannt
fur ihre proinflammatorischen Wirkungen. So stellt z.B. das Leukotrien C4 (LTC,) einen
starken Bronchokonstriktor dar, wéhrend es gleichzeitig die Kapillarpermeabilitdt steigert.
LTB, wiederum wirkt chemotaktisch auf Leukozyten. Als eine entscheidende Komponente
im Syntheseweg der Leukotriene gilt die 5-Lipoxidase (5-LO, synonym: 5-Lipoxygenase)
[96]. Bis vor einigen Jahren war die 5-LO-Expression nur in Leukozyten bekannt,
mittlerweile konnte sie aber auch in Epithelzellen aus den Bronchien [97, 98] und der Haut

[99] nachgewiesen werden.

1.2.2 Immunreaktionen des oralen Epithelgewebes
Das Epithelgewebe dient dem Korper als vorderste Barriere gegen samtliche
Umwelteinflisse. Insbesondere bei der Abwehr von Krankheitserregern nimmt das
Epithelgewebe daher eine Schlisselrolle ein. Zum Zwecke der Abwehr nutzt der Organismus
eine Kombination aus physikalischen, chemischen und biologischen Faktoren. Eine intakte,
geschlossene Gewebeoberflache, ein niedriger pH-Wert, kommensale Bakterien [100] und
AMPs [22, 101] verhindern als Bestandteile der angeborenen Immunantwort eine Invasion
von Krankheitserregern und damit auch ein Eingreifen von T- und B-Zellen, das fast

unweigerlich eine Entziindung ausldsen wirde [66, 102].
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In der Mundhohle liegt unter physiologischen Bedingungen ein Biofilm aus kommensalen
Bakterien vor [42, 103], der in Kombination mit AMPs wie hBD-2, RNase-7, PSO und den
proinflammatorischen Mediatoren 5-LO und IL-8 [79, 91, 101, 104] die Besiedlung mit
pathogenen Keimen nahezu verhindert [105-107]. Zu bericksichtigen ist dabei, dass die orale
Biofilmzusammensetzung bzw. Mikroflora interindividuell stark divergiert. Der komplexe

Aufbau wurde bereits in friheren Studien analysiert [3, 108].

Wahrend vereinzelt vorliegende Pathogene durch die oben genannten Malinahmen
neutralisiert werden konnen, ist ein bereits bestehender Biofilm aus Bakterien durch das
Immunsystem kaum angreifbar. Die Matrix des Biofilms besteht aus sogenannten
extrazellularen polymeren Substanzen, die sich wiederum aus Polysacchariden, Proteinen,
Glykolipiden und Bakterien-DNA zusammensetzen [109]. Der Biofilm verhindert die
Phagozytose einzelner, in die Matrix integrierter Bakterien und erschwert den Eintritt von
Antikorpern und AMPs. Zudem induzieren Biofilme moglicherweise eine Differenzierung
von Makrophagen. Diese Differenzierung fuhrt zum sogenannten M2-Phédnotyp, der im
Gegensatz zum M1- Phénotyp einer Entziindung entgegenwirkt, oder sogar zu deren Zelltod
(,,yapid macrophage death*) [110]. Die Freisetzung von Katalase schitzt aggregierte
Bakterien des Weiteren vor von Immunzellen produziertem Wasserstoffperoxid [111]. Auf
diese Weise ermdglicht der Biofilm den darin befindlichen Bakterien einen geschitzten Raum
zur Vermehrung und Differenzierung. An seiner Entstehung und Etablierung beteiligte
Molekiile werden deswegen als Pathogenitatsfaktoren charakterisiert. Auf die Mundhohle
bezogen kann die Entstehung eines Biofilms pathogener Keime somit als eine
Begleiterscheinung, moglicherweise sogar als mitursachlich fir den oben beschriebenen,

pathogenen Shift angesehen werden.

1.3 Interaktion von Biofilmen und Epithelzellen im
Modell
Das Epithel stellt die duBere ,,Grenze™ eines Organismus zur Umwelt dar. Es markiert
dementsprechend auch die erste Interaktionsmdglichkeit von Pathogenen und Immunsystem.
Haufig wird hier die weitere Reaktion des Immunsystems bereits entscheidend geprégt. Ein
detailliertes Wissen uber diese erste Reaktion des Immunsystems ist fur eine mdogliche
medikamentdse oder anderweitig positive Beeinflussung des Immunsystems bei Infektionen
aller Art daher von groRer Bedeutung. Verglichen mit anderen Epithelgeweben des

respiratorischen  oder reproduktiven  Trakts, oder anderen Komponenten des
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Verdauungsapparates, die ebenfalls zum Austausch von Substanzen mit der Umwelt
vorgesehen sind, ist die Mundhdohle vergleichsweise leicht zuganglich und stellt einen sehr
genau definierten Raum dar. Die Wichtigkeit der zu gewinnenden Erkenntnisse und die
leichte Zuganglichkeit machen die Mundhéhle und noch mehr die von ihr abgeleiteten
Modelle zu einem wichtigen Experimentierraum fur die Erforschung der ersten Reaktionen
des Immunsystems auf von aul3en eindringende Pathogene. Die so gewonnenen Erkenntnisse
kdnnen beispielsweise direkt zur Unterstlitzung der Prophylaxe gegen Karies und Parodontose

herangezogen werden.

1.3.1 Biofilmmodelle
Zur Untersuchung von Biofilmen und ihren Eigenschaften wie Akkumulation, Entwicklung,
Verhalten und Pathogenitdt wurden verschiedene Modelle unterschiedlicher Komplexitat
etabliert [13, 112-116]. Grundsétzlich zu unterscheiden sind hierbei mathematische Modelle,

in situ-Untersuchungen, Mikrokosmos-Modelle und experimentelle Modellsysteme.

Mathematische Modelle

Die mathematischen Modelle stellen die abstrakteste Form der Biofilmuntersuchung dar. Die
charakteristischen Verhaltensweisen des Biofilms werden hier lediglich in Form
mathematischer Verhéltnisse dargestellt. Mit ihrer Hilfe sollen vorhersagbare Reaktionen
berechnet werden. Mathematische Modelle koénnen nur auf einzelne, wesentliche
Charakteristika des Biofilms eingehen und gelten daher als extreme Simplifikation. Sie dienen
daher nur der Erarbeitung einer Hypothese, die mithilfe von Experimenten validiert werden

Mmuss.

In situ-Untersuchungen

Hierbei werden Biofilme, ihre Bestandteile und Eigenschaften direkt in situ, wdrtlich
ibersetzt also ,,am Ort“, untersucht. Damit wird die natiirliche Umgebung eines Biofilms so
weit wie moglich gewahrt. Bei Untersuchungen von Biofilmen in der Mundhdohle ist dabei
allerdings die hohe Heterogenitat der Plaque mit Hunderten verschiedener Spezies und einer
unbekannten Menge genetisch unterschiedlicher Subspezies und Stdammen [117] zu beachten.
Zudem verandert sich ihre Zusammensetzung wahrend des Reifeprozesses deutlich [118] und
unterscheidet sich zusétzlich je nach ihrer Lokalisation in der Mundhdhle, sowie von Mensch

zu Mensch [119, 120]. Dies erschwert einen Vergleich der individuellen Ergebnisse einzelner
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Probanden sowie deren Interpretation deutlich. Ein weiteres Problem stellen die beengten
Platzverhaltnisse in der menschlichen Mundhohle dar.

Mikrokosmos-Modelle

Pritchard und Bourquin definierten 1984 den Mikrokosmos als einen Versuch, einen intakten
Teil eines Okosystems in seiner natirlichen Lebensform unter Laborbedingungen zu halten
und zu untersuchen. In Bezug auf die orale Plaque bedeutet dies, dass ein Stick des
naturlichen Biofilms aus der Mundhohle entfernt und auf einer Zahnoberfldche,
beispielsweise in einem sogenannten Artificial Mouth (,artificial mouth*), in Speichel
weitergezuchtet wird, wo er weiteren Versuchen dient [114, 115, 121-130]. Dabei erfahrt das
natlrliche Keimspektrum eine Reduktion auf ein synthetisches Konsortium, das aus
wesentlichen plaquebildenden Spezies zusammengestellt wird [39, 46, 100, 131-136]. Somit
ist das experimentelle Modellsystem gezielt vereinfacht und kann unter kontrollierten
Laborbedingungen verandert werden. Die Experimente im Mikrokosmos sind bequemer
auszufuhren und die Laborkonditionen zumindest teilweise reproduzierbar. Allerdings ist die
Erstellung und Aufrechterhaltung eines Mikrokosmos héufig zeitlich und/oder finanziell

aufwendig und fir die Antwort auf einzelne Fragestellungen nicht notwendig.

Experimentelle Modelle

Das experimentelle Modell stellt gegenuber dem Mikrokosmos eine weitere Vereinfachung
zur Untersuchung einer kleinen Menge von Variablen dar. Dabei werden Parameter ohne
Einfluss auf diese Variablen entweder konstant gehalten oder sogar komplett ignoriert. Im
besten Fall ist ein experimentelles Modell nur so kompliziert, dass es generelle
Voraussetzungen der in vivo-Situation widerspiegelt, dabei aber so einfach, dass es mit
geringem Aufwand in vielen verschiedenen Laboren unter gleichen Bedingungen den

gleichen (Referenz-)Wert flr die eine untersuchte Variable erzeugt.

Das einfachste Beispiel eines experimentellen Modellsystems in Bezug auf Fragestellungen
zu Eigenschaften und Fahigkeiten einer Bakterienkultur ist das sogenannte Non-Biofilm-
Kultursystem, das die Basis fur aufwendigere Modelle bildet. Es stellt eine statische Kultur
ohne kontinuierlichen Stoffaustausch (,,batch culture®) einer einzigen Spezies dar. Durch das
Fehlen genetischer oder raumlicher Heterogenitdt und ohne wechselnde bakterielle

Umgebung handelt es sich bei diesem Modelltyp dementsprechend nicht um einen Biofilm.
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Das Non-Biofilm-Kultursystem ist dementsprechend nur geeignet, grundsétzliches
Bakterienwachstum zu untersuchen [137].

Im Falle des Chemostat-Modells liegt eine kontinuierliche Kulturform des Biofilms mit
planktonischem Anteil vor [38, 138-143]. Der Chemostat ist ein Kulturgefa®, in das stetig
eine bestimmte Menge frischen Nahrmediums mit einer festgelegten Flussrate zugefihrt und
aus dem verbrauchtes N&hrmedium abtransportiert wird. Durch das Zu- und Abfiihren des
N&hrmediums wird die Mortalitatsrate natrlicher Populationen simuliert. Die Wachstumsrate
der Mikroorganismen wird durch die Nahrstoffzufuhr reguliert. Wichtige Parameter der
Populationsentwicklung kdnnen mit diesem Modelltyp untersucht werden.

Zu den Kklassischen mikrobiologischen Untersuchungen mit kontrollierten Chemostat-
Versuchen kamen in den letzten Jahren die CDFF-Modelle (,,constant depth film fermenter*).
Die Besonderheit dieses Modelltyps ist die Begrenzung der Biofilmdicke durch mechanisches
Abtragen. Die Anzucht des Biofilms geschieht auf inerten Teflon-Platten mit variierbaren
Vertiefungen von gewohnlich 300 um. In diesen Vertiefungen wéchst der Biofilm, bis er die
Hohe der Vertiefung Uberschreitet. Durch einen Teflon-Spatel wird der (ber die Vertiefung
hinausragende Anteil abgetragen. Mit dem Spatel kdnnen dem System auch notwendige
Flussigkeiten zugefuhrt beziehungsweise verteilt werden [115, 116, 144]. Bis zum Erreichen
der vorgegebenen Hoéhe befindet sich tber dem Biofilm ein planktonischer Anteil als zweite

Phase.

Intraorale Modelle nutzen die Mundhohle als Inkubationsraum, z.B. fir die Entstehung und
Reifung von Biofilmen auf in den Mundraum eingebrachtes Tragermaterial. Die dafir
verwendeten Plastikstreifen [145], Bander [146] oder der Zahnschmelz [6, 147] dienen
hierbei der Plagueanlagerung und kénnen fur spétere Untersuchungen aus der Mundhdhle
entnommen werden. Die Anlagerung auf Bandern und Streifen bietet den Vorteil, dass das
Risiko plaquebedingter Gewebsentzindungen reduziert ist. Durch den besseren Zugang
ergeben sich gegenuber den in situ-Untersuchungen bessere Mdoglichkeiten fir
Probeentnahmen. Allerdings entsprechen die auftretenden Probleme mit der erschwerten
Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Probanden den oben genannten der in situ-
Untersuchungen [77, 113, 148]. Die intraorale Aufzucht natirlicher Biofilme auf
Polycarbonatfolien wurde 2008 erstmals angewendet, um die Freisetzung antimikrobieller
Peptide zu untersuchen [57]. Diese Technik wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls

angewendet. Damit wurden natirliche Biofilme, die jeweils aus verschiedenen Spezies
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bestanden, herangeziichtet. Neben diesen Multispezies-Biofilmen (,,multispecies biofilms®)
wurden zu Vergleichszwecken auch aus einer einzelnen Spezies, das heil3t S. mitis oder S.
mutans, bestehende Biofilme hergestellt und fir Experimente genutzt. Der Einzelspezies-
Biofilm soll hier als artifizielle Sonderform gelten, welche wie ein naturlicher Biofilm eine
homogene bakterielle Oberflache besitzt. Mit dieser entscheidenden Eigenschaft sollte er wie
der natirliche Biofilm geeignet sein, Epithelzellen zu stimulieren. Die Bezeichnung des
Einzelspezies-Biofilm ist in der Literatur gebréuchlich. Sie soll als textliche Vereinfachung
dienen, indem sie der Bezeichnung Multispezies-Biofilm, im vorliegenden Fall als natirlicher

Biofilm bezeichnet, gegeniibergestellt wird.

1.3.2 HaCaT-Zellen als Modell fuir orale Epithelzellen
In der vorliegenden Studie sollte ein Modell zur Untersuchung der Reaktion von Epithelzellen
auf Biofilme etabliert werden. Die in dieser Machbarkeitsstudie verwendeten Epithelzellen
sollten dementsprechend einfach verfligbar, anspruchslos in der Kaultivierung und
unkompliziert in der Handhabung sein. Die Wahl fiel deswegen auf die lange etablierten
HaCaT-Zellen. Es handelt sich bei dieser Zelllinie um humane, spontan immortalisierte
Keratinozyten, die sich unter Langzeit-Kulturbedingungen bei reduzierter Calcium-
Konzentration und erhohter Temperatur aus humanen adulten Hautkeratinozyten entwickelt
haben [149]. Der Name HaCaT ist abgeleitet von den beschriebenen Kulturbedingungen,
unter denen die Zelllinie entstand (Ha = ,,human“ / ,,adult*, Ca = ,, low calcium*, T = ,high
temperature ). HaCaT-Zellen besitzen einige Eigenschaften, die sie deutlich von natirlichen
Keratinozyten unterscheiden und sie unter diesen Gesichtspunkten nur bedingt mit natiirlichen
Keratinozyten vergleichbar machen. Natirliche Keratinozyten durchlaufen einen
Differenzierungs- beziehungsweise Alterungsprozess, der mit dem Absterben der Zelle endet.
HaCaT-Zellen jedoch besitzen Immortalitét, die unter anderem in einer erhohten Aktivitét des
Enzyms Telomerase [150] sowie Mutationen an beiden Allelen des p53-Gens [151] begriindet
ist. Uber einen Experimentalzeitraum von iber sechs Jahren und mehr als 300
Populationsteilungen zeigten HaCaT-Zellen eine konstante Balance des genetischen Materials
und blieben tumorfrei verglichen mit viral transformierten Keratinozyten [152]. Auch unter in
vivo-Bedingungen zeigten HaCaT-Zellen trotz Immortalitat keine tumorartigen oder invasiven
Eigenschaften [149, 153]. HaCaT-Zellen sind, im Gegensatz zu normalen humanen
Keratinozyten, auch in serumfreien Medien kultivierbar. Dies ist in Experimenten von
Vorteil, weil das Vorhandensein von Seren die Ergebnisse von in vitro-Versuchen verfélscht

und ihre Interpretation erschwert. Vorhergehende Untersuchungen hatten ergeben, dass die
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Summe der Proliferations- und Differenzierungseigenschaften der in serumfreien Medium
aufgezogenen HaCaT-Zellen vergleichbar sind mit denen der normalen humanen
Keratinozyten [154]. Durch die Immortalitat der verwendeten HaCaT-Zellen gestaltete sich
die Aufzucht und Subkultivierung der Epithelzellen vergleichsweise einfach. Sie erwiesen
sich als robust und zeigten schnelle Wachstumseigenschaften. Daher eigneten sie sich gut fir
die Untersuchung der Immunreaktion. Ein weiterer Vorteil der HaCaT-Zellen war, dass sie
vollkommen unabhangig von jeglicher Probanden-Compliance zur Verfligung standen.
Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften wurden HaCaT-Zellen bereits mehrfach
eingesetzt, um sich einer Reaktion von Epithelzellen in der Mundhéhle modellhaft
anzunahern. So stimulierten Gursoy et al. HaCaT-Zellen mit in der Parodontose involvierten
Fusobakterien und analysierten die freigesetzten Mengen an Matrixmetalloproteinasen und
IL-8 [155]. Zur Untersuchung des Einflusses von Arecolin auf die Ausbildung von oraler
submukoser Fibrose nutzten Li et al. ebenfalls HaCaT-Zellen, um einen Eindruck von der
mdoglichen Reaktion oraler Epithelzellen auf diesen Wirkstoff zu gewinnen [156]. Darlber
hinaus wurden mehrere Studien zur Wirkung von Nikotin oder Schnupftabak auf
Epithelzellen unter Nutzung von HaCaT-Zellen als Modellzellen durchgefihrt. So
untersuchten Avezov et al. die zeit- und dosisabhangige Wirkung von Zigarettenrauch auf die
Modifikation von Proteinen [157], Nakamura et al. die Wirkung von Nikotin auf die
Expression von hBD2 [158], Lee et al. die Effekte von Nikotin auf Proliferation, Zellzyklus
und Differenzierung [159] und Merne et al. die Wirkung von Schnupftabak auf Wachstum
und Differenzierung [160] - nicht nur, aber immer auch - in HaCaT-Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden HaCaT-Zellen aufgrund der oben beschriebenen
vorteilhaften Eigenschaften und der bereits publizierten Verwendung als solche ebenfalls als

ideale Modellzellen flr Epithelzellen zur Anwendung gebracht.

1.3.3 Vorhergehende Studien
Die Reaktionen des Immunsystems auf Biofilme aus Pseudomonas aeruginosa sind kurzlich
in einer Ubersichtsarbeit von Jensen et al. zusammengefasst worden [161]. Darin diskutieren
die Autoren den Stand der Forschung in Bezug auf die Reaktionen des angeborenen und des
adaptiven Immunsystems. Fir die Aktivierung des letzteren wird den dendritischen Zellen
eine besondere Rolle zugeschrieben. Zudem wird die Mdglichkeit erldutert, den Nachweis
spezifischer Antikorper oder T-Zellen als diagnostischen Marker flr eine Biofilminfektion zu
etablieren. Da eine Infektion mit einem Biofilm aus P. aeruginosa am hdufigsten in der Lunge

von Patienten mit cystischer Fibrose auftritt, wird die Rolle dieser Krankheit bei Reaktionen
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der erworbenen Immunitat auf Biofilme noch einmal separat diskutiert. Als fir die
Biofilmbek&dmpfung entscheidende Komponenten des angeborenen Immunsystems werden
neutrophile Granulozyten und Makrophagen genannt, die sowohl bei cystischer Fibrose als
auch bei chronischen Wunden gegen Biofilme vorgehen. AuBerdem gelten die Toll like-
Rezeptoren (,, toll like receptors®) TLR1, -2, -4 und -5 als entscheidend. Dabei erkennt die
Kombination aus TLR1 und -2 bakterielles Lipoprotein, wahrend TLR2 und -4 zur
Monozytenaktivierung durch Erkennung eines von P. aeruginosa produzierten Alginats
beitragen. TLR5 kann dartber hinaus die noch im Plankton befindlichen P. aeruginosa
anhand ihres Flagellins detektieren. Interessanterweise scheint die Erkennung von bakterieller
DNA, die in der Biofilmmatrix als Strukturprotein verwendet wird, TLR9-unabhéngig zu
erfolgen. Wahrend das Immunsystem also gegen P. aeruginosa vorgeht, ist das Bakterium
umgekehrt auch gegenuber dem Immunsystem aktiv. Beispielsweise kann das
Komplementsystem durch die Freisetzung von alkalischen Proteasen und Elastase inaktiviert
werden. Weiterhin setzt das Pathogen Rhamnolipide frei, die als starke Detergenzien zur
Nekrose von neutrophilen Granulozyten (und wohl auch Epithelzellen) fihren. Ihre
Expression und Freisetzung wird durch Quorum Sensing-Signale gesteuert. Diese
beeinflussen Uberdies die Genexpression in eukaryotischen Zellen und schwéchen somit die
Immunreakion weiter ab. So inhibieren sie die Produktion der proinflammatorischen Zytokine
IL-12 und TNF-alpha in Lymphozyten und induzieren Apoptose in neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen.

Wie stark ein solch immunstimulierender Effekt eines Biofilms aus P. aeruginosa gegenuber
im Plankton befindlichen Bakterien ist, konnte die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Schréder vom
Universitatsklinikum in Kiel zeigen. In ihrer Studie wird beschrieben, wie eine mukoide Form
von P. aeruginosa die Expression von hBD-2 in respiratorischen Epithelzellen induziert,
wahrend zwei nichtmukoid wachsende Stamme von P. aeruginosa keine hBD-2-Produktion
verursachen [83].

Die dentale Plaque wurde bereits in mehreren Publikationen als Biofilm charakterisiert, der
im Gegensatz zu aus P. aeruginosa oder anderen Einzelspezies-Biofilmen aus einem
Konglomerat vieler verschiedener Bakterien besteht [162, 163]. Ein solcher Biofilm l&sst sich
mit einem definierten Bakterienspektrum in vitro herstellen [162]. In der Arbeitsgruppe, in
der die vorliegende Arbeit entstand, wurde bereits vorher mit naturlich und intraoral erstellten
Biofilmen gearbeitet [57]. Diese sollten in Bezug auf die in Epithelzellen induzierten
Expressionen mit Einzelspezies-Biofilmen verglichen werden. Ein Modell zur Untersuchung

der Induktion von immunmodulatorischen Proteinen in Epithelzellen durch Biofilme muss
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von standardisiert geziichteten Biofilmen ausgehen und diese in unmittel- oder mittelbaren
Kontakt mit Epithelzellen bringen. Deren Reaktion wird anschlieend analysiert. Konkret
sollte die Immunreaktion von Epithelzellen auf den kommensalen Keim S. mitis und den
pathogenen Keim S. mutans verglichen werden. Die zu erwartenden Unterschiede kénnten
Hinweise auf die Divergenz der Immunantworten bei der Plaguebildung — vor und nach dem
Okologischen Shift — erbringen.
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2 Fragestellung

Die Mundhohle bietet Raum fur eine Vielzahl verschiedener Mikroorganismen, die haufig als
Biofilme organisiert sind. Diese liegen in direkter Nachbarschaft zu den Epithelzellen, deren
Immunreaktion die erste und wahrscheinlich flr das weitere Vorgehen des Immunsystems
entscheidende Massnahme gegenuber den Keimen darstellt. Eine Charakterisierung dieser
Immunreaktion im Hinblick auf die Expression von AMPs und immunmodulatorischer
Molekiile wird zu einem tieferen Verstandnis der Organisation von Mikroorganismen und
Wirtszellen in der Mundhdéhle fihren und langfristig moglicherweise die Prophylaxe und/oder

eine eventuelle Therapie zur Gesunderhaltung von Zahnfleisch und Z&hnen beeinflussen.

Um einen Teil der dazu vorgesehenen Methoden sowie den Ablauf der experimentellen
Schritte zu etablieren, sollte in der vorliegenden Arbeit die Verwendung oraler Biofilme als
Induktoren zur Expression von AMPs und immunmodulatorischer Molekile durch
Epithelzellen getestet werden. Untersucht werden sollte dies anhand von nattrlich gebildeten
Biofilmen in unterschiedlichen Wachstums- beziehungsweise Reifungsstufen sowie zwei
bakteriellen Kulturen, die aus jeweils einem oralen Keim bestehen. Hierflir wurden S. mitis
als typischer Vertreter der friihen, und S. mutans als Vertreter der spaten beziehungsweise
reifen Plaque gewahlt. Als einfach zu handhabendes Modell fiir Epithelzellen wurde in dieser
Pilotstudie die Keratinozytenzelllinie HaCaT verwendet.

Ziel der Arbeit war somit die Etablierung eines Modellsystems zur Charakterisierung der
Reaktion von Epithelzellen auf typischerweise in der Mundhdhle lokalisierte Biofilme. Dazu
wurden in einem ersten Schritt die mikrobiellen Zusammensetzungen der intraoral
angezuchteten Biofilme dreier Probanden und deren mikrobielle Speichelzusammensetzung
miteinander verglichen. Weitere Zielsetzung war das semiquanitative Erfassen der Expression
antimikrobieller und immunmodulatorischer Molekille durch  Epithelzellen nach
entsprechender  Stimulation durch  Biofilme verschiedenartiger ~Zusammensetzung.
Abschliellend sollte anhand der erhaltenen Daten die Eignung des vorgestellten Modells fir

weitere Experimente diskutiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1

Auf dieser und der folgenden Seite werden Gerate und Verbrauchsmaterialien aufgefuhrt, die

Gerate und Verbrauchsmaterialien

nicht explizit in der Beschreibung der jeweiligen Methode erwahnt werden.

Gerat / Material \

Hersteller

Fur den wiederkehrenden Gebrauch bei verschiedenen Experimenten:

Beckman J2-21M/E Centrifuge

Beckman, Miinchen

Brutschrank BK6160

Heraeus, Hamburg

Centrifuge 5415 R

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Sicherheitswerkbank Heraeus HERA safe

Thermo Electron Corp., Karlsruhe

Tischwaage PCE-BS 6000

PCE Deutschland GmbH, Meschede

Vacusafe comfort

IBS, Fernwald

Fir die Pellikelbildung:

Biopsy Punch

Stiefel, Offenbach am Main

Fir die Anzucht der Bakterienkultur:

CampyPak Plus Microaerophilic System

Envelopes with Palladium Catalyst

BD, Heidelberg

Cryobank Stammbhaltungssystem

Mast Diagnostica, Reinfeldt

Gas Pak System

BD, Heidelberg

Fir die Extraktion

der Gesamt-RNA:

RNeasy Total RNA Kit

Qiagen, Hilden

Ethanol (100 %)

Sigma, Taufkirchen

Spin Tube 50pl

Qiagen, Hilden

RNeasy mini column

Qiagen, Hilden




28

Gerat / Material

Hersteller

Fir Aufzucht, Einfrieren und Auftauen von HaCaT-Zellen:

Amphotericin B

Biochrom AG, Berlin

Glutamin

Biochrom AG, Berlin

Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

DMEM Dulbeco’s modified Eagle Medium

Biochrom AG, Berlin

DMSO Freeze Medium

Biochrom AG, Berlin

Dulbeco’s PBS ohne Mg, Ca

Biochrom AG, Berlin

FCS Kalberserum Fetal calf serum

Biochrom AG, Berlin

Keratinozyten Growth Medium 2 Kit

PromoCell, Heidelberg

Keratinozyten SFM Serum free medium

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin-EDTA

Biochrom AG, Berlin

Trypsin-EDTA-Inhibitor

Biochrom AG, Berlin

Tissue Culture Plate 6-Well

Sarstedt, NUmbrecht

Tissue Culture Flask 25 cm?2

Sarstedt, NUmbrecht

Tissue Culture Flask 75 cm?

Sarstedt, NUmbrecht

Fir die mikrobiologische Analyse:

Thioglykolat

Oxoid GmbH, Wesel

Columbia Blutagar

Oxoid GmbH, Wesel

Schokoladenagar/Vitox

Oxoid GmbH, Wesel

Haemophilus-Selektivagar

Oxoid GmbH, Wesel

Analyseeinheit Vitek 260

bioMerieux, Nurtingen

\Vortex-Mischer Genius 3

IKA GmbH & Co KG, Staufen

Gram-Férbung

Merck, Darmstadt

Oxidase Oxoid GmbH, Wesel
Katalase Oxoid GmbH, Wesel
H O -L6sung Merck, Darmstadt

2 2
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3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Herstellung der Einzelspezies-Biofilme

Vorbereitung der Polycarbonatfolien

Als Tragermaterial wurden Polycarbonatfolien (Overhead Photocopy-Film, Pelikan,
Hannover) verwendet. Um die Anlagerung von Pellikelproteinen und Bakterien zu
erleichtern, wurden die Folien mit Schleifpapier (4000er Kornung, Jean Wirtz, Dusseldorf)
aufgeraut und nach dem Einpassen in die Kavitat einer 6-Well-Platte (Sarstedt, Numbrecht)
mittels einer Schablone im ethanolhaltigen (70 %) Ultraschallbad entfettet. Abschlielend
wurden die Folien bei 134 °C autoklaviert (Vacuklav 24, MELAG, Berlin) und danach auf
Glasperlen mit einem Durchmesser von 1 mm in einer Petrischale (Tissue Culture Disk, 35 x
10 mm, Sarstedt, Nimbrecht) gebettet. Diese verhinderten als Abstandshalter das Verkleben
der Polycarbonatfolien mit dem Gefallboden und ermdglichten einen beidseitigen Zugang fiir
im néchsten Schritt aufgebrachte Pellikelproteine.

Ausbildung des Pellikels
Ein entscheidender Schritt zur Ausbildung eines Biofilms ist die vorherige Etablierung einer

Pellikelschicht auf der Oberflache. Um die Pellikelschicht im vorliegenden Fall auf der
Polycarbonatoberflache anzusiedeln, wurden die dazu notwendigen Proteine in Form von
vorher gesammeltem Speichel gewonnen. Probanden kauten zur Anregung der
Speichelsekretion mehrere Minuten auf Paraffinblécken (CRT Paraffin, Ivoclar Vivadent,
Ellwangen). Der in den ersten zwei Minuten gewonnene Speichel wurde verworfen, um
Paraffin- oder Speisereste zu entfernen. Weiterer Speichel wurde in 50 ml
Zentrifugierréhrchen (Sarstedt, Numbrecht) gesammelt und bei 6000 U/min fur 20 Minuten
zentrifugiert (Beckmann J2-21M/E Centrifuge, Beckmann, Miinchen). Der Uberstand wurde
mittels Sterilfilter mit einer Porenweite von 0,22 um (Stericup GP Express Plus Membrane,
Millipore, Schwalbach) filtriert. Die Sterilfiltrierung war notwendig, um die im Speichel
vorhandenen Bakterien zu isolieren. Diese hétten die Einzelspezies-Biofilme bereits auf der
Pellikelebene kontaminiert und die spateren Induktionsergebnisse verfalscht. Wahrend nicht
sofort benotigter Speicheltiberstand bei -70 °C eingefroren wurde, wurde der andere Teil auf
die vorbereiteten Polycarbonatfolien aufgebracht, die anschlieRend fiir 12 Stunden bei 37 °C
im Brutschrank (Hereaus, Hamburg) inkubiert wurden, um die Bildung eines Pellikels zu

ermoglichen. Danach wurde der Speichel mittels einer Absaugvorrichtung (Vacusafe comfort,
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IBS, Fernwald) entfernt. Die Polycarbonatfolien konnten nun als Trager flr einen Biofilm

genutzt werden.

Anzucht der Biofilme

Der fur die vorliegende Arbeit verwendete Bakterienstamm der S. mitis-Kulturen tragt die
Bezeichnung DSM 8 und wurde dem Labor freundlichst von Frau Professor Kneist aus Jena
zur weiteren Verwendung Uberlassen. Der Stamm fir die S. mutans-Kulturen kommt aus den
Bestanden der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuluren GmbH,
Braunschweig). Er tragt die ATCC-Nummer 25175 bzw. DMS-Nummer 20523. Beide
Stamme gehoren der Risikogruppe 2 an.

Die Bakterien wurden als Flussigkulturen angezichtet. Das dazu verwendete BHI-Medium
(BD, Heidelberg) wurde zuvor mit 0,1%igem Hefeextrakt (Merck, Darmstadt) angereichert
und anschliefend fiir 15 Minuten autoklaviert. Nach der Animpfung mit den Bakterien wurde
die Kultur fur die folgenden zwei bis drei Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach
diesem Zeitraum war die bakterielle Suspension triib und damit bereit flr die Beimpfung der
Polycarbonatfolien. Diese wurden mit 3 ml der Bakterienkultur bedeckt und in den folgenden
12, 24, 36 und 48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Das vorhandene
Bakterienndhrmedium wurde alle 24 Stunden gewechselt. Jeder Ansatz wurde insgesamt
dreimal durchgefihrt. Die Abbildung 3-1 zeigt eine mit Biofilm (berzogene

Polycarbonatfolie direkt nach der Entnahme aus der Petrischale.

Abbildung 3-1: Mit Biofilm bewachsene Polycarbonatfolie. Die so hergestellten
Einzelspezies-Biofilme wurden dann zur Stimulation von Epithelzellen verwendet.
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3.2.2 Intraorale Anzichtung naturlicher Biofilme
Neben Biofilmen aus Einzelspezies wurden naturliche, in der Mundhohle gebildete Biofilme
zur Stimulation genutzt. Dazu wurden jeweils drei Polycarbonatfolien wie oben beschrieben
aufgeraut, sterilisiert, und dann in eine Tragerapparatur aus Kunststoff (DC PRESS V,
Autompolymerisat, Prothesenkunststoff, Dental Central, Trittau) eingepasst (siehe Abbildung
3-2).

L |

Abbildung 3-2: Tragerapparatur zur Aufnahme der Polycarbonatfolien

Dieser Trager wurde mittels Kieferorthopadie-Band (Dentaurum, Ispringen) intraoral platziert
und fir die folgenden 12, 24, 36 und 48 Stunden am Oberkiefer getragen, wobei sich die
Folien in einem Abstand von 2 bis 3 mm zum Gaumen befanden. Fir die Gewinnung der auf
diese Weise intraoral hergestellten Biofilme konnten drei Probanden gewonnen werden. Nach
der Entnahme aus der Trégerapparatur waren die Biofilme zur Stimulation von Epithelzellen

verwendbar.

3.2.3 Mikrobiologische Analyse
Die mikrobiologische Zusammensetzung der Speichelproben und der angeziichteten Biofilme
wurde durch ein Fremdlabor unter der Leitung von Dr. Wolfgang Falk analysiert. Dazu
wurden die Folien in 1 ml Flissigndhrboden Thioglykolat (Oxoid, Wesel) tberfihrt und
mittels Vortex-Mischer (IKA, Staufen) eine Bakteriensuspension hergestellt. Jeweils 100 pl
dieser Suspension wurden auf folgenden Nahrbdden ausplattiert: Columbia-Blutagar (Oxoid,
Wesel), Schokoladen-Agar mit Vitox (Oxoid, Wesel) und Haemophilus-Selektivagar (Oxoid,
Wesel). Die ausplattierten Aliquots wurden unter aeroben Bedingungen, der Schokoladen-
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Agar mit Vitox und Haemophilus-Selektivagar fir 20 Stunden unter CO, bei 37 °C im
Brutschrank (Heraeus, Hanau) bebritet. Die Differenzierung der Spezies wurde anhand
morphologischer und enzymatischer Reaktionen durchgefuihrt. Entsprechende Kolonien
wurden auf Columbia-Blutagar isoliert und nach 20 Stunden Bebritung bei 37 °C mittels
Vitek 2 (bioMerieux, Nurtingen) bestimmt. Fur die Spezies Neisseria und Haemophilus
wurden keine Subspeziesidentifizierungen durchgefihrt. Die Differenzierung erfolgte tber
Gram-Féarbung (Merck, Darmstadt), Oxidase- (Oxoid, Wesel) und Katalase-Reaktion mittels
3%iger H,O,-Losung (Merck, Darmstadt) sowie das ,,Ammen-Phidnomen‘ bei Haemophilus.
Capnocytophaga wurde mittels Pigmentierung, wegen fehlender Katalase- und Oxidase-
Reaktion sowie des Bedarfs an komplexen Wachstumsansprichen auf Speziesebene
bestimmt. Es wurden so mehr als zehn unterschiedliche Spezies festgestellt. Es handelte sich
dabei hauptsachlich um friihe Plaquebildner. Die Ergebnisse wurden als die Anzahl von CFUs

(,,colony forming units ) in einem Balkendiagramm dargestellt.

3.3 Zellbiologische Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden sogenannte HaCaT-Zellen als Modell fur humane
Epithelzellen genutzt. Dabei handelt es sich um eine humane, nicht-tumorigene Zelllinie, die
spontan aus normalen humanen Keratinozyten durch Kultur bei erhohter Temperatur und
geringer Kalziumkonzentration entstand [149]. Fir die Experimente wurden HaCaT-Zellen
aus bestehenden Kulturen des Labors der Klinik fiir konservierende Zahnheilkunde und

Parodontologie der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel Gbernommen.

3.3.1 Kultivierung der HaCaT-Zellen
Die Anzichtung der Zelllinie erfolgte in 20 ml DMEM-Medium (Dulbeco’s Modified Eagle
Medium, Cellconcepts, Umkirch), welches mit 10%igem fetalem Kalberserum (FCS, PAA
GmbH, Linz) versetzt war. Um eine mikrobielle Kontamination der Zellkultur durch
eventuelles Bakterienwachstum zu verhindern, wurden dem Medium 100 U/ml Penicillin,
Amphotericin B (Biochrom AG, Berlin), 100 pg/ml Streptomycin (Biochrom AG, Berlin),
und als Néhrzusatz 2 mM Glutamin (Biochrom AG, Berlin) zugesetzt. Die Kultivierung der
HaCaT-Zelllinie erfolgte bei 37 °C in wasserdampfgeséttigter Atmosphére mit CO,-Begasung
in 200 ml-Kulturgefalen (Sarstedt, Newton). Das Wechseln des N&dhrmediums erfolgte alle
zwei Tage nach vorhergehendem Waschen der Kultur mit Pufferlésung. Das hierbei

verwendete Nahrmedium wurde vorher auf 37 °C angewarmt.
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3.3.2 Subkultivierung der Zellen
Eine Subkultivierung der adhédrenten HaCaT-Zellen erfolgte alle 7 bis 10 Tage bei ca.
80%iger Konfluenz. Vor Ablésung der adhérenten HaCaT-Zellen vom Boden des
Kulturgefaies (Tissue Culture Flask 25/75 ccm Sarstedt, Nimbrecht) wurden diese vorher
zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und mit 5 ml 0,05%iger Trypsin / 0,025%iger EDTA-
Losung (Gibco BRL, Eggenstein) inkubiert. Nach einer finfminutigen Inkubationszeit im
Brutschrank (Heraeus, Hanau) wurden die Zellen abgelost. Das Ablésen der Zellen wurde
durch Schwenken der Kulturflaschen unterstiitzt und zwischendurch unter dem Mikroskop
uberprift. AnschlieBend wurde durch das Zugeben der gleichen Menge FCS-haltigen
Mediums die enzymatische Proteolyse (des Trypsins) gestoppt. Nach mehrmaligem
Resuspendieren der Zellen wurden diese bei 400 g fur finf Minuten zentrifugiert. Danach
wurden sie mit DMEM-Medium gewaschen und in sterile Kulturflaschen eingesit,
beziehungsweise fir anstehende Versuche in 6-Well-Kulturplatten (Sarstedt, Nimbrecht)

verteilt.

3.3.3 Einfrieren und Auftauen von adharent wachsenden
Zellen

Um den Fortbestand der Zellkulturen aufrecht zu erhalten, wurde jeweils die Halfte der zur
Konfluenz angeziichteten Zellen bei -70 °C eingefroren. Zu diesem Zwecke wurden die
HaCaT-Zellen wie oben beschrieben mittels einer Trypsinlésung vom Boden der
Kulturflasche abgeldst und anschlieRend mit FCS-haltigem Medium gewaschen. Nach
finfmindtigem Zentrifugieren (Centrifuge 5417 R/5810 R, Eppendorf, Hamburg) bei 400 g
wurde der zellfreie Anteil des N&dhrmediums abpipettiert, und das Zellprazipitat in 2,5 ml
Einfriermedium suspendiert. Das Einfriermedium (DMSO Freeze Medium; Biochrom AG,
Berlin) war mit 20 % FCS (Biochrom AG, Berlin) und 10 % des als Frotschutzmittel
genutzten Dimethylsulfoxids (DMSO) versetzt. Die so préaparierte Zellsuspension wurde
anschlieRend bei -70 °C gelagert.

Zum Auftauen wurden die eingefrorenen Zellsuspensionsréhrchen in einem Wasserbad bei
37 °C aufgetaut. Das zelltoxische DMSO musste moglichst schnell entfernt werden, weshalb
die zehnfache Menge an FCS-haltigem, auf 37 °C erwdrmtem N&hrmedium zu den Zellen
gegeben wurde. Nach dem Zentrifugieren fiir finf Minuten bei 600 g und dem Dekantieren
des Uberstandes konnte das Zellprazipitat in 37 °C warmem Medium in die Zellkulturflasche

zur Anzucht gegeben werden.
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3.3.4 Stimulation der HaCaT-Zellen durch den Biofilm

Bei der Versuchsanordnung zur Stimulation der Epithelzellen wurden Erkenntnisse aus
vorhergehenden Studien und Experimenten genutzt. So hatten VVorversuche [57] eine optimale
Stimulationszeit von vier Stunden ergeben. Zudem war bereits bekannt, dass flr eine
Stimulation ein direkter Zell-zu-Zell-Kontakt von Pathogen und Epithelzelle nicht
erforderlich war [164, 165], weil die Induktionswirkung auf von Bakterien freigesetzte
Stoffwechselprodukte, wie zum Beispiel Lipoteichonsdure [24], zurlickzufiihren war. Ein
Abstand von 500 um zwischen Pathogen und Epithelzelle wurde als ausreichend beschrieben
[57].

In der vorliegenden Arbeit wurden zur modellhaften Darstellung einer Epithelzellschicht
HaCaT-Zellen in 6-Well-Platten bis zur Konfluenz angeziichtet. Auf dieser Zellschicht wurde
- durch einen 500 pum starken, biokompatiblen, kieferorthopadischen Draht (KfO-Draht,
Dentaurum, Ispringen) getrennt - ein separat generierter Biofilm aufgebracht (siehe
Abbildung 3-3).

Abbildung 3-3: Inkubation der Epithelzellen

Die Biofilme wurden vor der Stimulation zweimal mit PBS-Puffer gespilt. So wurde
verhindert, dass sich nur schwach am Biofilm haftende Bakterien 16sen konnten. Diese hétten
durch den direkten Zell-zu-Zell-Kontakt mit den Epithelzellen das gesamte
Stimulationsergebnis verfélscht. Die Stimulation erfolgte in serumfreiem Medium (DMEM,;
Biochrom, Berlin), um die eventuelle zusatzliche Stimulation der HaCaT-Zellen durch
Serumkomponenten zu verhindern. Daruber hinaus musste auf den Einsatz von
antibiotikafreiem Medium fir die Stimulationsexperimente geachtet werden. Selbst im flr das

Experiment gunstigsten Fall einer Resistenz der Bakterien gegen genau diese Antibiotika
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wirden die Bakterien des in vitro bzw. intraoral generierten Biofilms vo6llig anders reagieren
als Biofilmbakterien in der (unter physiologischen Umsténden antibiotikafreien) Mundhohle.
Wahrscheinlicher wére die rasche Lyse der Bakterien, die komplette Zersetzung des Biofilms
und damit eine Stimulation der Epithelzellen nicht mehr - wie angestrebt - durch einen
Biofilm, sondern durch frei bewegliche Abbauprodukte, die dann dartiber hinaus in direktem
Zell-zu-Zell-Kontakt mit der Epithelschicht stiinden.

Zu Kontrollzwecken wurde das zum Waschen der mit Bakterien bewachsenen Folien benutzte
PBS-Medium gesammelt und flr eine weitere Stimulation der Epithelzellkulturen benutzt.
Weiterhin  wurden 2 Kavitaten der 6-Well-Platte unstimuliert belassen und als
Mediumkontrolle gefuhrt. Eine Folienkontrolle wurde mit einer nur mit dem Pellikel

bewachsenen Folie durchgefihrt.

Fur jeden Zeitpunkt nach Beginn der Anzucht der Biofilme (12, 24, 36, 48 Stunden) wurden
also folgende Stimulationsversuche durchgefuhrt:

- 2 Einzelspezies x 3 Biofilme,

- 3 Probanden x 3 intraoral gebildete Biofilme,

- 1 x eine Kontrolle mit PBS-Medium, das zum Abspulen der Biofilmfolien vor

der Stimulation genutzt wurde,

- 2 Mediumkontrollen und

- 1 Pellikelkontrolle.
Nach vierstundiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C wurden die Biofilme entfernt und
die Epithelzellen dreimalig mit PBS gewaschen. Im Folgenden wurden die Epithelzellen

lysiert, um ihre RNA extrahieren zu kénnen.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Extraktion der Gesamt-RNA
Vor Extraktion der RNA wurde das Inkubationsmedium abgegossen und die Zellen dreimal
mit PBS gespult. Anschlielend wurde die Extraktion der gesamten RNA mit dem RNeasy
Total RNA Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) durchgefuhrt. Im Folgenden genannte
Abkirzungen wie RLT, RW1 und RPE beziehen sich auf Komponenten dieses Kits. Es
wurden je 350 pl RLT-Puffer + 3,5 pl 2-Mercaptoethanol (3-ME) (Sigma, Taufkirchen) in ein
Well gegeben, und die Zellen mit Hilfe eines sog. Cell Scrapers (Disposable Cell Scraper,
Sarstedt, Nuimbrecht) abgelost. Weiterhin  wurden 350 ul 70%iges Ethanol (Sigma,
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Taufkirchen) dazu pipettiert. Unterstiitzt wurde das Abldsen und die Lyse der Zellen durch
wiederholtes Auf- und Abziehen mit der Pipette, wobei sich ein homogenes Zell-Lysat
bildete. Nach dem Homogenisieren des Zell-Lysats wurde dieses in ein RNeasy mini column
Zentrifugierréhrchen (Spin Tube 50 ul, Qiagen, Hilden) pipettiert. Die Spin Tubes wurden bei
10000 U/min fir 21 Sekunden zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde das Eluat
abgegossen und 700 pl des Puffers RW1 pro Spin Tube hinzugegeben. Nach erneutem
Zentrifugieren bei 10000 U/min fir 21 Sekunden und Abgief3en des Eluats, wurden 500 pl
RPE pipettiert, fur 15 Sekunden bei 10000 U/min zentrifugiert und das Eluat erneut
abgegossen. Dieser letzte Schritt wurde ein zweites Mal wiederholt. Das auf diese Weise
entstandene RNA-Prazipitat wurde zusammen mit jeweils 50 pl RNAse-freiem Wasser in
neue Eppendorf-Tubes pipettiert, die dann bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C

eingefroren wurden.

3.4.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA
Die extrahierte RNA wurde zur weiteren Verwendung in DNA umgeschrieben. Dazu wurden

jeweils 8 ul mMRNA, 1 ul Oligo(dT)-Primer (20 mM) und 1 pul DNTP (10 mM) in einem 50 pl
Spin Tube auf Eis zusammengegeben. Zur Aufhebung der mRNA-Sekundarstruktur wurde der
Ansatz fir 5 Minuten im Thermocycler (Tpersonal, Biometra, Gottingen) auf 65 °C erhitzt
und anschliefend wieder auf 4 °C gekihlt. Nach 5 Minuten wurden 10 ul eines Mastermix'

zugesetzt, der sich aus folgenden Komponenten zusammensetzte:

2 ul 5x Reaktionspuffer
4 ul MgCl2 (25mM)
2ulDTTO0,1 M

1 pl RNase out

1ul SuperScript 11 Reverse Transkriptase

Wahrend der folgenden, 50-minutigen Erwarmung auf 42 °C erfolgte die eigentliche reverse
Transkription, das heilt das Umschreiben von RNA in cDNA (,,complementary
desoxyribonucleinacid ©). Danach wurde die Losung auf 70 °C erhitzt, um die Transkriptase
zu inaktivieren. Erneut wurde der Ansatz auf 4 °C gekuhlt. Nach dem Zusatz von 1 ul RNase
H wurde die Losung auf 37 °C erwédrmt, so dass das Enzym die RNA des RNA:DNA-
Hybridstrangs abbauen konnte. Die cDNA-Probe wurde dann bei - 20 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.
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3.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Im vorhergehenden Schritt war die mRNA, also die Matrize zur Herstellung aller von der
Zelle im Moment der Lyse produzierten Proteine, in cDNA umgeschrieben worden. Im nun
folgenden Schritt sollte Uberprift werden, ob die mMRNA bestimmter antimikrobieller Peptide
in der Zelle produziert wurde. Dazu sollten entsprechende Abschnitte der aus der mRNA
entstandenen cDNA soweit amplifiziert werden, dass sie unter UV-Beleuchtung in einem
Agarosegel sichtbar gemacht werden konnten.

Die Amplifikation erfolgte mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die Bezeichnung
der Methode erklart sich durch die Verwendung einer temperaturstabilen DNA-Polymerase
(synonym Tag-Polymerase), die in aufeinander folgenden Durchgédngen sowohl den
urspriinglich vorhandenen, spezifischen cDNA-Abschnitt, als auch alle in vorhergehenden
Durchgangen erstellten DNA-Kopien dieses Abschnitts jeweils verdoppelt (Kettenreaktion).
Die Kombination von Reverser Transkription und Polymerase-Kettenreaktion, wie sie hier
zum Nachweis spezifischer mRNAs genutzt wurde, wird mit 'RT-PCR' abgekdrzt. Die dazu
verwendete Tag-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe) ist hitzestabil, da sie dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus (daher: 'Taq’) entnommen wurde. Dadurch ist es der Tag-
Polymerase moglich, trotz der starken Temperaturschwankungen, wie sie im Falle der PCR
auftreten, zu funktionieren, ohne zu denaturieren. Die Markierung des gewtiinschten cDNA-
Abschnitts geschieht durch die Verwendung zweier Oligonukleotide (,,primer®), die sich
aufgrund ihrer spezifischen Nukleotidsequenz am Start- und Endpunkt des zu
amplifizierenden cDNA-Abschnitts anlagern. Von ihnen ausgehend, kann die Polymerase die
Fehlstelle zwischen beiden Primern mit in Ldsung verfligbaren Nukleotiden auffiillen und
diese zu einem eigenen DNA-Strang verbinden. Dieser Vorgang wird als Elongation
bezeichnet. Bei der anschlieBenden Denaturierung werden die hybridisierten DNA-Stréange
durch eine Temperaturerhdhung getrennt, so dass sich im néchsten Schritt an beide DNA-
Strénge erneut Primer anlagern, und jeden DNA-Strang jeweils fur eine erneute Verdopplung
markieren. Der Vorgang der PCR findet in einem Thermocycler (Mastercycler Gradient,
Eppendorf, Hamburg oder Biometra T-Personal, Whatman Biometra, Géttingen) statt, in dem
in zyklischer Abfolge Denaturierung, Primer-Anlagerung und Elongation des Stranges
ablaufen. So kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung des durch den Primer selektierten
DNA-Abschnittes. Im vorliegenden Fall wurde die PCR durchgefuhrt, um die mRNA-
Expression fir hBD-2, RNase-7, Psoriasin (PSO), Interleukin 8 (IL-8), 5-Lipoxygenase (5-
LO) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) semiquantitativ.  zu

analysieren. GAPDH ist ein an der Glykolyse beteiligtes Protein und kommt
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dementsprechend in nahezu allen Zellen in fast gleichen Mengen vor. Das entsprechende Gen
wird deswegen auch als 'Haushaltsgen (,,housekeeping gene*) bezeichnet. Aufgrund seiner
stetigen Expression eignet es sich zur Uberpriifung des Vorhandenseins von cDNA und der
korrekten Funktion der PCR. AuPerdem wird dessen Expressionsstarke bei der Analyse der
Expression der anderen Gene als eine Art Basislinie gesetzt werden, damit die
Expressionsstarken verschiedener Gene von Zellen in verschiedenen Wells mit verschiedenen

Stimulatoren tber verschieden lange Zeitdauer miteinander verglichen werden kdnnen.

Zur Vorbereitung der PCR wurden 1 ul cDNA-L6sung mit 48,5 ul eines Mastermix' gemischt.
Dieser bestand mehrheitlich aus folgenden Komponenten des Superscript Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe): 5 ul 10x Reaktionspuffer, 2 ul MgCl,
(50 mM), 5 ul ANTP (2 mM, GE Healthcare, Miinchen), 0,25 ul Tag DNA-Polymerase
(Invitrogen, Karlsruhe), 0,25 ul forward-Primer fir GAPDH, 0,25 ul reverse-Primer flr
GAPDH, 2 ul forward-Primer und 2 ul reverse-Primer fiir das zu untersuchende Protein,
31,75 ul RNase-freies H,O. Dazu kamen jeweils eine Positivkontrolle (Mastermix mit
Primern fir GAPDH) und eine Negativkontrolle (Mastermix ohne cDNA).

Der Amplifikationsvorgang wurde mit folgenden Schritten durchgeftihrt:
1.) Denaturierung der cDNA bei 95 °C fur 30 Sekunden.
2.) Sequenzspezifische Anlagerung der Primer an die cDNA bei geeigneter
Annealing-Temperatur (siehe Tabelle 3-1) fiir 30 Sekunden.
3.) Elongation bei 72 °C fiir 1 Minute.
Nach dem 25-fachen (alle auper hBD2) oder 30-fachen (fur hBD2) Durchlaufen der Schritte
1 - 3 fand eine finale Elongation bei 72 °C fur 10 Minuten statt. Anschliepend wurden die

Ansatze bis zur Entnahme bei 4 °C im Thermocycler aufbewabhrt.
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Tabelle 3-1: Nukleotidsequenzen (5'-3") und Annealing-Temperaturen der
introntberspannenden Primer.

Primer- Annealing-
Produkt Basensequenz (5'nach 3")
Kurzname Temperatur
GAPDH GAl ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT ]
GA2 CCAAGCCGAGCCACATCGCTC e
Interleukin-8 IL-8 Forw CTTTCAGAGACAGCAGAGCAC .
IL-8 Rev ACTGTGAGGTAAGATGGTGGC o0e
Oligo-dT Oligo (dT) TTTTTTTTTTTTTITTTT 42°C
hBD-2 hBD-2 fA CCAGCCATCAGCCATGAGGGT ]
hBD-2 rA GGAGCCCTTTCTGAATCCGCA o0C
5-Lipoxidase 5-LO CCGCTTCATGCACATGTTCCAG ]
5-LO GCAGCCAGGAACTGGTGTGTAC 02C
Psoriasin PSO 1 TTCTTCTACTCGTGACGCTTC .
PSO 2 CTCTGCTTGTGGTAGTCTGTG 02C
RNase-7 S2-31 GGAGTCACAGCACGAAGACCA .
S2-33 rev CATGGCTGAGTTGCATGCTTGA o0e

3.4.4 Gelelektrophorese
Nach der Amplifikation sollten die in der RT-PCR amplifizierten Fragmente in einem
Agarosegel bezlglich ihrer Grope analysiert werden. Zur Herstellung des 1,7 %igen
Agarosegels (,, weight/volume*) wurden 1,7 Gramm Agarose (SeaKem LE Agarose,
Cambrex, Charles City) in 100 ml TAE-Puffer (Qiagen, Hilden) gegeben und mittels
Kochplatte (Topline 2000, Rommelsbacher) auf 100 °C erhitzt. Im Abkihlungsprozess wurde
fur die spatere Betrachtung unter UV-Licht das Agarosegel mit Ethidiumbromid (Sigma,
Taufkirchen) versetzt, was aufgrund der Toxizitat des Ethidiumbromids unter dem Abzug
geschah. Die Flussigkeit wurde in eine Gelkammer Uberfuhrt. Ein dann eingesteckter Kamm
bildete Geltaschen im sich verfestigenden Agarosegel aus. Nach Entfernung des Kamms und
Positionierung des Gels im Elektrophoresebad (Electrophoresis Apparatus Horizon 11-14,
Whatman Biometra, Gottingen) wurde dieses mit TAE-Puffer aufgefillt, so dass das Gel
knapp bedeckt war. Daraufhin wurden 5 pl des PCR-Produktes mit 5 pl des GAPDH-PCR-
Produktes mit 2 pl Laufpuffer (Brom-Phenol-Blau, Formamid, EDTA, Merck, Darmstadt)
gemischt, finf Minuten bei 95 °C erhitzt und auf das Gel aufgetragen. Zur spateren
Orientierung der erhaltenen Gelbanden wurde ein 100 bp DNA-Marker (Tracklt 100 bp
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DNALadder, Invitrogen, Karlsruhe) als L&ngenstandard auf das Gel aufgetragen. Die
Produkte der PCR wurden bei einer Spannung von 100 bis 120 Volt im TBE-Puffer

aufgetrennt, was etwa 45 Minuten dauerte. Die unter UV-Licht (Transilluminator TI 1,

Whatman Biometra, Gottingen) als Banden sichtbaren Ergebnisse wurden mit einer
Digitalkamera (Canon Power Shot A561, Canon, Tokio) dokumentiert. Die Abbildung 3-4
zeigt ein typisches Ergebnis einer solchen Analyse.
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Abbildung 3-4: Ergebnis einer Analyse von RT-PCR-Produkten nach Auftrennung im
Agarosegel.

3.4.5 Auswertung der Gelelektrophorese
Auf den Digitalfotos der Agarosegele konnten die einzelnen Banden mithilfe eines
Langenstandards den gesuchten Fragmenten zugeordnet werden. Die Farbintensitét, das heifst
der Tonwert der Bande insgesamt, wurde als Map fiir die Menge des amplifizierten
Fragments, und damit fur die Menge der initial vorhandenen mRNA des gesuchten Proteins
angenommen. Zur Ermittlung eines entsprechenden Zahlenwerts wurden die entsprechenden

Stellen des Fotos mit der Software Corel Draw (Version 9, Corel Corporation, Ottawa,
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Kanada) isoliert und in Graustufen mit einer Informationstiefe von 16 Bit umgewandelt. Die
Graustufen waren notwendig, um die Banden densitometrisch auswerten zu kdnnen. Das
Prinzip der Densitometrie ist eine quantitative Messung der Farbdichte, das heil3t Farbmenge
pro Flacheneinheit. Hierbei werden Tonwerte, jedoch keine Farbtone bestimmt. Die
densitometrische ~ Messung  wurde mit dem  Bildanalyseprogramm  Image-J
(http./iwww.rsb.info.nih.gov/ij/index.html)  durchgefiihrt. Uber den Meniipunkt ,,Analyze
Gels* lieBen sich die Farbdichten der Banden graphisch als Kurven darstellen (siehe Beispiel
in Abb. 3-5).
Bandenmuster Auswertung Quantifizierung

der RT-PCR mit Image-J der Intensilat
Mediumkontrolle (MK) '

—> b > L8, =214

L8
GAPDH —> » C——> GAPDH,, = 2891
S. mitis (SMIT) .
IL-8 —> b C—> Il =41%
GAPDH —> » > GAPDH,,, = 3975

Abbildung 3-5: Schema zur Quantifizierung der PCR-Bandenintensitat im Beispiel.

Die Banden im Digitalfoto des Agarosegels (,,Bandenmuster der RT-PCR*) wurden
mittels der Software Image-J erfasst und ihre Intensitatsverteilung bestimmt. Die
Integration der Intensititsverteilung (grau eingefirbte Flichen in ,,Auswertung mit
Image-J*) fiihrte zu einem Zahlenwert, der die Intensitit quantifizierte. Die
Abbildungen 3-5 und 3-6 wurden erstellt und freundlichst Uberlassen durch Dr. L.
Marischen, Bad Homburg.

Die Flachenmalle unter den Kurven der Intensitdtsverteilung wurden durch das Programm
errechnet und automatisch in Tabellen dargestellt. Die so erhaltenen numerischen Werte
stellten Absolutwerte der Bandenintensitat auf dem Agarosegel dar. Da es sich bei den
Stimulationswerten jedoch um Relativwerte handelt, musste ein Standardwert festgelegt
werden, der mit den ermittelten Werten ins Verhéltnis gesetzt wurde. Als Standard wurde
hierfur die Bande der GAPDH der unstimulierten Kontrolle festgelegt. Dieser Standardwert

wurde in Bezug zu den Intensitaten der Banden der GAPDH der stimulierten Proben und in



42

Bezug zu den Intensitidten der Banden der untersuchten Zielgene gesetzt. Der resultierende
Zahlenwert beschrieb die relativ zur Mediumkontrolle verdnderte Intensitédt der Bande und

damit Anderung der Expression eines gesuchten Gens (siehe Beispiel in Abb. 3-6).

Abbildung 3-6: Ermittlung der Induktionswerte im Beispiel. Aus den Induktionswerten
von drei Versuchen wurde ein Mittelwert gebildet und - im Ergebnisteil - grafisch
dargestellt.
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3.5 Statistische Auswertung

Zur Ermittlung der Induktionswerte der mRNA von hBD-2, PSO, RNase-7, 5-LO und IL-8
wurden Epithelzellen mit Einzelspezies-Biofilmen aus S. mutans bzw. S. mitis zu vier
verschiedenen Inkubationszeiten (12, 24, 38 und 48 h) stimuliert. Zu jedem
Inkubationszeitpunkt erfolgte auBerdem die Stimulation mit drei natiirlichen Biofilmen, die
aus dem Speichel dreier Probanden generiert worden waren. Jede Messung wurde als
Triplikat durchgefihrt. Differierte ein Wert des Triplikats von den beiden anderen um mehr
als den Faktor 10, so wurde er nicht beruicksichtigt. Differierte der hochste Wert um mehr als
den Faktor 10 vom niedrigsten, so wurde der Wert gestrichen, der am starksten vom mittleren
Wert abwich. Aus den drei, oder nach Streichung eines Wertes nur noch zwei Werten wurde
ein Induktionsmittelwert gebildet. Die Ergebnisse finden sich einschlieBlich errechneter
Standardabweichungen in Kapitel 4. Die aus verschiedenen Stimulationen erhaltenen
Induktionswerte Uber die Zeit wurden als Graphen in einem Diagramm miteinander
verglichen. Die Unterschiede zwischen den Graphen/Messreihen wurden mit dem Kruskal-
Wallis-Test auf Signifikanz untersucht.

Beim Kruskal-Wallis-Test handelt es sich um einen sogenannten Rang-Summen-Test. Dabei
werden die einzelnen Werte aller zu vergleichenden Messreihen entsprechend ihres
Zahlenwertes mit einem Rang versehen. Der erste Rang (in der vorliegenden Studie: Nr. 1)
wird dem niedrigsten Wert zugeordnet, der letzte (in der vorliegenden Studie: Nr. 12)
dementsprechend dem hdchsten. Anschlielend werden die Werte mit ihren Réngen
entsprechend ihrer Herkunft gruppiert: Der Wert, der aus der Stimulation mit dem
Einzelspezies-Biofilm S. mitis stammt, wird der ,,S. mitis-Gruppe® zugeordnet, der aus der
Stimulation mit dem S. mutans-Biofilm der ,,S. mutans-Gruppe* usw. Aus den Werten fiir die
Réange innerhalb einer Gruppe wird ein Mittelwert gebildet. Je weiter die Mittelwerte der
Réange der einzelnen Gruppen auseinander liegen, und je weniger die Rangwerte der einzelnen
Messungen in einer Gruppe voneinander und von ihrem Mittelwert abweichen, (das heif3t
umgekehrt: je eher sie eine fortlaufende Zahlenreihe bilden), desto wahrscheinlicher ist
mindestens ein Unterschied zwischen allen drei Messreihen signifikant. Das bedeutet, dass
selbst dann, wenn zwei der Messreihen untereinander keinen signifikanten Unterschied
aufweisen, die dritte Messreihe sich aber in ihren Werten signifikant von den anderen beiden
unterscheidet, liefert der Kruskal-Wallis-Test einen p-Wert < 0,05 (siehe Abb. 4-10 fir ein
Beispiel).
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse der mikrobiologischen
Zusammensetzung von Speichel und Biofilmen

4.1.1 Zusammensetzung des Speichels
Der Speichel dreier Probanden stellte das Ausgangsmaterial fir die zu erstellenden
natlrlichen Biofilme dar. Der Vergleich der mikrobiologischen Zusammensetzungen von
Speichel und Biofilmen sollte Hinweise erbringen, inwieweit die gezichteten Biofilme der
natlrlichen Situation in der Mundhéhle entsprachen. Wie in den Abbildungen 4-1 bis 4-3 zu
sehen, variierten Art und Haufigkeit der vorgefundenen Spezies von Proband zu Proband
erheblich.

( 45000 h
u Streptococcus
29000 mitl{v)
3000 L Stre!j)roqpccus
30000 goraonu
m Streptococcus
25000 anggwsus
CFU
20000 W Neisseria
spec.
15000 ,
m Haemophilus
10000 spec.
5000 m Capnocytophaga
0 Proband
\_ roband 1 )

Abbildung 4-1: Mikrobiologische Speichelzusammensetzung Proband 1
(Mengenangaben in ,,colony forming units*“ (CFU))
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Abbildung 4-2: Mikrobiologische Speichelzusammensetzung Proband 2
(Mengenangaben in CFU)
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0
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Abbildung 4-3: Mikrobiologische Speichelzusammensetzung Proband 3
(Mengenangaben in CFU)

S. mitis fand sich in den Speichelproben aller drei Probanden in unterschiedlichen
Konzentrationen, S. mutans hingegen in keiner der untersuchten Speichelproben. In den
Speichelzusammensetzungen aller Probanden konnten die Keime Haemophilus species,
Neisseria species, S. gordonii und S. anginosus nachgewiesen werden. Die Anwesenheit von
Capnocytophaga wurde bei den Probanden 1 und 2 gezeigt, der Speichel von Proband 3
enthielt exklusiv Leuconostoc.
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4.1.2 Zusammensetzung der nattirlich geziichteten
Biofilme

Die mikrobiologischen Zusammensetzungen der Biofilme wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten nach ihrer Anzichtung untersucht. Sie unterschieden sich von Proband zu
Proband deutlich (s. Abb. 4-4 bis 4-6). Der Erreger S. mutans wurde in keinem der nattrlich
gewachsenen Biofilme nachgewiesen. Im Gegensatz dazu war S. mitis in den Biofilmen aller
Probanden (ber alle Zeitstufen zu finden. Auerdem konnten auf den Polycarbonatfolien
Haemophilus spec., S. anginosus, S. gordonii, Neisseria spec. sowie Capnocytophaga
nachgewiesen werden. Diese Keime gelten als feste Bestandteile der dentalen Plaque.

Im Hinblick auf die zeitliche Entwicklung der Biofilmzusammensetzung war die Abnahme
der Besiedelung mit S. mitis bei Proband 1 und 3 augenfallig. Beispielsweise wurde flr
Proband 1 die Bakterienanzahl mit 1,3 x 10°> (12 h), 1,4 x 10° (24 h), 0,6 x 10° (36 h) und 0,6
x 10° (48 h) CFU ermittelt. S. gordonii trat ab einem Alter des Biofilms von 24 Stunden bis 48
Stunden bei Proband 1 konstant auf. Im Fall des Probanden 3 fand sich ab den Zeitstufen 36

und 48 Stunden nur noch S. mitis auf den Folien.

80000
70000 - B Sirepltococctis
THITLS
60000 -~ W Streptococciis
50000 - gordonii
i m Streptfococcis
CFU 40000 - ARgIiNosts
m Neisseria
30000 -~ spec.
20000 - m Haemophilis
spec.
10000 ~ Streptococciis
o - salivarits
12 24 36 48 RO?‘.IH'(J
spec.
Stunden

Abbildung 4-4: Biofilmzusammensetzung Proband 1 (Mengenangaben in CFU)
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Abbildung 4-5: Biofilmzusammensetzung Proband 2 (Mengenangaben in CFU)
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Abbildung 4-6: Biofilmzusammensetzung Proband 3 (Mengenangaben in CFU)

Fur die in vitro hergestellten Kulturen von S.mitis und S.mutans ergab die quantitative
Analyse 1,8 x 10° CFU fiir die unterschiedlichen Zeitstufen. Die Biofilme wurden zur
Stimulation von Epithelzellen zur Expression von antimikrobiellen Peptiden und

immunmodulatorischen Molekdlen durch Epithelzellen genutzt.
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4.2 Expression von antimikrobiellen Peptiden nach

Stimulation mit Biofilmen

4.2.1 hBD-2
Die Expression von hBD-2 durch unstimulierte und mit intraoral und in vitro hergestellten
Biofilmen stimulierter Epithelzellen wurde mittels semiquantitativer PCR untersucht. Dabei
wurde die Expression stimulierter zur Expression unstimulierter Epithelzellen - wie in Kapitel
3.4.3 beschrieben - ins Verhdltnis gesetzt. Die damit errechneten Induktionswerte wurden in
den Tabellen 4-1 und 4-2 sowie in Abb. 4-10 dargestelit.

Tabelle 4-1: Induktionswerte der Expression von hBD-2 relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit nattirlich gebildeten Biofilmen. Grau

unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm naturliche Plaque
Proband 1 2 3
Versuch 1 2 3 1 2 3 1 2 3

12 h | Einzelwerte 3,251 2,97 0,49 0,58|0,85|0,74 0,570,911 0,69
Mittelwerte 2,24 0,72 0,72
Mittelwert d. Mittelwerte 1,23
Standardabweichung . . .0’71 . . .

24 h | Einzelwerte 3,09]3,07]030] [1,00/091]097] [0,98]0,88]098
Mittelwerte 3,08 0,96 0,95
Mittelwert d. Mittelwerte 1,66
Standardabweichung . . Il,OO . . .

36 h | Einzelwerte 142]242]129] [1,24]095/084] [1,13]0,96] 0,85
Mittelwerte 1,71 1,01 0,98
Mittelwert d. Mittelwerte 1,23
Standardabweichung . . .0’34 . . .

48 h | Einzelwerte 47,67]1,62]158] [112]121]023] [1,21]1,29] 0,24
Mittelwerte 1,60 0,85 0,91
Mittelwert d. Mittelwerte 1,12
Standardabweichung 0,34
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Tabelle 4-2: Induktionswerte der Expression von hBD-2 relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit Einzelspezies-Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm S. mutans S. mitis
Versuch 1 2 3 1 2 3
12 h | Einzelwerte 1,00| 0,68 191| |0,75|2,82]| 2,40
Mittelwert 1,20 1,99
Standardabweichung 0,52 0,89
24 h | Einzelwerte 8,47] 085] 0,65| [1,04]4,38]293
Mittelwert 0,75 2,78
Standardabweichung 0,10 1,37
36 h | Einzelwerte 0,99] 096] 0,87] [1,98]2,14]223
Mittelwert 0,94 2,12
Standardabweichung 0,05 0,10
48 h | Einzelwerte 0,33] 0,33] 0,33| [2,03]247]276
Mittelwert 0,33 2,42
Standardabweichung 0,00 0,30
4,5 1
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Abbildung 4-7 zeigt die Induktionswerte, d.h. die relative Expression von hBD-2 nach
Stimulation mit Einzelspezies-Biofilmen der Spezies S. mitis (rote Linie/Quadrat) und S.
mutans (blaue Linie/Raute), sowie komplexen, intraoral gebildeten Biofilmen (griine
Linie/Dreieck). Die Biofilme waren tber 12, 24, 36 und 48 Stunden gewachsen. Die
statistische Analyse durch den Kruskal-Wallis-Test zeigte statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den durch die verschiedenen Biofilme hervorgerufenen
Induktionswerten (p = 0,0097 < 0,05).
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Die Epithelzellen reagierten auf die Stimulation mit dem pathogenen Keim S. mutans mit der
schwachsten, auf die Stimulation mit dem nicht-pathogenen Keim S. mitis mit der starksten
relativen Expression von hBD-2. Die Stimulation mit dem natirlich entstandenen Biofilm
fihrte zu einer mittleren Expression. Die Unterschiede in den Induktionswerten nach

Stimulation mit verschiedenen Biofilmen waren statistisch signifikant.

4.2.2 RNase-7
Die Expression des antimikrobiellen Peptids RNase-7 durch verschieden stimulierte
Epithelzellen wurden in den Tabellen 4-3 und 4-4 sowie in Abb. 4-8 dargestellt. Wéhrend die
Stimulation mit S. mitis-Biofilmen gleichmaRig niedrige Induktionswerte ergab, flhrte die
Stimulation mit der naturlichen Plaque zu Induktionswerten zwischen 1,26 und 1,42.
Auffallig war dagegen die Reduktion der relativen RNase-7- Expression von 1,42 zu 0,85

uber die Zeit. Der Kruskal-Wallis-Test ergab statistisch signifikante Unterschiede.

Tabelle 4-3: Induktionswerte der Expression von RNase-7 relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit natrlich gebildeten Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm natlrliche Plaque
Proband 1 2 3
Versuch 1 2 3 1 2 3 1 2 3

12 h | Einzelwerte 2,181 2,09| 0,32 0,70| 0,86 | 0,69 1,25|1,75| 1,56
Mittelwerte 1,53 0,75 1,52
Mittelwert d. Mittelwerte 1,26
Standardabweichung . . . 0,36 . , ,

24 h | Einzelwerte 141]181]094] |055]084]096] |1,79]1,84] 1,45
Mittelwerte 1,38 0,78 1,69
Mittelwert d. Mittelwerte 1,29
Standardabweichung . . . 0,38 . , ,

36 h | Einzelwerte 1,16] 1,46] 1,83] | 1,15] 0,74] 0,07] | 2,17] 1,88] 1,27
Mittelwerte 1,48 0,94 1,77
Mittelwert d. Mittelwerte 1,40
Standardabweichung . . . 0,34 . . .

48 h | Einzelwerte 2,80] 2,29/ 1,00] [0,77]043]062] |[143]1,95] 147
Mittelwerte 2,03 0,61 1,62
Mittelwert d. Mittelwerte 1,42
Standardabweichung 0,60
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Tabelle 4-4: Induktionswerte der Expression von RNase-7 relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit Einzelspezies-Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm S. mutans S. mitis
Versuch 1 2 3 1 2 3
12 h | Einzelwerte 1,78| 2,19| 0,28| |0,15|0,13| 0,31
Mittelwert 1,42 0,20
Standardabweichung 0,82 0,08
24 h | Einzelwerte 1,97] 1,78] 094] [0,13]0,16]0,14
Mittelwert 1,56 0,14
Standardabweichung 0,45 0,01
36 h | Einzelwerte 061] 2,26] 0,39| {0,06]0,09]0,17
Mittelwert 1,09 0,11
Standardabweichung 0,83 0,05
48 h | Einzelwerte 1,92] 0,37] 0,27] [0,25]0,14]0,23
Mittelwert 0,85 0,21
Standardabweichung 0,76 0,05
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Abbildung 4-8: Die Expression von RNase-7 nach Stimulation mit Einzelspezies-
Biofilmen von S. mitis (rote Linie/Quadrat) und S. mutans (blaue Linie/Raute) und
komplexen, intraoral gewachsenen (grine Linie/Dreieck) Biofilmen. Die statistische
Analyse mit dem Kruskal-Wallis-Test zeigte statistisch signifikante Unterschiede der
drei Biofilme (p = 0,0245 < 0,05).
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4.2.3 Psoriasin (PSO)
Die zellulare mRNA-Expression von PSO durch Epithelzellen nach Stimulation mit
Biofilmen wurde in den Tabellen 4-5 und 4-6 sowie in Abbildung 4-9 dargestellt. Nach 12
und 24 Stunden Inkubation entsprachen sich die Induktionswerte der PSO-mRNA zwischen
0,5 und 1,5, um dann nach 36 und 48 Stunden zu divergieren: Wéhrend die relative
Expression nach Stimulation durch S. mitis bzw. die nattrliche Plaque auf einen Wert uber 2
anstieg, fiel diese nach Stimulation durch S. mutans auf einen Wert von unter 0,4. Da sich die
Entwicklungen der Induktionswerte nach Stimulation mit verschiedenen Biofilmen in der

Graphik teilweise Uberschnitten, war ein signifikanter Unterschied nicht nachzuweisen.

Tabelle 4-5: Induktionswerte der Expression von PSO relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit nattrlich gebildeten Biofilmen. Grau

unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm naturliche Plaque

Proband 1 2 3

Versuch 1 2 3 1 2 3 1 2 3
12 h | Einzelwerte 1,29|1,04| 0,68 1,92|0,81]| 3,91 0,78 (1,06 1,02

Mittelwerte 1,01 2,21 0,95

Mittelwert d. Mittelwerte 1,39

Standardabweichung . . IO,58 . . .
24 h | Einzelwerte 1,21]007]046]| [133]188/026] [1,11]1,23]094

Mittelwerte 0,26 1,16 1,09

Mittelwert d. Mittelwerte 0,84

Standardabweichung . . .0’41 . . .
36 h | Einzelwerte 0,60]0,43]027] |150]/083]1,82] [1,35]1,16]0,84

Mittelwerte 0,43 1,38 1,12

Mittelwert d. Mittelwerte 0,98

Standardabweichung . . .0’40 . . .
48 h | Einzelwerte 29,06| 1,06]0,81] [1,79]229]2,05] [0,91]1,26]0,93

Mittelwerte 0,94 2,04 1,03

Mittelwert d. Mittelwerte 1,34

Standardabweichung 0,50
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Tabelle 4-6: Induktionswerte der Expression von PSO relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit Einzelspezies-Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm S. mutans S. mitis
Versuch 1 2 3 1 2 3

12 h | Einzelwerte 0,34] 0,66| 2,38| |0,33|0,99] 3,85
Mittelwert 1,13 0,66
Standardabweichung 0,90 0,33

24 h | Einzelwerte 0,94] 1,39] 1,29| [1,60]1,46]1,32
Mittelwert 1,21 1,46
Standardabweichung 0,19 0,11

36 h | Einzelwerte 1,71] 064] 0,14] [1,20]1,88]0,38
Mittelwert 0,39 1,15
Standardabweichung 0,25 0,61

48 h | Einzelwerte 0,13] 0,34] 0,68 [190]1,59]3,34
Mittelwert 0,38 2,28
Standardabweichung 0,23 0,76
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Abbildung 4-9: Die Expression des antimikrobiellen Peptids PSO nach Stimulation mit
Einzelspezies-Biofilm von S. mitis (rote Linie/Quadrat) und S. mutans (blaue
Linie/Raute) und komplexen, intraoral gebildeten Biofilmen (griine Linie/Dreieck). Die
statistische Analyse mittels Kruskal-Wallis-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied
der drei unterschiedlichen Biofilme (p = 0,2753 > 0,05) nach 12, 24, 36 und 48 Stunden
Wachstum des Biofilms.
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4.3 Expression von immunmodulatorischen Molektilen
nach Biofilmstimulation

431 IL-8
Wie in den vorhergehenden Versuchsreihen wurden Epithelzellen mit intraoral gewachsenen
Biofilmen oder mit nur aus einer einzelnen Erregerspezies bestehendem Biofilm in Kontakt
gebracht. Diese sind in vier verschiedenen Reifegraden zwischen 12 und 48 Stunden zur
Induktion von IL-8 verwendet worden. Die dabei erzielten Induktionswerte fur die IL-8-
mMRNA wurden in den Tabellen 4-7 und 4-8 sowie in Abbildung 4-10 gezeigt.

Tabelle 4-7: Induktionswerte der Expression von IL-8 relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit nattirlich gebildeten Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht beriicksichtigt. ,,k.D." = keine Daten. Die bei Proband 3
verzeichneten Werte von ,,0,00" liegen eigentlich dariiber, sind aber abgerundet
worden.

Biofilm naturliche Plaque
Proband 1 2 3
Versuch 1 2 3 1 2 3 1 2 3

12 h | Einzelwerte 0,19| 0,44 0,12 k.D. | k.D. | k.D. 0,00| 0,00 0,03
Mittelwerte 0,25 0,01
Mittelwert d. Mittelwerte 0,13
Standardabweichung . . . 0,12 . . .

24 h | Einzelwerte 1,37 054] 0,44| |kD. [kD. [kD.| | 0,12]0,00] 0,04
Mittelwerte 0,78 0,02
Mittelwert d. Mittelwerte 0,40
Standardabweichung . . . 0,38 . . .

36 h | Einzelwerte 125| 1,24] 024] |kD. [kD. [kD. | [013]0,03] 0,03
Mittelwerte 0,91 0,06
Mittelwert d. Mittelwerte 0,49
Standardabweichung . . . 0,42 . . .

48 h | Einzelwerte 029] 1,27/ 0,16] [kD.|[kD. |kD.| | 0,04]0,01]0,03
Mittelwerte 0,57 0,03
Mittelwert d. Mittelwerte 0,30
Standardabweichung 0,27
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Tabelle 4-8: Induktionswerte der Expression von IL-8 relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit Einzelspezies-Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm S. mutans S. mitis
Versuch 1 2 3 1 2 3
12 h | Einzelwerte 6,96| 9,02| 6,46| |0,35|0,14| 0,06
Mittelwert 7,48 0,18
Standardabweichung 1,11 0,12
24 h | Einzelwerte 8,24] 6,57] 546 [0,29]0,39]0,45
Mittelwert 6,75 0,38
Standardabweichung 1,14 0,07
36 h | Einzelwerte 6,71| 4,76] 558| [0,46/0,76]0,37
Mittelwert 5,68 0,53
Standardabweichung 0,80 0,17
48 h | Einzelwerte 8,63| 587] 7,20| [0,74]0,40]0,44
Mittelwert 7,23 0,53
Standardabweichung 1,13 0,15
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Abbildung 4-10: Die Expression des Entzindungsmediators IL-8 nach
Stimulationsversuchen mit Einzelspezies-Biofilmen der Spezies S. mitis (rote
Linie/Quadrat) und S. mutans (blaue Linie/Raute), sowie dem komplexen, intraoral
gebildeten Biofilm (grine Linie/Dreieck). Die Biofilme waren tber einen Zeitraum von
12, 24, 36 und 48 Stunden gewachsen. Die statistische Analyse mit dem Kruskal-Wallis-
Test zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den durch drei unterschiedliche
Biofilme generierten Induktionswertreihen (p = 0,021 < 0,05).
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Augenfallig war der gleichbleibend hohe Induktionswert (5 - 8) bei der Stimulation mit dem
pathogenen Keim S. mutans, wahrend die Induktionswerte fir den kommensalen Keim
S. mitis und die natirliche Plaque nicht einmal den Wert 1 erreichten. Dieser Unterschied war

somit signifikant.

4.3.2 5-Lipoxidase
Das Protein 5-Lipoxidase ist ein Regulatorenzym fir die Synthese von Leukotrienen und
somit ein Schlusselprotein bei der Modulierung einer Immunantwort. Im Folgenden wurde die
Expression von 5-LO-mRNA durch Epithelzellen nach Stimulation mit verschiedenen
Biofilmen untersucht. Die Induktionswerte wurden in Tabelle den 4-9 und 4-10 sowie in
Abbildung 4-11 dargestellt.

Tabelle 4-9: Induktionswerte der Expression von 5-LO relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit nattirlich gebildeten Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm natirliche Plaque
Proband 1 2 3
Versuch 1 2 3 1 2 3 1 2 3

12 h | Einzelwerte 0,2010,12|0,14| |0,43|1,00|1,09| (0,64|2,40| 78,84
Mittelwerte 0,16 0,84 1,52
Mittelwert d. Mittelwerte 0,84
Standardabweichung . . . 0’56. . .

24 h | Einzelwerte 0,16]0,09]0,45| [092]0,71]091] [1,74]149] 2,01
Mittelwerte 0,13 0,85 1,75
Mittelwert d. Mittelwerte 0,91
Standardabweichung . . . O,66I . ,

36 h | Einzelwerte 0,18]0,03/0,27| [1,47]0,70[1,23] |0,89]1,80] 1,76
Mittelwerte 0,16 1,13 1,48
Mittelwert d. Mittelwerte 0,93
Standardabweichung ] ] . 0’56, . .

48 h | Einzelwerte 0,08[0,29/026| [1,03]099]1,17] |1,14]1,77] 1,40
Mittelwerte 0,21 1,06 1,43
Mittelwert d. Mittelwerte 0,90
Standardabweichung 0,51
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Tabelle 4-10: Induktionswerte der Expression von 5-LO relativ zur Expression von
GAPDH durch Epithelzellen nach Stimulation mit Einzelspezies-Biofilmen. Grau
unterlegte Werte wurden nicht bertcksichtigt.

Biofilm S. mutans S. mitis

Versuch 1 2 3 1 2 3
12 h | Einzelwerte 2,75|2,53|0,42 1,441155| 1,65

Mittelwert 1,90 1,54

Standardabweichung 1,05 0,08
24 h | Einzelwerte 2,40[1,81]246] |1,74]1,46]1,03

Mittelwert 2,22 1,41

Standardabweichung 0,30 0,29
36 h | Einzelwerte 2,89]243|323] [0,97]1,49]1,09

Mittelwert 2,85 1,18

Standardabweichung 0,33 0,22
48 h | Einzelwerte 1,23]243|278] [1,41]133]1,38

Mittelwert 2,15 1,37

Standardabweichung 0,67 0,04

3,5 -

3 - -
S 25 1
©
[0
§ 2 9 & == S. mutans
[2]
c - == 5. mitis
S15 4 _|B— T
-§ "--.+ﬁ". = natirl. Plaque
=, | |

0,5 - J

12 24 36 48
Zeit (h)

Abbildung 4-11: Die Expression des Enzyms 5-LO nach Stimulation mit Einzelspezies-
Biofilmen von S. mitis (rote Linie/Quadrat) und S. mutans (blaue Linie/Raute) und dem
komplexen, intraoral gereiften Biofilm (grune Linie/Dreieck). Die statistische Analyse
durch den Kruskal-Wallis-Test zeigte signifikante Unterschiede in den
Induktionswertreihen nach Stimulation mit den drei verschiedenen Biofilmen (p =
0,0073 < 0,05).
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Wahrend die Inkubation der Epithelzellen mit nattrlicher Plague (Induktionswerte < 1) und
mit S. mitis (Induktionswerte zwischen 1,2 und 1,6) zu keiner verstarkten Expression von
5-LO fiihrte, konnte bei der Inkubation mit S. mutans von 12 h zu 36 h Inkubation eine
Steigerung der relativen Expression von 1,9 auf 2,8 festgestellt werden. Nach 48 Stunden
Inkubation war der Induktionswert allerdings fast wieder auf den 12 h - Wert abgefallen. Der
Vergleich der Induktionswertreihen tber die Zeit war statistisch signifikant.
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5 Diskussion

Die Mundhohle stellt einen Lebensraum flr eine Vielzahl unterschiedlicher Spezies dar.
Wahrend der grofte Teil von ihnen als kommensal gelten darf, gibt es unter ihnen auch einige
pathogene Vertreter. Als ein erstes Anzeichen fur einen pathologischen Shift und damit far
eine mogliche Infektion wird die Ausbildung eines bakteriellen Biofilms angesehen. In
diesem Stadium ist die Immunreaktion durch die Epithelzellen entscheidend, um die Integritat
des Mundraums zu bewahren. Eine Erforschung der bei dieser Reaktion durchgefiihrten
Einzelschritte wird es letztlich ermdglichen, Prophylaxe und/oder Therapie bei Verletzungen
und Infektionen im Mundraum abstimmen zu kénnen. Zu diesem Zweck sollte ein Modell
etabliert werden, mit dessen Hilfe die Reaktion von Epithelzellen auf Biofilme untersucht
werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde eine entsprechende Versuchsanordnung in
ihren Einzelschritten erprobt und soll im vorliegenden Textabschnitt diskutiert und bewertet

werden.

5.1 Ubertragung der Mikroorganismen vom Speichel
auf den Biofilm

Anhand der mikrobiologischen Zusammensetzungen von Speichel und Biofilmen sollte
abgeschatzt werden, inwieweit ein intraoral gebildeter Biofilm die natiirliche Situation in der
Mundhohle abbilden konnte. Faktoren wie z.B. die Mundhygiene, die Ernahrung, der
genetische Hintergrund oder der allgemeine Gesundheitszustand lieRen interindividuelle
Unterschiede bei der Zusammensetzung des Speichels erwarten. Jedoch stimmten die
mikrobiellen Kompositionen bei allen drei Spendern nahezu tiberein (s. Tabelle 5-1).

AuRerdem waren in friheren Studien groBe Unterschiede in der mikrobiellen
Zusammensetzung der Biofilme zutage getreten, die auf eine uneinheitliche Positionierung
der Polycarbonatfolien in den Mundhohlen der Probanden zurlickgefiihrt werden konnten
[166]. Um diesem Problem zu begegnen, wurde in der vorliegenden Studie die Lage der
Polycarbonatfolien durch den Einsatz von Gaumenplatten vereinheitlicht. Die Folien wurden
dabei intraoral mittels einer Halteprothese fiir einen Zeitraum von bis zu vier Tagen getragen.
Danach wurde eine mikrobiologische Analyse der natirlichen Biofilme auf den Folien
vorgenommen, deren Keimspektren den Ergebnissen der Speichelproben gegeniiber gestellt
wurden. Die Ergebnisse zeigten deutliche Unterschiede zwischen den mikriobiellen

Zusammensetzungen der Speichelproben und denen der Biofilme.
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Tabelle 5-1: Vergleich der mikrobiologischen Zusammensetzungen in Speichelproben
und Biofilmen

Speichelprobe von Biofilm von
Proband Proband
1 2 3 1 2 3
mitis \ \ \ \ \ \
anginosus \ \ \ \ \
gordonii \ \ \ \
Streptococcus salivarius N
cristatus \
oralis V
pluranimalium \
Neisseria spec. \ \ \ \
Haemophilus spec. \ \ V v
Rothia spec. \
Capnocytophaga \ \
Leuconostoc \

S. mitis kam sowohl in allen Speichelproben als auch in allen Biofilmen vor. Diese
durchgehende Nachweisbarkeit entsprach der Erwartung an einen weit verbreiteten,
kommensalen, aber ggf. auch an einer Plaquebildung beteiligten Keim [2, 57, 167]. Dies
konnte im nachhinein als ein Argument fur die Verwendung von S. mitis als eine der
Einzelspezies zur Erstellung eines Biofilms im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewertet
werden. S. anginosus wurde in allen Speichelproben und in zwei der drei Biofilme
nachgewiesen. Dieses Bakterium wurde damit seinem Charakter als eine Art ,,Standardkeim*
fir die Mundhéhle gerecht. Sowohl S. gordonii als auch Neisseria und H. species konnten
zwar in allen Speichelproben detektiert werden, allerdings nur in einem der Biofilme.
Capnocytophaga und Leuconostoc traten ausschlieflich im Speichel auf, wahrend vier
verschiedene Streptokokken-Spezies (S. Salivarius, S. cristatus, S. oralis und
S. pluranimalium) nur in den Biofilmen nachweisbar waren. Der pathogene Keim S. mutans
war - wie erwartet - in keiner der Proben von gesunden Spendern aufzufinden.

Die Veranderungen der mikrobiologischen Zusammensetzung bei der Uberfiihrung des oralen
Keimspektrums auf die Folien kdnnten verschiedene Ursachen haben. So verfiigen in der
Mundhoéhle in geringerem Umfang vorhandene Keime moglicherweise Uber eine erhohte
Adhasion an die Polycarbonatfolien, auf der sie dann zum Beginn der Kultivierungsphase in
groRerer Zahl vorhanden sind und damit mit einem Wachstumsvorsprung ausgestattet sind.

Weiterhin bevorteilen die fir die Anzucht der Keime auf den Folien vorhandenen
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Wachstumsbedingungen mdoglicherweise andere Keime als die in der Mundhohle. Dies
schliet nicht nur das Nahrungsangebot, sondern auch das Umfeld mit konkurrierenden
Keimen beziehungsweise in der Mundhohle vorhandenen Epithelzellen (und deren
Stoffwechselprodukten) ein.

Zum einen gab dieses Ergebnis Aufschluss tber die Wachstums- und Adhé&sionseigenschaften
der im Speichel vorkommenden Keime unter in vitro Bedingungen. Zum anderen zeigte es
auch die Grenzen der in dieser Versuchsreihe angewandten Methodik auf: Es gelang nicht, die
grolRe Mehrzahl der im Speichel nachgewiesenen Mikroorganismen im Biofilm anzuziichten.
Ihre mdgliche stimulative Wirkung auf die oralen Epithelzellen wurde also in den
vorliegenden Experimenten nicht erfasst. In zukinftigen Studien muss demnach besonderes
Augenmerk auf die Verbesserung der Methoden zur Anzucht von Mikroorganismen auf den
Polycarbonatfolien gelegt werden. Mdglicherweise missen die Polycarbonatfolien anders als
bisher vorbehandelt werden, so dass den Mikroorganismen die Adhé&sion leichter fallt.
Vielleicht ist den Probanden wahrend des Tragens der Gaumenplatten eine bestimmte Diét
zuzumuten, um ein ginstiges Milieu fur die Adhésion zu schaffen. Eventuell erreicht man
sogar eine bessere Darstellung der im Mundraum vorhandenen Mikrobenpopulation, wenn
man die im Speichel nachgewiesenen Mikroorganismen artifiziell in vitro und eben nicht
durch intraorale Inkubation auf die Polycarbonatfolien aufbringt. In diesem Fall kdnnte auch
die im Speichel nachgewiesene, relative Menge einzelner Mikroorganismen genau

berucksichtigt werden.

5.2 Expression immunmodulatorischer Proteine
nach Biofilmstimulation

5.2.1 Ergebnisse im Kontext friherer Studien

In friheren Arbeiten war die Induktion von immunologisch wirksamen Molekilen in
Epithelzellen durch bakterielle Extrakte und/oder durch Hitze getdtete Organismen untersucht
worden. Allerdings wurden die Interaktionen zwischen Epithelzellen und intakten Biofilmen
wéhrend des Beginns oraler Infektionen durch diese Experimente nicht angemessen
modelliert [19, 83, 86, 168-170].

Chung und Dale verglichen die Induktion von humanen beta-Defensinen in Epithelzellen
durch unterschiedliche Keime [171]. Kommensale Bakterien, wie F. nucleatum und
S. gordonii, wurden dabei als starke Induktoren zur Bildung antimikrobieller Peptide

identifiziert, wahrend die Entziindungsmediatoren wie zum Beispiel IL-8 (und andere
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Entzindungsmarker der angeborenen Abwehr) in ihrer Induktion unverdndert blieben. Die
pathogenen Keime P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans induzierten die Synthese der
humanen beta-Defensine dagegen nur schwach, von Entziindungsmarkern der angeborenen
Abwehr jedoch stark.

In weiteren Studien konnte eine konstante Sezernierung von IL-8 im parodontal gesunden
Gewebe festgestellt werden. Wéhrend die Stimulation mit P. gingivalis eine Verminderung
der Expression von IL-8 bewirkte [172], riefen F. nucleatum - im Gegensatz zur oben
erwéhnten Veroffentlichung von Chung und Dale - [172-175] und Eikenella corrodens dessen
Verstarkung hervor. Die Starke der IL-8-Induktion war abh&ngig von der Konzentration von
E. corrodens und der Stimulationsdauer [176].

Jungere Arbeiten verwendeten bereits naturliche Biofilme unterschiedlicher Reifungsstadien
als Induktoren zur Bildung antimikrobieller Peptide und Entziindungsmediatoren durch orale
Epithelzellen [57]. Es stellte sich in jenen Versuchen heraus, dass die Expression von hBD-2,
PSO, RNase-7 und 5-LO in frihen Plaquestadien erhoht ist. In spéateren Stadien war eine
reduzierte Expression zu beobachten. Einzig die Expression des Entzindungsmediators 1L-8
stieg in den spaten Plaquephasen. Seitens der Autoren wurde daher vermutetet, dass die
hBD-2-Induktion vom Stadium der Entziindung des Epithels abhéngig ist. Krisanaprakornkit
et al. [86] konnten bei dhnlichen Versuchsreihen ebenfalls eine differenzierte Expression von
hBD-2 und IL-8 zeigen.

Um die experimentelle Darstellung an die Situation in der Mundhéhle anzun&hern, wurde in
der vorliegenden Studie ebenfalls die Induktion von AMPs und Entziindungsmediatoren in
oralen Epithelzellen durch unterschiedlich zusammengesetzte Biofilme untersucht. Neben
intraoral gebildeten wurden auch Biofilme der einzelnen Spezies S. mitis bzw. S. mutans
genutzt, um die maximale Stimulation mit einem kommensalen bzw. pathogenen Keim zu
bewirken. Somit konnte die mogliche Bandbreite verschiedener Reaktionen auf einen
einzigen Keim dargestellt werden. Dabei zeigte sich, dass
o die relative Expression der antimikrobiellen Peptide hBD-2 und PSO nach Stimulation
mit dem kommensalen Keim S. mitis nach 24 h bis 48 h am stérksten war, wéhrend sie
nach Stimulation mit dem pathogenen Keim S. mutans ab 36 h am schwéchsten
ausfiel.
e bei der relativen Expression des antimikrobiellen Peptids RNase-7 eine
Abschwdachung nach Stimulation mit dem pathogenen Keim S. mutans tber die Zeit

zu beobachten war, wéhrend die relative Expression nach Stimulation mit S. mitis
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beziehunsweise der nattrlichen Plaque uUber die Zeit gleichbleibend stark ausgepragt
war.

e die Stimulation mit dem pathogenen Keim S. mutans von Beginn bis zum Ende der
Messreihe die hochsten Induktionswerte fur die Mediatormolekule IL-8 und 5-LO
hervorrief.

e die Induktionswerte fir IL-8 und 5-LO sich durch die Stimulation mit S. mitis
beziehungsweise der natlrlichen Plaque Uber die Zeit kaum verénderten.

Die beschriebenen Immunreaktionen der Epithelzellen der vorliegenden Studie decken sich
mit denen friherer Arbeiten [57]. Studienibergreifend ist festzustellen, dass kommensale
Keime wie in der natlrlichen Plaque oder als Einzelspezies-Biofilm von S. mitis die
Expression von antimikrobiellen Peptiden, pathogene Keime die von Entziindungsmediatoren
hervorrufen. Als einzige Ausnahme ist die Expression von RNase-7 zu nennen, die durch die
Inkubation mit S. mitis nicht stimuliert werden konnte.

Damit werden kommensale Keime offensichtlich durch AMPs nur in ihrer Zahl und/oder
ihren lokalen Ausdehnung begrenzt, wahrend pathogene Keime durch mittels Mediatoren
herbeigerufene Immunzellen aktiv bekdmpft und mdglicherweise komplett neutralisiert
werden. Dieses Verhaltensmuster des Immunsystems ist beispielhaft mit der Theorie einer

Koevolution von Mensch und Bakterium in Einklang zu bringen.

5.2.2 Ergebnisse im Kontext der Koevolution von Mensch
und Mikroorganismus

Ein groRer Teil der in der Mundhohle des Menschen vorkommenden Keime ist kommensaler
Art, d.h. die Keime nutzen fiir den Menschen Unbrauchbares bzw. nur geringe Mengen von
Verwertbarem. So erhélt der kommensale Keim seinen Wirt und damit seine eigene
Lebensgrundlage, wéhrend der Wirt von der Gegenwart des Keimes nicht beeinflusst oder gar
gefahrdet wird. Unter diesen Bedingungen passt sich der Wirt dem Keim in aller Regel
ebenfalls an: statt energie- und zeitintensive Immunreaktionen zu generieren, akzeptiert der
Wirt die Gegenwart des Keims und kontrolliert lediglich die Haufigkeit seines Vorkommens.
Wiirde diese namlich zu groR, k&me es zu einem Okologischen Shift mit den bekannten
negativen Auswirkungen. Ein somit als ,,balanciert” bezeichneter Parasitismus stellt hdufig
das Ergebnis einer Koevolution dar, bei der beide Spezies im Laufe der Evolution ihr
jeweiliges Genom in Abhéangigkeit von der anderen Spezies andern, um letztlich die
jeweiligen Existenzgrundlagen zu optimieren. Maoglicherweise stellen die Mikroorganismen

auf diese Weise einen gewissen Nutzen fur ihren Wirt dar.
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S. mitis gehort zu einer groRen Gruppe von in der Regel nichtpathogenen, kommensalen
Streptokokkenspezies und ist Teil der normalen Mund- und Rachenflora. Eine Stimulation mit
einem aus S. mitis bestehenden Biofilm verstarkte die PSO-Expression, nicht jedoch die
anderer antimikrobieller Peptide wie RNase-7, hBD-2 oder die der Entziindungsmediatoren
IL-8 beziehungsweise 5-LO. Der intraoral angezichtete, natirliche Biofilm enthielt nur
kommensale, nichtpathogene Keime. In der vorliegenden Arbeit bewirkte die Stimulation von
oralen Epithelzellen mit einem solchen Biofilm eine weitgehend gleichbleibende
Expressionsstarke (mit geringen Ausschlagen) der getesteten Proteine. Zusammengefasst
induzierten kommensale Keime die Produktion antimikrobieller Peptide auf einem nahezu
gleichbleibenden Level tber die Zeit, durch welche die Epithelzellen die Konzentration des
Keims am entsprechenden Ort begrenzen. Zur Kontrolle eines solchen Keims werden
Entziindungsmediatoren wie IL-8, die Immunzellen aus weiter entfernten Gewebsabschnitten
anlocken wiirden, offensichtlich nicht (oder erst bei sehr hohen Konzentrationen) gebraucht.
Damit liegt bei der Besiedlung der Mundhohle mit S. mitis bzw. natirlichem Biofilm
offensichtlich eine ausgewogene Koexistenz vor, wobei der Wirt die kommensalen Keime
nicht ganzlich abwehrt, sondern nur ihre Zahl kontrolliert.

Neben kommensalen existieren zeitweilig auch pathogene Keime in der Mundhdhle des
Menschen. Letztere zeichnen sich durch Virulenzfaktoren aus. Im Fall von S. mutans fiihren
diese zur Entwicklung eines Biofilms in der Mundhdhle, der Karies zur Folge haben kann. Es
handelt sich hierbei um einen pathologischen Parasitismus. Der Parasit verdndert sein Genom,
um seine Besiedelungsmaoglichkeiten bei seinem Wirt zu verbessern. Der Wirt verandert sein
Genom, um die Abwehr des Keims zu verbessern. In der vorliegenden Arbeit fuhrte die
Stimulation mit S. mutans zu den hdchsten Induktionswerten der Entziindungsmediatoren
IL-8 und 5-LO, wahrend sie gleichzeitig - spétestens nach 36 h - zur niedrigsten relativen
Expression der AMPs RNase-7, hBD-2 und PSO fihrte. Im Unterschied zur Stimulation mit
kommensalen Keimen ist es offensichtlich bei pathogenen Keimen nicht ausreichend, ihre
Anzahl nur zu begrenzen. Vielmehr sollen durch die Entzindungsmediatoren Immunzellen

zur Infektionsstelle gelockt und der Keim bestenfalls vollstandig eliminiert werden.

Die verschiedenen Immunantworten der Epithelzellen auf die unterschiedlichen Keime zeigen
ebenso beispielhaft die verschiedenartigen Immunreaktionen vor und nach einem
okologischen Shift, das heit vor und nach dem Ubergang von einem iiberwiegend aus
kommensalen zu einem Uberwiegend aus pathogenen Keimen bestehenden oralen

Keimspektrum. Die verschiedenen Immunantworten lassen (berdies vermuten, dass die
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einzelnen Keime unterschiedliche Mechanismen, sogenannte Pathways (,,pathways®),
benutzen, um in Epithelien einzudringen [86]. Die dabei auftretenden Unterschiede sind
jedoch eher stamme- als speziesabhangig [53].

Zusammengefasst flhrte die Koevolution im Rahmen eines balancierten Parasitismus
(S. mitis) zur lokalen Begrenzung des Keims mittels antimikrobieller Peptide. Im Fall eines
pathogenen Parasitismus (S. mutans) resultierte die Gegenwart der Keime in der Expression
entziindungsférdernder Stoffe wie IL-8. Damit geben die vorliegenden Ergebnisse Hinweise

auf eine unterschiedliche Art der Koexistenz des Menschen mit S. mitis oder S. mutans.

5.3 Verwendung oraler Biofilme als Induktoren zur

Expression antimikrobieller und immunmodu-

latorischer Molektile durch Epithelzellen
Die immunologische Reaktion von Epithelzellen auf Bakterien in der Mundhohle wurde
bereits in mehreren vorhergehenden Studien untersucht. In diesem Zusammenhang
konstatierten Moore und Moore in einer Ubersichtsarbeit, dass wahrscheinlich die groRe
genetische Heterogenitat der naturlichen Plaque mit Hunderten verschiedener Spezies fir die
Immunreaktion der Zellen notwendig sei [117]. Eine solche lie} sich bisher in keinem
Modellsystem nachempfinden. Trotzdem wurde in vorhergehenden Studien versucht, sich der
physiologischen Situation in der Mundhéhle anzunéhern. So wurden - wie in der Einleitung
beschrieben — unter anderem Bakterienextrakte oder abgetGtete Mikroorganismen zur
Stimulation der Epithelzellen verwendet.

Demgegeniber konnte mit der Verwendung von intraoral gezichteten Biofilmen in
vorhergehenden Studien und der vorliegenden Arbeit ein weiterer Schritt zur experimentellen
Anndherung der physiologischen Situation in der Mundhohle gemacht werden. Es bleibt
jedoch festzuhalten, dass die Keimzusammensetzung des angeziichteten Biofilms nicht genau
der des Speichels entspricht. Tatsdchlich sollten weitere Anstrengungen unternommen
werden, um einen solchen Biofilm in seiner Zusammensetzung so nah wie moglich an die

physiologische Situation anzunahern.

Der angeziichtete Biofilm wurde anschlieBend in rdumliche N&he zu HaCaT-Zellen gebracht,
die in diesem Modell die Epithelzellen darstellen sollten. Deren in der Einleitung
angesprochenen Eigenschaften konnten bei der Versuchsdurchfihrung auch so erfahren und
bestatigt werden. Allerdings muss auch hier in zukiinftigen Studien der Umstieg auf aus dem
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Mundraum isolierte Zellen erfolgen. Mittlerweile konnte eine Arbeit, die die hier vorgestellte
Methodik auf gingivale Epithelzellen anwendete, publiziert werden [177].

Die Expression von AMPs und Entziindungsmediatoren durch Epithelzellen nach Stimulation
mit Biofilmen wurde mittels semiquantitativer PCR ermittelt. Der Nachweis der jeweiligen
MRNA gegenliber dem ebenso denkbaren Nachweis des entsprechenden Proteins bot einen
experimentell einfacheren und kostenginstigeren Zugang, der zudem die unmittelbare
Reaktion der Epithelzelle abbildete. Im U(brigen waren die einzelnen Schritte dieser
Nachweismethode (Isolation der mRNA, Transkription zu cDNA, PCR der relevanten cDNA-
Teilstlicke, Probenvorbereitung, Gelchromatographie und Dokumentation der Banden in
Laufhohe und Féarbungsintensitat, Auswertung der relativen Intensitaten zueinander) zeitlich
unabhéngig voneinander durchfuhrbar und nicht von duBeren Umstanden abhangig. Zudem
wurde diese Methode in ihrer Anwendung fur einen solchen Nachweis bereits publiziert [57].
Fur eine zukilnftige Quantifizierung der Immunreaktion bieten sich die real-time PCR, oder -
fir den Nachweis von Proteinen - eine Analyse per Western-Blot, ELISA, ELISPOT oder

durchflusszytometrische Verfahren an.

Im Ergebnis konnte in Ubereinstimmung mit vorhergehenden Studien gezeigt werden, dass
ein kommensaler Keim die Expression von antimikrobiellen Peptiden, ein pathogener Keim
die Expression von Entziindungsmediatoren ausldst. Diese Ergebnisse lieRen sich folgerichtig
in die Theorie der Koevolution von Mensch und Bakterium einordnen. Die hier beschriebene
Methodik fiihrt also zu erwart- und nachvollziehbaren Ergebnissen.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die hier beschriebenen Arbeitsschritte in ihrer
Kombination eine vielversprechende Grundlage fir ein Modell zur Untersuchung der
Expression immunrelevanter Molekdle durch Epithelzellen nach Stimulation mit Biofilmen
darstellen. Tatsachlich hat die Anwendung dieses Modells auf orale Epithelzellen in der

Nachfolge dieser Arbeit bereits publizierte Ergebnisse erbracht [177].
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6 Zusammenfassung

In der epithelialen Grenzflache zwischen dem Organismus und der Umwelt ist das
Immunsystem in besonderer Weise gefordert. Es muss gleichzeitig zwischen schédlichen,
unschédlichen oder sogar nitzlichen Mikroorganismen differenzieren und angemessen
reagieren. In der Mundhdohle wird die Situation durch die immer wieder erfolgende Aufnahme
von Nahrung - und damit ebenfalls von Mikroorganismen - weiter verkompliziert. Dazu
kommt die F&higkeit bestimmter Bakterien zur Ausbildung eines Biofilms, der sie dem
unmittelbaren Zugriff des Immunsystem entzieht und innerhalb der Mundhéhle zu einem
Okologischen Shift fuhren kann. Biofilme verschiedener Bakterien und in verschiedenen
Stadien mussen somit differenzierte Reaktionen des Immunsystems ausldsen. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur Erforschung der Immunreaktion von

Epithelzellen auf unterschiedliche Biofilme zu etablieren.

Dazu wurden komplexe Biofilme verschiedener Reifestadien unter weitgehend
physiologischen Bedingungen herangezogen. Zum Vergleich wurden aus den Einzelspezies
S. mitis bzw. S. mutans bestehende Biofilme angeziichtet. Als Modell fiir epitheliale Zellen
wurden HaCaT-Zellen mit den unterschiedlichen Biofilmen stimuliert und ihre Expression
immunmodulatorischer Molekile mittels semi-quantitativer PCR untersucht. Im Ergebnis
waren die relativen Expressionen von AMPs wie PSO und hBD-2 nach Stimulation mit dem
kommensalen Keim S. mitis am hochsten, wahrend sie nach Stimulation mit dem pathogenen
Keim S. mutans nach spatestens 36 h am niedrigsten waren. Umgekehrt resultierte die
Stimulation mit S. mutans in den hdochsten Induktionswerten von Mediatormolekiilen wie IL-8
und 5-LO Uber den gesamten Stimulationszeitraum, wahrend die Stimulation mit natirlicher
Plaque zu den niedrigsten fiihrte. Diese Ergebnisse sind im Rahmen der Theorie einer

Koevolution zwischen Mensch und Mikroorganismen nachvollziehbar.

In Bezug auf die Handhabung, die Aussagekraft als auch die erzielten Ergebnisse erscheint
die in dieser Arbeit vorgestellte Methode als eine aussichtsreiche Grundlage zur weiteren
Erforschung der Immunreaktion von Epithelzellen auf Biofilme - und wurde mittlerweile mit

ahnlichen Ergebnissen auch auf orale Epithelzellen angewendet.
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