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I. Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNG BEDEUTUNG

APC Allophycocyanin

AQUA DEST. Destilliertes Wasser

CD Cluster of Differentiation

CDNA Komplementare DNA (complementary desoxyribonucleic acid)

CFU Koloniebildende Einheit (Colony forming unit)

DNA Desoxyribonukleinsaure

DPSC Dentale pulpale Stammzellen (dental pulp stem cells)

DSRNA Doppelstrangige Ribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FACS Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting)

FCS Fetales Kéalberserum

GDNA Genomische DNA

HPV1 Herpes-simplex-Viren Typ 1

IFN Interferon

IG Immunglobulin

IL Interleukin

IRF Interferon regulatorische Faktoren

LBP Lipopolysaccharid bindendes Protein

LPS Lipopolysaccharide

MACS Magnetisch aktivierte Zellsortierung (magnetic activated cell
sorting)

MRNA Messenger ribonucleic acid

MSC Mesenchymale Stammzellen

MYD88 Myeloid differentiation primary response protein

NF-xB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

PAMP Pathogen-assoziierte molekulare Muster (Pathogen-associated
molecular patterns)

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PE Phycoerythrin

PGE2 Prostaglandin E2

PGK1 Phosphoglycerat Kinase 1

PRRS Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors)




QPCR
RNA

SCAP
SHED

STRO-1
TIRAP
TLR
TNF
TRIF
UPM
ZNS

Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
Ribonukleinsaure

Stammzellen der apikalen Papille

Dentale pulpale Stammzellen aus Milchzahnen (stem cells from
human exfoliated deciduous teeth)

Mesenchymaler Stammzellmarker

Toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein
Toll-like-Receptor

Tumornekrosefaktor

TIR-domain containing adapter-inducing interferon-
Umdrehungen pro Minute

Zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

1.1. Die Pulpa

Die Pulpa ist ein gallertartiges Gewebe innerhalb des Zahnes und umgeben von Dentin. Diese
Pulpa-Dentin-Einheit wird an der Zahnkrone von Schmelz und im Bereich der Wurzel von
Zement bedeckt. Die Pulpa befindet sich somit in der Pulpahdhle, welche sich aus dem
Kronenkavum und den Wurzelkanalen zusammensetzt (LGllmann-Rauch & Asan, 2019). Die
Pulpa besteht zu ca. 25 % aus organischer Substanz und zu 75 % aus Wasser (Hellwig et al.,
2018). Die organische Matrix beinhaltet Zellen, Kollagenfasern, Nervenfasern sowie Blut- und
Lymphgefalie. Zu den Zellen der Pulpa gehéren neben den Odontoblasten auch Fibroblasten,
undifferenzierte Mesenchymzellen und Zellen der Abwehr. Die haufigsten Zellen in der Pulpa
sind die Fibroblasten. Diese bilden die Kollagenfasern und produzieren die Grundsubstanz der
Pulpa (Ldllmann-Rauch & Asan, 2019). Die Odontoblasten sind nach Abschluss der
Odontogenese nicht mehr teilungsfahig und konnen Dentin bilden. Die undifferenzierten
Mesenchymzellen gelten als multipotent und sind als dentale pulpale Stammzellen fur die
Forschung besonders interessant. Unter dem Uberbegriff Zellen der Abwehr versteht man
verschiedene Zellen der spezifischen und unspezifischen zellularen Abwehr. Dazu zahlen
Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten sowie T- und B-Lymphozyten (Hellwig et al.,
2018; Lullmann-Rauch & Asan, 2019).

1.1.1. Bedeutung der Pulpa

Die vier Funktionen der Pulpa sind die Ernahrung, Sensorik, Abwehr und Bildung von Dentin.
Das Dentin wird durch die Odontoblasten gebildet. Hierbei unterscheidet man zwischen
physiologischem Primardentin, alterungsbedingtem Sekundardentin und Tertiardentin,
welches auch Reizdentin genannt wird und sich nach Irritationen, wie zum Beispiel durch
Karies, bildet (Hellwig et al., 2018). Die sensiblen Fasern im Pulpagewebe bilden, anliegend
an den Odontoblasten, den Raschkowschen Plexus. Durch diese sensible Innervation werden
thermische, chemische, osmotische und mechanische Reize registriert. Sie tiben dadurch eine
wichtige Schutzfunktion gegen aufdere Einflisse fur den Zahn aus (Lehmann et al., 2015). Die
Gefalversorgungdes Zahnes und die Ernahrung der Zellen sind Uber die vaskularisierte Pulpa
gewabhrleistet. Die Arteriolen und Venolen gelangen apikal Uber das Foramen apicale an der
Wurzelspitze in das Pulpakavum und bilden in der Kronenpulpa einen Kapillarplexus, der die
Pulpazellen mit Nahrstoffen versorgt. Durch dieses Foramen gelangen auch die Nervenfasem

fur die sensible Innervation in den Zahn (Lehmann et al., 2015).



1.1.2. Pulpitis

Die Pulpitis ist die Entzindung der Pulpa als Reaktion auf einen Reiz. Besonders haufig ist
dafur Karies verantwortlich. Eine karidése Lasion muss die Pulpa nicht erreicht haben, um eine
Reaktion hervorzurufen, sondern es reichen bereits Stoffwechselprodukte der Bakterien in
einer tiefen Karies daflrr aus (Bergenholtz, 1981).

Man unterscheidet eine reversible von einer irreversiblen Pulpitis. Eine reversible Pulpitis
aulert sich symptomatisch darin, dass ein durch Kalte provozierter Schmerz seiner Reizdauer
entspricht und somit nach der Provokation aufhort. Dieser Schmerz, ausgehend von
myelinisierten Ad-Fasern, ist haufig von Patienten genau auf einen Zahn lokalisierbar und tritt
nicht spontan, also ohne Ausloser, auf. Zudem ftritt keine Perkussionsempfindlichkeit auf
(Hellwig et al., 2018; Steiniger et al., 2010).

Die Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fur Endodontologie und zahnarztliche
Traumatologie rat nach der Diagnose einer reversiblen Pulpitis zu vitalerhaltenden
MaRnahmen (Dammaschkeetal., 2019). Die Behandlung besteht darin, die kariésen Lasionen
zu restaurieren und die Zahnstruktur wieder herzustellen. Anschlief’end werden die Symptome
des Patienten weiter beobachtet. Die irreversible Pulpitis zeichnet sich symptomatisch dadurch
aus, dass der Schmerz als Reaktion auf Kalte oder Warme langer als der Reizausloser
andauert und auch spontan auftreten kann. Zudem kann der Zahn perkussionsempfindlich
reagieren und rontgenologisch kénnen tiefe Lasionen sichtbar sein (Dabuleanu, 2013;
Dammaschke et al., 2019; Hellwig et al., 2018). Haufig ist dieser Schmerz undifferenziert und
kann vom Patienten nicht konkret lokalisiert werden. Diese Beschwerden werden durch
marklose C-Fasern hervorgerufen (Steiniger et al., 2010). Therapeutisch ist eine
Wourzelkanalbehandlung mit anschliefender Wurzelfullung angeraten (Dammaschke et al.,
2019).

Die Pulpa besitzt verschiedene Mdglichkeiten der Abwehr. Sobald Antigene, ausgehend von
Bakterien in karidsen Lasionen, die Pulpa erreichen, werden diese von dendritischen Zellen
erkannt und phagozytiert. Diese kommunizieren mit T-Zellen und eine spezifische
Immunantwort wird ausgeldst. Einen weiteren Zelltyp der Abwehr in der Pulpa stellen die
Makrophagen dar. Auch sie dienen der Phagozytose, werden von T-Helferzellen erkannt und
kdnnen zudem Zytokine sezernieren. Diese Zytokine unterstitzen die Immunantwort, indem
sie die Migration und Entwicklung der dendritischen Zellen férdern und somit auch die B- und
T-Zell-Aktivierung anregen (Trowbridge, 2003).

Eine entzindete Pulpa weist im Vergleich zu einer nicht entziindeten Pulpa zudem eine
veranderte Antikdrperexpression auf. So sind in ihr die Antikdrper Immunglobulin (Ig) G, IgM,
IgA sowie das Elastase-Level und PGE2 signifikant erhéht. Nakanishi und Matsuo (1995)

konnten in ihrer Studie zeigen, dass die unterschiedlichen Level an 1gG, IgA, IgM, Elastase



und PGE2 als Indikatoren fur den Entzindungsgrad der Pulpa dienen kénnen. Auf Basis
weiterer Studien, so die Schlussfolgerung der Autoren, kann anhand dieser Parameter eine
reversible von einer irreversiblen Pulpitis abgegrenzt werden und damit die

Behandlungsoptionen ausgewahlt werden (Nakanishi et al., 1995).

1.1.3. Unterschiede der Pulpa zwischen Milch- und Erwachsenengebiss

Die Pulpa des Milchgebisses zeigt eine hohere Proliferationsrate der Zellen sowie eine hohere
Bereitschaft der Zellen zur Apoptose, d.h. dem programmierten Zelltod, als die Pulpa der
bleibenden Zahne (Okai et al., 2012). Zusatzlich kdnnen Zellen der Milchzahn-Pulpa besser
Dentin bilden und ihre Stammzellen besitzen eine erhohte Fahigkeit zur Knochenbildung im
Vergleich zu den Stammzellen der adulten Pulpa. Dies deutet auf eine mogliche Beteiligung
der Milchzahne bei der Knochenformatierung wahrend des Durchbruchs der bleibenden Zahne
hin (Wang et al., 2012). Ein weiterer Unterschied besteht in der Vaskularitat. Milchzahne
besitzen eine signifikant héhere Durchblutung im mittleren koronalen Bereich der Pulpa als
bleibende Zahne (Rodd & Boissonade, 2005). Weitere Studien postulieren, dass die Pulpa von
karidsen Milchzahnen schneller entziindlich reagiert als die von bleibenden Zahnen. Dies mag
an den anatomischen Gegebenheiten des dinneren Schmelzmantels und der geringeren

Mineralisation liegen (Rayner & Southam, 1979).

1.2. Stammzellen
1.2.1. Aktueller Kontext

Stammzellen nehmen in der aktuellen Forschungslandschaft einen duf3erst wichtigen Platz ein
und werden in vielen unterschiedlichen medizinischen Bereichen untersucht. Von der
Stammzellmedizin erhofft man sich Heilung bzw. Verbesserung von schweren Krankheiten wie
zum Beispiel Tumoren (Najafi et al., 2021), kardiovaskularen Erkrankungen (Miao et al., 2017)
oder Lungenerkrankungen (Omar et al., 2022).

Auch in der Zahnmedizin erwartet man sich ein erweitertes Behandlungsspektrum durch die
Stammzellforschung. Die Fahigkeit der Stammzellen sich in neues, spezifisches Gewebe zu
differenzieren, moéchte man auch hier weiter untersuchen und nutzen. Anwendungsbeispiele
sind die Behandlung von Knochendefekten (De Mendonga Costa et al., 2008; Jahanbin et al.,
2016), Geweberegeneration (Fawzy El-Sayed et al., 2012) und Parodontitis (Fawzy EI-Sayed
et al., 2015; Fu et al., 2014).



1.2.2. Einteilung der Stammzellen

Die wichtigste Eigenschaft der Stammzellen ist die Fahigkeit zur Selbsterneuerung. Sie
besitzen einen langsamen Zellzyklus und einen niedrigen Differenzierungsgrad.
Unterschieden werden sie als: (1) Totipotente Stammzellen, die in der Embryonalentwicklung
bis zum 8-Zell-Stadium vorkommen, (2) pluripotente Stammzellen in der frhen embryonalen
Entwicklung ab Tag 4/5 nach Impragnation, (3) multipotente Stammzellen, die postnatal
entstehen wie beispielsweise mesenchymale Stammzellen und zudem (4) oligopotente
Stammzellen, welche nur wenige Zelltypen generieren (Lullmann-Rauch & Asan, 2019).

In dieser Studie werden die multipotenten mesenchymalen Stammzellen aus der dentalen
Milchzahnpulpa naher betrachtet. Diese Stammzellen sind in der Literatur als ,stem cells from
human exfoliated deciduous teeth* (SHED) bekannt und kénnen sich in vivo zu Odontoblasten,
Neuronen, Adipozyten sowie zu osteoinduktiven und endotheldhnlichen Zellen entwickeln. In
vitro besitzen sie die Fahigkeit zur Differenzierung in odontogene, osteogene, adipogene,
chondrogene und neuronale Zellen (Miura et al., 2003; Ulmer et al., 2010).

In permanenten Zahnen werden die pulpalen Stammzellen als dental pulp stem cells (DPSCs)
bezeichnet. Laut einer Studie von Wang et al. (2012) bestehen signifikante Unterschiede
zwischen SHED und DPSCs. SHED zeigen demnach eine hohere Kapazitat der osteogenen
und adipogenen Differenzierung als DPSCs, insgesamt eine hohere Proliferationsrate und
eine verstarkte Befahigung zur Koloniebildung, einem weiteren charakteristischen Merkmal
der Stammzellen (Lee et al., 2011). Auf Grund ihrer besseren Fahigkeit zur osteogenen
Differenzierung, kénnten SHED somit im Gegensatz zu DPSCs vielversprechend fir die
weitere Forschung im Bereich mineralisierter Gewebe, wie beispielsweise Knochen, sein
(Wang et al., 2012). Ein weiterer Unterschied besteht in der Interleukin-6 (IL-6) Expression. In
SHED besteht ein signifikant hdheres Niveau von IL-6, welches als optimaler Wachstumsfaktor
fur Stammzellen angesehen wird und somit die These der hdhere Proliferationsrate der SHED

untermauert (Wang et al., 2012).

1.2.3. Charakterisierung und Marker

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) besitzen spezifische Marker (Oberflachenantigene)
anhand deren eine Identifizierung und Charakterisierung maoglich ist. Das Oberflachenantigen
.3 TRO-1“ist der bekannteste Marker der mesenchymalen Stammzellen. Er besitzt eine Grolke
von 75 kd und ist ein endotheliales Protein (Lin et al., 2011). Besonders in Verbindung mit
Magnetic activated cell sorting (MACS)ist STRO-1 ein aussagekraftiger Marker (Fawzy El-
Sayed, Klingebiel, et al., 2016). MACS ist eine zeiteffiziente Methode zur Sortierung von
Zellen. Mit Hilfe von spezifischen Antikoérpern, in diesem Fall mit STRO-1 Antikdrpern und



Microbeads, kénnen die gewilnschten Zellen magnetisch herausgefiltert werden (Miltenyi,
2017). Zur weiteren Differenzierung lassen sich die Zellen in Unterscheidungsgruppen (Cluster
of Differentiation (CD)) durch spezifische membrangebundene Glykoproteine, sogenannte
CD-Moleklle, zuordnen. Fir humane mesenchymale Stammzellen kdnnen bestimmte Marker
in vorhanden (positiv) und nicht vorhanden (negativ) eingeteilt werden. So sollen die
Expressionsprofile sowohl von CD45, dem Marker fir hdmatopoetische Zellen, als auch von
CD34, dem Marker fur hamatopoetische Stammzellen, negativ sein. CD14, ein
Oberflachenprotein, welches auf Monozyten zu finden ist und als Toll-like-Co-Rezeptor
fungiert, soll ebenfalls negativ gemessen werden (Wu et al., 2019). CD73 (engl. lymphocyte-
vascular adhesions protein-2), eine 5'-Nucleotidase, muss dagegen positiv sein, um als
aussagekraftiger Marker fur MSCs zu gelten (Kolf et al., 2007).

Weitere CD-Moleklle, deren Expression positiv gemessen werden sollen, sind CD90, CD146
und CD105. CD90 (engl. Thymocyte differentiation antigen-1 (Thy-1)) ist ein Glykoprotein auf
der Zelloberflache. Es wird auf verschiedenen MSCs und hamatopoetischen Stammzellen
(HSCs) exprimiert (Kisselbach et al., 2009). Wachstumsfaktoren, Zytokine, extrazellulare
Matrix-Komponenten und Entzindungsprozesse sowie Wundheilung werden von CD90
beeinflusst (Saalbach et al., 2000). CD146 ist ein Adhasionsmolekdl und ein Protein der
Immunglobulin-Superfamilie, welche eine Gruppe von Oberflachenantigenen zusammenfasst,
die von Immunglobulin ahnlichen Domanen gepragt ist (Alais et al., 2001; Shih, 1999). Bisher
sind drei verschiedene Formen des CD146 naher bekannt: Zwei transmembrane Isoformen
und eine lésliche Form, die im Plasma nachweisbar ist. CD146 steht im Zusammenhang mit
Gefal¥funktionen, Angiogenese und Entzindungsprozessen. Zudem scheint CD146 einen
maoglichen Angriffspunktin der Therapie von Gefalerkrankungen dazustellen (Leroyer et al.,
2019). In einer Studie von Leroyer et al. (2019) wird zudem darauf hingewiesen, dass das
I6sliche CD146 postischamisch eine neue Vaskularisation férdert und somit als
Vorbehandlung in der regenerativen Medizin Anwendung finden konnte. Ein weiteres Cluster
of Differentiation ist CD105, welches auch Endoglin genannt wird. Endoglin ist ein
transmembranes Glykoprotein, welches auf aktivierten Endothelzellen exprimiert wird (Liu et
al., 2021). CD105 wird als Marker bei verschiedenen Tumorerkrankungen diskutiert, da es das
Zellwachstum beeinflusst und méglicherweise eine entscheidende Rolle in der Angiogenese
von Tumoren spielt (Fonsatti & Maio, 2004; Liu et al., 2021).

Ein weiterer wichtiger Marker der MSCs ist die Erzeugung von koloniebildenden Einheiten
(engl. Colony formingunits (CFUs)) (Kolf et al., 2007). Einzelne Zellen werden dafur in geringer
Dichte beispielsweise in Petrischalen eingebracht. Nach zwei bis drei Wochen kdnnen die
Kolonien, jeweils von einer Zelle ausgehend, mit einer Farbung sichtbar gemacht werden.
Diese Fahigkeit zu einer Koloniebildung wird als eine der prominentesten Fahigkeiten der

MSCs angesehen (Friedenstein et al., 1974; Penfornis & Pochampally, 2016).



CD-Molekiil Expressionsprofil auf MSC

CD14 negativ
CD34 negativ
CD45 negativ
CD73 positiv
CD90 positiv
CD105 positiv
CD146 positiv

Tabelle 1: Cluster of differentiation (CD) der mesenchymalen Stammzellen (MSC)

1.3. Toll-like-Rezeptoren (TLR)
1.3.1. Definition und Funktion

Toll-dhnliche Rezeptoren (engl. toll-like-receptors (TLRs)) werden unter anderem auf
Makrophagen, Monozyten und Granulozyten exprimiert und spielen fir das natlrliche
Immunsystem eine wichtige Rolle. So werden beispielsweise Bakterienbestandteile spezifisch
an diesen Rezeptoren erkannt und leiten eine angeborene Reaktion des Abwehrsystems ein
(Schmidt & Lang, 2007). Toll-like-Rezeptoren gehdéren zudem zu den ,pattern recognition
receptors® (PRRs) und erkennen sogenannte ,pathogen-associated molecular patterns®
(PAMPs) wie Bakterien, Viren, Pilze und Protozoen (Akira et al., 2006). Derzeit sind zehn
verschiedene Toll-like-Rezeptoren beim Menschen bekannt (TLR1-10). Diese lassen sich
anhand ihrer Lokalisation in extrazellular, auf der Zelloberflache auftretend, und intrazellular
einteilen. So befinden sich TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 extrazelluldr, TLR3, TLR7,TLR8
und TLR9 dagegen intrazellular (Kawai & Akira, 2010) (Tabelle 1). Jeder dieser TLRs hat —
abhangig von seinen PAMPs und der daraufhin ausgeldsten Immunreaktion — seine eigene
konkrete Funktion (Akira et al., 2006).

TLR Lokalisation PAMPs-Agonist

1 extrazellular Triacyllipoprotein

2 extrazellular Lipoproteine, Lipoteichonsaure, Zymosan

3 intrazellular virale doppelstrangige RNA

4 extrazellular Lipopolysaccharide, Hitzeschockproteine

5 extrazellular Flagellin

6 extrazellular Lipoteichonsaure, Triacyllipoprotein, Zymosan
7 intrazellular virale einzelstrangige RNA




intrazellular virale einzelstrangige RNA
intrazellular unmethylierte CpG-DNA

10 extrazellular unbekannt

Tabelle 2: Toll-like-Rezeptoren und deren PAMPs aus Fawzy El-Sayed et al., 2018

1.3.2. Extrazellulare Rezeptoren

TLR1, 2, 6 und 10 sind eng miteinander verwandt und bilden die TLR2-Subfamilie. TLR1 und
TLR6 bilden mit TLR2 Heterodimere (Basith et al., 2012). In Form dieser Heterodimere sind
TLR2-TLR1 in der Lage Triacyllipoproteine auf Gram-negativen Bakterien zu erkennen und
proinflammatorische Zytokine zu exprimieren. Der TLR2-TLR6 Komplex erkennt hingegen
Diacyllipoproteine und somit Gram-positive Bakterien und Mykoplasmen (Kawai & Akira,
2010). Auf der Oberflache vieler Bakterien befinden sich Peptidoglykane, die von TLR2
gebunden und daraufhin Entziindungszellen aktiviert werden (Schmidt & Lang, 2007). Ein
weiterer  extrazellularer Rezeptor, TLR4, wirkt zusammen mit CD14. LPS
(Lipopolysaccharide), die auf Oberflachenvon Bakterien exprimiert werden, werden von CD14
erkannt und gebunden. Daraufhin wird TLR4 von CD14 aktiviert und es werden verschiedene
Entzindungsproteine und Zytokine freigesetzt. Durch diese Kaskade kann der wichtige
Abwehrmechanismus des Immunsystems in Gang gesetzt werden, ohne den eine viel héhere
Anfalligkeit fur bestimmte Infektionskrankheiten bestehen wiurde (Schmidt & Lang, 2007).
TLRS5 unterstitzt die Immunabwehr, indem es Flagellin von Gram-positiven und -negativen
Bakterien erkennt und anschlieftend die Produktion des Tumor-nekrose-Faktor-alpha (TNF-o)
und die Sekretion des proinflammatorischen Zytokin stimuliert (Hayashi et al., 2001)
(Abbildung 1). Der Rezeptor TLR10 ist bis heute der am wenigsten erforschte TLR. In einer
Studie von Lee et al. (2014) wird allerdings auf die Auffalligkeit der erhdhten Expression von
TLR10 nach einer Influenzainfektion und einer anschlieRenden Zytokin-Expression
hingewiesen. TLR10 spielt somit anscheinend als Sensor fur virale Infektionen sowie fur die
Immunabwehr eine wichtige Rolle. Der Rezeptor kann einerseits proinflammatorische Zytokine
induzieren, indem er homodimere mit sich selbst oder heterodimere mit beispielsweite TLR1
bildet. Andererseits kann er entzindungshemmend wirken, wenn er zusammen mit TLR2
exprimiert wird. TLR10 ist somit gegebenenfalls der einzige Rezeptor der Toll-like-Rezeptoren
der entziindungshemmend wirken konnte (Su et al., 2021)
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Abbildung 1: PAMP Erkennung durch TLRs an der Zelloberflache (eigene Darstellung nach
Fehrmann, 2021; Kawai & Akira, 2010)

1.3.3. Intrazellulare Rezeptoren

Neben extrazelluldaren TLRs sind auch intrazellulare TLRs vorhanden. Diese werden
hauptsachlich auf endosomalen/lysosomalen Kompartimenten und dem Endoplasmatischen
Retikulum exprimiert. Sie erkennen Nukleinsauren, die vorher, beispielsweise durch
Endozytose, in die Zelle aufgenommen wurden (Akira et al., 2006; Basith et al., 2012). Auch
die intrazellularen TLRs besitzen individuelle Funktionen. TLR3 erkennt doppelstrangige
Ribonukleinsaure (RNA), die wahrend einer Infektion von RNA-Viren auftreten (Alexopoulou
et al., 2001). Es induziert die Sekretion von Interferon Typ 1 und proinflammatorischen
Zytokinen, die eine bedeutenden Rolle in der Abwehr von Virusinfektionen darstellen (Kawai
& Akira, 2010). Ein TLR3 Defekt bringt anscheinend eine erhdhte Anfalligkeit fir Herpes-
simplex-Viren Typ 1 (HSV1)im zentralen Nervensystem (ZNS) mit sich (Zhang et al., 2007).



TLR7 und TLR8 erkennen einstrangige RNA, sind sich genetisch sehr ahnlich und werden

beide auf Membranen von Endosomen exprimiert.

e (Vs (et
Zelle

) ? Endosom

fyoss MyD8g MyD88

el .
‘\

pa<pill

841l 4

641l

T

Proinflammatorische Zytokine Interferon Typ 1

Abbildung 2: PAMP Erkennung durch intrazellulare TLRs (eigene Darstellung nach
Fehrmann, 2021; Kawai & Akira, 2010)

Viele behtillte Viren erreichen die Zelle Gber das Endosomale Kompartiment und kénnen somit
direkt erkannt werden (Akira et al., 2006). Sowohl Bakterien als auch bestimmte Viren kénnen
anhand ihrer DNA, speziell an unmethylierter CpG-Desoxyribonukleinsaure, von TLR9 erkannt
werden (Akira et al.,, 2006; Kawai & Akira, 2010). Eine Besonderheit von TLR9 ist die
Notwendigkeit einer proteolytischen Spaltung von TLR9 durch zellulare Proteasen zur
Aktivierung des Rezeptors fur eine weitere Signaltransduktion mit anschlieRender Freisetzung
von Interferon Typ 1 und proinflammatorischer Zytokine (Kawai & Akira, 2010) (Abbildung 2).



1.4. Zielsetzung der Studie

TLRs gehoren zur angeborenen Immunabwehr und spielen eine wichtige Rolle in der
Erkennung von Bakterien, Viren, Pilze und Protozoen. Aulderdem sind sie ein wichtiger Teil
des Entziindungsgeschehens im Koérper (Akira et al., 2006). Die Untersuchung von Toll-like-
Rezeptoren ist aus den beschriebenen Grinden in der gegenwartigen Forschung ein
hochaktuelles Thema. Folglich werden TLRs in zahlreichen medizinischen Fachgebieten
erforscht.

Auch die Pulpa wird bakteriellen Angriffen ausgesetzt. Dabei ist der Ubergang der reversiblen
zur irreversiblen Pulpitis meist klinisch nicht exaktzu definieren. Momentan ist die Behandlung
der Wahl bei einer irreversiblen Pulpitis eine Wurzelkanalbehandlung (Dammaschke et al.,
2019). Verschiedene Studien geben 5-Jahres Erfolgsraten von Wurzelkanalbehandlungen von
75-90 % an (Asgary et al., 2015; Friedman et al., 2003). Einhergehend mit dieser Behandlung
sind der Verlust des propriozeptiven Schutzmechanismus durch die Pulpa, der
Substanzverlust des Zahnes und somit eine groRere Frakturgefahr. Weitere mdgliche Folgen
sind zudem Zahnverfarbungen und eine erhdhte Kariesanfalligkeit (Dammaschkeetal., 2019).
Die Vitalerhaltung der Pulpa stellt somit eine hohe Prioritdt dar und eine ausfuhrliche
Diagnostik sollte durchgefthrt werden.

Das Ziel dieser Untersuchung ist es, erstmalig Erkenntnisse Uber das Expressionsprofil der
Toll-like-Rezeptoren von pulpalen Stammzellen aus Milchzahnen in entzindlichem und nicht
entzindlichem Medium zum ersten Mal zu erlangen. Die Ergebnisse kdnnen einen wichtigen

Beitrag zu neuen Therapie- und Regenerationsmadglichkeiten der Pulpa leisten.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verbrauchsmaterialien

Medien und Chemikalien
Accutase

Alcianblau

Alcianblau 8GS
Amphotericin

Aqua Dest

autoMACS Rinsing Solution
BD Cytofix/Cytoperm™
Biocassettes

Biofreeze

Bio mold

Biopsy pads

Bovin Serum Albumin

Differenzierungsmedium adipogen
Differenzierungsmedium chondrogen

Differenzierungsmedium osteogen

Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure
FACS-Puffer

FcR Blocking Reagent
fetales Kalberserum
Formaldehyd

Glutamin

Glutaraldehyd
Interferon-Gamma
Interleukin-1 beta
Isopropanol

Kernechtrot
Kristallviolettfarbung
MACS BSA stock solution

Firma

Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

BioWest, Nuaillé, Frankreich

Fresenius Kabi, Langenhagen, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
BD Biosciences, Fanklin Lakes, USA
Bio-Optica, Mailand, Italien

Biochrom, Berlin, Deutschland

Bio-Optica, Mailand, Italien

Bio-Optica, Mailand, Italien

Biochrom, Berlin, Deutschland

PromoCell, Heidelberg, Deutschland
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
PBS, 0,5-1,0% BSA, 0,1% Sodium Acid
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland

Peprotec, Waltham, USA (lot 101227)
Peprotec, Waltham, USA

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Waldeck, Munster, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland
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MACS Cell Separation Kit
MACS-Puffer

Mercaptoethanol
Methylethylketon

MicroBeads

Minimum Essential Medium Eagle
OilRed O

Paraffin

PBS Dulbecco
Penicillin/Streptomycin
QuantiTect® Reverse Transcription Kit
RNeasy® Protect Mini Kit (250)
Sodium Acid
Tumornekrosefaktor-alpha

Xylol

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland
PBS, 0,5mM EDTA, 0,5% BSA

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Behr Labortechnik, Dusseldorf, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
McCormick, Sparks, USA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich, MUnchen, Deutschland
Peprotec, Waltham, USA

Bifa Chemie, Oldenburg, Deutschland

Tabelle 3: Medien und Chemikalien

2.1.2. CD-Antigene und Antikorper

Antigene/Antikorper
anti TLR1

anti TLR2

anti TLR3

anti TLR4

anti TLRS

anti TLR6

anti TLR7

anti TLR8

anti TLR9

anti TLR10

anti-human APC CD45
anti-human FITC CD14
anti-human PE CD105
anti-human PE CD34
anti-human PE CD73

Firma

eBioscience, San Diego, USA

Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland
eBioscience, San Diego, USA

Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, USA
BioLegend, San Diego, USA

Perbio Science, Bonn, Deutschland

Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland
eBioscience, San Diego, USA

Acris Antibodies, Herford, Deutschland
BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA
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anti-human PE CD90
1gG2aAPC, K Isotyp Ctrl
IgG2aFITC, K Isotyp Ctrl

BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA

IgM Alexa 647

Mouse IgG1aPE, K Isotyp Ctrl
Mouse IgG2aPE, K Isotyp Ctrl
Rat IgG1 k PE, Isotype Control

STRO-1 Alexa 647

BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA

Tabelle 4: Antigene und Antikorper

2.1.3. Primer

Primer Hersteller Produktnummer
TLR1 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENSTO00000308979
TLR2 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENST00000260010
TLR3 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENST00000296795
TLR4 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENST00000355622
TLR5 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENST00000366881
TLR6 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENST00000381950
TLRY7 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENSTO00000380659
TLR8 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENST00000218032
TLR9 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENST00000360658
TLR10 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland NM_001017388
PKG2 H. sapiens Roche, Mannheim, Deutschland ENSTO00000373316

Tabelle 5: Primer
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2.1.4. Gerate

Gerat

Axiovision HRc

Brutschrank

Easypet Pipette Dispenser
Entwasserungsautomat TPC 15
FACS Calibur

Inkubator, Hera Cell

Light Cycler

Microm

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank,
Herasafe

Paraffinstreckbad

pH-Meter

Photometer

Pipette 0, 1-2, 5ul

Pipette 10ul

Pipette 20-100ul

Pipette 100-1000ul

Rotamax

Sartorius AC210S Waage
Spiegelreflexkamera

Tissue Processor

TESS 99 Paraffineinbettsystem
Vacusafe Comfort

Vakuklav 24

Vortex Genie 2

Wasserbad

Zeiss Axiovert 40C

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge 5810 R

Firma

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Medite Medical, Burgdorf, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA

Roche Life Science, Prenzberg, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA

Medax, Neumunster, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Canon, Tokio, Japan

Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland
Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland
IBS Integra Biosciences, Chur, Schweiz
Melag, Berlin, Deutschland

Bender&Holbein, Bruchsal, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 6: Gerate
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2.1.5. Labormaterial

Material Hersteller

Bio Cassette Bio Optica, Mailand, Italien

Bio Pads Bio Optica, Mailand, Italien

Biosphere Quality Tips (10pl) Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Biosphere Quality Tips (100ul) Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Biosphere Quality Tips (100-1000pl) Sarstedt AG, NUumbrecht, Deutschland
Eppendorf Tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Falcon Réhrchen (50ml) Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Haftfolie fir PCR-Platten Thermo Scientific, Waltham, USA
Kryoréhrchen Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Membranfilterpapier Sartorius, Géttingen, Deutschland
Microtome Blade PFM Medical, Kdln, Deutschland
Neubauerzahlkammer Roth, Karlsruhe, Deutschland

Objekttrager Thermo Scientific, Waltham, USA
Pasteurpipetten Assistent, Sondheim v. d. Rhon, Deutschland
Petrischalen Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Roéhren (5ml) fur FACS Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Serologische Pipetten (10ml) Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Serologische Pipetten (25ml) Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Skalpell Hu-Friedy, Frankfurt am Main, Deutschland
Zahnarztliche Pinzetten Hu-Friedy, Frankfurt am Main, Deutschland
Zellkulturflaschen Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Zellschaber Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
6-Well-Platten Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
96-Well Hard Shell Platte Roche, Mannheim, Deutschland

Tabelle 7: Labormaterial



2.2. Methoden

2.2.1. Gewebeentnahme

Bevor mit der Sammlung des Gewebes begonnen wurde, hat die Ethikkomission ihr
Einverstandnis fur diese wissenschaftliche Tatigkeit gegeben (Genehmigungsnummer D
513/17). Zunachst wurden flurdiese Studie Milchzahne von 10 Patienten (n = 10) mit moglichst
geringem Kariesbefall gesammelt, die aufgrund verschiedener Ursachen, wie Kieferorthopadie
oder weiteren nicht erhaltungswirdigen Grunden der Zahne, extrahiert wurden. Die Zahne
wurden direkt nach der Extraktion in je ein 50 ml Falcon Rohrchen (Sarstedt) in 15 ml
Nahrmedium fir eine Stunde im Kuhischrank (4 °C) gelagert. Die folgenden Arbeitsschritte
wurden unter der mikrobiologischen Sicherheitswerkbank Herasafe (Thermo Sientific)
durchgefihrt. Das Nahrmedium wurde aus a-Minimum Essential Medium Eagle (Sigma -
Aldrich), Penicillin (100 U/ml) (Biochrom), Streptomycin (100 pg) (Biochrom), 1 % Amphotericin
(BioWest), 5 ml Glutamin (Lonza) und 100 ml fetalem Kalberserum (FCS) (Biochrom)
angesetzt.

Die Milchzahne wurden, in je eine Petrischale aufgeteilt (Sarstedt AG), vorsichtig mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) (Biochrom) und 70 % Alkohol gereinigt. Anheftendes
Gewebe und Knochen wurde mit einem sterilen Skalpell (Hu-Friedy) entfernt. Nach der
Reinigung wurde unter sterilen Bedingungen die Pulpa entfernt. Die Zahne wurden
mechanisch aufgebrochen und mit sterilen Pinzetten (Hu-Friedy) und Skalpellen wurde die

Pulpa entfernt.

2.2.2. Kultivierung des pulpalen Gewebes

Nach der Entfernung aus dem Pulpenkavum wurde die Pulpa mit einem Skalpell in ca. 1 mm?
grolde Stucke zerkleinert und mit auf 37 °C erwarmten Nahrmedium benetzt. Je 3 Fragmente
mit einem Abstand von ca. 5 cm wurden in eine 75 ml Kulturflasche (Sarstedt) eingebracht.
Zur Anheftung der Pulpafragmente an der Plastikoberflache blieben die Kulturflaschen
unverschlossen fur 10 Minuten unter der Sicherheitswerkbank. Daraufhin wurden 20 ml von
37 °C warmen Nahrmedium vorsichtig in die Kulturflaschen pipettiert. Bei diesem Schritt
musste besonders auf die Anhaftung der Pulpafragmente geachtet werden, damit diese sich
nicht wieder ablosten. Die Flaschen wurden nun fir eine Woche im Inkubator (Thermo
Scientific) bei 37 °C und 5 % CO:2belassen und maoglichst wenig bewegt. Nach einer Woche
wurden das Gewebe und die daraus wachsenden Zellen unter dem Mikroskop dokumentiert.
Das Nahrmedium und abgelostes Gewebe wurden vorsichtig abgesaugt und 20 ml neues

Nahrmedium in die Flasche pipettiert. Jeden zweiten Tag wurde nun das Medium gewechselt.

16



2.2.3. Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden bei jedem Mediumwechsel unter dem Mikroskop kontrolliert und bei einer
Konfluenz von 80-85 % konnten die Zellen passagiert werden. Dafur wurde das Medium aus
der Zellkulturflasche abgesaugt, zweimal 10 mI PBS zum Waschen der Zellen in die Flaschen
pipettiert und abgesaugt. Anschliefend wurden 15 ml einer Worksolution aus Accutase
(Biochrom) und PBS (1:10) auf die Zellen gegeben und fur 15 Minuten bei 37 °C in einem
Inkubator gelagert. Danach wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, ob die Zellen sich
vollstandig vom Boden der Zellkulturflasche abgelést haben. Die Zellsuspension wurde nun
durch ein Strainer (Sieb) in ein 50 ml Falcon Réhrchen gegeben, mit 10 ml PBS nachgespult
und bei 1700 UPM bei 37 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Supernatant wurde abgesaugt

und die Zellen konnten nun fiur weitere Versuche benutzt werden.

2.2.4. Magnetic activated cell sorting (MACS)

Die passagierten Zellen konnten nun mit Hilfe des MACS Systems (Miltenyi Biotec) weiter
sortiert werden. Hierfir wurden pro 107 Zellen 100 pyl MACS Puffer mit 2 % frisch
hinzugefugtem FCS, 20 ul anti IgGk (1:50 verdunnt), 20 ul Stro-1 Antikérper (1:50 verdinnt)
(BioLegend) und 20 ul MicroBeads (Miltenyi Biotec) hinzugegeben und vorsichtig vermengt.
Diese Falcon-Rohrchen wurden dann im Dunkeln fur 15 Minuten bei 4 °C im Kuhlschrank
gelagert. In dieser Zeit banden die Antikdrper an den spezifischen Antigenen auf der
Stammzelloberflache. AnschlieBend wurde zweifach mehr PBS hinzugegeben, die
Suspension gevortext und bei 17000 UPM bei 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. Der MACS
Versuchsaufbau wurde nun mit Alkohol gereinigt, mit Columns bestickt und mit 500 pl MACS-
Puffer gesplilt. Wahrenddessen wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit 3 ml
MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nun in eine mit ferromagnetischer
Stahlwolle geflllte Saule pipettiert, welche vorab innerhalb eines magnetischen Feldes
positioniert wurde. Dadurch wurden die Zellen magnetisch sortiert. Die nicht markierten Zellen
blieben nicht in der Stahlwolle hangen und konnten am Ende der Saule als MACS-negative
Zellen aufgefangen werden. Die Saule wurde noch zweimal mit 500 ul MACS-Puffer gespdlt.
Im Anschluss konnten die markierten Stammzellen, auerhalb des magnetischen Feldes, aus
der Saule mit 1 ml MACS-Puffer miteinem dazugehdrigen Stempel in ein 15 ml Tube gepresst
werden. Diese Zellen wurden nun als MACS-positiv benannt. Der Vorgang des Sortierens
wurde mit den MACS-positiven Zellen wiederholt, um ein sauberes Ergebnis zu erhalten. Die
MACS-positiven Zellen (SHED) wurden nun mit 10 ml auf 37 °C erwarmtes Nahrmedium
vermengt und in neue Zellkulturflaschen mit 15 ml Nahrmedium gegeben. Die Zellen
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verblieben fur eine Woche im Inkubator bei regelmafiger Kontrolle unter dem Mikroskop. Die

MACS-negativen Zellen wurden zentrifugiert (10 min.,1700 UPM, 4 °C) und eingefroren.

2.2.5. Einfrieren der Zellen

Die Mdglichkeit des Einfrierens der Zellen ist von grofiem Nutzen, um Zellen fur spatere
Versuche zu erhalten. Dies ist zum Beispiel mdéglich, nachdem die Zellen passagiert wurden.
Das Zellpellet wurde mit 1 ml Einfriermedium (Biofreeze, Biochrom) vermischt, in Kryoréhrchen
(Sarstedt) pipettiert und bei -70 °C in einem Isopropanolbad gelagert.

2.2.6. Nachweis der typischen Merkmale von Stammzellen

2.2.6.1. Colony forming unit (CFU) assay

Um die Kolonie bildenden Fahigkeiten der Stammzellen darzustellen, wurde mit Hilfe einer
Neubauzahlkammer die Zellzahl bestimmt, um anschlieRend 5 Zellen/cm? auf einer Petrischale
mit 10 ml Nahrmedium zu kultivieren. Nun wurde fir 12 Tage jeden dritten Tag das Medium
gewechselt. Abschlie3end folgten die Fixation und Farbung. Hierflr wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und mit 2 ml kaltem 70 %igem Ethanol fixiert. Indem nun 800 pl
Kristallviolett-Loésung (3g/Liter) fur 10 Minuten auf die Petrischalen gegeben wurde und
anschlieBend mit destilliertem Wasser die Losung ausgespult wurde, konnten die Kolonien
sichtbar gemacht werden.

2.2.6.2. Differenzierung der SHED mit Stimulationsmedium

Fir die Differenzierung der Zellen in Osteozyten, Adipozyten und Chondrozyten wurden die
Stammzellen wie in 2.2.3. erlautert passagiert. Die Zellen wurden nun mit verschiedenen

Stimulationsmedien von PromoCell individuell stimuliert und anschliel3end gefarbt.

2.2.6.3. Osteogene Differenzierung

Fir die osteogene Differenzierung wurden die Zellen in 12-Well Platten kultiviert und bei einer
Konfluenz von 80 % wurde mit der Stimulation mit 2 ml osteogenem Differenzierungsmedium
begonnen. Als Kontrolle wurde eine Reihe mit Nahrmedium und ohne Differenzierungsmedium
verwendet. Das Medium wurde dreimal die Woche fur 12 Tage gewechselt. AnschlielRend
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konnte mit einer Alzarin-Rot-Losung (1 g auf 50 ml destilliertem Wasser, pH 4,1-4,2) gefarbt
werden. Die Wells wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit gekihltem 70 %igem Ethanol
fixiert. Die Alzarin-Rot-Lésung wurde auf die Zellen gegeben und nach 5 Minuten wurde die
Uberschussige Farbe mit destilliertem Wasser abgesplilt.

2.2.6.4. Adipogene Differenzierung

Fir die adipogene Differenzierung fand ebenfalls die Kultivierung in 12-Well Platten mit zwei
Versuchsreihen statt. Es wurde eine Reihe mit adipogenem Differenzierungsmedium und eine
Kontrollreihe mit Nahrmedium durchgefuhrt. Die Medien wurden dreimal die Woche fur 14
Tage gewechselt und wurden abschlielfend mit Oil-Red-O-Lésung angefarbt. Die Zellen
wurden hierfir zweimal mit PBS gewaschen und mit 60 % Isopropanol (Fisher BioReagents)
far 5 Minuten fixiert. Die Farbe wurde mit 125 mg Oil Red (Sigma-Aldrich), 25 ml Isopropanal,
10 ml destilliertem Wasser plus 15 ml Oil-Red-O angesetzt, 10 Minuten bei 1700 UPM
zentrifugiert und durch Membranpapier (Sartorius) filtriert. Diese Losung wurde fur 10 Minuten
auf die 12-Well Platten gegeben und die Farblberschisse wurden mit destillietem Wasser
abgewaschen. Nun konnten die Lipidtrépfchen unter dem Mikroskop begutachtet und mit der

Mikroskopkamera festgehalten werden.

2.2.6.5. Chondrogene Differenzierung

Fir die chondrogene Differenzierung wurden die Stammzellen einer Zellkulturflasche in
Eppendorf-Réhrchen Gberflhrt. AnschlieRend wurde fir 21 Tage chondrogenes
Differenzierungsmedium beziehungsweise Nahrmedium fir die Kontrollgruppe hinzugegeben
und alle drei Tage nach Zentrifugation gewechselt. Das nun entstandene Zellpellet wurde mit
einem Glutaraldehyd/Formaldehydgemisch (4 ml Glutaraldehyd 25 %, 10 ml Formaldehyd
37 %, 86 ml Phosphatpuffer ph 7,4) fur 24 h im Kuhlschrank fixiert. Das Fixiermittel wurde
funfmal mit PBS ausgewaschen und die Proben wurden fir die Paraffineinbettung vorbereitet.
Jede Probe wurde in eine Biokassette (Bio-optica) zwischen zwei Unterlagen aus Polyurethan
platziert. Die Kassetten wurden in den Entwasserungsautomaten TPC 15 DUO (Medite)
eingebracht, nach einer Zwischenlagerung in 70 % Ethanol startete der Automat mit der
Entwasserung fur 24 h und nach Ablauf der Zeit endete das Programm in flissigem, 60 °C
warmen Paraffin. Danach konnten die Biokassetten und die Unterlagen entfernt werden sowie
das gelbliche Pellet mit einer Prapariernadel entnommen werden. Das Pellet wurde in einer
Edelstahlform mit flissigem Wachsuberschichtet und auf einer Kuhliplatte abgekunhlt.

Daraufhin folgte das Schneiden des Paraffinblockes mit Hilfe des Messers Feather N35H in
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einer Schnittdicke von 5-10um. Die Schnitte wurden auf Objekttrager gebracht und fur 12 h in
Brutschrank bei 37 °C getrocknet. Abschlielend wurden die Praparate mit Alcianblau (Roth)
(1 % Alcianblau in 3 % Essigsaure) und Kernechtrot (Waldeck) als Gegenfarbung gefarbt.

2.2.6.6. Ermittlung SHED-spezifischer Oberflachenantigene mit der Durchflusszytometrie

Fir die Messung der spezifischen Oberflachenantigene der SHED wurden die Zellen aus der
Zellkulturflasche mittels Accutase geldst und durch einen Cell-Strainer in 50 ml Falcon-Tubes
filtriert. Nach Zentrifugation und Resuspension in 700 pyl PBS wurde 7 pl Viobility Fixable Dye
hinzugeben, gevortext und die Proben fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliellend wurde 1 ml PEB-Puffer (MACS BSA stock solution, autoMACS rinsing solution
1:20) hinzugegeben, zentrifugiert, der Supernatant abgesaugt und in 900 pl PBS
resuspendiert. 45 yl FcR Blocking Reagent (Milteny Biotec) wurde zu den Zellen hinzugegeben
und es wurden je 100 pl der Suspension in 8 FACS-Rohrchen pipettiert. Die Antikorper (s.
Tabelle 8) wurden hinzugeben und fur 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.

Probe Antikorper

1 CD14 (FITC) (2ul) CD146 (PE) (10ul) CD45 (APC) (10uI)
2 CD90 (FITC) (2ul) CD73 (PE) (2ul) IgG2a (APC) (10ul)
3 STRO-1 (PE) (5ul) CD105 (FITC) (2u1)

4 CD34 (PE) (2ul)

5 IgG2a (PE) (20ul)

6 lgG1 (PE) (20pl)

7 REA Control (FITC) (2ul) IgM (PE) (5ul)

8 REA Control (PE) (2pl)

Tabelle 8: Protokoll CD-Marker FACS

Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 1ml PBS gewaschen, zentrifugiert, in
150 ul Paraformaldehyd (4 %) resuspendiert und auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Zellen
konnten nun flr die Fluoreszenz aktivierte Zell Sortierung verwendet werden (engl.
Fluorescence activated cell sorting, FACS) mittels FACSCalibur E6370 und der Software
FACSComp 5.1.1.
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2.2.7. Ribonukleinsaure (RNA) Extraktion

Fir die RNA-Extraktion wurden die Stammzellen in 6 Well-Platten kultiviert, bei einer
Konfluenz von 80 % wurde von jedem Patienten je ein Well fir 24 h mit Entzindungsmedium
stimuliert und ein Well weiterhin mit Nahrmedium benetzt. Fir das Entzindungsmedium wurde
zu dem angesetzten Nahrmedium 1 ng/ml Interleukin-1 beta (IL-18), 10 ng/ml
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und 100 ng/ml Interferon-Gamma (IFN-y) von der Firma
Peprotec hinzugefugt. Anschliefend wurde der Versuch mit Hilfe des RNeasy Mini Kit
(Qiagen) durchgefihrt. Es wurde zweimal mit PBS gespult und 250 pl Lysis Puffer (1 mI RLT
+ 10 pl B-mercaptoethanol) hinzugeflgt. Die Zellen wurden nun mit einem Scraper von den
Well-Platten geldst und es wurde 70 % Ethanol hinzugegeben. Anschlieend wurde die
Suspension in Zentrifugenrohrchen mit integriertem Filter bei 10000 UPM fur 20 Sekunden
zentrifugiert. Die Elution wurde verworfen und 700 pyl RW1 hinzu pipettiert. Nach erneuter
Zentrifugation bei 10000 UPM fur 20 Sekunden wurde die Elution wieder verworfen und 500
Ml RPE-Puffer hinzugegeben. Nach zwei weiteren Zentrifugationsdurchlaufen wurden die ,spin
columns” in neue 1,5 ml Réhrchen Gberfihrt und 25 pl RNase freies Wasser hinzugegeben.

Es folgte eine weitere Zentrifugation der Rohrchen bei 10000 UPM fur eine Minute.

2.2.7.1. RNA-Messung

Die Bestimmung der RNA-Menge wurde photometrisch mit Hilfe der ,uDrop Plate® (Thermo
Scientific) durchgeflihrt. Es wurden je 2 ul der zuvor gewonnen Suspension mit RNA auf die
Platte gebracht und bei 260 bzw. 320 nm die Absorption im Photometer (Thermo Scientific)
gemessen. Die Konzentration ¢ [ug/ml] der RNA wurde anschliefend mit folgender Formel

bestimmt.

_ 40 pg/ml
c= (A260 - A320) X Pfadlange der Platte in cm (0,051)

2.2.8. cDNA-Synthese

Die cDNA wurde aus der vorher gewonnenen RNA mittels des ,Quanti Tect Reverse
Transcription Kit“ (Qiagen) hergestellt. Die RNA (<1ug RNA/Probe) wurde vor dem Gebrauch
auf Eis gelagert. Pro Probe wurde, zur Elimination von eventuell vorhandener genomischer
DNA, 2 ul ,gDNA Wipeout Buffer auf 8 yl RNA und 4 yl RNA-freies Wasser in PCR-Rdhrchen
pipettiert, fur zwei Minuten bei 42 °C inkubiert und sofort auf Eis gelegt. AnschlieRend wurde
der Reverse Transcriptase Master Mix angesetzt, bestehen aus: 4 pl ,RT-Buffer, 1 yl ,RT

Primer Mix“und 1 pl ,Reverse Transkription Quantiscript‘. Das Gemisch des ,Wipeout Buffer”
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und der Master Mix wurden vermengt. Es folgte eine Inkubation fir 15 Minuten bei 42 °C und

weitere drei Minuten bei 95 °C zur Deaktivierung der reversen Transkriptase.

2.2.9. Quantitative Polymerase-Chain-Reaction (QPCR)

Die Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion wurde mit dem Light Cycler™ (96 Roche)
durchgefuhrt. Es wurde nach den Herstellerangaben vorgegangen und als Housekeeping Gen
wurde das Phosphoglycerat Kinase 1 Gen (PGK1) verwendet. Pro Probe wurde 10 pl ,Fast
Start-DNA Probes Master®, 4 yl RNAse-freies Wasser, 1 yl Primer und 5 yl cDNA vermengt.
Zuséatzlich wurde je eine Probe no-RT und eine Probe DNase-freies Wasser verwendet. Es
wurden je 20 pl in eine 96-Well hard shell PCR-Platte (Roche) pipettiert, welche anschlie3end
mit einer Folie (Thermo Fisher Scientific) verschlossen wurde. Die Platte wurde in den Light-

Cycler eingebracht und folgendes Programm wurde gestartet (Tabelle 9):

Dauer (Sekunden) Temperatur (°C) Zyklenanzahl

I. Vorinkubation 600 95 1
1. Denaturierung 10 95
Il. Amplifikation | 2. Annealing 30 60 40
3. Elongation 1 72
[1l. Abkihlung 30 37 1

Tabelle 9: Light Cycler™ Programm zur gPCR

2.2.10. Extrazellulare FACS-Analyse

Die Extrazellulare FACS-Analyse wurde durchgefuhrt, um auch auf Proteinebene ein Profil der
TLR 1-10 Expression von SHED in entziindlichem und nicht entziindlichem Medium
darzustellen. Die Zellen wurden wie unter 2.2.6.6. beschrieben passagiert und es wurde
»Viability Staining“ durchgefuhrt. Anschlieend wurden die Zellen in 700 pl PBS resuspendiert,
350 pl FcR Blocking Reagent hinzugeben und auf FACS-Ro6hrchen aufgeteilt. Die Antikorper
wurden, wie in Tabelle 10 aufgelistet, hinzugegeben und bei 4 °C fir 30 Minuten im Dunklen
inkubiert. Die Proben wurden zweimal mit 1ml PBS gewaschen, bei 17000 UPM fur 10 Minuten
bei 4 °C zentrifugiert und der Supernatant verworfen. Abschlieend wurde das Zellpellet in
150 pl Paraformaldehyd (4 %) resuspendiert. Es folgte die Auswertung mit FACSCalibur
E6370 und der FACSComp 5.1.1 Software.
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Probe Antikorper

1 Anti TLR1 PE (5 pl) Anti TLR2 FITC (5 pl)

2 Mouse IgG1 PE (20 pl) Mouse IgG2a FITC (10 pl)

3 Anti TLR4 FITC (1 pl) Anti TLR10 PE (5 pl)

4 Mouse IgG2a FITC (20 pl) Mouse IgG1 PE (5 pl)

5 Anti TLR5 Alexa Fluor488 (5 pl) Anti TLR6 PE (5 pl)

6 Alexa Fluor488 conj. Isotype CTRL (5 pl)  1gG1 k PE, Isotype Control (5 pl)

Tabelle 10: Versuchsprotokoll der extrazellularen TLR FACS-Analyse

2.2.11. Intrazellulare FACS-Analyse

Fir die Analyse der TLR-Expression intrazellular wurde die Zellwand fur markierte Antikdrper
permeabel gemacht. Nach Passagierung und ,Staining®, wie unter 2.2.6.6. beschrieben,
erfolgte die Permeabilisierung mit dem Cytofix/Cytoperm™ Kit (Becton Dickinson) wie vom
Hersteller vorgegeben. AnschlieRend wurde zweimal mit je 1ml ,Wash Buffer” gewaschen,
zentrifugiert (1700 UPM, 10 Minuten, 4 °C) und der Supernatant abgesaugt. Nach der
Resuspendierung in 400 ul ,Wash Buffer” wurden die Proben in die FACS-Roéhrchen pipettiert
und die Antikérper (s. Tabelle 11) hinzugegeben. Es folgte die Inkubation fur 30 Minuten bei
4 °C im Dunklen und zweimaliges Waschen mit ,Wash Buffer“. Nach erneuter Zentrifugation
wurde abschlieRend in 150 pl Paraformaldeyd (4 %) resuspendiert.

Probe Antikorper

Rat IgG1k PE (2,5 pl) (1:10 verdinnt mit Aqua dest.)
Rat IgG1k PE (5 pl)

Anti TLR3 PE (5 pl)

Anti TLR7 PE (1 pl)

Anti TLR8 PE (8 pl)

Mouse IgG2a k PE (5 pl)

Anti TLR9 PE (5 pl)

N OO o0 B~ 0N -

Tabelle 11: Versuchsprotokoll der intrazellularen TLR FACS-Analyse
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2.2.12. Statistische Analyse

Fir die statistische Auswertung wurde zu Beginn mittels Shapiro-Wilk-Test auf eine
Normalverteilung der Daten hin Uberprift. Da die Daten nicht normal verteilt waren, wurde zur
Analyse der unterschiedlichen TLR-Expression auf Protein und mRNA- Ebene von SHED im
entztindlichen und nicht entziindlichen Medium der verteilungsfreie Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test verwendet. Hierfur wurde die Software SPSS (SPSS Software Version 27, SPSS,
Chicago, IL, USA) genutzt und das Signifikanzlevel auf p = 0.05 gesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Gewinnung und Kultivierung pulpaler Zellen

Nach schonender Entfernung der Pulpa (Abb. 3) und der erfolgreichen Adhasion der
Gewebefragmente der Pulpa wuchsen nach ungefahr einer Woche die Zellen aus dem

Gewebestlck. Das radiare Wachstum um das Gewebesttick liel3 sich Mikroskopischfesthalten
(Abb. 4).

Abbildung 3: Aufgebrochener Zahn mit entfernter Pulpa

Abbildung 4: Gewebefragment und auswachsende Zellen
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3.2. Nachweis der Stammzelleigenschaften

3.2.1. Anheftung am Plastikboden der Nahrmediumflasche

In Abbildung 5 sind die adharenten Zellen an der Plastikoberflache der Zellkulturflaschen nach
Nahrmediumwechsel sichtbar. Nicht angeheftete Zellen wurden beim Mediumwechsel und
Waschung mit PBS ausgesplilt.

Abbildung 5: Adharente Zellen an Zellkulturflasche (2. Woche)
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3.2.2. Colony forming units (CFU)

Die Koloniebildung der Stammzellen wurde nach zwdlf Tagen durch eine Farbung sichtbar
gemacht (Abb. 6).

Abbildung 6: Koloniebildung der SHED nach Farbung mit Kristallviolett-Lésung

3.2.3. Differenzierung der SHED

Nach Stimulation mit Osteogenem Stimulationsmedium konnten kalzifizierte Bereiche mit
Alzarin-Rot angefarbt werden. Somit konnte das osteogene Differenzierungspotential der
Stammzellen dargestellt werden (Abb. 7). Im Vergleich wurde eine Kontrollgruppe ebenfalls
angefarbt, die im vorherigen Verlauf kein Stimulationsmedium bekommen hatte. Hier waren
keine kalzifizierten Bereiche nachweisbar (Abb. 8).
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Abbildung 7: Osteogene Differenzierung — Farbung: Alzarin Rot

h u I

Abbildung 8: Kontrolle — Farbung: Alzarin Rot

28



Fir den Nachweis der adipogenen Differenzierung konnten, nach Kultivierung der
Stammzellen mit adipogenem Stimulationsmedium und Farbung mit Oil-Red-O-L6sung,
Lipidtropfchen nachgewiesen werden. Somit konnte das adipogene Differenzierungspotential
der SHED dargestellt werden (Abb. 9). In der Kontroligruppe, ohne adipogenem
Stimulationsmedium, konnten durch die Farbung keine Lipidtropfchen aufgezeigt werden

(Abb. 10).

5

Abbildung 9: Adipogene Differenzierung — Farbung: Oil-Red-O-Lésung
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Abbildung 10: Kontrolle — Farbung: Oil-Red-O-Lésung

Nach Stimulation der SHED mit chondrogenem Differenzierungsmedium und Farbung mit
Alcianblau und Kernechtrot konnte die Bildung von Glukosaminoglykanen aufgezeigt werden
(Abb. 11). Dies stellt somit die chondrogene Differenzierungsfahigkeit der SHED bildlich dar.
In der Kontrollgruppe ohne Differenzierungsmedium ist eine deutlich geringere Anfarbung

sowie eine weniger homogene Form des Zellpellets sichtbar (Abb. 12).
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Abbildung 11: Chondrogene Differenzierung — Farbung: Alcianblau

und Kernechtrot
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Abbildung 12: Kontrolle — Farbung: Alcianblau und Kernechtrot
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3.2.4. Nachweis Stammzell-spezifischer Oberflachenantigene

Mit Hilfe der FACS-Analyse wurde die Expression der CD-Oberflachenantigene auf den SHED
dargestellt.
Gemessen wurde eine erhdhte Expression der MSCs-Marker CD73, CD90, CD105 und
CD146 an der Zelloberflache (Abb. 14). CD14, CD34 und CD45 wiesen dagegen keine oder

eine sehr geringe Expression auf (Abb. 13).
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x-Achse: Fluoreszenzintensitat, y-Achse: relative Zellzahl, blaue Kurve: Isotypkontrolle

33



3.3. TLR-Expression der SHED auf mRNA-Ebene

Die TLR-Expression auf mRNA-Ebene wurde mit der quantitativen Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion bestimmt. In nicht-entziindlichen Nahrmedium verhielt sich die TLR-Expression
der SHED folgendermal3en (Mediane Genkopien/PGK1 Kopien, Interquartilbereiche): TLR1
(0.0001, 0.0000/0.0002), TLR2 (0.0025, 0.0011/0.0129), TLR3 (0.0073, 0.0048/0.0103), TLR4
(0.0002, 0.0001/0.0004), TLR5 (0.0001, 0.0000/0.0008), TLR7 (0.0004, 0.0002/0.0032), TLR9
(0.0001, 0.0000/0.0009), TLR10 (0.0151, 0.0072/0.0184). TLR6 und TLR8 wurden demnach
nicht exprimiert (Abb. 15). Im entziindlichen Medium wurde dagegen die Expression von TLR8
auf mRNA-Ebene signifikant erhoht sowie TLR7 vermindertexprimiert (p<0.05). TLR1 (0.0001,
0.0000/0.0003), TLR2 (0.0206, 0.0015/0.0663), TLR3 (0.0075, 0.0032/0.0161), TLR4 (0.0001,
0.0001/0.0004), TLRS (0.0000, 0.0000/0.0003), TLR7 (0.0002, 0.0001/0.0003), TLR8 (0.0010,
0.0000/0.0075), TLR9 (0.0001, 0.0001/0.0002), TLR10 (0.0088, 0.0054/0.0150) (Abb. 16).
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Abbildung 15: TLR-Expression der SHED und SHED-i auf mRNA-Ebene gemessen mit
quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion. mRNA-Expression der TLRs 1-10 in nicht
entztindlichem Medium (n = 10; Box- und Whisker-Plots mit Medianen und Quartilen). Die
griine Box stellt die signifikante Erhéhung und die rote Box die signifikante Verminderung der
Expression der TLR in entzindlichem Medium dar (statistische Signifikanz mit Asterisk

markiert, *: p < 0.05; Wilcoxon-Signed-Rank-Test).
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Abbildung 16: TLR-Expression der SHED und SHED-i auf mRNA-Ebene gemessen mit
quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion. mRNA-Expression der TLRs 1-10 in
entztindlichem Medium(n = 10; Box- und Whisker-Plots mit Medianen und Quartilen). Die
griine Box stellt die signifikante Erhéhung und die rote Box die signifikante Verminderung der
Expression der TLRs in entziindlichem Medium dar (statistische Signifikanz mit Asterisk

markiert, *: p < 0.05; Wilcoxon-Signed-Rank-Test).

36



3.4. TLR-Expression der SHED auf Proteinebene

Die TLR-Expression der SHED auf Proteinebene wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-aktivierten
Zellsortierung aufgezeichnet. Die Expression der TLR in nicht-entztindlichem Medium betrug:
(Mediane A-Fluoreszenz-Intensitat, Interquartilbereiche) TLR1 (0.9600, 0.4675/2.0150), TLR2
(9.4000, 6.8750/15.1500), TLR3 (22.6950, 5.8050/50.4750), TLR4 (4.7500, 1.9250/7.7500),
TLR6 (0.0600, 0.0000/0.4600), TLR8 (27.7950, 11.1000/35.9025), TLR9 (0.0200,
0.0000/1.2925) und TLR10 (0.6400, 0.2150/1.0050). TLR5 und TLR7 wurden nicht exprimiert
(Abb. 17). Im Vergleich dazu wurde im entztindlichen Medium die TLR6 und TLR9 Expression
herunterreguliert sowie die TLR8-Expression signifikant gesteigert (p<0.05). TLR1
(1.9400,1.5950/3.5925), TLR2 (9.1000, 7.7925/18.2750), TLR3 (21.7900, 12.4025/28.4500),
TLR4 (6.2500, 3.2175/13.2250), TLR8 (43.8200, 30.1175/46.4750), TLR10 (0.7350,
0.4750/2.0300) (Abb. 18).
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Abbildung 17: TLR-Expression der SHED und SHED-i auf Proteinebene gemessen mittels
Durchflusszytometrie. %Proteinexpression von TLR 1-10 in nicht entziindlichem Medium

(n = 10; Box- und Whisker-Plots mit Medianen und Quartilen).
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Abbildung 18: TLR-Expression der SHED und SHED-i auf Proteinebene gemessen mittels

Durchflusszytometrie. %Proteinexpression von TLR 1-10 in entziindlichem Medium (n = 10;

Box- und Whisker-Plots mit Medianen und Quartilen). Die grine Box zeigt eine signifikante

Erhdhung der %Proteinexpression in entzindlichem Medium (statistische Signifikanz mit

Asterisk markiert, *: p < 0.05; Wilcoxon-Signed-Rank-Test).
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Untersuchung ist es Erkenntnisse Uber das Expressionsprofil der Toll-like-
Rezeptoren von SHED unter entztindlichen und nicht entzindlichen Bedingungen zu erlangen.
Diese gewonnenen Erkenntnisse Uber die Expressionsprofile der TLRs kdnnten ein wichtiger
Baustein fur die Entwicklung neuer Therapie- und Regenerationsmdglichkeiten von
entzindeter Pulpa werden. In dieser Studie wurde mit SHED gearbeitet, da sich diese durch
ihre einfache Gewinnung aus exfolierten Milchzahnen, ihre ausgezeichnete Proliferationsrate

und ihre hohe Differenzierungsfahigkeit auszeichnen (Okai et al., 2012; Wang et al., 2018).

4.1. Diskussion der Methodik

4.1.1. Gewebeentnahme und Kultivierung

Fir die Gewebegewinnung wurden Milchzéhne von Kindern extrahiert, die moglichst wenig
kariose Lasionen aufwiesen. Auf Grund der bakteriellen Kontamination der Mundhohle und
der Provokation von Blutungen ist keine sterile Umgebung wahrend der Extraktion zu
erreichen. Da die Zahne direkt nach der Extraktion in einer NahrmediumIlosung mit Antibiotika
aufbewahrt wurden, ist die Ubertragung einer bakteriellen Infektion in die Zellkulturflaschen
mimimiert worden. Einige Proben mussten allerdings auf Grund von Pilzinfektionen,
wahrscheinlich bereits intraoral infiziert, verworfen werden. Bei MSCs wurde erforscht, dass
mit zunehmendem Alter der Probanden die Qualitat und Teilungsfahigkeit vermindert sind (Wu
et al., 2015). Milchzahne bieten sich daher besonders an, da sie von jungen Patienten
gewonnen werden und haufig Extraktionsindikationen wie Karies oder Kieferorthopadie
gegeben sind. Zur Zellkultivierung von MSCs — und in diesem Fall von SHED — sind
verschiedene Varianten bekannt. Zum einen wird die Methode der Verdauung angewendet.
So werden die zerkleinerten Pulpafragmente in einer Kollagenase Typ 1 und Dispase Lésung
aufgeldst, durch ein Zellsieb zur Trennung der einzelnen Zellen gegeben und anschlielend in
Nahrmedium kultiviert (Miura et al., 2003). Zum anderen ist eine weitere Methode der
Kultivierung, die Pulpa in kleine Fragmente zu schneiden und diese in einer Zellkulturflasche
mit Nahrmedium wachsen zu lassen (Fawzy El-Sayed, Klingebiel et al., 2016). In dieser Studie
wurde letztere Methode verwendet, um mdglichst schonend mit dem Gewebe umzugehen und
die Zellen nicht durch enzymatische Verdauung und Filterungen zu stressen. Durch
regelmaRiges Waschen mit PBS und beim Passagieren wurden nicht adharente Zellen

herausgespult.
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4.1.2. Magnetic activated cell sorting (MACS)

Zur Sortierung der Zellen wurden mit Hilfe von STRO-1-Antikérpern die Stammzellen markiert
und magnetisch herausfiltriert (MACS-positive Zellen; SHED). Der STRO-1-Antikorper ist der
bekannteste mesenchymale Stammzell-Marker, auch wenn dieser nicht als allgemeiner
MSCs-Marker angesehen wird, da er nicht exklusiv auf MSCsexprimiert wird (Lin et al., 2011).
In Kombination mit weiteren Indikatoren, wie der Bestimmung der Oberflachenantigene, ist er
ein sehr guter Marker (Kolf et al., 2007). Es wurde diese Methode verwendet, da — wie bereits
in der Literatur beschrieben — erwiesenermalen die Fahigkeit zur Koloniebildung der MACS-
positiven Zellen erhoht ist und im Gegensatz zu den MACS-negativen Zellen die definierten
Oberflachenmarker fir Stammzellen exprimiert werden (Fawzy El-Sayed et al., 2015). MACS
ist eine weit verbreitete Methode zur Sortierung von Zellen. Ein groRRer Vorteil dieser ist ihre
Zeiteffizienz (Bacon et al., 2020). Bei der magnetischen Zellsortierung werden die zu
sortierenden Zellen vorbereitet, indem sie mit spezifischen Antikérpern und ,Microbeads* —
magnetischen Partikeln, die einen Nanometer gro3 sind — inkubiert werden. Die hier
verwendeten Microbeads sind gut geeignet, da sie ein schnelles Bindungsvermdgen und eine
geringe Verklumpung aufweisen. Zudem aktivieren sie nicht die Zellen und flhren zu keiner
Beeinflussung der weiteren Versuche, wodurch sie nach dem Sortieren nicht entfernt werden
mussen (Miltenyi et al., 1990). Die Antikdrper binden an die gesuchten Zellen und die
Microbeads wiederum an die Antikorper. Die gewunschten Zellen sind somit magnetisiert. Um
Fehlbindungen zu anderen Zellen in der Suspension zu vermindern, wurde zusatzlich ein ,FcR
Blocking Reagent” verwendet. Selbst bei sehr gewissenhafter Arbeit mitder MACS-Collum ist
keine reine MACS-positive Zellsuspension zu erwarten. Daher wurde der Vorgang des MACS
zweimal wiederholt, um doppelt sortierte Zellen zu erhalten und eine Zellsuspension zu

gewinnen, die moglichst MACS-negativ frei ist.

4.1.3. Nachweis der typischen Merkmale von Stammzellen

In dieser Studie wurde mit mesenchymalen Stammzellen gearbeitet. Wie bereits beschrieben
wurden die Zellen mit Hilfe von MACS sortiert und die SHED heraus filtriert. AnschlieRend lield
sich an den typischen Merkmalen beweisen, dass es sich um mesenchymale Stammzellen
handelte. Hierbei wurde sich an der Richtlinie der ,Internationalen Gesellschaft fir
Zelltherapie“ (International Society for Cellular Therapy) orientiert. Demnach wurde erstens
vorausgesetzt, dass die Zellen die Fahigkeit der Plastikadharenz besitzen. Zweitens mussten
sie die Oberflachenmarker CD105, CD73 und CD90 exprimieren sowie negativ auf CD45,

CD34 und CD14 getestet werden. Drittens mussten sie ein Differenzierungspotential nach
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Stimulierung in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten in vitro aufweisen (Dominici et
al., 2006). Alle diese Merkmale wurden in dieser Forschungsarbeit aufgezeigt. Zusatzlich
wurde zur weiteren Gewissheit der Oberflachenmarker CD146 als positiv Uberprift. Dies ist
moglicherweise einer der aussagekraftigsten Marker fir mesenchymale Stammzellen, da er
bereits in MSCs-Populationen aus unterschiedlichsten Geweben gefunden werden konnte (Lv

et al., 2014). Aulerdem wurden die Zellen auf ihre Fahigkeit der Koloniebildung hin getestet.

4.1.3.1. Fahigkeit der Plastikadharenz

Ein wichtiges Kriterium der MSCs nach Dominici et al. (2006) ist die Adharenz der Zellen an
einer Plastikoberflache wie einer Zellkulturflasche. Dieses lasst sich nachweisen indem nach
Zellkultivierung und anschlielender Phase der Zellproliferation die Zellen mehrmalig mit PBS
gewaschen werden (Colter et al., 2000). Die nicht adharenten Zellen werden somit
herausgespult und zudem werden Zellreste und Stoffwechselprodukte aus der

Zellkulturflasche gereinigt.

4.1.3.2. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder auch Fluoreszenz aktivierte Zell Sortierung (FACS) ist eine
bedeutende Methode zur Sortierung und Definition von Stammzellpopulationen. Sie zeichnet
sich durch ihre Schnelligkeit und vor allem Genauigkeit aus. Die zu sortierenden Zellen werden
mit fluoreszierenden Antikorpern wie beispielsweise APC oder PE inkubiert und innerhalb
einer Tragerflissigkeit in einen Laserstrahl eingebracht. Das Laserlicht bricht an den Zellen
(engl. ,Scatter”) und fluoreszierende Substanzen werden zur Lichtemission angeregt. Diese
spezifischen Emissionen befinden sich in anderen Wellenlangen, weshalb die Intensitaten mit
Hilfe von Lichtfiltern aufgezeichnet werden kdnnen. Da mehrere verschiedenfarbige Filter
parallel verwendet werden kénnen, lassen sich mit unterschiedlichen Fluorochromen zur
selben Zeit mehrere Fluoreszenzintensitdten messen. Dadurch kann die Anzahl der Proben
reduziert werden. Durch das Messen der Streustrahlung und der Fluoreszenzintensitat lasst
sich die Zellform und ZellgréRe sowie die Bindung zu fluoreszierenden Antikrpern bestimmen
(Johnson et al., 2007; Picot et al., 2012). Eine zu beachtende Fehlerquelle dieser Methode ist
die mogliche Fehlbindung der markierten Antikdrper. Die Antikorper binden hierbei
unspezifisch an die Fc-Rezeptoren der Zellen und fuhren zu ungenauen Signalen im
Hintergrund. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit fir die Antikbrper passende

Isotypkontrollen innerhalb der FACS mit ausgewertet. Durch deren Fahigkeit dieselbe
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unspezifische Bindung einzugehen, lassen sich somit die Hintergrundsignale herausrechnen.
Zur weiteren Pravention vor Fehlbindungen wurde mit ,FcR-Blocking Reagent® gearbeitet
(Fehrmann, 2021). Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnten in dieser Arbeit die typischen
CD-Oberflachenantigene fur mesenchymale Stammzellen nachgewiesen werden.

4.1.3.3. Differenzierungspotential der SHED

Eine besondere Eigenschaft der MSCsist ihre Fahigkeit zur Differenzierung. Zur Darstellung
dieser wurden nach Standardprotokollen die Zellen mit Stimulationsmedien zur
Differenzierung in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten angeregt (Dominici et al.,
2006). Zur bildlichen Veranschaulichung wurden die Zellen und deren durch Stimulierung
hervorgerufenen intrazelluldaren Veranderungen, wie beispielsweise Lipidtropfchen, nach
adipogener Differenzierung durch Farbungen sichtbar gemacht. Somit konnten die drei
Differenzierungswege dargestellt und belegt werden.

4.1.3.4. Colony forming unit (CFU) assay

Auch wenn in den Richtlinien der ,Internationalen Gesellschaft fur Zelltherapie* und bei
Dominici et al. (2006) der Nachweis der Fahigkeit zur Koloniebildung von MSCs nicht
vorgegeben ist, wurde in der vorliegenden Arbeit dieser Aspekt untersucht. Eine einzelne
menschliche mesenchymale Zelle ist befahigt zur Bildung einer Kolonie (Penfornis &
Pochampally, 2016). Daher wurde die Zellzahl bestimmt und die SHED in einer geringen
Dichte von 5 Zellen/cm? ausgesat. Nach einer Farbung mit Kristallviolett-Losung konnte somit
eindrucklich die Koloniebildung der SHED dargestellt werden.

4.1.4. Intra- und extrazellulare TLR-Expression

4.1.4.1. Entzindungsmedium

Es ist bekannt, dass verschiedene Entziindungsfaktoren wie IFN-y oder TNF-a einen
deutlichen Effekt auf MSCs haben. So wurde in verschiedenen Studien die Auswirkung eines
entzundlichen Milieus auf MSCs erforscht (Fawzy El-Sayed, Elahmady, et al., 2019; Fawzy El-
Sayed, Elsalawy, et al., 2019). Daraus ergibt sich beispielsweise die Erkenntnis, dass aus
Fettgewebe von Mausen gewonnene MSCs unter Einfluss von IFN-y und TNF-a eine erhohte

Wachstumsrate aufweisen (Mohammadpour et al., 2016). In dieser Forschungsarbeit wurde
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die Expression der TLRs der SHED im entzindlichen Medium unter der Verwendung der
bekannten Entzindungsfaktoren IL-13, TNF-a und IFN-y betrachtet (Fawzy El-Sayed,
Klingebiel, et al., 2016; Fawzy El-Sayed, Mekhemar, et al., 2016; Fehrmann et al., 2020).

4.1.4.2. Dokumentation der TRL-Expression mittels Quantitativer Polymerase-Chain-
Reaction (QPCR)

Zur Dokumentation der TLR-Expression auf mRNA-Ebene wurde die Echtzeit-Polymerase
Kettenreaktion verwendet. Der Unterschied zur normalen PCR ist, dass direkt wahrend der
Reaktion Messungen der amplifizierten DNA stattfinden kénnen und nicht erst im Anschluss.
Fir die Durchfuhrungder qPCR wurde vorher die RNA extrahiert und in cDNA Gberfuhrt. Diese
Versuchsschritte wurden nach standardisierten Protokollen und Baukasten von Qiagen
durchgefuhrt. Dadurch ist die Ausfihrung der Versuche reproduzierbar und die potenziellen
Fehlerquellen der Laborarbeit, wie Verunreinigungen, werden minimiert. Die qPCR gilt in
vielen Forschungsbereichen als gute und genaue Form der Datenerhebung in Bezug auf
Erkennung und Messung von Nukleinsauren. Dennoch gibt es auf Grund der sensiblen
Messungsmethodik Fehlerquellen, die es zu beachten gibt: So sind Pipettierfehler infolge der
kleinen zu pipettierenden Flussigkeitsmengen maglichst auszuschlieRen. Hierfur hat es sich
bewahrt, wenn maoglich einen ,Master Mix“und dadurch groRere Pipettiermengen zu erstellen.
Ein weiterer Fehleraspekt ist die Verunreinigung durch unerwinschte Nukleinsauren. Zum
Ausschluss dessen wurde in der vorliegenden Arbeit zusatzlich mit,,No-Template-Kontrollen®
in Form von DNAse freiem Wasser statt ,Template“ gearbeitet. Zudem sind ,noRTs" Proben
ohne reverse Transkription verwendet worden, um mdgliche Kontaminationen durch DNA zu
dokumentieren die bereits vor der RT vorlagen (Taylor et al., 2019). Da die Proben fir die
gPCR sensibel auf Veranderungen und unterschiedliche Handhabungen reagieren, wurde
streng nach Protokoll gearbeitet. Um eine relative Expression von Zielgenen bestimmen zu
konnen, ist das Festlegen eines Referenzgens notwendig, welches von den Zielzellen
unreguliert exprimiert wird. Dieses sogenannte ,Housekeeping Gen® muss individuell
abhangig von der experimentellen Studie, Gewebe- und Probentyp ausgewahlt werden
(Thellin et al., 1999). In dieser Studie wurde das Housekeeping Gen PGK1 ausgewahlit. Das
PGK1 Gen kodiert fur das glykolytische Enzym Phosphoglyceratkinase 1 und ist in allen
Geweben des menschlichen Korpers zu finden (National-Center-for-Biotechnology-
Information, 2022). Dieses Gen wurde bereits erfolgreich in weiteren Studien als Referenzim
Zusammenhang mit TLRs und intraoralem Gewebe wie Gingiva oder apikale Papille
verwendet (Fawzy EI-Sayed, Mekhemar, et al., 2016; Fehrmann, 2021). Die PCR ermaglicht

es auch kleine Mengen an genetischem Material zu detektieren. Dies ist mdglich, indem durch
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eine DNA abhangige DNA-Polymerase bestimmte Abschnitte einer einzelstrangigen DNA, die
vorher mit Primern markiert wurden, in mehreren Zyklen von Denaturierung, Annealing und
Elongation vermehrt werden. Durch die exponentielle Vermehrung ist es dann madglich die
ursprunglich kleinen, nicht messbaren Mengen, zu dokumentieren. In dieser Arbeit wurde der
Light Cycler 96 verwendet, wodurch eine Auswertung mittels Fluoreszenz genutzt wurde.
HierfUr wurden, zusatzlich zu den Primern, sequenzspezifische Hybridisierungssonden
eingebracht. Nach Anregung der gebundenen Sonden Uber die Emissionsdiode des Light
Cyclers wurde nun die Fluoreszenz derer in Echtzeit nach jedem Zyklus gemessen. Die
Intensitat der Fluoreszenz ist als proportional zu der Menge an DNA anzusehen (Krause et al.,
2012).

4.1.4.3. Dokumentation der TLR-Expression mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie zur Analyse der TLR-Expression auf Proteinebene wurde aquivalent
zur CD-Oberflachenantigen Betrachtung, wie unter 4.1.3.2. beschrieben, durchgefuhrt. Fir die
Dokumentation der intrazelluldren TLR-Expression mussten die Zellen mit Hilfe eines
Fix&Perm Kits permeabel gemacht werden. Diese Methodik ist, ebenso wie die bereits
genannten Versuchsaufbauten, bereits in mehreren Studien erfolgreich verwendet worden
(Fawzy EI-Sayed, Mekhemar, et al., 2016; Fehrmann et al., 2020). Die Durchflusszytometrie
stellt eine weitere wichtige Aussagekraft bezlglich der Expression der TLRs dar. Die alleinige
Begutachtung auf mRNA-Ebene mit der qPCR gibt keine Auskunft dartber, ob die mRNA in
ein Protein translatiert wird (Gygi et al., 1999). Auf Grund dessen wurde in der vorliegenden
Arbeit beides einzeln analysiert und anschlieRend verglichen.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

Die in dieser Arbeit untersuchten Zellen wurden nach den Richtlinien der ,Internationalen
Gesellschaft fur Zelltherapie“ und nach Dominici et al. (2006) Uberpruft, um davon ausgehen
zu konnen, dass mit den richtigen Zellen, in diesem Fall mesenchymalen Stammzellen aus
der Pulpa von Milchzahnen, gearbeitet wurde. Die kultivierten Zellen wurden daher auf ihre
Plastikadharenz getestet sowie die positive Expression der Oberflachenantigene CD105,
CD73, CD90 und negative Expression von CD45, CD34 und CD14 nachgewiesen. Zudem
mussten sie Koloniebildung aufzeigen und nach Stimulierung die Fahigkeit zur Differenzierung
in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten in vitro aufweisen. All diese Kriterien konnten
erfolgreich dargestellt werden. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass mit
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mesenchymalen Stammzellen, gewonnen aus der Pulpa von Milchzahnen (engl. stem cells

from human exfoliated deciduous teeth (SHED)), gearbeitet wurde.

4.2.1. Expression der Toll-like Rezeptoren im Nahrmedium

Bei der Analyse der Toll-like-Rezeptor Expression auf mRNA-Basis im Nahrmedium ohne
entzlindliche Stimulation konnten die TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7, TLR9 und
TLR10 in den SHED nachgewiesen werden. TLR6 und TLR8 wurden somit nicht exprimiert.
In vorherigen Studien wurde bereits gezeigt, dass in nicht stimulierendem Medium auf pulpalen
Stammzellen permanenter Zahne (DPSCs) die TLRs 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 10 exprimiert wurden
(Fawzy El-Sayed, Klingebiel, et al., 2016). In mesenchymalen Stammzellen aus der Gingiva
(G-MSCs)hingegen wurden TLR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 10 auf mRNA-Basis exprimiert (Fawzy
El-Sayed, Mekhemar, et al., 2016). Auf Proteinebene wurde in Nahrmedium besonders TLR
2, 3, 4 und 8 als auch weniger ausgepragt TLR 1, 6, 9, 10 exprimiert. TLR5 und 7 wurden auf
Proteinebene nicht gemessen. Der Rezeptor TLRS8, welcher fir die Erkennung von
einstrangiger RNA befahigt ist, wurde am starksten exprimiert, gefolgt von TLR3, TLR2, TLR4,
TLR1, TLR10, TLR6 und TLR9. In einer Studie, in der TLRs von Stammzellen der apikalen
Papille (SCAP) untersucht wurden, zeigte sich ebenfalls eine erhdhte Expression des
Rezeptors TLR8 auf Proteinebene, gefolgt von TLR 10, 5, 2, 1, 3, 9, 7, 4 und 6 (Fehrmann,
2021). Die Untersuchung der TLRs in G-MSCs zeigte hingegen eine Expression von TLR 1,
2,3,4,5,6, 7und 10 ohne TLR8 und TLR9 auf (Fawzy EI-Sayed, Mekhemar, et al., 2016).
Die TLR-Expression ist scheinbar abhangig von der Herkunftder Stammzellen und kann somit
stark variieren.

Wie bereits in vorherigen Studien beleuchtet, ist eine reine Messung der Expression von
Rezeptoren auf mRNA-Basis nicht ausreichend, um eine Aussage Uber die Expression auf
Proteinebene machen zu kdnnen. Wie in der vorliegenden Studie sind Abweichungen der
getrennten Messungen zu beobachten. Diese haufig beobachtete Diskrepanz erklaren Li et al
(2014) durch moglicherweise auftretende posttranslationale Mechanismen wie die
Translationskontrolle oder die Proteinhalbwertszeit.

4.2.2. Expression der Toll-like Rezeptoren im entziindlichen Medium

Ein weiterer Aspekt in dieser Arbeit ist die TLR-Expression im entztiindlichen Medium. SHED
werden in situ mit entziindlichen Faktoren konfrontiert, ausgeldst beispielsweise durch karitse
Lasionen und einhergehende Pulpitiden. Interessant ist somit die Auswirkung von

Entzindungsfaktoren in Nahrmedium auf das Expressionsprofil der TLR. Sowohl auf
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Proteinebene als auch auf mMRNA-Ebene erhdhte sich signifikant die Expression von TLR8 im
entziindlichen Medium, ohne die oben genannte sequenzielle Reihenfolge der TLR-
Expression zu verandern. Zudem wurde auf mMRNA-Ebene die Expression von TLR7 und auf
Proteinebene TLR6 und TLR9 signifikant herunter reguliert. Durch die vermehrte TLR8
Expression, ist von einer erhohten Sensitivitat flir die Erkennung einstrangiger RNA
auszugehen. Die genaue Auswirkung dessen bleibt allerdings noch zu erforschen. Wie die
Expression in Nahrmedium unterscheidet sich auch die Expression in entziindlichem Medium
abhangig vom Gewebeursprung. So veranderte sich das Expressionsprofil von SCAPs bei
Zugabe von Entzindungsfaktoren durch eine erhdhte Expression von TLR1, 2 und 9 sowie
durch Verringerung von TLR 3 und 4 auf mRNA-Ebene. Auf Proteinebene hingegen wurde
eine Verringerung der TLR3 Expression aufgezeigt. Zudem veranderte sich die Reihenfolge
der quantitativen Expression (Fehrmann, 2021). Das Expressionsprofil der DPSCs veranderte
sich unter entzindlichen Bedingungen indem TLR 1, 2 und 3 auf mRNA-Ebene signifikant
erhéht und TLR6 auf mRNA und Proteinebene signifikant vermindert auftraten (Fawzy El-
Sayed, Klingebiel, et al., 2016). Die SHED zeigen im Gegensatz dazu eine Besonderheit darin,
dass durch die entzindliche Stimulation die Expression einiger TLRs signifikant beeinflusst
wurde, die Reihenfolge der quantitativen Expression allerdings nicht verandert wurde. Diese
Erkenntnis unterstreicht die entzindungsresistenten Eigenschaften der SHED (Qiao et al.,
2019; Werle et al., 2016).

4.2.3. Schlusswort der Diskussion

Es ist davon auszugehen, dass eine direkte Verbindung zwischen dem Expressionslevel der
TLR und der Sensitivitat der Zellen in Bezug auf die Agonisten ihrer pathogen-assoziierten
molekularen Muster (PAMPs) besteht (Zarember & Godowski, 2002). Zukunftig ist es von
Interesse die therapeutischen Moglichkeiten weiter zu erforschen. So wurde bereits in Studien
untersucht, dass durch die Blockierung von TLR4 und damit den anschlieenden NF-kB-
Signalweg der Alveolarknochenabbau, verursacht durch LPS, verhindert werden kann (Li et
al., 2014). Zudem wurde beispielsweise ein potentiell positiver Einfluss von TLR8 auf
naturliche Killerzellen im Zusammenhang mit der Krebsforschung detektiert (Veneziani et al.,
2022).

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen zum ersten Mal die einzigartige TLR-
Expression von SHED im entziindlichen und nicht entzindlichen Medium. Durch die daraus
gewonnenen Erkenntnisse lasst sich schlussfolgern, dass SHED als Stammzellressourcen
dienen koénnen und die Veranderungen der TLR-Expression eine immunologische
Einbeziehung und regenerative Fahigkeiten der SHED erwarten lassen (DelaRosa &
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Lombardo, 2010). Zukunftig kann es von Interesse sein, TLR direkt Uber Liganden oder
Rezeptor-Blockaden anzusprechen und damit therapeutische Ergebnisse zu verbessern. Es
ist weiterhin explizite Forschung notwendig, um die genauen Zusammenhange und
Beziehungen der Rezeptoren und deren spezifischen PAMPs sowie die zellularen Antworten

in Bezug auf entzlindliche Reaktionen aufzuzeichnen.
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5. Zusammenfassung

Die Pulpa ist ein Gewebe, dass sich im Zahninneren befindet und fir die Ernahrung, Sensorik,
Abwehr und Bildung von Dentin zustandig ist. Die Pulpa, in diesem Fall von Milchzéhnen, dient
zudem als Ressource von mesenchymalen Stammzellen (stem cells from human exfoliated
deciduous teeth (SHED)). Die Besonderheit von Stammzellen ist die Fahigkeit zur
Differenzierung in odontogene, osteogene, adipogene, chondrogene und neuronale Zellen
nach Stimulation, welche man sich in der Forschung und als Therapiemdglichkeiten zunutze
machen mochte. SHED, die besondere regenerative und entzindungsresistente
Eigenschaften besitzen, kommunizieren Uber vielfaltige Wege mit ihrer Umgebung und werden
durch diese beeinflusst. Ein wichtiger Aspekt in diesem Zusammenspiel sind die Toll-like-
Rezeptoren (TLRs). TLRs gehdren zu den Pattern recognition receptors (PRRs), erkennen
anhand sogenannter Muster Bakterien, Viren, Pilze und Protozoen und dienen somit der
angeborenen Immunabwehr. Im Menschen sind zehn verschiedene TLRs (TLR 1-10) bekannt,
wovon jeder Rezeptor seine eigene Funktion besitzt. Ziel dieser Studie war es, ein
Expressionsprofil der TLRs von Stammzellen aus der Milchzahnpulpa in normalen und
entztindlichen Umgebungen auf Protein- und mRNA-Ebene zu erstellen.

HierfUr wurde Pulpa von extrahierten Milchzahnen gewonnen und die Zellen daraus kultiviert.
Anschlie3end wurden die Stammzellen mit Hilfe von STRO-1-Antikérpern immunomagnetisch
heraus sortiert und auf ihre charakteristischen Stammzelleigenschaften hin untersucht. Die
SHED wurden daraufhin in normalem Medium und in entziindlichem Medium (IL-13, IFN-y,
und TNF-a) kultiviert und die TLR-Expression mit Hilfe von Durchflusszytometrie und

Polymerase-Kettenreaktion bestimmt.

Die SHED wiesen typische Stammzellcharakteristika auf: Die Fahigkeit zur Differenzierung in
osteogene, adipogene und chondrogene Zellen, die Fahigkeit zur Koloniebildung sowie die
positive Expression der Oberflachenmarker CD73, CD105 und CD146 als auch die fehlende
Expression von CD14, CD34 und CD45. In normalem Medium exprimierten die SHED TLR1,
TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR8, TLR9 und TLR10. In entzindlichem Medium wurde hingegen
die TLR7 Expression auf Proteinebene signifikant gesenkt und TLR8 sowohl auf Proteinebene

als auch auf mRNA-Ebene signifikant erhoht.

Die vorliegende Arbeit stellt zum ersten Mal das Expressionsprofil der TLRs in SHED im
entzindlichen und nicht entzindlichen Milieu dar. Aus den Ergebnissen lasst sich
schlussfolgern, dass SHED als Stammzellressourcen relevant sind und eine immunologische
Einbeziehung vorliegt. Zuklnftig mag dies fur weitere Forschungsarbeiten in Bezug auf

Reaktionen der SHED in entzindlicher Umgebung und damit verbundener regenerativer
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Vorgehensweisen in vivo von Bedeutung sein. Weitere Forschung ist notwendig, um
fortflhrende Auswirkungen der Rezeptoren und deren Zusammenspiel zu begutachten sowie
um das grol3e therapeutische Potential der SHED zu konkretisieren.
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