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1. Einleitung

1.1 Die Pulpa

1.1.1 Anatomie und Funktionen
Unter den Zahnhartsubstanzen Schmelz und Dentin befindet sich die Pulpa, der weichgewebige Kern
der Zahne, und fillt die Pulpakammer sowie das Wurzelkanalsystem aus. Sie ist mesenchymalen
Ursprungs und steht in engem Kontakt zum Dentin. Aufgrund dieser engen Beziehung wird der Pulpa-
Dentin-Komplex als eine funktionelle Einheit angesehen [Goldberg/Lasfargues, 1995]. Zum
Parodontium kommuniziert die Pulpa hauptsachlich Giber das Foramen apicale. Weiterhin kénnen auch
akzessorische Seitenkanéle oder Furkationskandle vorkommen [Cohen/Hargreaves, 2006; Lowman et
al., 1973]. Auf histologischer Ebene betrachtet zeigt die Pulpa einen geschichteten Aufbau. Richtung
zentral liegen unter dem Dentin die Zellkorper der Odontoblasten, eine zellarme Zone (,, Weil-Zone“),

eine zellreiche Zone sowie ein Nerven- und GefaRR-Plexus [Cohen/Hargreaves, 2006].

Insgesamt besteht die Pulpa aus einer bindegewebigen Grundsubstanz, in die Zellen, BlutgefdaRe und
Nervenfasern eingelagert sind. Die Grundsubstanz ist aus Kollagen Typ | und Il aufgebaut, zusammen
mit Fibronectin sowie einen groRen Anteil an Proteoglykanen, welche sich aus verschiedenen
Glykosaminoglykanen zusammensetzen. Diese Extrazellularmatrix (EZM) verandert sich in ihrer
Zusammensetzung mit fortschreitender Zahnentwicklung [Mangkornkarn/Steiner, 1992; Linde, 1985].
Eingebettet in diese Grundsubstanz sind viele verschiedene Zellen: An der Grenze zum Dentin liegen
die Odontoblasten, welche sich mit ihren Ausldufern ins Dentin erstrecken und zeitlebens Dentin
produzieren. ZahlenmaRig am starksten vertreten sind Fibroblasten, welche in der Pulpa fir den
Umsatz der EZM zustindig sind [Cohen/Hargreaves, 2006]. Daneben finden sich diverse Zellen der
Immunabwehr, was die Pulpa zur Initilerung von Immunantworten befahigt [Jontell et al., 1998]:
Makrophagen, dendritische Zellen, T-Lymphozyten und Mastzellen [Cohen/Hargreaves, 2006].
Weiterhin gibt es mit den dentalen pulpalen Stammzellen (DPSCs) in der Pulpa eine Population von
mesenchymalen Stammzellen [Gronthos et al., 2000]. Am Apex treten viele Axone unterschiedlicher
Myelinisierung in den Zahn ein [Johnsen/Johns, 1978]. Hierbei handelt es sich hauptsachlich um
sensorische A-6- und C-Fasern, welche durch sympathische Fasern ergdanzt werden. Nachdem sie durch
den Wurzelkanal die Kronenpulpa erreichen, bilden sie nahe des Odontoblastensaumes den
»Raschkow-Plexus” und ziehen teilweise bis zu 100 um in die Dentinkanalchen hinein
[Cohen/Hargreaves, 2006]. Neben Nervenfasern ziehen auch BlutgefdBe am Apex in die Pulpa. Als
Endstromgebiet ist die Pulpa zur Versorgung auf die an der Wurzelspitze eintretenden Arteriolen
angewiesen. Diese stehen in engem Kontakt zu Nerven des vegetativen Nervensystems

[Cohen/Hargreaves, 2006] und reagieren sensibel auf vasoaktive Substanzen [Yu et al., 2002]. Daneben



ist die Blutzufuhr {ber arterio-vendse Anastomosen regulierbar, was den Ausgleich von
Blutdruckschwankungen ermdoglicht. In der Kronenpulpa bilden die BlutgefalRe ein Kapillarnetzwerk

unterhalb der Odontoblasten [Takahashi et al., 1982].

Analog zu seinen verschiedenen Bestandteilen erfiillt das Pulpagewebe diverse Funktionen: (1) Die
Odontoblasten haben als hartsubstanzbildende Zellen eine formative Aufgabe. Sie bilden wahrend der
Odontogenese das Primardentin und lebenslang Sekundardentin [Bleicher, 2014]. (2) Kommt es zu
einer kariosen oder traumatisch bedingten Schadigung eines Zahnes, zeigt sich die defensive Funktion
der Pulpa. Es entsteht ein entzlindliches Milieu (Pulpitis) mit Einwirken von zelluldren und humoralen
Abwehrkomponenten (s.o0.) [Jontell et al., 1998]. Weiterhin reagieren die Odontoblasten auf einen Reiz
mit der lokalen Sklerosierung der Dentinkanalchen sowie der Bildung von irreguldarem Tertidardentin
[Stanley et al., 1983]. (3) Uber die hauptsichlich apikal eintretenden GefiRe wird die nutritive Funktion
der Pulpa sichergestellt. Unter den oralen Geweben weist die Pulpa den héchsten Blutfluss auf
[Cohen/Hargreaves, 2006]. (4) Die afferenten Nervenfasern dienen der sensorischen Funktion, welche
potentielle Schaden am Zahn fortleiten und daneben fiir die Regulierung des Blutflusses zustandig sind

[Cohen/Hargreaves, 2006].

1.1.2 Rolle wahrend Zahnentwicklung

In der sechsten Embryonalwoche kommt es lokalisiert durch Proliferation des oralen Ektoderms zur
Bildung des odontogenen Epithels. Von diesem nimmt die Bildung der Zdhne ihren Ausgang. Beginnend
mit einer Epithelaussprossung bilden sich verschiedene Stadien (Knospe, Kappe, Glocke) des
Schmelzorgans (spatere Zahnkrone), welche mit fortschreitendem Wachstum die mesenchymale
Zahnpapille (spatere Zahnpulpa) umschlieBen. Das Schmelzorgan wird durch das innere und dufRere
Schmelzepithel begrenzt. Um dieses ganze Gebilde herum entsteht das Zahnsackchen, welches den
spateren Zahnhalteapparat formen wird. In die Zahnpapille wachsen von apikal BlutgefaRe und
Nervenfasern ein. Induziert durch die Papille entwickeln sich die Zellen des inneren Schmelzepithels
zu Vorlaufern der Ameloblasten (Schmelzbildner). Sie sind von der Papille durch eine Basalmembran
getrennt. Durch die Basalmembran induziert ordnen sich die Zellen nahe des Schmelzorgans zu
Vorldufern der Odontoblasten (Dentinbildner) an. Mit dem Beginn der Dentinogenese durch diese
Zellen wird die Papille zur Pulpa. Die Pra-Ameloblasten differenzieren zu sekretorischen Ameloblasten
und beginnen mit der Amelogenese [Jernvall/Thesleff, 2012; Cohen/Hargreaves, 2006;
Linde/Goldberg, 1993].

Insgesamt liegen, wie bei der Friihentwicklung der Zahne, auch der Bildung der Zahnkrone eine Kette

von verschiedenen wechselseitigen Induktionsvorgangen zwischen Schmelzorgan und Zahnpapille



zugrunde [Lan et al., 2014]. Die Zellen der Zahnpapille (spdtere Pulpa) sind hierbei vielfaltig
eingebunden und stellen die Quelle der Odontoblasten dar, was im fertig ausgebildeten Zahn als enge

funktionelle Verbindung von Dentin und Pulpa im Pulpa-Dentin-Komplex (s. 1.1.1) wiederzufinden ist.

Die Bildung der Wurzel beginnt mit dem Abschluss der Kronenbildung. AuReres und inneres
Schmelzepithel wachsen aneinander liegend als Hertwigsche Epithelscheide in Richtung der
prospektiven Wurzelspitze und trennen dabei die dentale Papille vom Zahnsackchen. Induziert durch
die Wurzelscheide differenzieren die Zellen der Papille entlang dieser zu Odontoblasten und beginnen
mit der Bildung von Wurzeldentin. Bald danach beginnt die Epithelscheide Liicken auszubilden. Dies
hat zur Folge, dass die Zellen des Zahnsackchens mit dem bereits gebildeten Wurzeldentin in Kontakt
treten, was sie zur Bildung von Zement und Desmodontalfasern induziert [Huang/Chai, 2012;

Sonoyama et al., 2007].

Durch die fortschreitende Dentinogenese wird die mesenchymale Zahnpapille zur Pulpa des
entstehenden Zahnes. Die Lokalisation der Zahnpapille wird deshalb und durch das von koronal nach

apikal fortschreitende Zahnwachstum bedingt immer weiter nach apikal verschoben.

1.1.3 Die apikale Papille
Die apikale Papille ist der wahrend des Wurzelwachstums
noch nicht zur Pulpa gewordene Anteil der urspriinglichen
Zahnpapille. Sie stellt sich als glattes Weichgewebe dar,
welches sich am Apex der sich entwickelnden Zahnwurzel
befindet (Abb. 1). Histologisch betrachtet ist sie von der im
Wourzelkanal befindlichen Pulpa durch eine zellreiche
Schicht getrennt. Im Vergleich zur Pulpa weist die apikale

Papille weniger BlutgefaRe und zelluldre Komponenten auf

[Sonoyama et al., 2008]. Eine Bedeutung der apikalen

o

Papille zeigt sich nach Entfernen derselben wahrend der Abbildung 1: Unfertig ausgebildeter
Weisheitszahn mit apikaler Papille

Wurzelbildung: Ohne apikale Papille wird das

Wurzelwachstum nicht vollendet. Allerdings ist unklar, ob dies alleine durch das Entfernen der Papille

hervorgerufen wird oder im Zusammenhang mit der Hertwigsche Epithelscheide steht [Huang et al.,

2008].

Die apikale Papille ist Quelle einer Population mesenchymaler Stammzellen (,,stem cells of the apical
papilla“, SCAP, s. 1.3.3.2). Als ein sich noch in der Entwicklung befindliches Gewebe ist die apikale

Papille fiir die Stammzellisolation und -forschung besonders interessant und weist gegeniiber anderen
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Geweben dieser Art einen entscheidenden Vorteil auf. Sie ist relativ einfach erreichbar, typischerweise
im Rahmen der Weisheitszahnentfernung bei noch unvollstandig abgeschlossenem Wurzelwachstum
[Sonoyama et al., 2006]. Kommt es aufgrund einer kariosen Lasion oder eines Traumas zu einer Pulpitis
oder einer Nekrose der Pulpa, so werden aufgrund der engen anatomischen Beziehung auch die
apikale Papille sowie die darin befindlichen SCAPs (s. 1.3.3.2) mit beeinflusst. Besonders irreversible
Pulpitiden und Nekrosen fiihren in der Papille zu einer starken Reduktion der Zelldichte, wahrend

reversible Pulpitiden die apikalen Gewebe in dieser Hinsicht nicht affektieren [Ricucci et al., 2017].

1.1.4 Regenerative Endodontologie (RET)
Die standardisierte therapeutische MaRnahme bei nekrotischen Zdhnen ohne abgeschlossenes
Wurzelwachstum ist die Apexifikation mit anschlieBender Wurzelfullung. Hierbei wird am apikalen
Ende des Wurzelkanalsystems typischerweise durch eine zu wechselnde Einlage aus Kalziumhydroxid
eine Hartgewebsbildung induziert oder Mineraltrioxidaggregat (MTA) eingebracht, um den Apex zu
verschlieBen [Chala et al., 2011; Rafter, 2005]. Nachteilig hierbei ist, dass das Wurzelwachstum nicht
vollendet wird und der betroffene Zahn devital bleibt. Eine Apexifikation und die damit verbundenen
Nachteile zu umgehen, ist der Gedanke der regenerativen Endodontologie (RET). Hierbei soll das
kranke Pulpagewebe entfernt und durch gesundes Gewebe ersetzt werden, um den Zahn zu
revitalisieren [Murray et al., 2007], indem idealerweise der Pulpa-Dentin-Komplex wiederhergestellt
wird. Dabei sind die Ziele, dass (1) alle Symptome verschwinden und der apikale Knochen heilt, (2) die
Wourzel in Ldnge und Wandstarke zunimmt und (3) ein Sensibilitidtstest ein positives Ergebnis hat
[American Association of Endodontists AAE, 2016]. Damit unterscheidet sich die RET in den Punkten
zwei und drei von der konventionellen Therapie. Die fiir die RET verwendeten Komponenten basieren
dabei auf dem Konzept des , Tissue Engineering”, namentlich Wachstumsfaktoren, ein biomimetisches
Gerist sowie Stamm-/Vorlduferzellen [Nakashima/Akamine, 2005]. Eine mogliche klinische
Anwendung beschreibt dabei die Desinfektion des Kanalsystems mit anschliefender
Uberinstrumentierung (iber den Apex hinaus, um ein Einbluten in den Kanal und damit ein
Einschwemmen von mesenchymalen Stammzellen aus der periapikalen Region [Lovelace et al., 2011]
zu erzeugen [American Association of Endodontists AAE, 2016]. Zusammen mit diesen wiirden im Blut
enthaltene Wachstumsfaktoren (,platelet-derived growth factors”) in das Kanalsystem gelangen
[Lubkowska et al., 2012]. Ergdnzend dazu kénnte das entstehende Blutkoagulum als Matrix dienen
[Thibodeau et al., 2007], wahrend eine Spillung der Kandle mit EDTA durch die hervorgerufene
Demineralisierung des Dentins dort eingebettete Wachstumsfaktoren freisetzt [Galler et al., 2015]. Mit
Stammzellen, Wachstumsfaktoren und einer Matrix sind so alle nétigen Bausteine fiir eine

Geweberegeneration gegeben [Saoud et al., 2016].



In Studien konnte dabei die Bildung von dentin-/pulpadhnlichem Gewebe aufgezeigt werden [Huang
et al., 2010]. Histologisch zeigte sich in klinischen Studien jedoch immer die Bildung von knochen- und
zementahnlichen Geweben, [Nosrat et al., 2015; Torabinejad et al., 2014], was fiir eine Produktion

durch Zellen des Zahnhalteapparates spricht.

1.2 Immunabwehr

Das Immunsystem verteidigt unseren Korper gegen verschiedenste pathogene Einfllisse von aufien
oder innen. Dabei erfiillt es die Aufgabe vom Erkennen von Pathogenen und Vernichtung dieser bei
gleichzeitiger Selbsttoleranz [Beutler, 2004]. Die weitverzweigten Interaktionen dieses Systems
beruhen auf dem Zusammenspiel zwischen lymphatischen Organen, zelluliren Mechanismen,
humoralen Faktoren und Zytokinen. Abhdngig von Geschwindigkeit und Spezifitdt lassen sich die
verschiedenen Funktionen in zwei Gruppen einteilen: die angeborene und die adaptive Immunabwehr
(Abb. 2). Die Mechanismen der angeborenen Abwehr bieten mit wenig spezifischen MalRnahmen eine
unverziigliche Reaktion auf Pathogene, wahrend die adaptive Abwehr fiir ihre sehr spezifischen
Reaktionen Tage bis Wochen braucht. Gleichzeitig verfligt sie lber ein Gedachtnis, welches die
sofortige spezifische Bekampfung bekannter Pathogene bei erneutem Kontakt ermoglicht
[Parkin/Cohen, 2001]. Insgesamt arbeiten beide Systeme nicht einzeln fireinander, sondern eng
miteinander zusammen. Zur Erkennung von Pathogenen nutzt die angeborene Abwehr diverse
Mechanismen und aktiviert die verschiedenen Antworten der adaptiven Abwehr (ber dendritische

Zellen als Antigen-prasentierende Zellen (APZ) [lwasaki/Medzhitov, 2015].

Die vielen Effekte dieser Systeme werden oftmals erst dann bemerkbar, wenn es z.B. aufgrund von

Allergien, Immunschwéche oder Autoimmunerkrankungen zu einer Fehlregulation kommt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Inmunabwehr-Komponenten

1.2.1 Die angeborene/unspezifische Immunabwehr
Die erste Hiirde fir eindringende Pathogene stellen physische Barrieren wie Epithelien und der
teilweise darauf befindliche Schleim dar [Chaplin, 2010]. Weiterhin stehen humorale Komponenten
wie das Komplementsystem zur Opsonierung und Lyse von Keimen bereit [Le Friec/Kemper, 2009].
Neben diesen Komponenten besitzt die angeborene Abwehr auch durch Abwehrzellen die Méglichkeit,
Pathogene Uber charakteristische Strukturen wie z.B. bakterielle Lipopolysaccharide, Peptidoglykane,
Lipoteichonsaure, bakterielle DNA oder doppelstrangige RNA, welche nicht im eigenen Koérper
vorkommen, zu erkennen. Diese Strukturen werden als , Pathogen-assoziierte molekulare Muster”
(,Pathogen-associated molecular patterns“, PAMPs) bezeichnet und sie werden von
»Mustererkennungsrezeptoren” (,,Pattern-Recognition-Rezeptoren” (PRRs)) erkannt

[Medzhitov/Janeway, 2000]. PRRs sind Gen-codierte Rezeptoren und werden beispielsweise auf



Phagozyten wie Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten oder den dendritischen Zellen als
Bindeglied zur adaptiven Abwehr exprimiert. Eine Familie innerhalb der PRRs sind die Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) (s. 1.4). Die Aktivierung all dieser Rezeptoren fihrt zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine und Interferone sowie zur Induktion von Phagozytose. Auf diese Weise
wird die angeborene Abwehr aktiviert und zur Beseitigung der Pathogene stimuliert sowie die adaptive
Abwehr beeinflusst [Brubaker et al., 2015; Drummond/Brown, 2011]. So fiihrt die PAMP-Bindung bei
dendritischen Zellen zur Reifung und verstarkten Produktion co-stimulierender Molekiile, was sie zu
potenten Aktivatoren der T-Zell-Antworten macht [Clark/Kupper, 2005]. Weitere Zellen in den
Diensten der angeborenen Abwehr sind die Natirlichen Killer- (NK-) Zellen, welche auch anhand von
Gen-codierten Oberflachenrezeptoren erkrankte Zellen erkennen koénnen. Im Gegensatz zu
Makrophagen handelt es sich hierbei allerdings nicht um PRRs, sondern um Rezeptoren fiir MHC-

Molekdle [Lanier, 2005].

1.2.2 Die adaptive/spezifische Immunabwehr
Die adaptive Abwehr reagiert im Vergleich zur angeborenen Abwehr deutlich praziser, aber langsamer.
Die zelluliren Komponenten dieses Systems sind die B- und T-Lymphozyten, welche in den
lymphatischen Organen (Knochenmark und Thymus) gebildet werden. Im Unterschied zu den PRRs der
angeborenen Abwehr sind ihre Antigen-Rezeptoren hoch-spezifisch fiir verschiedene Pathogene. Dies
wird durch eine Rekombination der Antigen-Rezeptor-Gene erreicht und erméglicht bis zu 10?8
verschiedene Rezeptoren [Bonilla/Oettgen, 2010; Clark/Kupper, 2005; Medzhitov/Janeway, 2000]. T-
Zellen lassen sich in die CD4-positiven T-Helfer-Zellen (Tx) und die CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen
(CTL) unterteilen. lhre Aktivierung bendétigt die Mitwirkung einer APZ, welche das pathogene Antigen
mittels eines MHC-Molekiils prasentieren. In der Folge erkennen die CTL nun infizierte Zellen, die die
prasentierten Antigene auf ihrer Oberflache tragen und toten sie ab. Die Ty-Zellen produzieren nach
passender Antigenprasentation diverse Zytokine, welche die Immunantwort unterstiitzen
[Bonilla/Oettgen, 2010]. Fir die Produktion der humoralen Abwehrkomponente sind die B-Zellen
zustandig. Die Aktivierung dieser B-Zellen erfordert keine APZs aber ggf. die Mithilfe durch Ty-Zellen
(Tu-abhangige Antwort [Miller/Mitchell, 1968]). Nach ihrer Aktivierung produzieren sie als
Plasmazellen groBe Mengen an Antikorpern. Diese kdnnen Antigene direkt neutralisieren, dienen zur
Opsonierung von Pathogenen und erleichtern somit die Phagozytose oder flihren zur Aktivierung des
Komplementsystems. Daneben kdnnen sie an Phagozyten der angeborenen Abwehr andocken und
deren Phagozytose sowie T-Zell-Stimulation verstirken [Clark/Kupper, 2005]. Wie Zellen der
angeborenen Abwehr besitzen auch B-Zellen TLRs, welche bei Aktivierung die Zellen hinsichtlich

Differenzierung, Zytokin-Produktion und Antigen-Prdsentation beeinflussen [Hua/Hou, 2013]. Von
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allen Lymphozyten werden nach dem ersten Kontakt mit einem Antigen Gedachtniszellen gebildet,
welche bei einer erneuten Infektion eine schnellere Immunantwort einleiten kénnen [Seifert/Klippers,

2016; Bonilla/Oettgen, 2010].

1.3 Humane Mesenchymale Stamm-/Progenitorzellen (MSCs)

1.3.1 Allgemeines
Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind als multipotente Zellen in der Lage, sich zu verschiedenen
Zellen weiterzuentwickeln [Pittenger et al., 1999], wobei sie nicht nur Zellen des Mesoderms, sondern
auch der anderen beiden Keimblatter bilden kénnen [Sato et al., 2005; Kopen et al., 1999]. Daneben
besitzen sie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, welche entweder durch symmetrische (aus einer
Stammzelle werden zwei) oder asymmetrische (eine Tochterzelle bleibt im Vorrat, eine wird zur

Progenitorzelle) Teilung erreicht wird [He et al., 2009].

Als adulte Stammzellen werden MSCs in der Forschung oft verwendet. Demgegeniiber bieten die
pluripotenten embryonalen Stammzellen zwar ausgezeichnete Moglichkeiten in der Forschung, sind
aber aufgrund ethischer Fragestellungen oder einer durch die prinzipielle Unsterblichkeit dieser Zellen

moglichen Tumorogenizitat [Blum/Benvenisty, 2008] nicht unumstritten.

Erstmals erwahnt wurden MSCs 1974 als plastik-adhdrente, koloniebildende mesenchymale
Vorlauferzellen des Knochenmarkes nicht hamatopoetischen Ursprungs [Friedenstein et al., 1974a].
Spater etablierte sich der Begriff ,Mesenchymale Stammzellen” [Caplan, 1991]. Dieser Begriff ist
allerdings nach Ansicht der ,Internationalen Gesellschaft fiir Zelltherapie” (International Society for
Cellular Therapy (ISCT)) unpréazise. Stattdessen schlagt sie ,Multipotente mesenchymale Stroma-
Zellen” vor [Horwitz et al., 2005]. Heutzutage werden beide Begriffe oftmals synonym verwendet.
Aufgrund der guten Verfligbarkeit (MSCs kommen praktisch in allen Organen vor [da Silva Meirelles et
al., 2006], s.a. 1.3.3) wurde und wird mit MSCs viel geforscht, wodurch viele verschiedene Methoden
entwickelt und Resultate erzeugt wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit von Studien und
Vereinheitlichung von Arbeitsschritten hat ein Komitee des ISCT in 2006 drei Kriterien veroffentlicht,

welche MSCs in Labor- und vorklinischer Forschung erfiillen miissen [Dominici et al., 2006].

Demnach missen MSCs (1) plastik-adharent sein, (2) bestimmte Marker an ihrer Oberflache
exprimieren (CD73, CD90, CD105) oder eben nicht (CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a, HLA-DR),
sowie (3) ein multilineares Differenzierungspotenzial in osteogene, adipogene und chondrogene
Richtung aufweisen. Unabhéangig von dieser Vorgabe ist auch die Koloniebildung als Eigenschaft immer

noch ein wichtiger Nachweis von MSCs [Pochampally, 2008].



1.3.2 Immunregulative Funktionen von MSCs
Neben ihren Fahigkeiten zur multilinearen Differenzierung besitzen MSCs auch immunregulative
Funktionen. Induziert durch inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1f, freie Radikale und
Leukotriene sind sie in der Lage, verschiedene Wachstumsfaktoren zu exprimieren (z.B. EGF, FGF,
PDGF, VEGF), welche einen wichtigen Beitrag zur Gewebereparatur und -regeneration leisten [Ma et
al., 2014]. Wahrend man friher davon ausging, dass zur Gewebereparatur eine grolRere Anzahl von
MSCs in verletztem Gewebe vorhanden sein muss, so steht heute der Einfluss exprimierter parakriner
Faktoren und Vesikel im Sinne einer ,Hit and Run“-Theorie im Vordergrund [Prockop, 2017]. Daneben
sind sie in der Lage, auf verschiedene Immunzellen regulierend einzuwirken. MSCs kdénnen die
Proliferation von B-, T- und NK-Zellen inhibieren sowie Einfluss auf die Differenzierung zu Plasmazellen
und die Zytokinproduktion/-sekretion nehmen [Uccelli et al.,, 2006]. Stimuliert durch die
Entzindungsfaktoren schiitten die MSCs groRe Mengen an Chemokinen und Adhasionsmolekilen aus,
wodurch Immunzellen in rdumliche Ndhe gebracht werden [Ren et al., 2010], sodass zur Suppression
ausgeschittete Molekile (Spezies-different: in der Maus NO, beim Menschen IDO [Ren et al., 2009])

in hoher Konzentration wirken kénnen [Ren et al., 2008].

Insgesamt missen zur immunsuppressiven Wirkung die MSCs hoheren Konzentrationen von
Entzindungsfaktoren ausgesetzt sein. Ist dies nicht der Fall, kénnen sie durch ungeniigende NO-
Synthese auch positiven Einfluss auf die Lymphozytenproliferation haben und damit unterstiitzen auf
die Immunreaktion wirken [Li et al.,, 2012]. Auf diese Weise kdnnen MSCs auf unterschiedliche
Umgebungseinflisse mit verschiedenen immunregulativen MaRnahmen reagieren, sodass
beispielsweise orale MSCs eine weitverzweigte Interaktion mit ihrem moglicherweise entziindlich
veranderten Umfeld aufweisen [Zhou et al., 2020]. Einen bedeutenden Einfluss auf diese Eigenschaften

kann die Bindung entsprechender Liganden an die TLRs hervorrufen (s.1.4.4).

Neben diesen immunregulativen Prozessen ist es bemerkenswert, dass MSCs bei allogener
Transplantation eine nur geringe Immunogenitat aufweisen [Le Blanc et al., 2003], was sie interessant
in der Behandlung von Autoimmun- oder entziindlichen Krankheiten wie z.B. Lupus erythematodes

[Wang et al., 2013] oder ,,Graft vs. Host“-Reaktionen [Godoy et al., 2019] macht.

1.3.3 Quellen von MSCs
Wie erwédhnt, gibt es neben dem Knochenmark, welches noch immer die Hauptquelle fir MSCs
darstellt, diverse weitere Quellen. MSCs kdnnen ebenfalls aus dem Fettgewebe [Zannettino et al.,
2008], der Plazenta [Battula et al., 2008], der Lunge [Martin et al., 2008], der Nabelschnur [Montanucci
et al., 2011], dem Nabelschnurblut [Jin et al.,, 2010] oder dem fetalen Pankreas [Hu et al., 2003]



gewonnen werden. Weitere vielfdltige Vorkommen zur Gewinnung mesenchymaler Stamm-

/Progenitorzellen stellen die oralen Gewebe dar [Fawzy El-Sayed et al., 2013](s. u.).

Insgesamt bilden MSCs keine homogene Einheit. Vielmehr ist es so, dass sie abhangig von ihrem

Ursprungsgewebe unterschiedliche Eigenschaften aufweisen kénnen [Sakaguchi et al., 2005].

1.3.3.1 Ubersicht: orale MSCs
Im Bereich der oralen Gewebe sind mogliche Quellen fiir MSCs die Gingiva (Nr.1 in Abbildung 3,
GMSCs) [El-Sayed et al., 2015], der Alveolarfortsatzknochen (Nr.2) [Fawzy El-Sayed et al., 2012], die
Pulpa (Nr.3, DPSCs) [Gronthos et al., 2000], der Zahnfollikel (Nr.7, DFSCs) [Morsczeck et al., 2005],
exfoliatierte Milchzahne (Nr. 5, SHEDs) [Miura et al., 2003], die Mukosa [Marynka-Kalmani et al., 2010],
das parodontale Ligament (Nr.4, PDLSCs) [Seo et al., 2004] und die apikale Papille (Nr. 6, SCAPs, s. u.).
Sie haben den Vorteil der leichten Zuganglichkeit, stehen in vielfaltiger Weise mit den sie umgebenden
Geweben in Kontakt und koénnen sowohl auf lokale (z.B. Parodontitis) als auch systemische

Erkrankungen Einfluss nehmen [Zhou et al., 2020].
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Gingiva (1), Alveolarfortsatzknochen (2), Pulpa (3),Ligamentfasern (4), Milchzahnpulpa (5), apikale
Papille (6), Zahnfollikel (7) [Fawzy El-Sayed et al., 2013]

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Quellen oraler MSCs

1.3.3.2 Stammzellen der apikalen Papille (SCAPs)
Die Gewinnung von Stammzellen aus der apikalen Papille (SCAPs) wurden erst in der jingeren

Vergangenheit beschrieben. Dabei waren sie in der Lage, aufgebracht auf einen Trager aus
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Hydroxylapatit/Trikalziumphosphat, in einem Tiermodel ein dentindhnliches Gebilde zu formen
[Sonoyama et al., 2006]. Hierzu wurde die apikale Papille an der Wurzelspitze von Weisheitszahnen
mit unfertigem Wurzelwachstum entfernt und untersucht. Dabei zeigten die Zellen eine Expression
des MSCs-Markers STRO-1 und verglichen mit DPSCs ein dhnlich osteogenes aber geringeres
adipogenes Differenzierungspotenzial. Stimulation mit neurogenem Medium fiihrte zur Expression
neurogener Marker [Sonoyama et al., 2008]. SCAPs werden als Quelle der primadren Odontoblasten
angesehen, wahrend die DPSCs als Quelle von Ersatz-Odontoblasten betrachtet werden [Huang et al.,
2008; Sonoyama et al., 2008]. Sie dhneln in der Expression verschiedener Marker den DPSCs [Huang et
al., 2009], weisen allerdings eine signifikant hoéhere Proliferationsrate sowie ein starkeres
Mineralisationspotenzial auf [Bakopoulou et al., 2011]. Insgesamt zeigen die SCAPs gegenliber den
DPSCs ein hoheres Potenzial zur Geweberegeneration, was durch den Status der Papille als noch in der
Entwicklung befindliches Gewebe begriindet sein kdnnte [Sonoyama et al., 2006]. Weiterhin haben
SCAPs im Vergleich zu DPSCs langere Telomere und eine erhohte Telomeraseaktivitat [Jeon et al.,
2011]. Unter einem langeren Einwirken der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1p wird die
Mineralisation sowie die osteo-/dentinogene Genexpression inhibiert [Liu et al., 2016]. Obwohl
Knochen und Dentin mit Typ | Kollagen und Hydroxylapatit generell einen dhnlichen Aufbau haben,
kann eine Stimulation mit Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) im Sinne eines Umschalters die osteogene
Differenzierungskapazitdit von SCAPs in vivo fordern, wahrend gleichzeitig die Fahigkeit zur

dentinogenen Differenzierung reduziert wird [Wang et al., 2012].

Des Weiteren wurde gezeigt, dass SCAPs in der Lage sind, in einem leeren Wurzelkanal eine
Regeneration von pulpa- und dentindhnlichem Gewebe zu produzieren [Huang et al., 2010]. Daneben
gibt es einige Fallberichte, bei denen Zahne mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum bei nicht
vitaler Pulpa und periapikaler Parodontitis nach Therapie trotzdem eine Apexogenese erfahren
[Chueh/Huang, 2006; Iwaya et al., 2001]. Beglinstigt konnte dies durch die apikale Lage der Papille und
die damit verbundene bessere Blutversorgung sein, was ein Uberleben der Papille/SCAPs auch bei
Nekrose der Pulpa ermoéglichen konnte [Huang et al., 2008]. Selbst bei einer Pulpanekrose und
vorhandener apikaler Parodontitis konnten in der apikalen Papille lebende SCAP gefunden werden
[Chrepa et al., 2017]. Sie kénnen einen Einfluss auf die Angiogenese nehmen [Hilkens et al., 2014],
wobei die Mikroumgebung dabei einen entscheidenden Faktor fiir die Balance zwischen dem
angiogenen Potential und der Kapazitat zur Hartgewebsbildung darstellt [Hilkens et al., 2017].
Weiterhin haben SCAPs wie auch andere MSCs immunregulative Fahigkeiten: So sind sie z.B. in der
Lage, in vitro bei geringer Immunogenitat die Proliferation von T-Zellen zu supprimieren [Ding et al.,

2010]. Insgesamt sind SCAPs eine heterogene Zellgruppe, welche verschiedene Unterpopulationen
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enthalt, die sich in ihren Eigenschaften wie Proliferationsrate und Differenzierungspotenzial

unterscheiden [Bakopoulou et al., 2013].

1.4 Toll-like Rezeptoren (TLRs)

1.4.1 Allgemeines
Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind eine Untergruppe der PRRs. Das Toll-Gen wurde 1985 in der Fliege
Drosophila melanogaster entdeckt und als beeinflussender Faktor bei ihrer Embryonalentwicklung
identifiziert [Anderson et al., 1985]. Nach der Erkenntnis, dass das Gen dort fiir ein
Transmembranprotein codiert [Hashimoto et al., 1988] und es auch einen Einfluss auf die Reaktion der
Fliege bei einer Pilzinfektion hat [Lemaitre et al., 1996], wurde bald danach ein entsprechendes Protein
im Menschen gefunden, welches als Rezeptor eine Rolle in der Aktivierung des Immunsystems spielt
[Medzhitov et al., 1997]. Heute sind verschiedene Rezeptoren bekannt (s. 1.4.2), welche alle durch
Mustererkennung (,pattern recognition”) verschiedene mikrobielle Strukturen erfassen kénnen
[Takeda et al., 2003]. Die TLRs sind entweder extrazellular oder intrazellular angeordnet und weisen
dabei einen zytoplasmatischen und einen extrazellularen bzw. endosomalen Anteil auf. Die
intrazelluldre Partie zeigt eine starke Ahnlichkeit mit der korrespondierenden Partie der Interleukin-1-
Rezeptorfamilie und wird deshalb als Toll/IL-1 Rezeptor (TIR)-Doméane bezeichnet. Extrazellular
unterscheiden sich beide Rezeptortypen strukturell (Immunglobulin-dhnlich vs. LRR-Motiv (,,leucin-
rich repeat”)) [Takeda/Akira, 2005]. TLRs sind neben Zellen des Immunsystems wie Makrophagen,
dendritischen Zellen und B-Zellen auch bei nicht zum Immunsystem gehérigen Zellen wie Fibroblasten,

Epithelzellen [Akira et al., 2006] oder auch MSCs (s. 1.4.4) zu finden.

1.4.2 Die verschiedenen Toll-like Rezeptoren
Bis heute sind bei Sdugetieren 13 verschiedene TLRs bekannt, von denen zehn im Menschen exprimiert
werden [Hopkins/Sriskandan, 2005]. TLR11 ist zwar beim Menschen codiert, die entsprechende
Sequenz enthélt aber Stopcodons, die darauf schlieBen lassen, dass TLR11 im Menschen, ggf. auch
durch einen genetischen Polymorphismus bedingt, nicht exprimiert wird [Zhang et al., 2004]. Die TLRs
1, 2, 4, 5, 6 und 10 befinden sich an der Zelloberflache, wiahrend die TLRs 3, 7, 8 und 9 intrazellular
exprimiert werden [Akira/Takeda, 2004]. Anhand ihrer Primarsequenzen lassen sich die TLRs in

mehrere Untergruppen einteilen [Takeda et al., 2003].
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TLR2 Subgruppe: TLR1, TLR2, TLR6, TLR10

TLR1 ist funktionell an eine Kopplung mit TLR2 gebunden [Wyllie et al., 2000] und kann Triacyl-
Lipopeptide erkennen [Takeuchi et al., 2002]. TLR2 kann eine Vielzahl von verschiedenen Pathogenen
erfassen, darunter Lipoproteine von gram-negativen Bakterien, Peptidoglycane und Lipoteichonsaure
gram-positiver Bakterien, Zymosan aus Pilzen und Lipoarabinomannan von Mykobakterien. Dieses
weite Spektrum ldsst sich durch die Interaktion mit anderen TLRs (1 und 6) erkldren [Takeda/Akira,
2015; Hajjar et al., 2001]. Auch TLR6 ist funktionell an TLR2 gekoppelt und dient der Erkennung von
Lipopeptiden, in diesem Fall vom Diacyl-Typ [Takeuchi et al., 2001]. Durch die Dimerbildung ist TLR2 in
der Lage, den subtilen Unterschied zwischen Diacyl- und Triacyl-Lipopeptiden auszumachen [Takeda
et al.,, 2002]. TLR10 ist bis jetzt wenig erforscht, lange war kein Ligand bekannt. Erst in jingerer
Vergangenheit wurde gezeigt, dass TLR10 im Gegensatz zu den anderen TLRs einen inhibitorischen
bzw. antiinflammatorischen Effekt aufweist [Jiang et al., 2016; Oosting et al., 2014]. Neuere Forschung

zeigt gp41 aus dem HI-Virus als einen moglichen Liganden [Henrick et al., 2019].

TLR3 Subgruppe:

TLR3 erkennt doppelstrangige RNA [Alexopoulou et al., 2001] und aktiviert den Transkriptionsfaktor
NF-kB unabhingig von dem Adapterprotein MyD88 [Kawai/Akira, 2007].

TLR4 Subgruppe:

TLR4 bindet bakterielle Lipopolysaccharide (LPS, Wandkomponente gram-negativer Bakterien)
[Hoshino et al., 1999]. Dazu wird das zusatzliche Molekiil MD-2 bendtigt, welches mit TLR4 auf der
Zelloberflache assoziiert ist [Shimazu et al., 1999]. Weiterhin sind das LPS-bindende Protein (LBP)
sowie CD14 involviert [Akashi-Takamura/Miyake, 2008]. Abhdngig von der Dreidimensionalitat
verschiedener LPS triggern einige LPS allerdings weniger TLR4 als TLR2 [Netea et al., 2002]. Als ein
weiterer Ligand fungieren endogene Hitzeschutzproteine [Ohashi et al., 2000]. Auch TLR4 kann wie
alle TLRs aulRer TLR3 den Transkriptionsfaktor NF-kB tiber das Adaptorprotein MyD88 aktivieren, ist

allerdings auch zur MyD88-unabhangigen Aktivierung befahigt [Kawai/Akira, 2007; Kawai et al., 1999].

TLR5 Subgruppe:

TLR5 ermoglicht, Flagellin (Bestandteil bakterieller Geieln) durch eine physikalische Interaktion zu

detektieren [Smith et al., 2003; Hayashi et al., 2001]. Das Vorkommen auf der basolateralen Seite
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intestinaler [Gewirtz et al., 2001] sowie pulmonaler Epithelzellen [Hawn et al., 2003] zeigten die
wichtige Rolle dieses TLR bei der Erkennung von entsprechenden Pathogenen an

Schleimhautoberflachen.

TLR9 Subgruppe: TLR7, TLRS, TLR9

TLR7 kann durch Bindung von organischen Substanzen wie Imiquimod oder Resiquimod eine
Immunantwort durch Ausschittung inflammatorischer Zytokine auslésen [Hemmi et al., 2002].
Weiterhin erlaubt TLR7, einzelstrangige RNA (ssRNA) von Viren zu erkennen [Diebold et al., 2004].
Durch die Lokalisation des Rezeptortyps auf der endosomalen Membran wird die physiologisch im
Korper produzierte ssRNA durch TLR 7 nicht erkannt, da sie nur auBerhalb der Endosomen zu finden
ist. Das TLR8 Gen ist in groRem Malie identisch zu dem TLR7 Gen, sodass TLR8 die gleichen Liganden
wie TLR7 bindet [Takeda/Akira, 2015; Heil et al., 2004]. TLR9 dient der Erkennung bakterieller DNA.
Diese weist im Vergleich zu humanen Zellen einen deutlich erhéhten Anteil von unmethylierten
Cytosin-Guanin Dinukleotiden auf, welche durch TLR9 erkannt werden [Hemmi et al., 2000; Krieg et

al., 1995].

1.4.3 Aktivierung und Signalwege
Als PRRs werden TLRs durch mikrobielle Komponenten als Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(PAMPs, ,pathogen-associated molecular patterns”) aktiviert [Akira et al., 2006]. Solche PAMPs
kénnen in Form von Nukleinsduren, Kohlenhydraten, Lipiden oder Proteinen als Liganden fungieren.
Auf diese Weise konnen pathogen-spezifische Bestandteile wie Lipopolysaccaride, Peptidoglycane,
Lipopeptide sowie DNA und RNA erkannt werden, was meist zur Aktivierung derselben Molekdle fihrt,
die auch in der Signalkaskade der IL-1-Rezeptoren aktiviert werden [Kumar et al., 2009; Akira/Takeda,
2004]. Bei fast allen TLRs wird das Adapterprotein MyD88 in der nach Ligandenbindung induzierten
Signalkaskade benutzt, welches als zentraler Knotenpunkt die TLRs mit IL-1R-assoziierten Kinasen
(IRAK) verknlpft [Deguine/Barton, 2014; Medzhitov et al., 1998] und so letztendlich in der Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB gipfelt. Auf diese Weise wird eine inflammatorischen Antwort durch

beispielsweise proinflammatorischen Zytokine oder Leukozytenregulation geregelt [Lawrence, 2009].

Eine Ubersicht (iber alle Signalwege zeigt die untenstehende Grafik (Abb. 4):
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Extrazelluldare TLRs: Durch Bindung der spezifischen Liganden rekrutiert MyD88 IRAK-4,
was zur Phosphorylierung von IRAK-1 fiihrt. Das aktivierte IRAK-1 assoziiert mit TRAF6.
Nach Bindung von UBC13 und UEV1A folgt die Aktivierung des TAK-Komplexes,
wodurch zwei Signalwege aktiviert werden kénnen:

1) Transkription durch AP-1 nach MAP-Kinasen-Aktivierung (JNK, p38 MAPK)

2) Aktivierung des IKK-Komplexes, dadurch Deaktivierung von I-kB (Inhibitor der

NF-kB-Kinasen), wodurch der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert wird.

A20, TOLLIP und IRAK-M dienen als Negativ-Regulatoren.
TIRAP dient als Adaptorprotein zwischen der TIR-Doméane und MyD88 (TLR 1, 2, 4, 6).
Die intrazelluldren TLRs (auRer TLR3) kénnen tiber MyD88 ebenfalls IRF-7 oder tber
TRAF3 den IKKe/TBK1-Komplex aktivieren.
TLR3 kann unabhdngig von MyD88 durch TRIF direkt oder indirekt tber TRAF3
IKKe/TBK1 aktivieren, was zur Aktivierung der IRF fihrt.
TLR4 kann sowohl den MyD88-abhangigen Weg als auch tber TRIF und TRAM den
MyD88-unabhangigen Weg aktivieren (IRF3 Aktivierung Uber TBK1 oder NF-kB-
Aktivierung Giber RIP1).

[Cell Signaling Technology, 2020; Takeda/Akira, 2015; Kawai/Akira, 2010; Akira/Takeda,
2004]

IKK-Komplex  I-kB Kinase-Komplex, besteht aus IKK a, 8, y

IRAK IL-1R-assoziierte Kinasen

IRF Interferon-Regulierungsfaktor, Transkriptionsfaktor Interferone

MyD88 ,myeloid differentiation primary-response protein 88, Adaptermolekiil zur
Rekrutierung IRAK

NF-kB ,huclear  factor ,kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells”,
Transkriptionsfaktor

RIP1 ,receptor-interacting protein 1“

TAB1/2 TAK1-Bindungsprotein, dienen als Aktivator und Adaptor von TAK1

TAK1 , TGF-8-activated kinase 1“

TBK1 ist wie IKKe nicht-kanonische IKKs

TIRAP » TIR-domain-containing adaptor protein”, Adapterprotein fiir MyD88 an TLR2/4

TOLLIP ,Toll-interacting protein“, Inhibitor der IRAK

TRAF ,» TNF receptor-associated factor”

TRAM » TRIF-related adaptor molecule”, Adapterprotein fiir TRIF an TLR4

TRIF » TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-8“

UBC13 ,ubiquitin-conjugating enzyme 13“

UEVIA ,ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1“
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1.4.4 TLRs und MSCs
Neben Zellen der Abwehr und Epithelzellen kommen TLRs auch bei verschiedenen mesenchymalen
Stammzellen vor (s. Tab.1), sodass diese durch Kontakt mit den entsprechenden Liganden beeinflusst
werden. Insgesamt sind allerdings weder die TLR-Expression noch andere funktionelle Aspekte bei
allen MSCs gleich, vielmehr gibt es abhangig von ihrem Quellgewebe Unterschiede [Raicevic et al.,
2011]. Daneben verandert sich das Expressionsmuster unter entztindlichen Umgebungsbedingungen
[Raicevic et al., 2010], sodass unter Entzindung die Fahigkeit zur Pathogenerkennung durch MSCs
abgewandelt ist. Gleichzeitig kann eine Stimulation der TLRs durch endogene Liganden einen Einfluss
auf das therapeutische Potenzial von MSCs nehmen [Delarosa/Lombardo, 2010]. Eine Ubersicht iiber
die TLRs in verschiedenen Geweben bieten TLR-Expressionsprofile, welche in vielfiltiger Weise

Gegenstand aktueller Forschung sind:

MSCs TLR-Expression (relativ unter Entziindung) Quelle
AB-MSCs 1,2,3,4,5,6,7,8,10 [Fawzy El-Sayed et al., 2017]
DPSCs 1(-), 2(+), 3(+), 4(+), 5(+), 6(-), 7(-), 8(+), 9(-), 10(-) | [Fawzy El-Sayed et al., 2016a]
G-MSCs 1(+), 2(+), 3, 4(+), 5(+), 6(-), 7(+), 10(+) [Fawzy-El-Sayed et al., 2016b]
DFSCs 2,3,4 [Tomic et al., 2011]

[Chatzivasileiou et al., 2013]

BM-MSCs 1,2, 3(+), 4(+), 5,6,9 [Raicevic et al., 2011]
AT-BMSCs 1,2,3(+),4,5,6,9 [Raicevic et al., 2011]
WIJ-MSCs 1,2,3(+)* 5,6,9 [Raicevic et al., 2011]
Nabelschnur- | 1,3, 4,5, 6,9 [van den Berk et al., 2009]
blut-MSCs

AB: Alveolarknochen (alveolar bone proper), AT: Fettgewebe (adipose tissue), BM: Knochenmark (bone marrow), DF:
Zahnfollikel (dental follicle), DP: Pulpa (dental pulp), G: Gingiva (gingival), WJ: Wharton-Sulze (Wharton’s jelly)

(+)/(-): gesteigerte/verminderte Expression nach Stimulation durch entziindlich verdnderte Umgebungsbedingungen
*ohne Triggerung der Expression/Sekretion verschiedener Zytokine

Tabelle 1: TLR-Expression verschiedener MSCs

Das Vorhandensein der TLRs ermdglicht den MSCs eine direkte Interaktion mit ggf. angetroffenen
Pathogenen ohne das Einwirken von Immunzellen als Mediator [Fawzy El-Sayed et al., 2019]. Die TLR-
Aktivierung kann bei den MSCs Anderungen hinsichtlich Migration, Invasion und Sekretion
immunmodulierender Stoffe bewirken. Spezifische TLR-Aktivierung (3&4) kann MSCs in verschiedene

Phanotypen mit unterschiedlichen Eigenschaften (proinflammatorisch vs. immunsuppressiv)
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polarisieren [Waterman et al., 2010]. So werden beispielsweise gingivale MSCs durch Bindung von TLR-
Liganden (auBer TLR3) zur Ausschittung proinflammatorischer Zytokine angeregt, TLR3-Aktivierung
hingegen unterstitzt eine anti-inflammatorische Wirkung [Mekhemar et al., 2018]. TLR3-Stimulation
flihrt auch bei DFSCs und DPSCs zu einer Verstarkung der suppressiven Wirkung durch TGF-B- und IL-
6-Sekretion, wahrend die von TLR4 in DFSCs den gleichen Effekt, in DPSCs mit der Inhibition der TGF-
B-Produktion und der Sekretion von IDO (vgl. 1.3.2) aber einen gegenteiligen Effekt hat [Tomic et al.,
2011]. Daneben wirkt eine TLR(3/4)-Aktivierung teilweise auch auf die Befahigung zur Rekrutierung
und Migration von BM-MSCs ein [Tomchuck et al., 2008].

Grundsatzlich sind die Effekte der TLR-Liganden auf MSCs verschiedener Quellen auch hinsichtlich des
Differenzierungspotenzials durch andere Expressionsmuster unterschiedlich [Raicevic et al., 2012]. So
wird die Differenzierung von MSCs aus Fettgewebe und Knochenmark in osteogene Richtung durch
Aktivierung von TLR2, 3 und 4 verstarkt [Lombardo et al., 2009; Mo et al., 2008; Hwa Cho et al., 2006],
wahrend die von TLR9 zur Inhibierung [Ngrgaard et al., 2010; Hwa Cho et al., 2006] fihrt. Durch die
fehlende Expression von TLR4 in MSCs des gallertartigen Bindegewebes (s.0.) kann bei einer
Stimulation mit dem entsprechenden Liganden dort kein Effekt erzielt werden. Weiteren Einfluss auf
die Differenzierungskapazitat von MSCs hat das Alter des Spender-Individuums: So hat die Aktivierung
von TLR3/4 bei BM-MSCs von jungeren Leuten eine stirkere osteogene Differenzierung zur Folge als

bei dlteren Spendern [Shirjang et al., 2017].

Weiterhin zeigt neue Forschung, dass die Aktivierung des TLR3 bei G-MSCs zur Beeinflussung der
Stammzelleigenschaften fiihrt, sodass weniger koloniebildende Einheiten gebildet und Pluripotenz-
Transkriptionsfaktoren exprimiert werden. Gleichzeitig kommt es zu einer erhéhten Expression MSC-
spezifischer Oberflichenmarker sowie einem verstarkten multilinearen (besonders osteogenen, aber
kontrar zu anderen Studien (s.0.) auch leicht adipogenen) Differenzierungspotenzial, sodass eine

Ligation des TLR3 die regenerativen Eigenschaften beeinflussen kénnte [Mekhemar et al., 2020].

Die Effekte von TLRs auf die therapeutischen Effekte von MSCs in vivo sind Gegenstand zahlreicher
Forschungen. So gibt es mehrere Studien, die in Tiermodellen von einem positiven Einfluss LPS-
stimulierter MSCs bei einer Sepsis oder LPS-induzierter akuter Lungenschadigung berichten [Mei et al.,
2010; Nemeth et al., 2010; Mei et al., 2007]. Die dabei beschriebenen antiinflammatorischen Effekte
unter vorheriger Stimulation bei hohen LPS-Konzentrationen stehen allerdings im Widerspruch zu dem
von Waterman et al. in vitro festgestellten Polarisierungsprozess (s.0.), bei dem TLR4 eine Polarisierung
der MSCs Richtung eines proinflammatorischen Profils induziert. Im Bereich des Herzschutzes gibt es
kontrare Ergebnisse bezliglich der MSCs-Einwirkung nach TLR-Modulation. Verstarkte therapeutische

Effekte konnten nach LPS-Prékonditionierung in einem Ratten-Herzinfarkt-Modell durch verbessertes
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Zell-Uberleben und Regeneration sowie erhdhter Sekretion von VEGF gezeigt werden [Yao et al., 2009].
Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass TLR4-defiziente Maus-BM-MSCs einen

erhohten Herzschutz aufwiesen [Wang et al., 2010].

Zusammen betrachtet zeigen die TLRs eine grofle Bandbreite an Fahigkeiten und mdoglichen
therapeutischen Einsatzgebieten. Die vielfaltigen Modulationen von verschiedenen Liganden an MSCs
unterschiedlichen Ursprungs machen weiterfiihrende Untersuchungen notwendig, um das
therapeutische Potenzial von MSCs unter Bericksichtigung ihrer TLRs verbessern zu kénnen [Shirjang

et al., 2017].

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Arbeit hat das Ziel, zum ersten Mal ein Expressionsprofil der Toll-like-Rezeptoren von Stammzellen
aus der apikalen Papille (SCAPs) unter normalen und entziindlichen Bedingungen zu erstellen.
Stammzellbasierte Therapien stellen im Bereich der regenerativen Medizin eine vielversprechende
Option fur die Behandlung diverser Krankheiten dar [Fitzsimmons et al., 2018]. Verglichen mit pulpalen
Stammzellen, mit denen SCAPs (iber das apikale Foramen in direktem anatomischen Kontakt stehen,
werden SCAPs als Vorlauferzellen mit primitiveren Entwicklungsstand angesehen, womit bessere
Geweberegenerationsfahigkeiten und hohere Expressionen des antiapoptotischen Proteins Survinin
sowie Telomerase einhergehen [Nada/El Backly, 2018; Huang et al., 2008]. Fir SCAPs gibt es
verschiedene interessante wissenschaftliche Ansdtze im Bereich der Geweberegeneration [Nada/El

Backly, 2018].

MSCs, zu denen SCAPs eingeordnet werden, interagieren in vielfadltiger Weise mit ihrer Umgebung.
Hierbei spielen auch ihre TLRs eine Rolle. Kommt es bei einem unfertig ausgebildeten Zahn zu einer
Pulpitis (beispielsweise in Folge einer karidsen Lasion oder eines Traumas), so ist auch die apikale
Papille in dieses entziindliche Milieu involviert und SCAPs kdnnten Uber TLRs direkt mit den sie
umgebenden PAMPs interagieren. Kenntnis tiber die TLR-Expression sowie deren Veranderung unter
entziindlichen Verhaltnissen der SCAP kann somit helfen, das erwagenswerte therapeutische Potenzial

dieser Zellen hinsichtlich moglicher Geweberegeneration zu verbessern.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewinnung und Kultivierung der Stammzellen

2.1.1 Ethikvotum
Dieses Projekt wurde vor Aufnahme der Forschungsarbeiten durch die Ethikkommission der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel genehmigt (D 513/17). Alle Patienten, die Proben bereitstellten, wurden

Uber Ziel und Zweck aufgeklart und erteilten ihre schriftliche Erlaubnis.

2.1.2 Gewinnen von Gewebe und Kultivierung von Zellen
Zur Gewebegewinnung wurden kariesfreie Weisheitszahne
vor Abschluss des Wurzelwachstums von acht gesunden
Patienten (n=8, m/w: 3/5, Alter 16-22 Jahre) gesammelt.
Nach operativer Entfernung wurde jeder Zahn sofort in ein
50 ml Falcon-Réhrchen (Sarstedt AG, Nirnbrecht,
Deutschland) gelegt, welches vorher mit einem
Nahrmedium befiillt wurde. Dieses bestand aus Minimum
Essential Medium Eagle Alpha Modification (a-MEM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), welches mit 1%
Amphotericin  (Biowest, Nuaillé, Frankreich), 1%
Antibiotikum (10.000 U/ml Penicillin, 10.000 pg/ml
Streptomycin) (Gibco, Carlsbad, USA), 1% L-Glutamin (200
mM) (Sigma-Aldrich) sowie 15% fetalem Kalberserum
(Sigma-Aldrich) erganzt wurde. AnschlieBend wurden unter

einer Sicherheitswerkbank (Thermo Electron Corp.,

Waltham, USA) die apikalen Papillengewebe mit einem Abbildung 5: Zahn mtabgetrennten apikalen
Skalpell von den unfertig ausgebildeten Zahnwurzeln Popiler

abgetrennt (Abb. 5) und in einem neuen sterilen Falcon-Réhrchen mehrfach mit einer
phosphatgepufferten Salzlésung (phosphate-buffered saline, PBS) (Pan Biotech, Aidenbach,

Deutschland), Amphotericin sowie Antibiotikum gewaschen.

Das abgetrennte Gewebe wurde nun in kleine Stiickchen von ca. 1-2 mm? zerteilt und auf Petrischalen
(Sarstedt AG) verteilt. Dazu wurden die Gewebestlicke auf die Petrischalen gelegt und zur leichten
Adhasion kurz antrocknen gelassen. Nun konnte Nahrmedium auf die Schalen gegeben und diese in

den Inkubator (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei 37°C sowie 5% CO, gestellt
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werden. Ab der zweiten Woche wurde dreimal wdchentlich das Medium gewechselt. Unter dem
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) wurde die Kultur regelméaRig kontrolliert und das

Zellwachstum beobachtet.

2.1.3 Zellpassage
Nach Erreichen einer Konfluenz von 80% wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Nahrmedium
aus dem ZellkulturgefaR abgesaugt (IBS Integra Biosciences, Biebertal, Deutschland) und die Zellen
mehrmals mit 10ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 10 ml einer Accutase-Losung (1ml Accutase
(Pan Biotech) in 9 ml PBS) auf die Zellen gegeben und das Gefal fiir 20 min in den Inkubator gestellt.
Die Zellen I6sten sich vom Boden und wurden durch zusatzliches leichtes Schiitteln weiter in Losung
gebracht, sodass sie aus dem Gefal pipettiert werden konnten. Die Suspension wurde in ein steriles
Falcon-Rohrchen gegeben und 10 min bei 1700 UPM zentrifugiert (Eppendorf, Hamburg, Deutschland).
Danach konnte der Flussigkeitsiiberstand unter Schutz des entstandenen Zellpellets abgesaugt
werden. Nach Resuspension konnten die Zellen fiir Versuche verwendet oder zur weiteren

Vermehrung in neue Zellkulturflaschen (Sarstedt AG) und Petrischalen verteilt werden.

2.1.4 Isolierung der Stammzellen: magnetic-activated cell-sorting (MACS)

2.1.4.1 Vorbereitung
Die gemischte Zellkultur wurde entsprechend 2.1.3 aus ihrem Kulturgefal? herausgel6st und durch ein
Zellsieb (Sarstedt AG) gegeben. Nach Zentrifugieren (10 min, 1700 UPM) und Resuspension wurde die
Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Brand, Wertheim, Deutschland) bestimmt. Der zur
spateren Sortierung benoétigte MACS-Puffer, bestehend aus PBS mit 2 mM EDTA (Merck, Darmstadt,

Deutschland) sowie 2% FBS, wurde angesetzt.

2.1.4.2 Antikérperbindung: STRO-1 und Microbeads
Nach dem Zahlen wurde die Zellsuspension erneut zentrifugiert und in 80 pl des angesetzten MACS-
Puffers resuspendiert. Es folgte die Zugabe von FcR-Blocking Reagent (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland) sowie eine an die Zellzahl angepasste Menge von STRO-1 (PE)- (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, USA) und Anti-PE Microbeads-Antikorpern (Miltenyi Biotec) (jeweils 20 ul pro
107 Zellen). Ordentlich resuspendiert folgte fir 10 min die Inkubation bei 4°C im Kihlschrank.
AnschlieBend wurden 2 ml PBS zugegeben und die Zellsuspension erneut zentrifugiert. Der Uberstand

wurde unter Schutz des Zellpellets abgesaugt und in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert.
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2.1.4.3 Sortierung
Alle Komponenten des MACS-Systems wurden mit 70%igem Ethanol (Th. Geyer GmbH, Renningen,
Deutschland)  wischdesinfiziert, der  MACS-Separator  (Miltenyi  Biotec) wurde der
Herstellerbeschreibung entsprechend an den MACS-Multistand (Miltenyi Biotec) geheftet und mit
einer neuen Sortiersdule (MACS Collum) (Miltenyi Biotec) bestiickt. Nun wurde die Saule mit 1 ml
MACS-Puffer gefllt. Sobald der erste Tropfen Puffer unten aus der Saule austrat, wurde oben die
Zellsuspension nachgegeben. Der nun unten austretende Puffer wurde mit den darin enthaltenen
(MACS-negativen) Zellen in einem 15 ml Falcon-Réhrchen (Sarstedt AG) aufgefangen, die MACS-
positiven Zellen verblieben in der S&dule. Nach Durchlaufen der kompletten Suspension und
anschlieRendem Spilen mit MACS-Puffer wurde 1 ml Puffer auf die Saule gegeben, die Saule dem
MACS-Separator entnommen und auBer Reichweite des Magnetfeldes gebracht. AnschlieRend wurde
mit dem der Saule beiliegenden Stempel der zuletzt eingefiillte Puffer durch die Saule in ein neues 15
ml Falcon-Rohrchen gedriickt, um auf diese Weise die MACS-positiven Zellen auszuspilen. Fir diese
Zellen wurde der oben geschilderte Vorgang der Sortierung wiederholt, um die Ausbeute an MACS-
positiven Zellen zu erhéhen. Nach abschlieBendem Zentrifugieren und Resuspendieren im
Nahrmedium wurden die MACS-positiven Zellen in Zellkulturflaschen zum weiteren Wachstum

ausgesat. Die MACS-negativen Zellen wurden verworfen.

2.1.5 Isolierung einzelner Kolonien
Nach dem Aussdhen der STRO-1-sortierten Zellen begannen diese, in den Kulturflaschen Kolonien zu
bilden. Bevor diese ineinander wuchsen, wurden nun zur weiteren Aufreinigung der Kultur gezielt
einige Kolonien mit einem Zellschaber (Sarstedt AG) aus den Kulturflaschen gel6st, abpipettiert und in

neuen Flaschen ausgesat.

2.2 Nachweis der Stammzelleigenschaften

2.2.1 Kolonie-bildende Einheiten (KBE)
Zur Darstellung der Fahigkeit der Stammzellen Kolonien zu bilden, wurde ein Teil dieser mit einer
Dichte von 5 Zellen/cm? auf eine Petrischale aufgebracht. Hierzu wurden die Zellen - wie unter 2.1.3
beschrieben - aus ihrem Kulturgefall entnommen und nach Resuspension in 1 ml Ndhrmedium mithilfe
einer Neubauerzdahlkammer gezahlt. SchlieRlich wurde aus der Zell-Losung eine der gewlinschten Zell-
Dichte entsprechende Menge der Suspension entnommen und mit 10 ml Medium auf einer Petrischale
kultiviert. Zwolf Tage lang wurde dreimal wochentlich das Nahrmedium gewechselt und anschliefend

die entstandene Zellkultur mit einer Kristallviolett-Losung (3g Kristallviolett (Merck) /11 dest. Wasser
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(Fresenius Kabi, Sevres, Frankreich)) gefarbt. Dafiir wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 10 min
lang mit eiskaltem 70%igem Ethanol fixiert. Es folgte 10 min lang die Farbung mit der Kristallviolett-
Losung. Nach Auswaschen der liberschiissigen Farbung mit destilliertem Wasser konnte das Resultat
unter dem Mikroskop betrachtet und auch makroskopisch fotografiert (Sigma, Kawasaki, Japan)

werden.

2.2.2 Multilineare Differenzierung der Stammzellen und Farbung der differenzierten
Zellkulturen
Zur Darstellung der Differenzierungsfahigkeit der gewonnenen Stammzellen wurden Proben dieser in
drei verschiedenen Differenzierungsreihen spezifischen Stimulationsmedien (alle PromoCell,
Heidelberg, Deutschland) ausgesetzt. Nach Abschluss wurde das Differenzierungsergebnis der

entstandenen Zellkulturen mit speziellen Farbungen sichtbar gemacht.

2.2.2.1 Osteogene Differenzierung
Die Stammzellen wurden auf einer 6-Well-Platte (Sarstedt AG) kultiviert. Nach Erreichen einer
Konfluenz von 80% wurde fiir 14 Tage 2 ml eines osteogenen Differenzierungsmediums auf einige
Wells gegeben. Andere Wells wurden zur Kontrolle mit normalem Ndhrmedium versorgt. Jedes

Medium wurde dreimal wochentlich ausgetauscht.

Die Farbung der Zellkulturen erfolgte mit einer Alizarin-rot-Lésung (1 g Alizarin rot (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) auf 50 ml dest. Wasser, pH-Wert auf 4,1-4,2 eingestellt). Nach Waschen der
Zellen mit PBS und Fixieren mit eiskaltem Ethanol 70% fir 5 min wurde fiir weitere 5 min die
Farbelosung in die Wells gegeben. Nach der folgenden Spililung mit destilliertem Wasser zur
Entfernung der Uberschiissigen Farbe konnte das Ergebnis unter dem Mikroskop begutachtet sowie

mit der Mikroskopkamera (Zeiss) zur qualitativen Auswertung fotografiert werden.

2.2.2.2 Adipogene Differenzierung
Die Stimulation der Stammzellen in adipogene Richtung lief analog zur osteogenen Reihe ab, mit dem

Unterschied, dass die Stimulationsdauer 3 Wochen betrug.

Die Farbung der Zellkulturen erfolgte in diesem Fall mit einer Qil-Red-O Losung. Nach Waschen mit
PBS, 5 min Fixieren mit 60% Isopropanol (Fisher BioReagents, Pittsburgh, USA) und Ansetzen der Farbe
(125 mg Qil Red (Sigma-Aldrich) in 25 ml Isopropanol, 10 ml destilliertes Wasser plus 15 ml Qil-Red-0O,
Zentrifugieren 10 min bei 1700 UPM, Filtrierung durch Membranpapier (Schleicher & Schuell GmbH,
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Dassel, Deutschland)) wurde diese fir 10 min auf die Zellen gegeben und anschlieRend mit
destilliertem Wasser die Uberschiisse ausgewaschen. Jetzt konnte das Ergebnis unter dem Mikroskop
in Hinsicht auf gebildete Lipidtropfchen begutachtet sowie mit der Mikroskopkamera zur qualitativen

Auswertung fotografiert werden.

2.2.2.3 Chondrogene Differenzierung
Fir die chondrogene Differenzierungsreihe wurden jeweils Stammzellen aus ein bis zwei
Kulturflaschen benétigt. Diese wurden aus den Kulturflaschen in 1,5 ml Tubes (Sarstedt AG)
transferiert. In die GefdaBe wurde anschlieBend chondrogenes Stimulationsmedium bzw. normales
Ndhrmedium (als Kontrolle) pipettiert. Fiinf Wochen lang wurde dreimal wochentlich das Medium
gewechselt. Vor und nach jedem Mediumwechsel wurden die GefalRe zentrifugiert. Es bildete sich ein
Zellpellet aus, welches gefarbt wurde. Unter Schutz des Zellpellets wurde das Medium aus den Tubes
abgesaugt. Es folgten mehrere Waschgange mit PBS. AnschlieRend wurde zur Fixierung der Pellets ein
Glutaraldehyd/Formaldehyd-Gemisch (Merck) fir zwei Stunden dazugegeben und die Proben in den
Klhlschrank gestellt. Nach Ablauf der Fixierzeit wurde das Fixiermittel mit PBS in mehreren Gangen
ausgewaschen und die Proben im Entwasserungsautomaten (MEDITE Medical GmbH, Burgdorf,
Deutschland) und im Paraffineinbettautomaten (MEDITE Medical GmbH) weiterverarbeitet. Die
ausgeharteten Paraffinblockchen konnten nun im Mikrotom (Thermo Scientific) geschnitten werden,
fir die Proben wurde eine Schnittdicke von ca. 4 um gewihlt. Jetzt folgte die Uberfiihrung der Schnitte
in eine Wanne mit destilliertem Wasser und aus dieser auf einen beschrifteten Objekttrager (Thermo
Scientific). AnschlieBend wurden die Schnitte mit Alcianblau (Carl Roth GmbH) geféarbt: Die
Objekttrager durchliefen nacheinander Xylolbader, eine absteigende Alkoholreihe und ein Wasserbad.
Die Farbung erfolgte fiir 60 min mit 1% Alcianblau und 3% Essigsaure (Merck), die Gegenfarbung fiir 5
min mit Kernechtrot (Merck). Nach abgeschlossener Farbung wurden die Schnitte auf dem Trager
gedeckelt und konnten unter dem Mikroskop begutachtet und zur qualitativen Auswertung

fotografiert werden.

2.2.3 Messung MSCs-spezifischer Oberflachenantigene mittels Durchflusszytometrie
(fluorescence-activated cell-sorting, FACS)
Zur Messung der MSCs-spezifischen Oberflachenantigene wurden einige Zellen den Zellkulturflaschen
entnommen und die Zellsuspension durch ein Zellsieb gegeben. Nach Zentrifugieren und Resuspension

sowie unter Verwendung von FcR Blocking Reagent wurden die Zellen auf acht FACS-Réhrchen
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(Sarstedt AG) verteilt. Es folgte die Zugabe der bendtigten Antikorper (Bezugsquellen s. 7.1.3) gemaR

der untenstehenden Tabelle (Tab. 2):

Probe1 | CD14 FITC CD146 PE CDA45 APC
Probe 2 | CD90 FITC CD73 PE IgG2a APC
Probe 3 | CD105 FITC STRO-1 PE

Probe 4 | CD34 PE

Probe 5 | IgG2aPE

Probe 6 | IgG1 PE

Probe 7 | REA Control FITC IgM PE

Probe 8 | REA Control PE

Tabelle 2: Protokoll FACS CD-Marker

Nach Bindung der Antikoérper fiir 10 min bei 4°C im Kihlschrank, anschlieBendem Waschen mit PBS,
Zentrifugieren und Resuspendierung in 4% Paraformaldehyd (Merck) erfolgte die Auswertung mit

FACSCalibur E6370 und der FACSComp 5.1.1 Software (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA).

2.3 Entziindungsmedium
Zur Stimulation der Hélfte aller Zellkulturen (n=8; SCAP-i) vor Bestimmung des TLR-Expressionprofils
wurden dem normalen Nihrmedium 25 ng/ml IL-1 B, 50 ng/ml TNF-a, 3x10° U/ml IFN-a und 1x10?
U/ml IFN-y (alle Peprotech, Hamburg, Deutschland) hinzugefiigt. Das so verdnderte Medium wurde 24

Stunden lang anstelle des normalen Nahrmediums auf die Zellen gegeben.

2.4 TLR-Expressionsprofil

2.4.1 Expressionsprofil auf m-RNA-Ebene
Es wurde ein TLR-Expressionsprofil sowohl flr die unstimulierten (SCAP) als auch fir die vorher mit
Entziindungsmedium stimulierten Zellen (SCAP-i) bestimmt. Dazu wurden die Zellen in 6-Well-Platten

kultiviert und stimuliert.

2.4.1.1 RNA-Extraktion
Die RNA-Extraktion erfolgte fur alle Proben mit dem ,RNeasy Mini Kit“ (Qiagen, Hilden, Deutschland).
Hierfir wurde das Medium aus den Well-Platten abgesaugt und alle Wells doppelt mit PBS gewaschen.

Nun wurden 300 pl frisch angesetzter RLT-Puffer (10 ul B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) auf 1 ml
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»RLT-Puffer”) auf die Zellen gegeben. Nach Ablosen mit einem Zellschaber fihrte dies zur Lyse der
Zellen. Danach wurden 300 ul Ethanol (70%) hinzupipettiert, gut vermischt und in ein zum Kit
zugehoriges ,,Spin collum® gegeben, welches vorher in ein passendes 2 ml ,Collection Tube” gesteckt
wurde. Nach Zentrifugieren (20 sec, 10.000 UPM) (Eppendorf) wurde die aus dem ,Spin tube”
herausgedrickte und im ,Collection Tube” aufgefangene Fliissigkeit verworfen und 700 ul ,RW1-
Puffer” auf die ,,Spin collum*“ pipettiert. Im Anschluss an ein weiteres Zentrifugieren wurden zweimal
hintereinander 500 pul ,RBE Puffer” hinzugegeben und zentrifugiert. Zur Trocknung erfolgte nun ein

weiterer Zentrifugierungsschritt ohne eingefiillten Puffer.

Die so behandelten ,,Spin collum” wurden nun in neue 1,5 ml Eppendorf GefaRe transferiert, mit 25 pl

RNAse-freiem Wasser bestilickt und fir 1 min bei 10.000 UPM zentrifugiert.

2.4.1.2 RNA-Messung
Die Quantifizierung der erhaltenen RNA wurde mithilfe der ,uDrop Plate” (Thermo Scientific)
entsprechend den Herstellervorgaben photometrisch durchgefiihrt: Die Platte wurde pro Probe mit
jeweils 2 pl aus 2.4.1.1 bestlickt, um anschlieRend im Photometer (Thermo Scientific) die Absorption

bei 260 bzw. 320 nm zu messen und gemaR der vorgegebenen Formel

40 ug/ml
Pfadlange der Platte im cm (0,051)

¢ = (A260 — A320) *

die Konzentration c [ug/ml] der RNA zu bestimmen.

2.4.1.3 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription (RT)
Die cDNA wurde mittels reverser Transkriptase aus der RNA von 2.4.1.1 erzeugt (< 1ug RNA pro Probe).
Dazu wurde das ,,QuantiTect Reverse Transcription Kit” (Qiagen) entsprechend der Herstellervorgaben
benutzt, alle Reagenzien wurden aulRerhalb der Inkubationszeiten auf Eis gekiihlt. Dabei wurde zuerst
eventuell vorhandene genomische DNA entfernt und anschlieBend die RT durchgefiihrt. Zur

Eliminierung wurde die RNA mit folgenden Komponenten angesetzt (Tab. 3):

,»EDNA Wipeout Buffer”: 2 ul
RNA: 8 ul
RNase-freies Wasser: 4 ul
Gesamtvolumen: 14 ul

Tabelle 3: Reaktionsansatz Eliminierung gDNA
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Der Ansatz wurde fiir 2 min bei 42°C inkubiert und anschlieBend auf Eis gestellt. Wahrenddessen wurde
der ,RT-Mastermix” angesetzt, dem schlielRlich der komplette erste Ansatz zupipettiert wurde, sodass

alle zur RT bendtigten Komponenten zusammengefiigt waren (Tab. 4):

RT-Mastermix

e Quantiscript Reverse Transkriptase: 1 pl

e Quantiscript RT-Puffer: 4 ul
e RT-Primer Mischung: 1l
Kompletter vorheriger Ansatz mit RNA: 14 pl
Gesamtvolumen: 20 pl

Tabelle 4: Reaktionsansatz RT

Dieser Ansatz wurde zuerst fiir 15 min bei 42°C inkubiert, gefolgt von 3 min bei 95°C zur Deaktivierung

der reversen Transkriptase.

2.4.1.4 Durchfiihrung Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (real-time polymerase chain reaction, rt-
PCR)

Die Echtzeit-PCR wurde gemaR den Herstellervorgaben mit einem LightCycler 96 (Roche, Mannheim,

Deutschland) durchgefiihrt. Jede Probe wurde gemdR dem untenstehenden Schema (Tab. 5)

vorbereitet und auf die PCR-96-Well-Platte (Roche) gegeben:

LightCycler Probes Master Mix: 10 pl
RNase-freies Wasser: 4 ul
Primer (s. 7.1.5): 1l
cDNA: 5 pl
Gesamtvolumen: 20 ul

Tabelle 5: Reaktionsansatz PCR

Die so bestlickte Platte wurde in das Gerat eingesetzt. Folgender Programmablauf wurde gestartet:

Zur Vorinkubation lief ein Zyklus mit 95°C flir 10 min, gefolgt von 40 Amplifikationszyklen bestehend
aus Denaturierung (95°C, 10 sec.), Annealing (60°C, 30 sec.) und Elongation (72°C, 1 sec.). AnschlieRend
wurde die Platte fiir 30 sec auf 37°C abgekihlt. Wahrend der Zyklen wurde kontinuierlich die

entstehende Fluoreszenz gemessen und relativ zur Expression des Haushaltsgens PGK1 ausgewertet.
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2.4.2 Expressionsprofil auf Proteinebene (Durchflusszytometrie)
Wie auf mRNA-Ebene wurde auch auf Proteinebene ein Expressionsprofil fir nicht-stimulierte (SCAP)
und vorher mit Entzindungsmedium (vgl. 2.3) stimulierte (SCAP-i) Stamm-/Vorlduferzellen fir die

Expression von TLR1 bis 10 (Bezugsquellen Antikorper s. 7.1.3) erstellt.

Die Vorbereitung bei der Bestimmung von extra- und intrazelluldren TLRs wurde wie in 2.4.2.1/2
beschrieben durchgefiihrt. Nach der Inkubation bei 4°C und Bindung der Antikérper, anschlieBendem
Waschen mit PBS, Zentrifugieren und Resuspendierung in 4% Paraformaldehyd erfolgte die

Auswertung mit FACSCAlibur E6370 und der FACSComp 5.1.1 Software.

2.4.2.1 Messung der extrazelluldren TLRs
Die Vorbereitungen zur Messung der extrazelluldaren TLR-Expression verliefen analog zu 2.2.3. Nach
Aufteilung der gelosten Zellen auf die FACS-Réhrchen wurden folgende Antikorper dazu gegeben (Tab.
6):

Probe 1 | TLR1PE S5ul=1pg
TLR2 FITC 5ul=0,5pg
Probe 2 | Mouse IgG1 PE 20ul=1pg
Mouse IgG2a FITC 10ul=1pg
Probe 3 | TLR4 FITC 1pl=1pg
TLR10 PE 5ul=0,25pug
Probe 4 | Mouse IgG2a FITC 20ul=1pg
Mouse IgG1 PE 5ul=0,25pug
Probe 5 | TLR5 Alexa Fluor488 5ul=0,5pug
TLR6 PE S5ul=1pg
Probe 6 | Alexa Fluor488 Isotype Control 5ul=0,5pug
Mouse IgG1k PE S5ul=1pg

Tabelle 6: Protokoll FACS TLR extrazelluldr

2.4.2.2 Messung der intrazelluldren TLR
Nach Waschen, Losen und Sammeln der Zellen in einem Falcon-Réhrchen folgte die Permeabilisierung
dieser mit dem ,,Cytofix/Cytoperm™ Kit“ (Becton Dickinson) entsprechend der Herstellervorgaben.
Nach Auswaschen mit dem beiliegenden Waschpuffer erfolgte die Aufteilung in die FACS-R6hrchen

und Zugabe der entsprechenden Antikérper (Tab. 7):
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Probe 1 | Rat IgG1k PE, 1:10 verdiinnt mit Aqua dest. 2,5ul=0,05pg
Probe 2 | Rat IgG1k PE S5ul=1ug
Probe 3 | TLR3 PE S5ul=1ug
Probe 4 | TLR7 PE 1ul=0,05pg
Probe 5 | TLR8 PE 2ul=1ug
Probe 6 | Mouse IgG2a PE S5ul=1ug
Probe 7 | TLR9 PE S5ul=1ug

Tabelle 7: Protokoll FACS TLR intrazelluldr

2.5 Statistische Auswertung

Der Shapiro-Wilk-Test wurde zum Testen der Normalverteilung der Ergebnisse benutzt. Die Daten

waren nicht normalverteilt, so dass als Lagemal der Median und als Streumal® das untere (Q25) sowie

obere (Q75) Quartil berechnet wurden. Der Vergleich der TLR-Expression auf Protein- und mRNA-

Ebene von SCAP und SCAP-i erfolgte mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test

durch die Software SPSS (SPSS Version 23, IBM Corp, Armonk, NY), wobei das Signifikanzlevel auf

p=0,05 gesetzt wurde.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellwachstum aus Gewebefragmenten
Nach dem Ansetzen der Proben in den Petrischalen kam es einige Tage spater zu einem Auswachsen

von Zellen aus dem Gewebestiickchen. Diese ordneten sich adharent am Schalenboden radiar um die

Gewebe an (Abb. 6).

. 3 4 Wy X )
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Abbildung 6: Gewebe und auswachsende Zellen

3.2 Nachweis der Stammzelleigenschaften der MACS-positiven Zellen

3.2.1 Nachweis der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE)
Die sparlich in einer Petrischale ausgesdten Zellen zeigten nach zwolf Tagen und anschlielender

Farbung eine Anordnung in Kolonien (Abb. 7).

Abbildung 7: Kolonienbildung der ausgesdten SCAPs
nach Férbung
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3.2.2 Expression der CD-Oberflachenantigene

Die FACS-Analyse der spezifischen CD-Oberflachenantigene wies die hohe Expression der MSCs-

Marker CD73, CD90 und CD105 an der Zelloberflache nach. Demgegeniiber wurde keine oder nur eine

sehr geringe Expression von CD14, CD34 und CD45 gemessen (Abb. 8).
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Abbildung 8: FACS-Analyse der CD-Oberflichenmarker von SCAPs (x-Achse: Fluoreszenzintensitdt, y-Achse:

relative Zellzahl, griine Kurve Isotypkontrolle)

3.2.3 Multilineare Differenzierung

Nach abgeschlossener Differenzierungszeit und anschlieBenden Farbungen lieR sich im Vergleich zu

mit normalem Nahrmedium versorgten Stammzellen in alle Richtungen eine spezifische Farbereaktion

erzeugen und somit eine Differenzierung der urspriinglichen Zellen qualitativ darstellen.
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3.2.3.1 Osteogene Differenzierung
Nach Abschluss der Differenzierungszeit und Farbung der entstandenen Kultur konnten bei den mit
osteogenem Medium stimulierten Zellen Alizarin-Rot gefarbte Bereiche beobachtet werden, welche
Kalzifizierungen in der Kultur beschreiben und somit das osteogene Potenzial der urspriinglichen
Stammzellen aufzeigen (Abbildung 9A). Im Vergleich dazu zeigten die Gber die Differenzierungszeit mit
normalem Nahrmedium versorgten Zellen keine Alizarin-Rot positiven Bereiche bzw. Kalzifizierungen

(Abbildung 9B).

L

Abbildung 9: Firbeergebnis nach osteogener Differenzierung (A) bzw. Kontrolle (B)

3.2.3.2 Adipogene Differenzierung
Nach Abschluss der Differenzierungszeit und Farbung der entstandenen Kultur konnten bei den mit
adipogenem Medium stimulierten Zellen Oil-Red-O gefarbte Lipidtropfchen beobachtet werden und
somit das adipogene Potenzial der SCAP aufgezeigt werden (Abbildung 10A). Im Gegensatz dazu lieRen
sich bei den unstimulierten Zellen keine gefarbten Bereiche bzw. Lipidinklusionen erkennen (Abbildung

10B).

Abbildung 10: Fdrbeergebnis nach adipogener Differenzierung (A) bzw. Kontrolle (B)
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3.2.3.3 Chondrogene Differenzierung
Nach Abschluss der Differenzierungszeit sowie Fixierung und Farbung der entstandenen Zellpellets
konnte bei den mit chondrogenem Medium stimulierten Zellen eine deutliche Farbung mit Alcian-Blau
erzielt werden. Dies zeigt die Bildung von Glykosaminogylkanen und damit das chondrogene Potenzial
der SCAPs (Abbildung 11A). Die unstimulierten Zellen hingegen wiesen eine deutlich schwachere

Blaufarbung auf und zeigten insgesamt eine weniger kompakte Gestalt des Zellpellets (Abbildung 11B).

Abbildung 11: Férbeergebnis nach chondrogener Differenzierung (A) bzw. Kontrolle (B)
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3.3 Expressionsprofil der Toll-like-Rezeptoren auf mRNA-Ebene

Die Auswertung der TLRs-Expression auf m-RNA-Ebene mittel Echtzeit-PCR lieferte zusammengefasst

folgende Ergebnisse.

Unter normalen Kulturbedingungen exprimieren SCAP die Toll-Like-Rezeptoren 1-10 in
unterschiedlichen Quantitaten. Besonders stark ist die Expression von TLR10 und TLR3, wahrend die
Expression der librigen Rezeptoren deutlich darunter liegt. Stimulation der Zellen durch das mit den
Entziindungsfaktoren erganzte Nahrmedium flhren zu einer signifikanten Erhéhung der Expression
der TLRs 1, 2 und 9, wahrend die Expression von TLR3 und 4 signifikant gesenkt wird. Ohne Signifikanz
ist die Steigerung der TLRs 5 und 6 sowie die Herabregulation von TLR 7, 8 und 10.

Unten aufgefiihrt (Tab. 8) sind die relativen Expressionen der verschiedenen TLRs im Median sowie
dem ersten (Q25) und dritten (Q75) Quartil inklusive des p-Wertes (* bei signifikanten Anderungen)

der Expression nach Stimulierung mit Entziindungsmedium.

TLR | Expression SCAP (Median; Q25/Q75) | Expression SCAP-i (Median; Q25/Q75) | p-Wert
1 |0,2795; 0,1970/0,3793 0,4435; 0,2920/0,7858 *0,012
2 | 0,1750; 0,1210/0,2935 0,9590; 0,7713/1,7975 *0,012
3 | 1,4800; 1,1275/4,2825 0,8890; 0,7423/1,5675 *0,012
4 | 0,0298; 0,0218/0,0602 0,0185; 0,0145/0,0354 *0,021
5 10,0401; 0,0172/0,0764 0,0178; 0,0020/0,0429 0,21
6 |0,0191; 0,0129/0,0344 0,0256; 0,0137/0,0562 0,21
7 | 0,0620; 0,0000/0,1928 0,3243; 0,0148/0,5033 0,063
8 | 0,0000; 0,0000/0,0754 0,0163; 0,0000/0,3667 0,35
9 |0,1092; 0,0576/0,1448 0,2415; 0,0973/0,3170 *0,025
10 | 24,8000; 20,1750/31,6250 19,6900; 14,4242/47,8893 0,74

Tabelle 8: Relative TLR-Expression auf mRNA-Ebene von SCAP und SCAP-i, Median; Q25/Q75, n=8

Folgende Diagramme (Abb. 12) stellen die TLR-Expression der SCAP auf mRNA-Ebene grafisch dar.
Zusétzlich zu den Boxplots mit Median/Q25/Q75 sind Ausreiler (0) dargestellt. Das Diagramm der
SCAP-i zeigt zuséatzlich farblich markiert die Anderung unter Einfluss des Entziindungsmediums (griin:
erhohte Expression, rot: verringerte Expression) sowie das Vorhandensein einer signifikanten

Anderung (*).
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3.4 Expressionsprofil der Toll-like-Rezeptoren auf Proteinebene

Die Auswertung der TLRs-Expression auf Proteinebene mittel Durchflusszytometrie lieferte

zusammengefasst folgende Ergebnisse.

Unter normalen Kulturbedingungen exprimieren SCAP die Toll-Like-Rezeptoren 1-10 in
unterschiedlichen Quantitaten. Besonders stark ist die Expression von TLR8 und TLR10, wahrend die
Expression der librigen Rezeptoren deutlich darunter liegt. Stimulation der Zellen durch das mit den
Entzlindungsfaktoren erganzte Nahrmedium fiihrt zu einer signifikanten Senkung der TLR3-Expression,
wahrend die Erhéhung der Expression der TLRs 1, 2, 4, 5, 6 und 9 sowie die Verringerung bei TLR 7, 8

und 10 nicht signifikant ist.

Unten aufgefiihrt (Tab. 9) sind die relativen Expressionen der verschiedenen TLRs im Median sowie
dem ersten (Q25) und dritten (Q75) Quartil inklusive des p-Wertes bei (* signifikanten Anderungen)

der Expression nach Stimulierung mit Entziindungsmedium.

TLR | Expression SCAP Expression SCAP-i p-Wert
1 1,78; 1,15/3,62 3,83; 3,48/4,44 0,237
2 1,92; 0,19/3,15 2,99; 1,04/4,12 0,141
3 1,2; 0,87/2,72 0,77; 0,42/1,06 *0,012
4 0,83; 0,09/1,04 1,29; 0,26/1,66 0,161
5 1,96; 1,24/2,64 3,98; 2,52/8,23 0,069
6 0,41; 0,25/1,28 1,26; 0,48/2,61 0,183
7 0,83; 0,65/1,15 0,81; 0,42/1,17 0,779
8 6,68; 3,29/14,99 2,52; 1,37/5,28 0,123
9 0,8; 0,67/2,14 0,83; 0,60/1,29 0,889
10 | 3,99; 1,32/10,81 2,39; 1,57/5,65 0,091

Tabelle 9: Relative TLR-Expression auf Proteinebene von SCAP und SCAP-i, Median; Q25/Q75, n=8

Folgende Diagramme (Abb. 13) stellen die TLR-Expression der SCAP auf Protein-Ebene grafisch dar.
Zusétzlich zu den Boxplots mit Median/Q25/Q75 sind Ausreifer (0) dargestellt. Das Diagramm der
SCAP-i zeigt zusétzlich farblich markiert die Anderung unter Einfluss des Entziindungsmediums (griin:
erhohte Expression, rot: verringerte Expression) sowie das Vorhandensein einer signifikanten

Anderung (*).
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4. Diskussion

In der Endodontologie liegen groRe Hoffnungen auf stammzellbasierten regenerativen
Therapieansatzen. Allerdings muss dies in der Mundhéhle immer in Prasenz von Mikroorganismen und
somit unter potenziell entziindlichen Verhaltnissen gelingen. Eine Untersuchung der TLR-Expression
ist wichtig, um die Umstande einer erfolgreichen Regeneration besser verstehen zu kénnen. Fiir das
Ergebnis spielen allerdings auch immer die Rahmenbedingungen des Experiments eine entscheidende
Rolle, weshalb im Folgenden zunachst die dieser Arbeit zugrundeliegenden Methoden und

anschlieRend ihre Ergebnisse diskutiert werden.

4.1 Methoden

4.1.1 Gewebegewinnung und Zellkultivierung
Bei MSCs verschiedener Quellen konnte gezeigt werden, dass mit steigendem Alter des Spenders die
gewonnenen Zellen in vielfaltiger Weise an Potenz verloren [Wu et al., 2015; Wu et al., 2014]. Aufgrund
des Abschlusses des Wurzelwachstums im jungen Erwachsenenalter stehen SCAP ohnehin nur bis zu
diesem Zeitpunkt fir eine Gewinnung zur Verfligung, da sich die Papille fortlaufend zur Pulpa
weiterentwickelt. Ein Zugriff auf diese Zellen ist wegen ihrer Lokalisation an der im Kieferknochen
befindlichen Wurzelspitze nicht ohne weiteres moglich. Relativiert wird dieser Umstand in der Weise,
dass die operative Weisheitszahnentfernung in Deutschland zu den am ha&ufigsten ambulant
durchgefiuhrten Eingriffen zahlt. Ist die Indikation zur Entfernung (etwa bei Verlagerung oder
Retention) gegeben, so wird diese laut Leitlinie im Laufe der Zahnwurzelentwicklung empfohlen
[Kunkel, 2019]. Dies hat die gleichzeitige Entfernung der apikalen Papille zur Konsequenz. Insgesamt
betrachtet wird also zur Gewebegewinnung ein sowieso indizierter Eingriff am Gewebespender
durchgefiihrt, der durch die Spende auch nicht invasiver ausfallt. Aufgrund der standig praktizierten
Durchfiihrung der Weisheitszahnentfernung kann man im Vergleich zu anderen MSCs mit einem

geringen Aufwand Gewebe junger Spender erhalten.

In der Literatur werden zwei mogliche Varianten beschrieben, mit denen die Zellen aus den Papillen
gewonnen werden kénnen: Bei einer Variante werden nach dem Abtrennen und Zerkleinern der
Papille die Gewebefragmente in einer Lésung aus Kollagenase und Dispase verdaut. In Folge wird die
erhaltene Zellsuspension auf ein Zellsieb gegeben, um die Zellen voneinander zu trennen und sie
anschlieRend zu kultivieren [Sonoyama et al., 2008]. Eine weitere Moglichkeit zur Zellgewinnung ist,
die abgetrennte Papille in kleine Stlickchen zerschnitten in ein Kulturgefal§ aufzubringen und die Zellen
auswachsen zu lassen [Abe et al., 2008]. Auch wenn die erste Variante hauptsachlich angewendet wird,

so wurde in vorliegender Arbeit auf die zweite Mdglichkeit zuriickgegriffen, um das Gewebe und die
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darin enthaltenen Zellen nicht unnétig durch die enzymatische Verdauung und das anschlieBende
Filtern zu stressen. Beim anschlieBenden Auswachsen und bei weiteren Passagen wurden nicht

adhédrente Zellen immer zusammen mit dem Nahrmedium entfernt.

4.1.2 Isolierung der SCAPs durch ,magnetic-activated cell-sorting” (MACS)
Aufgrund der Heterogenitat verschiedener Subpopulationen innerhalb der SCAP mit unterschiedlichen
Eigenschaften wurden die isolierten Zellen Gber das Verfahren des ,, magnetic-activated cell-sorting
(MACS)“ weiter aufgereinigt. Sortiert wurde anhand des Oberflachenantigens STRO-1. Dieses Antigen
gilt als Marker von mesenchymalen Stammzellen [Ning et al., 2011], auch wenn es nicht als General-
Marker von MSCs verstanden wird [Kolf et al., 2007]. STRO-1 sortierte Zellen z.B. aus der Gingiva
weisen typische MSCs-Eigenschaften auf (vgl. 4.1.3) [Fawzy El-Sayed et al., 2012]. In diesem Sinne
zeigen STRO-1 positive Subpopulationen von SCAP in Studien eine starkere KBE-Bildung und Expression
mesenchymaler Stammzellmarker sowie ein verbessertes Differenzierungspotenzial [Bakopoulou et

al., 2013].

Das ,magnetic-activated cell-sorting” ist eine etablierte Methode zur Zellsortierung, welche im
Vergleich zu anderen Techniken wie beispielsweise dem , panning” oder der ,Fluoreszenz-aktivierten
Zellsortierung (FACS)“ einfach und effektiv durchzufiihren ist [Miltenyi et al., 1990]. Hierbei werden
die zu sortierenden und entsprechend vorbereiteten Zellen mit einem spezifischen Antikdrper sowie
den ,Microbeads” genannten magnetischen, nanometer-kleinen Partikeln inkubiert, infolgedessen die
Antikorper die gewiinschten Zellen binden. Durch den Einsatz des ,FcR Blocking Reagent” wurden
unerwiinschte Bindungen zu Nicht-Zielzellen reduziert. Die ,Microbeads” binden an die Antikorper,
wodurch die zu sortierenden Zellen nun magnetisch markiert sind. Eingefiillt in eine Sortiersaule
(,MACS-Collum*“), welche eine Matrix aus ferromagnetischen Kugeln enthdlt und eingesetzt in den
»MACS-Separator” dessen magnetisches Feld tausendfach verstarkt, werden die markierten Zellen in
der S&ule zuriickgehalten, wahrend die unsortierten Zellen hindurchlaufen und verworfen werden.
Nach Entfernen der Sdule aus dem Magnetfeld konnen die in der Sdule verbliebenen Zellen ausgespiilt

werden [Miltenyi Biotec, 2020].

In dieser Arbeit wurden die Zellen nach dem Losen aus ihren KulturgefiBen und vor der
Antikorperzugabe durch ein Zellsieb gegeben, um moglicherweise verklumpte Zellkonglomerate zu
trennen. So wurde eine regelrechte Antikérperbindung ermaoglicht und ein Verstopfen der Sortiersaule
konnte vermieden werden. Die zugegebenen STRO-1-Antikorper sind mit einem Phycoerythrin (PE)-

Farbstoff konjugiert, welchen die folgenden ,Microbeads” banden. Um den Anteil der positiven Zellen
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zu erhohen, wurden nach dem Sortiervorgang die Suspension der ausgewaschenen Zellen auf eine

neue Sadule gegeben und eine zweite Sortierung durchgefihrt.

Neben den vielen Vorteilen, die diese Art der Zellsortierung bietet, sind auch die Grenzen zu beachten.
So ist auch bei fehlerfreier Durchfiihrung des ,magnetic-activated cell-sorting” eine absolute Reinheit
der sortierten Population nicht zu erreichen. Durch das gezielte Herauslésen von Kolonien aus MACS-

positiven Zellen konnte die Kultur weiter aufgereinigt werden.

4.1.3 Feststellung der Stammzelleigenschaften
Grundlage zur Kontrolle der gewonnenen und sortierten SCAP hinsichtlich ihrer
Stammzelleigenschaften sind die Bestimmungen der ,Internationalen Gesellschaft fir Zelltherapie”
(International Society for Cellular Therapy (ISCT)) [Dominici et al., 2006]. Hiernach miissen die Zellen
eine Plastik-Adharenz aufweisen. Daneben miissen sie an ihrer Oberflache die typischen Marker CD73,
CD90 und CD105 exprimieren, wahrend CD14, CD34 und CD45 nicht oder nur minimal exprimiert
werden dirfen. Weiterhin ist nach Stimulation mit entsprechenden Stimulationsmedien mindestens
eine trilineare Differenzierung in osteogene, adipoge und chondrogene Richtung vorgeschrieben.

Zusatzlich zu diesen Kriterien missen die Zellen eine Kolonienbildung aufweisen.

4.1.3.1 CD-Oberflichenmarker
Die Feststellung der Oberflachenexprimierung der CD-Antigene erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Bei dieser hochprazisen und dennoch schnellen Messung werden Zellen, welche vorher mit
fluoreszierenden Antikérpern (z.B. PE, FITC, APC) verbunden werden, in einer TragerflUssigkeit
suspendiert und einzeln in den Messbereich eines Laserstrahls gefiihrt. Dieses Laserlicht wird von den
Zellen gebrochen (,,Scatter”) und gleichzeitig werden ggf. vorhandene fluoreszierende Substanzen zur
Lichtemission in einer anderen Wellenlange angeregt. Die Intensitat dieser spezifischen Emission wird
hinter entsprechenden Lichtfiltern detektiert. Durch die Verwendung mehrerer verschiedenfarbiger
Filter lassen sich mit unterschiedlichen  Fluorochromen gleichzeitig  verschiedene
Fluoreszenzintensitaten messen, wodurch die Zahl der bendtigten Zellen eines Versuches sowie die
Anzahl der insgesamt bendtigten Proben gesenkt werden kann. Zusammen lassen sich durch
gemessene Streustrahlung und die emittierte Fluoreszenzintensitat Riickschliisse auf Zellform und

ZellgroRRe bzw. Bindung von fluorochrom-konjugierten Antikérpern ziehen [Picot et al., 2012].

Trotz der Genauigkeit der Messung konnen die Ergebnisse durch ungewiinschte Bindungen verfalscht

werden. Hierbei binden die markierten Antikorper unspezifisch an Fc-Rezeptoren der Zielzellen und
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sorgen fiir ein Hintergrundsignal. In vorliegender Arbeit wurden deshalb fiir alle Antikorper passende
Isotypkontrollen in der Durchflusszytometrie mit ausgewertet. Diese gleichen den spezifischen
Antikorpern in ihrer Klasse und verursachen die gleiche unspezifische Bindung, wodurch diese sich
herausrechnen lasst. Zusatzlich wurden die unspezifischen Bindungen durch den Einsatz des ,FcR

Blocking Reagent” reduziert.

Durch eine niedrige bzw. fehlende Expression der Marker CD14, CD34 und CD45 kann eine
Verunreinigung der Kultur ausgeschlossen werden, da diese auf MSCs regelrecht nicht exprimiert
werden. CD14 findet sich normalerweise auf Zellen der angeborenen Abwehr, z.B. Monozyten und
Makrophagen sowie Granulozyten ([Schitt, 1999]. CD34 wird mit friihen hamatopoetischen
Vorlauferzellen assoziiert [Furness/McNagny, 2006], wahrend CD45 auf allen kernhaltigen Zellen des

hamatopoetischen Systems zu finden ist [Rheinlander et al., 2018].

4.1.3.2 Multilineare Differenzierungspotential
Eine der wichtigsten biologischen Eigenschaften, welche MSCs ausmachen, ist ihr
Differenzierungspotenzial. Um dieses Potenzial aufzuzeigen, werden Zellen in Konformitat mit der
Literatur von Dominici et al. nach Standardprotokollen mit induktiven Medien versorgt. Zur
qualitativen Darstellung des Differenzierungsergebnisses und somit zum Beweis der
Differenzierungsfahigkeit in die drei erwdhnten Richtungen werden die Kulturen im Anschluss gefarbt.
Hierbei dient eine Farbung mit Alizarin-Rot der Darstellung mineralisierter Knoten als Ergebnis einer
erfolgreichen osteogenen Differenzierung, wahrend die adipogene bzw. chondrogene Differenzierung
mithilfe Oil-Red-O gefarbter Lipidtropfchen respektive Alcian-Blau gefarbter Glykosaminoglykane in

den Zellpellet-Querschnitten aufgezeigt werden kann.

4.1.3.3 Kolonienbildung: KBE-Assay
Auch wenn die Fahigkeit zur Kolonienbildung im Grundsatzpapier von Dominici et al. nicht fiir MSCs
gefordert wird, so ist ein KBE-Assay ein deutlicher Beweis fiir eine MSCs-Population. Urspringlich als
Fibroblasten-ahnliche kolonienbildende Zellen beschrieben [Friedenstein et al., 1974b], zeigen diinn
ausgesate MSCs im CFU-Assay im Vergleich zu normalen Fibroblasten eine Kolonienbildung
[Pochampally, 2008]. Eine Kolonie wéachst dabei aus einer MSCs heran und zeigt so deren Fahigkeit auf,

gleiche Tochterzellen zu generieren.
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4.1.4 Analyse der TLR-Expression

4.1.4.1 Stimulation mit Entziindungsmedium

MSCs zeigten in Studien Sensitivitdt gegenliber einem entziindlichen Umgebungsmilieu [Hemeda et
al., 2010]. Da bekannt ist, dass MSCs unter dem Einfluss eines in dieser Weise verdanderten Milieus eine
veranderte TLR-Expression aufweisen kénnen, wurden die SCAP vor der Bestimmung mit Echtzeit-PCR
und Durchflusszytometrie in einer Gruppe (SCAP-i) verschiedenen Entziindungsfaktoren ausgesetzt.
Die Mediatoren Interleukin-1 B, Tumornekrosefaktor-a, Interferon-a und Interferon-y sind dabei
haufig vorkommende Zytokine [Raicevic et al., 2010], eine Kombination dieser wurde in dhnlichen
MSCs-Studien ebenfalls verwendet [Fawzy El-Sayed et al., 2017; Fawzy El-Sayed et al., 2016a; Fawzy-
El-Sayed et al., 2016b].

4.1.4.2 Analyse auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Echtzeit-PCR
Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur Amplifizierung einer bestimmten DNA-Sequenz in
vitro. Katalysiert durch eine DNA-abhdngige DNA-Polymerase wird aus einzelstrangiger DNA ein
selektiver DNA-Bereich lber mehrere Zyklen von Denaturierung, Annealing und Elongation
exponentiell vermehrt (2n doppelstrangige DNA-Molekiile nach n Replikationszyklen). Dies
funktioniert durch Verwendung spezifischer Primer, welche sich in der gewlinschten Zielregion an der
zu amplifizierenden Sequenz anlagern und so den Startpunkt der DNA-Polymerisation festlegen.
Dadurch ist es moglich, in einer Probe selbst kleinste Mengen vorhandener DNA zu detektieren. Um
die mRNA zu bestimmen, muss diese vorher einer reversen Transkriptase zugefiihrt werden, welche

aus der mRNA komplementdre DNA synthetisiert.

In dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung der mRNA auf eine Echtzeit-PCR zurlickgegriffen, welche
mit einem LightCycler 96 durchgefiihrt wurde. Diese erlaubt es, die Menge der generierten DNA in
Echtzeit zu messen, indem die Fluoreszenz gebundener LightCycler-Sonden (fluoreszierende
Oligonukleotide, die sequenzspezifisch die DNA binden) in jedem Zyklus detektiert wird. Mit
fortschreitenden Zyklen steigt die Menge des PCR-Produktes und damit die Fluoreszenzintensitat.
Abhangig von der urspriinglichen Konzentration sind mehr oder weniger Zyklen nétig, bis ein eindeutig
detektierbares Fluoreszenzsignal als Schwellenwert Giberschritten ist. Die gemessene Expression wird
im Sinne einer relativen Quantifizierung dabei mit der Expression eines unreguliert exprimierten
Haushaltsgens (,,housekeeping gene”) ins Verhiltnis gesetzt, sodass mogliche Fehler innerhalb einer

Probe Ziel- und Haushaltsgen gleichermalien betreffen [Pfaffl, 2001].
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4.1.4.3 Analyse auf Proteinebene mittels Durchflusszytometrie
Die Messung der TLR-Expression erfolgte analog zur Bestimmung der CD-Oberflachenantigene mittels
Durchflusszytometrie (vgl. 4.1.3.1). Wie die rt-PCR zur mRNA-Bestimmung wird diese Technik bei der
Bestimmung der TLR-Expression auf Proteinebene regelhaft benutzt [Fawzy El-Sayed et al., 2017;
Fawzy El-Sayed et al., 2016a; Fawzy-El-Sayed et al., 2016b]. Im Vergleich zu anderen Zellen scheint die
Expression bei MSCs allerdings eher gering, was eine Detektion mit der Durchflusszytometrie schwierig
machen kann [Delarosa et al., 2012]. Fir die Analyse der intrazelluldren TLRs mussten die Zellen
permeabilisiert werden. Wie in den vorhergehenden Studien wurde dies mit einem entsprechenden

Fix&Perm-Kit durchgefihrt.

Insgesamt erganzt sich die Durchflusszytometrie sinnvoll mit der PCR in der Hinsicht, dass bedingt
durch verschiedene Faktoren Unterschiede in der Genexpression auf mRNA- und Proteinebene

bestehen konnen [Maier et al., 2009].

4.2 Ergebnisse
Wie in vorhergehenden Studien [Sonoyama et al., 2008] zeigten die isolierten SCAPs das ganze
Repertoire an MSCs-Eigenschaften [Sonoyama et al., 2008; Dominici et al., 2006]. Neben einer Plastik-
Adhdrenz wiesen die Zellen nach Stimulation mit den entsprechenden Medien eine trilineare
Differenzierung in osteogene, adipogene und chondrogene Richtung mit eindeutigem qualitativen
Farbeergebnis auf. Weiterhin exprimierten sie die Oberflaichenmarker CD73, CD90 und CD105,
wahrend die Marker CD14, CD34 und CD45 nicht oder nur sehr schwach exprimiert wurden. AuRerdem

demonstrierten sie eine ausgepragte Fahigkeit zur Kolonienbildung.

Fiir die gewonnenen SCAPs konnte ein eindeutiges TLR-Expressionsprofil erstellt werden: Auf mRNA-
Ebene exprimierten die SCAPs unter normalen Kulturbedingungen die TL-Rezeptoren 1-10. Geordnet
nach der hochsten medianen Expression wurden TLR10 und danach TLR3 am starksten exprimiert, mit
Abstand gefolgt von den anderen TLRs. Im Vergleich dazu wurden auf Proteinebene TLR8 am starksten
exprimiert, gefolgt von TLR10, 5, 2, 1, 3,9, 7, 4 und 6. Dabei fillt auf, dass die Proteinexpression in der
Messung mittels Durchflusszytometrie, wie bereits teilweise bei anderen MSCs festgestellt [Delarosa

et al., 2012], relativ niedrig ist.

Als Bestandteil jeder initialen Heilung folgt eine entziindliche Veranderung der Umgebung jeder
Gewebeverletzung und beeinflusst die angrenzenden Zellen. Friihere Studien demonstrierten bereits
eine Sensitivitdt von SCAPs gegeniiber einer solchen verdnderten Mikroumgebung, wobei der Effekt

auf die Zellen abhangig von der Dauer der Einwirkung ist. Eine kurze Stimulation kann férderlich auf
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reparative und regenerative Prozesse wirken, wahrend ein langeres Konfrontieren mit den Faktoren
die Differenzierungsfahigkeiten bremst [Nada/El Backly, 2018; Chrepa et al., 2017; Liu et al., 2016].
(Patho-)Physiologische  Ursachen  dafir stellen Vorgdnge wie apikale Parodontitis,

Revaskularisierungsprozesse oder Apexogenese dar.

Auch in dieser Arbeit hatte die Stimulation durch das mit den Entziindungsfaktoren erganzte
Nahrmedium einen Einfluss auf das TLR-Expressionsprofil der Zellen. Die Expression aller TLRs
veranderte sich, nicht immer signifikant, nach der Stimulation mit Entzindungsmedium qualitativ
meist kongruent auf mRNA- und auf Proteinebene. Auf mMRNA-Ebene wurde die Expression von TLR1,
2 und 9 signifikant erhéht sowie die Expression von TLR3 und 4 signifikant verringert. Nach der
hdchsten medianen Expression geordnet, wurde ebenso wie unter normalen Umgebungsbedingungen
TLR10 am starksten exprimiert, mit Abstand gefolgt von den anderen TLRs. Im Vergleich dazu wurde
auf Proteinebene nur die Expression von TLR3 signifikant reduziert. Zusatzlich kam es auch zu einer
Veranderung der Reihenfolge in der quantitativen Expression, sodass nun TLR5 am starksten

exprimiert wurde, gefolgt von den TLRs 1, 2, 10, 4, 6, 8,9, 7 und 3.

Die Ausstattung mit TLRs auf und in Stammzellen aus der apikalen Papille lasst darauf schliefRen, dass
neben Zellen des Immunsystems auch diese Zellen in der Lage sein kénnten, PAMPs verschiedener
Mikroorganismen zu erkennen und somit wahrscheinlich in unfertig ausgebildeten Zdhnen an der
Immunantwort mitwirken. Das hier zusammengestellte TLR-Expressionsprofil mit seinen
Veranderungen unter entziindlichen Bedingungen kénnte die Reaktion der SCAPs auf entsprechende
Liganden der Rezeptoren in vivo verstandlich machen. Es scheint eine direkte Beziehung zwischen dem
Expressionslevel verschiedener TLRs und der zelluldren Sensitivitdt zu den korrespondierenden
Liganden zu geben [Zarember/Godowski, 2002]. Physiologisch kommen SCAPs durch ihre anatomische
Lage bedingt allerdings im Vergleich mit z.B. gingivalen MSCs nicht mit diesen Liganden in Kontakt. Da
der Zahndurchbruch jedoch vor dem Abschluss des Wurzelwachstums erfolgt, kdnnen
Mikroorganismen durch kariose Lasionen, Frakturen oder insuffiziente Restaurationen bis zur Pulpa
vordringen und sich von dort bis zur apikalen Papille ausbreiten. Auf diese Weise konnten PAMPs von
gram-positiven und -negativen Bakterien mit den SCAPs in Kontakt treten. Die durch diese Bindung
ausgeloste Signalkaskade fiihrt zur Aktivierung verschiedener Faktoren (IRF, NF-kB, AP-1), welche die
Transkription von Chemo- und Zytokinen steuern, sodass die SCAPs in modulatorischer Weise auf die
Zellen des Immunsystem beispielweise durch Rekrutierung einwirken kénnten. Weiterhin fihrt die
Bindung verschiedener Liganden zu einer spezifisch verstarkten Phagozytose von Bakterien [Doyle et

al., 2004].
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Mittlerweile wurden bereits fir verschiedene orale Vorlaufer-/Stammzellpopulationen spezifische
TLR-Expressionsprofile aufgestellt: Die TLRs 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 und 10 werden in MSCs des
parodontalen Ligaments [Li et al., 2014] sowie der Pulpa [Fawzy El-Sayed et al., 2016a] exprimiert.
Zellen des Alveolarfortsatzes besitzen Rezeptoren vom Typ TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 10 bei fehlender
TLR9-Expression [Fawzy El-Sayed et al., 2017] und gingivale MSCs demonstrieren eine Expression von
TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 10 [Fawzy-El-Sayed et al., 2016b]. Auch bei diesen Zellen fiihrt die Wirkung
einer entziindlich veranderten Umgebung abhangig von ihrer Herkunft zu einer Verdnderung des
Expressionprofils. Gingivale MSCs regulierten die Expression der TLRs 1, 2, 4, 5, 7 und 10 hoch und
stoppten die von TLR6 [Fawzy-El-Sayed et al., 2016b]. Pulpale MSCs unter denselben Bedingungen
erhohten die Expression von TLR2, 3, 4, 5 und 8 und senkten die der TLRs 1, 6, 7, 9 und 10 [Fawzy El-
Sayed et al., 2016a]. Hierbei ist vor allem ein Vergleich mit den anatomisch nahe gelegenen und auch

entwicklungsgeschichtlich verwandten SCAPs interessant.

Wie bei diesen [Fawzy El-Sayed et al., 2016a] fihrt das entziindliche Milieu bei den SCAP-i zu einer
Hochregulation von TLR2 und 4, sodass eine prinzipiell bessere Sensitivitdt gegeniber deren Liganden
(Lipoteichonsaure, LPS) eine gesteigerte Identifikation gram-positiver und -negativer pulpaler und
periapikaler Pathogene bewirken kdnnte. Weiterhin wiirde wie bei den DPSCs die gesteigerte TLR5-
Expression eine verbesserte Erkennung von bakteriellem Flagellin erméglichen. Kontrar zu den DPSCs
wird auch die Expression der Lipoprotein-sensitiven TLRs 1 und 6 verstarkt sowie die von TLR9, welche
der Wahrnehmung bakterieller unmethylierter CpG Nukleotide dienen. Demgegeniiber steht eine
niedrigere Expression der Rezeptoren TLR3, 7 und 8, was eine schlechtere Sensitivitat der Zellen
gegenilber einzel- und doppelstrangiger RNA entsprechender Viren bewirken koénnte

[Xagorari/Chlichlia, 2008].

Zusammengefasst konnte das entziindlich veranderte Umgebungsmilieu die Erkennung bakterieller
Bestandteile verbessern, wahrend die viraler PAMPs reduziert wird. Das Einwirken der PAMPs auf die
TLRs ist allerdings keine einfache bidirektionale Wechselwirkung, sodass eine direkte PAMP-TLR-
Beziehung eher zurickhaltend zu betrachten ist. Ein Grund dafiir ist, dass moégliche Co-Aktivierungen
verschiedener TLRs mogliche Interaktionen deutlich verkomplizieren kénnen. In diesem
Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass eine solche Kombination die Identifikation bestimmter
PAMPs sowohl verbessern als auch inhibieren kann [Hajjar et al., 2001; Wyllie et al., 2000]. Dies kénnte
darauf hindeuten, dass zellulare Antworten auf PAMPs von dem ganzen Expressionsprofil an TLRs
sowie weiterer Cofaktoren und auch der Menge an PAMPs abhangen [Zarember/Godowski, 2002].
Hinzu kommt, dass die Rezeptoren TLR1 und 6 als Co-Rezeptoren von TLR2 funktionieren, wodurch
auch die Verteilung verschiedener TLRs einer Zelle ihre Antwort auf entsprechende Liganden

modifizieren kénnte [Hajjar et al., 2001].
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Wahrend die hauptsachlich praktizierte Therapie irreversibel entziindeter oder nekrotischer Zéahne mit
unvollstandigem Wurzelwachstum eine Apexifikation [Rafter, 2005] und anschlieBend die komplette
Aufbereitung des Kanalsystems mit folgender Obturation durch eine Wurzelfillung vorsieht, verfolgt
die regenerative Endodontologie (RET) einen anderen Weg, um die Nachteile dieser Therapie zu
umgehen. So kann eine lange Applikation von Kalziumhydroxid in den Wurzelkanal den behandelten
Zahn schwachen [Andreasen et al., 2002] und das Risiko von cervikalen Frakturen erhohen [Cvek,
1992]. Diese Nachteile treten bei einer alternativen apikalen Einlage aus MTA zwar nicht auf, das
grundsatzliche Problem des gestoppten Wurzelwachstums sowie der Devitalisierung bleibt jedoch
bestehen. Ziel der RET hingegen ist die Fiillung des Kanallumens nach erfolgter Desinfektion mit
korpereigenem vitalen Gewebe [Saoud et al., 2016]. Dabei stellt das Einbluten in den Kanal durch eine
iatrogen hervorgerufene Uberinstrumentierung eine entscheidende MaRnahme dar [Saoud et al.,
2016], um das Einschwemmen von mesenchymalen Vorlauferzellen aus der periapikalen Region zu
erreichen [Lovelace et al., 2011]. Bisher konnte in klinischen Studien bei Menschen und Tieren nur
Bildung von knochen- und zementdhnlichen Geweben nach RET nachgewiesen werden, was fiir eine
Produktion durch eingeschwemmte Zellen aus dem parodontalen Ligament spricht. Auf diese Weise
wird die urspringliche Funktion der Pulpa jedoch nicht wiederhergestellt [Kim et al., 2018]. Eine
Produktion dentindhnlichen Gewebes ware nur durch Odontoblasten-dhnliche Zellen moglich, zu
denen sich SCAPs differenzieren kénnen. Abseits klinischer Bedingungen ist eine Dentin-Bildung durch
diese moglich [Huang et al., 2010], was eine echte Dentin-Bildung im Zuge einer RET prinzipiell moglich
erscheinen lasst. Ein grofer Unterschied in den Studien mit parodontal-verwandten und

dentindhnlichen Geweben als Ergebnis sind die Umgebungsbedingungen (klinisch vs. modellhaft).

Die Konfrontation von SCAPs mit Pathogenen in Zahnen mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum
und infiziertem Kanalsystem koénnte das therapeutische Potential dieser bei moglichen in-vivo-
Anwendungen tangieren. So fihren irreversible Pulpitiden und Nekrosen zu einer Verringerung der
Zelldichte im apikalen Gewebe [Ricucci et al., 2017] und selbst nach antimikrobieller endodontischer
Behandlung verbleiben auch in Zdhnen mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum Bakterien im
Kanalsystem [Latham et al., 2016; Sakamoto et al., 2007; Chavez De Paz et al., 2003], welche auf diese
Weise potenziell auf vorhandene SCAPs einwirken. So konnte gezeigt werden, dass persistierende
Infektionen in unfertig ausgebildeten Zdhnen einen negativen Einfluss auf die Wurzelausbildung haben
[Verma et al., 2017]. Dies konnte durch den direkten Einfluss von Pathogenen und ihren PAMPs
begriindet sein. Neben der moglichen Beeinflussung des Immunsystems scheint das Vorhandensein
der TLRs auf und in SCAPs einen direkten Effekt verschiedener PAMPs auf diese zu ermoglichen. Zur
Beeinflussung von LPS auf das Differenzierungsverhalten dieser gibt es unterschiedliche

Untersuchungen. Die Anwesenheit eines Enterococcus faecalis-Biofilms flihrt zu einer Herabregulation
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dentinogener Gene und einer Hochregulation osteogener Gene. Insgesamt wird die
Mineralisierungskapazitdt durch die Anwesenheit des Biofilms und seiner Nebenprodukte aber
signifikant inhibiert [Vishwanat et al.,, 2017]. Einerseits konnte eine Vorbehandlung mit LPS aus
Porphyromonas gingivalis die Mineralisierungsfahigkeiten nicht affektieren [Lertchirakarn/Aguilar,
2017]. Demgegeniiber konnte jedoch gezeigt werden, dass die Konfrontation mit PAMPs anderer
endodontopathogener Keime (Streptococcus oralis and Actinomyces naeslundii) die Mineralisation
TLR-abhangig hemmt. Sind sie bakteriellen Stimuli ausgesetzt, geraten die SCAPs in einen eher
immunologischen als mineralisierenden Phanotypen. Hierbei scheint TLR2 tiber die nachgeschaltete
» TGF-B-activated kinase 1 (TAK1)“ der hauptsachlich regulierende Faktor zu sein. Eine Inhibierung
eines dieser proinflammatorischen  Mediatoren (TLR2 oder TAK1) konnte die
Mineralisierungskapazitaten der SCAPs wiederherstellen [Petridis et al., 2018]. Daneben induziert eine
Stimulation der TLR4-Rezeptoren durch LPS in den SCAPs eine inflammatorische Antwort mit Synthese
der Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a [Zhang et al., 2013]. Als ein moglicher Gegenspieler bakterieller
Stoffwechselprodukte kdnnte der Transkriptionsfaktor nuclear factor | C (NFIC) funktionieren, welcher
eine wichtige Rolle in der Wurzelentwicklung spielt [Wang/Feng, 2017]. Dieser ist bei einer
Uberexpression in der Lage, die inflammatorische Antwort der SCAPs und somit die durch LPS initiierte
initiale Immunantwort zu supprimieren. Auf diese Weise kdonnte NFIC bei der endodontischen
Behandlung von Zahnen mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum von Bedeutung sein [Zhang et

al., 2013].

Um die Funktionen und Auswirkungen nach Aktivierung der Toll-like-Rezeptoren, einzeln oder in
verschiedenen Kombinationen, mit oder ohne gebundene PAMPs besser verstehen zu kdnnen, ist
weitere Forschung notwendig. Auf diese Weise kénnte man das mogliche immunmodulatorische sowie
therapeutische Potenzial der SCAPs weiter prazisieren. Regenerative endodontische Therapieansatze
konnten von einem besseren Verstindnis der Konsequenzen einer TLR-Aktivierung bei SCAPs

profitieren.
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5. Zusammenfassung

Die apikale Papille ist das wahrend der Zahnentwicklung am apikalen Wurzelbereich befindliche
Gewebe. Aus ihr geht mit fortschreitendem Wurzelwachstum die Zahnpulpa hervor, und sie ist Quelle
einer eigenen Population von mesenchymalen Stamm-/Vorlauferzellen (SCAPs). Diese Zellen zeigen
bemerkenswerte regenerative Eigenschaften und koénnen in vielfdltiger Art und Weise mit ihrer
Umgebung interagieren oder durch sie beeinflusst werden. Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind als Pattern-
Recognition-Rezeptoren Bestandteil der angeborenen Immunabwehr und erméglichen die Erkennung
bestimmter Muster an Pathogenen. Im menschlichen Korper sind bisher 10 unterschiedliche TLRs
bekannt, die intra- und extrazellular auch bei verschiedenen Populationen von Stamm-/Vorlauferzellen
vorkommen. Das Ziel dieser Studie war, ein Expressionsprofil der TLRs von Stammzellen der apikalen

Papille unter normalen sowie entziindlichen Bedingungen zu erstellen.

Dazu wurden von unfertig ausgebildeten Weisheitszdhnen die apikalen Papillen entfernt. Die
herauswachsenden Zellen wurden mit einem STRO-1-Antikérper immunomagnetisch sortiert und
anschliefend hinsichtlich ihrer Stammzellcharakteristika untersucht. Nach einer Inkubation in
normalem oder mit Entziindungsfaktoren (IL-1B, IFN-y, TNF-a, IFN-a) angereichertem Medium wurde
mittels quantitativer Echtzeit-PCR und Durchflusszytometrie die TLR-Expression von SCAPs unter

normalen und entziindlichen Bedingungen auf mRNA- bzw. Proteinebene festgestellt.

Dabei demonstrierten die SCAPs alle geforderten Eigenschaften. Nach Stimulation mit entsprechenden
Medien differenzierten sie in osteogene, adipogene und chondrogene Richtung. Diinn ausgesat
zeigten sie eine deutliche Kolonienbildung. Daneben exprimierten sie an ihrer Oberflache die Antigene
CD73, CD90 und CD105, wahrend die Antigene CD14, CD34 und CD45 nicht oder nur sehr schwach

exprimiert wurden.

Unter dem normalen Basismedium exprimieren die Stammzellen aus der apikalen Papille die TLRs 1
bis 10. Unter dem Einfluss einer entziindlichen Umgebung wird die Expression der TLRs 1, 2,4, 5, 6 und

9 hochreguliert, wahrend die der TLRs 3, 7, 8 und 10 herunterreguliert wird.

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal ein komplettes Expressionsprofil der Toll-
like-Rezeptoren von Stamm-/Vorlduferzellen aus der apikalen Zahnpapille unter normalen und
entziindlich veranderten Umgebungsbedingungen erstellt. Diese Kenntnisse kénnen einen Einfluss auf
das Potenzial bei der Verwendung solcher Zellen unter regenerativen Bedingungen in vivo haben.
Weitere Forschung ist notig, um die Funktion nach Aktivierung der Rezeptoren - einzeln oder in
Kombination - zu beschreiben und das immunmodulatorische sowie therapeutische Potenzial der

SCAPs weiter zu prazisieren.
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7. Anhang

7.1 Ubersicht Material

7.1.1 Verbrauchsmaterial: Kultur- und Reagenzgefalle, Einmalprodukte

Produkt

Hersteller/Bezugsquelle

6-Well-Platten
96-well-Platte PCR
Tubes 1,5ml
FACS-R6hrchen
Falcon-R6hrchen 15 ml
Falcon-R6hrchen 50 ml
MACS-Collum
Membranpapier
Objekttrager
Petrischale
Zellkulturflasche
Zellschaber

Zellsieb

7.1.2 Medien und Reagenzien

Produkt

Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Sarstedt AG, Nirnbrecht, Deutschland

Sarstedt AG, Nirnbrecht, Deutschland

Sarstedt AG, Nirnbrecht, Deutschland

Sarstedt AG, Nirnbrecht, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland

Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland

Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland

Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland

Hersteller/Bezugsquelle

adipogenes Differenzierungsmedium
Accutase

Alcianblau

Alizarinrot

Ampbhotericin

Aqua Dest.

Biofreeze

Chondrogenes Differenzierungsmedium
EDTA

Entziindungsfakt. (IL-1 B, TNF-a, IFN-a, IFN-y)
Essigsaure

Ethanol

FcR Blocking Reagent

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Biowest, Nuaillé, Frankreich

Fresenius Kabi, Sévres, Frankreich
Bio&Sell, Feucht, Deutschland
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Peprotech, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Th. Geyer GmbH, Renningen, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
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FBS/FCS

Formaldehyd

Glutaraldehyd

Isopropanol

L-Glutamin
Kernechtrot-Farbung
Kristallviolett-Farbung
Mercaptoethanol

Minimum Essential Medium
Oil-Red-O-Farbung
Ostogenes Differenzierungsmedium
Paraformaldehyd

PBS Dulbecco

Penicillin/Streptomycin

7.1.3 Antikorper

Antikorper

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Fisher BioReagents, Pittsburgh, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
Gibco, Carlsbad, USA

Hersteller/Bezugsquelle

anti TLR1 PE
anti TLR2 FITC
anti TLR3 PE
anti TLR4 FITC
anti TLR5 Alexa Fluor 488
anti TLR6 PE
anti TLR7 PE
anti TLR8 PE
anti TLR9 PE
anti TLR10 PE
anti CD14 FITC
anti CD34 PE
anti CD45 APC
anti CD73 PE
anti CD90 FITC
anti CD105 PE
anti CD146 PE

eBiosciences, San Diego, USA

Enzo Life Sciences Inc., Lorrach, Deutschland
eBiosciences, San Diego, USA

Enzo Life Sciences Inc., Lorrach, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, USA

Biolegend, San Diego, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Enzo Life Sciences Inc., Lorrach, Deutschland
eBiosciences, San Diego, USA

Life Technologies Corp., Carlsbad, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
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anti STRO1 PE

anti-PE Microbeads

Isotypkontrolle

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Hersteller/Bezugsquelle

Mouse IgG1 PE

Mouse IgG2a PE

Mouse IgG2a FITC

Mouse IgG2a APC

Mouse IgG1 Alexa Fluor 488
Rat IgG1 PE

Mouse IgM PE

REA Control (S) PE

REA Control (S) FITC

7.1.4 Reaktionssysteme

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Produkt

Hersteller/Bezugsquelle

BD Cytofix/Cytoperm

QuantiTect Reverse Transcription Kit

RNeasy Mini Kit

Identifikationsnummer

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Hersteller/Bezugsquelle

7.1.5 Primer
Primer Assay ID
TLR1 H. sapiens 111000
TLR2 H. sapiens 145617
TLR3 H. sapiens 111008
TLR4 H. sapiens 135752
TLR5 H. sapiens 103674
TLR6 H. sapiens 111018
TLR7 H. sapiens 111012
TLR8 H. sapiens 103816
TLR9 H. sapiens 143252
TLR10 H. sapiens | 141065
PKG1 H. sapiens 102083

ENSTO0000308979
ENST00000260010
ENST00000296795
ENST00000355622
ENST00000366881
ENSTO0000381950
ENSTO0000380659
ENST00000218032
ENSTO0000360658
NM_001017388

ENST00000373316

Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
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7.1.6 Gerate

Gerat Hersteller

Absauger IBS Integra Biosciences, Biebertal, Deutschland
Entwasserungsautomat MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland
FACSCalibur Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Inkubator Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Kamera Sigma, Kawasaki, Japan

LightCycler Roche, Mannheim, Deutschland

MACS-Multistand
MACS-Separator
Mikroskop
Mikroskopkamera
uDrop™ Plate
Mikrotom
Photometer
Neubauerzahlkammer
Paraffineinbettautomat
Sicherheitswerkbank
Zentrifuge grof

Zentrifuge klein

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Brand, Wertheim, Deutschland

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland
Thermo Electron Corp., Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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7.2 Ethikvotum

MEDIZINISCHE FAKLULTAT
DER CHRISTIAN-ALERECHTS-LUNIVERSITAT ZU KIEL

ETHIK-KOMMISS0MN

Hniwe: Abim-dvdz Ak SoTeans wna 20 - 2105 417

- FoTenIEEES:
FL Dr. karim Fawzy El-Sayad Errali-ba RS rAFA Y 7 Hgmia 1
LIKEH, Campus Kiel 024 105 FFat
Klinik filr Zabrethetung und Paradontologis alstor 01317 500- 15 1€
Arnold-Helfar-Str. 3, Haus 26 TRRrAE 1317 507 1[5
24105 Kiel Allik szrarpdan o e v

DL OF, Auguat 2017

AZ: D #1317 (Lille stets'al'gehen}

Btudlanplan: In-vitre Untersuchung der Wirkung varschisdenar Blomokakdle und
Entztindung auf gingivale Stammazellen
Basisfarmular v. 13.07 1 7, Shrdienprotoioll undatart Inlonmatorgblalt und
Einvarstndn:sarklgrurg fir wisssnschaftlichs Unterauchurgen en korperegensm

Material

Antragste ler vnd

Btudienlalter: PEB Dr. Karim Fewzy El-Sayed, Dr. Mohamed Mekhemar, Klinfk fir
Zahnerhaltung und Paradontoiogle, UKSH Kial

Antrag vam: 2. Juni 20T {Eingang: 2. Jull 2017}

Sehr geehrler Herr Kollega El-Sayad,

wir bestétlgen den Eingang des obengsnannten Antrages zur Berabung gemal § 15
Berufsordnung (BOY der Arstekammer Schleswig-Hotstein, Mach Burchsicht der Untarlagen
durch die Geachéiftastells und durch mich als WYerslizenden der Ethik-Kommission bastehen
gagen dla Durckfdbrung der Sfudie keine henutzethizchan und Banfersehtlichen Bedanken,
Die im Froigenden aufgeflinntan Hinwalse milssen beachtet werden:

1. Bitte aktualisierten Sie eine zutrefende Studienbeschreibung im informatiorshialt ung
Etngrstandriserktamng filr wissenschaiicha Uitarsiciimmgen an kinpereigenen 1Waferds
und reichen Sig das Dokument vor Studienteginn per E-Mail nach.

2. Es wird darauf hingewissan, dess kiinftipe Anderungen der Studie der Ethik-Kommissicn
anzuzeigen zind und gegabananfalls gine erneute Beratung erforderich machan.

3. Dim athiszhe und rechtliche Verantwarung for die Durchflbindreg diaser Studie verbleibt
beim Studisnlaitar,

4. Gemak Deklzration von Helsinkd muoss der Ethik-Kommission nach Studienende ein Ab-
achlussbericht vorgeleat werden, der eine Zusammanfassung der Ergebnlsss und Schiuss-
folgerungen der Sfudie anthalt.

Wirwinschan lnan for dis Durchfohrung der Studie izl Erfolg.

Mt Freundlichen kallegialen Grifben 7

ﬁ?ﬁﬁiﬁf’mmm — ¢ Tnec ok

" Vonsilesnder der Ethik-Kommigsion Gésch afibrung der Ethik-Kormmission

AT LRI _ugiy qi
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7.3 Vorlage Einwilligungsbogen

=> UNIVERSITATSKLINIKUM
Schleswig-Holstein

Campus Kiel
Klinik fir Zahnerhaltung und

e ) . . Parodontologie
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

PD Dr. Karim Mohamed Fawzy El-Sayed, Klinik fiir Zahnerhaltung Direktor: Prof. Dr. C. Dorfer
und Parodontologie

Arnold-Heller-Str. 3, Haus 26, 24105 Kiel, Tel. (+49)431/500-26210

eMail: fawzyelsayed@konspar.uni-kiel.de

Name Patient Geburtsdatum

Informationsblatt und Einverstandniserklarung fiir wissenschaftliche
Untersuchungen an korpereigenem Material
Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,
nach Artikel 1 und 2 des Grundgesetztes haben Sie ein sogenanntes Informationelles
Selbstbestimmungsrecht. Das bedeutet fir die Medizin, dass wir wissenschaftliche Untersuchungen
an korpereigenem Material nur durchfiihren dirfen, wenn Sie damit einverstanden sind und wenn
wir Sie vorher dariiber aufgeklart haben. Diese Untersuchungen dienen der Erforschung von
Krankheiten und der Entwicklung neuer Therapien und werden zum Nutzen von Patienten
durchgefiihrt, auch wenn Sie im Einzelfall persdnlich keinen Vorteil davon haben.
Wir bearbeiten in der Klinik, in der Sie behandelt werden, folgende wissenschaftliche Projekte:
e Untersuchungen zur Expression antimikrobieller Peptide und entziindungsrelevanter Gene
im Parodontium (Zahnhalteapparat) und Endodont (Zahnmark)

e Untersuchungen zu parodontalen Stammzellen

Wir mochten aus gezogenen oder operativ entfernten Zdhnen, sowie den Geweben des
Zahnhalteapparates folgende biologische Bestandteil untersuchen: Schmelz, Dentin, Zahnmark,
parodontale Gewebe.

Flr die Entnahme der Proben erfolgt kein zusatzlicher Eingriff, sondern wir verwenden Material, das
Ihnen im Rahmen der Diagnostik und Therapie sowieso entnommen wird. Wir untersuchen
Personlichkeitsmerkmale und Gene, die fir lhre Krankheit von Bedeutung sein konnten. Wir
untersuchen jedoch keine Gene von Erbkrankheiten, die sich erst im spateren Leben zeigen. Alle
Untersuchungen unterliegen streng dem Datenschutz und der arztlichen Schweigepflicht, sind also
fir Unbefugte nicht zuganglich. Behorden, Versicherungen und "interessierte Institutionen"
bekommen keine Auskunft. Ihre Gewebeproben und persénlichen Daten werden durch die Vergabe
von Probenummern pseudonymisiert, so dass keine Zuordnung der von Ihnen gespendeten
Kérpermaterialien und lhrer Daten zu lhrer Person moglich ist. Da in der Medizin die Forschung in
Netzwerken erfolgt, versenden wir die Proben eventuell auch an andere Labore, Institutionen und
an die forschende Industrie. Auch dort wird der Datenschutz streng eingehalten. Aus der Teilnahme
an dem Forschungsprojekt kénnen Sie keine finanziellen Anspriiche ableiten. Die Gewebe werden
hochstens 10 Jahre aufbewahrt und dann vernichtet.

Wir danken lhnen fir die Unterstiitzung unserer Forschungsvorhaben!

70




Ich wurde Uber das Vorhaben von einer Zahnarztin/einem Zahnarzt umfassend informiert und
aufgeklart und gebe mein Einverstandnis freiwillig. Wenn ich nicht zustimme, habe ich keine
Nachteile. Ich kann jederzeit ohne Angabe von Griinden meine Zustimmung widerrufen, In diesem
Fall werden noch nicht anonymisierte Proben und Daten zu meiner Person vernichtet.

[ Falls moglich, méchte ich (iber das Ergebnis der Untersuchungen informiert werden.

[ Ich bin gegen eine Nutzung der Daten durch die Arzneimittelforschung.

[ Wenn spéater andere als hier beschriebene Untersuchungen durchgefiihrt werden, méchte

ich informiert werden und gebe dann eventuell erneut meine Zustimmung.

Kiel, den

Unterschrift Patient/Patientin Unterschrift Zahnarzt/Zahnarztin

Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Anstalt des offentlichen Rechts
Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

‘/}q/ &\
Klinik fir Zahnerhaltung und Parodontologie §§' ‘ ‘73\‘
Direktor: Prof. Dr. C. Dorfer =E T 4%
&= 508
g 85/

W S
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