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Einleitung 1

1 Einleitung

Parodontium und Parodontitis stellen die wissenschaftliche Grundlage der vorliegenden
Dissertation dar. Die Zusammensetzung des Parodontiums und die Pathogenese der Pa-
rodontitis werden im folgendem erldutert. Die aus den einzelnen Bestandteilen des Paro-
dontiums generierten Zellen wurden fiir den Versuch mit Parodontitis (PA) assoziierten
Keimen, Aggregatibacter actinomycetemcomitans sowie Eikenella corrodens, kultiviert.

Beide Bakterien werden hier ebenfalls erldutert.

1.1 Parodontium

Beim Parodontium handelt es sich um einen funktionellen Verbund, der aus der Gingiva,
dem Alveolarknochen, dem parodontalen Ligament (PDL) und dem Wurzelzement be-
steht (Narayanan und Bartold 1996). Diese Hart- und Weichgewebe sind essentiell fiir
Aufthéngung und Propriozeption der Zéhne (Berkovitz 1990). Aullerdem bilden die Kom-
ponenten des Parodontiums eine Barriere gegen das orale Mikrobiom, das zu Infektionen

und PA fiihren kann (Tatakis und Kumar 2005).

1.1.1 Gingiva

Die orale Mukosa bedeckt als Epithel die gesamte Mundhohle, im Bereich des Alveo-
larknochens spricht man von Gingiva (Rheinwald und Green 1975). Die Gingiva kann
anatomisch, wie in Abbildung 1 zu sehen, dreifach unterschieden werden: in die befes-
tigte, die freie marginale und die interdentale Gingiva (Listgarten 1972).

Die befestigte Gingiva reicht von der muko-gingivalen Grenze bis zur gingivalen Furche.
Makroskopisch ldsst sich eine so genannte Stippelung der Oberfliche erkennen, welche
durch den Zug der kollagenen Fasern zu Stande kommt (Bergstrom 1984).

Von der gingivalen Furche bis zum koronalen Ende spricht man von freier marginaler
Gingiva. Die Ausdehnung der freien marginalen Gingiva in apikal-koronaler Richtung
betrdagt im Mittel ca. 1,5 mm. Die freie marginale Gingiva schligt in koronaler Richtung
zur Oberfldche des Zahns um, ohne an ihm befestigt zu sein. Ihre Innenfldche ist somit
strukturgebend fiir den gingivalen Sulkus. In diesem Bereich spricht man vom oralen
Sulkusepithel, das nach apikal vom Saumepithel begrenzt wird. Das Saumepithel reicht
bis ca. 2 mm Oberhalb des Alveolarknochens, ist mit der Zahnoberfldche verbunden und

schlieBt als Barriere das PDL nach oral ab (Narayanan und Bartold 1996).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Parodontiums (Weber 2017). Die Verwendung erfolgt
mit freundlicher Genehmigung der Thieme Gruppe.

Die interdentale Gingiva passt sich hinsichtlich Position, Form und Ausprigung den ent-
sprechenden Zéhnen an. Sie bildet die Papillen nach vestibuldr und oral aus. Die Hohe
der Papille entspricht ungefahr der Hohe des Approximalkontaktes der Zahne. Zwischen
zwei gegeniiberliegen Papillen liegt der Co/ als eine Abflachung passend zum Verlauf
des Zahns (Schroeder und Listgarten 1997).

Histologisch zeigt die Gingiva typische Charakteristika von Epithelien: oberfldchlich lie-
gen die entsprechenden Keratinozyten, welche der Basalmembran aufsitzen, tiefer findet
sich eine Bindegewebszone, die Lamina propria, welche in den Alveolarknochen {iber-
geht (Schroeder und Listgarten 1997). Die befestigte, die freie marginale und die inter-
dentale Gingiva sind keratinisierte mehrschichtige Plattenepithelien, wohingegen das
Saumepithel nicht keratinisiert ist (Listgarten 1972). Der Anteil der Keratinisierung und
die Zusammensetzung der verschiedenen Keratine korreliert mit der mechanischen Be-
anspruchung des Epithels (Lindberg und Rheinwald 1990). Insgesamt entspricht der Auf-
bau der Gingiva dem aller Epithelien mit Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum gra-
nulosum und Stratum corneum (Green et al. 1982). Neben den Keratin produzierenden

Keratinozyten finden sich Langerhans-Zellen (DiFranco et al. 1985) als inaktive



Einleitung 3

dentrische Zellen, Melanozyten (Barrett und Raja 1997) und Merkelzellen (Ramieri et al.
1992). Die Keratinozyten sind miteinander {iber verschiede Zell-Zell-Kontakte verbun-
den. Zur Verankerung an der Basalmembran werden Zell-Matrix-Verbindungen aufge-
baut (Raghunath et al. 1999). Zwischen den Keratinozyten existiert nur ein kleiner extra-
zelluldrer Raum mit Glykosaminoglykanen (Bartold et al. 1981). Unterhalb der Basal-
membran befindet sich eine Lamina propria, hauptsiachlich aus Kollagen Typ I und III.
Die Fasern dieser Kollagene weisen verschiedene Orientierungen auf. Es lassen sich den-
togingivale, dentoperiostale, alveologingivale, zirkuldre und semizirkulére, transgingi-
vale, interzirkuldre, interpapilldre, periosteogingivale, intergingivale und transseptale Fa-
sern unterscheiden. Einen geringeren Anteil an der Lamina propria bilden die Kollagene
vom Typ IV, V und VI (Romanos et al. 1991). Die extrazellulire Matrix (EZM) der La-
mina propria wird von Fibroblasten synthetisiert. AuBerdem befinden sich neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Mastzellen, Lymphozyten und Makrophagen in der Lamina
propria (Schroeder et al. 1973).

Die Gingiva mit ihrer Verbindung zu den Zahnen schiitzt das darunter liegende Gewebe
vor Entziindungsreizen, die durch das orale Mikrobiom mit seinen iiber 700 verschiede-

nen Erregern verursacht werden konnen (Rylev und Kilian 2008).

1.1.2 Alveolarknochen

Der Alveolarknochen ist der zahntragende Anteil von Maxilla und Mandibula. Der Auf-
bau entspricht dem eines herkdmmlichen Knochens. Vestibuldr, lingual oder palatinal
befinden sich Anteile aus Kompakta, welche nach zentral hin von Spongiosa abgelost
werden. Die Alveole umfasst direkt die Zahnwurzel und besteht aus Kompakta (Saffar et
al. 1997). Die grazile Struktur des Alveolarknochens bedingt die ziigigen Umbaupro-
zesse, die von der eigentlichen Funktion, ndmlich der Verankerung der Zéhne, abhédngig
sind. Der Alveolarknochen bildet sich mit dem Zahndurchbruch aus, passt sich im zeitli-
chen Verlauf den auftretenden Kréften bei der Mastikation an und degeneriert bei PA
oder Zahnverlust (Sodek und McKee 2000). Aufgrund seiner Durchsetzung mit kollage-
nen Fasern wird der Alveolarknochen auch als bundle bone bezeichnet (Blaschke und
Schwass 2020).

Histologisch ist der Alveolarknochen aus Osteonen und den entsprechenden Lamellen
aufgebaut. Zur Versorgung dienen parallel zu den Lamellen angeordnete Haverskanile
und quer verlaufende Volkmannkanile. Die vaskuldre Versorgung entspringt dem Periost

(Buckwalter und Cooper 1987). Metabolisch aktiv sind die Osteoid sezernierenden
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Osteoblasten (Long 2011). Osteozyten sind ehemalige Osteoblasten, die sich durch Pro-
duktion von Osteoid in die Lamellen eingefiigt haben. Sie sind die einzigen Zellen mit
direkten Zell-Zell-Verbindungen im Bindegewebe (Bonewald 2011). Fiir den Umbau
sind die Osteoklasten essentiell, da diese mehrkernigen Riesenzellen Knochen abbauen.
Der turn over des Knochens ist vor allem abhingig von seiner funktionellen Beanspru-
chung und wird hormonell reguliert (Ono und Kronenberg 2016). Der organische Anteil
der EZM besteht hauptsédchlich aus Kollagen Typ I und V. Ebenfalls im Alveolarknochen
nachweisbares Kollagen Typ III formt mit Kollagen Typ I heterotypische Fasern, die als
Sharpey’sche Fasern ebenfalls Bestandteil des PDL sind. Weitere Bestandteile der EZM
sind Knochen-Sialoprotein, Osteokalzin Osteopontin, Osteonektin, Biglykan, Dekorin,
Fibronektin, Chondroitinsulfat, Hyaluronsdure, Dermatansulfat sowie Heparansulfat

(Bartold 1990; Nanci und Bosshardt 2006).

1.1.3 Zement

Das Zement umgibt das Dentin im Bereich der Zahnwurzeln. Anatomisch betrachtet ist
das Zement Bestandteil des Zahns, funktionell gesehen gehort es zur Einheit des Paro-
dontiums. Seine Hauptaufgabe ist die Verankerung des PDL und damit ist es verantwort-
lich fiir die Ubertragung der Kriifte bei der Mastikation auf den Alveolarknochen. Seine
weiteren Eigenschaften, wie Resorption und Synthese von Zement, sind dhnlich denen
des Knochens (Bosshardt und Selvig 1997). Die Starke des Zements von 20 bis 200 um
ist sehr variabel. Das Zement ist nicht vaskularisiert, alymphatisch und nicht innerviert.
Die Zementozyten sind unregelmifig verteilt (Mariotti 1993). Je nach verwendeter Lite-
ratur kann man morphologische Unterschiede am Zement feststellen. Die Unterschiede
beziehen sich dabei auf die Lagebeziehung zu der Wurzel, den Anteil von Zementozyten
und die Menge an kollagenen Fasern:

Azelluléres afibrilldres Zement enthélt weder Kollagenfibrillen noch Zellen und bedeckt
kleine Schmelzbereiche, insbesondere an der Schmelz-Zement-Grenze und um sie herum.
Azellulares Fremdfaserzement besteht aus dichten, kurzen kollagenen Fasern, die senk-
recht zur Zahnoberfldche orientiert sind. Es findet sich hauptsédchlich an zervikalen und
mittleren Wurzelbereichen.

Charakteristisch fiir das zelluldre Eigenfaserzement sind Zementozyten, die in Lakunen
sitzen und eine kollagenreiche EZM produzieren, von der sie umgeben sind. Diese Ze-
mentform kann an Furkationen und in apikalen Wurzelbereichen beobachtet werden

(Bosshardt und Selvig 1997).
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Die Zementozyten produzieren eine vornehmlich aus Kollagen Typ I und IIT zusammen-
gesetzte organische EZM (Salmon et al. 2013). Es konnten weiterhin Knochen-Sialopro-
tein, Osteokalzin, Osteopontin (Arzate et al. 2015), Osteonektin (Reichert et al. 1992) und
Fibronektin in der EZM des Zements nachgewiesen werden (Bosshardt und Selvig 1997),
dhnlich der Zusammensetzung des Alveolarknochens (Bartold 1990; Nanci und Boss-
hardt 2006). Im zelluldren Zement sind im Gegensatz zum azelluliren Zement Dekorin,
Versikan, Biglykan und Lumican in den Lakunen um die Zementozyten und an den Inse-

rtionsstellen der Sharpey’schen Fasern nachweisbar (Ababneh et al. 1999).

1.1.4 Parodontales Ligament

Das PDL ist ein auf die federnde Authiangung der Ziahne spezialisiertes Bindewebe. Die
verschiedenen Fasern des PDL ziehen vom Zement der Zahnwurzeln in den Alveolarkno-
chen. Die Breite des PDL variiert zwischen 0,15 und 0,38 mm und verringert sich mit
dem Alter. Die Faserziige des PDL werden nach ihrem Erstbeschreiber Sharpey benannt
(Nanci und Bosshardt 2006). Die Sharpey’schen Fasern verbinden Zahn und Alveo-
larknochen, wodurch die, wéhrend der Mastikaion auftretende Druckkraft in eine Zugbe-
lastung auf den Alveolarknochen umgewandelt wird. Die Zugbelastung des Alveolarkno-
chens ist somit ein physiologischer Wachstumsreiz, wohingegen eine Druckbelastung zur
Atrophie des Alveolarknochens fithren wiirde. Diese Umwandlung der Belastung ist erst
durch den speziellen Verlauf der Sharpey’schen Fasern moglich. Das PDL ist aber nicht
nur fiir die Aufhdngung der Zéhne verantwortlich sondern auch essentiell fiir die feine
Propriozeption im Kausystem und bildet eine Barriere gegeniiber mikrobiellen Erregern
(Beertsen et al. 1997). Das PDL ist stark vaskularisiert, innerviert und lymphatisch ver-
sorgt. Der Vaskularisierung wird ebenfalls ein Effekt bei der Pufferung von mechani-
schen Belastungen, und zwar durch eine Fliissigkeitsverschiebung in benachbarte Kom-
partimente, zugeschrieben (Birn 1966).

Der vorherrschende Zelltyp im PDL ist der Fibroblast. Er ist fiir die Synthese und Homé-
ostase der EZM und somit auch der Sharpey’schen Fasern verantwortlich. Er nimmt un-
gefdhr 35 % des Volumens des PDL ein. Weiterhin finden sich Malassez’sche Epithel-
reste, Progenitorzellen (Kitajima et al. 2019), Osteoblasten, Osteoklasten, Zementoblas-
ten, Odontoklasten, Monozyten und Makrophagen im PDL (Narayanan und Bartold 1996;
Nanci und Bosshardt 2006).

Die EZM des PDL besteht zum Grofteil aus nicht elastischen kollagenen Faserbiindeln,

die in verschiedenen Ebenen angeordnet sind. Wird der Zahn nicht belastet, erscheinen
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die Sharpey’schen Fasern wellenférmig, zueinander parallel und in einem Winkel von
30 ° Richtung Wurzelspitze geneigt. Bei Belastung spannen sich die Sharpey’schen Fa-
sern entlang ihrer Verlaufsrichtung, federn so die Auslenkung des Zahns ab und nehmen
anschlieBend ihre urspriingliche Konfirmation wieder an (Hassell 1993). Die Hauptkom-
ponente dieser Sharpey’schen Fasern besteht aus Kollagen Typ I und IIT (Butler et al.
1975). Wiéhrend der Synthese der Hauptfibrillen aus Kollagen Typ I und III lagert sich
diesen Kollagen Typ V an. Dadurch bildet sich ein mikrofibrilldres Netzwerk aus Kol-
lagen Typ V zwischen den Hauptfasern. Kollagen Typ XII und XIV wurde ebenfalls im
Bereich dieses Netzwerks nachgewiesen. Ein kleiner Anteil Kollagen Typ VI befindet
sich in Form von Mikrofibrillen um Blutgefia3e und Nervenfasern (Becker et al. 1991).
Abgesehen von den verschiedenen Kollagenen findet sich ein elastischer Fasertyp im
PDL, das Oxytalan. Die Oxytalanfasern verlaufen als dreidimensionales Geflecht entlang
der Zementoberfliche, umrunden hierbei die gesamte Zahnwurzel und enden in einem
apikalen GefaBBkomplex (Nanci und Bosshardt 2006). Die Funktion des Oxytalans ist
noch nicht vollstindig erforscht. Seine Assoziation mit Nerven und Blutgefa3en deutet
darauf hin, dass sie an der Regulierung des Blutstroms bei Auslenkung der Zihne beteiligt
sind (Sims 1975). Fibulin-3, -4 und -5 sowie Matrilin-1, -2, -3 und -4 wurden in Bezie-
hung zu den Oxytalanfasern nachgewiesen (Schubert et al. 2017). Zur Bindung von Was-
ser und zur Organisation der EZM tragen Glykoproteine und Proteoglyne im PDL bei. Es
wurde eine Vielzahl von Proteoglykanen, wie Dekorin, CD44, Fibromodulin, Biglycan,
Syndecan-1, -2 und -3, beschrieben. Als Glykoproteine sind vor allem Tenascin, Vitro-
nectin und Fibronectin vertreten. (Mariotti 1993; Ababneh et al. 1999; Nanci und Boss-
hardt 2006).

1.2 Parodontitis

PA ist definiert als chronisch entziindliche Erkrankung des Parodontiums und fiihrt ohne
Therapie zu einer irreversiblen Zerstorung des Zahnhalteapparates und dem resultieren-
dem Clinincal Attachment Loss (CAL). Mittlerweile ist PA der Hauptgrund fiir Zahnver-
lust (Pihlstrom et al. 2005).

1.2.1 Epidemiologie
PA zeigt generell eine steigende Pridvalenz und konnte bis zu 90 % der Weltbevolkerung
betreffen. Mit dem Alter erhoht sich das Risiko fiir schwere Verldufe einer PA. Betrachtet

man die Geschlechterverteilung, so haben Ménner eine hohere Priavalenz an einer PA zu
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erkranken als Frauen. Menschen mit Allgemeinerkrankungen zeigen ebenfalls eine er-

hohte Pravalenz fiir PA (Kinane et al. 2017).

1.2.2 Atiologie

Die Ursachen fiir eine manifeste PA sind multifaktoriell. Die Haupturasche ist die Ent-
stehung eines vor allem subgingivalen Biofilms mit Besiedelung von prinzipiell parodon-
tal-pathogenen Erregern. Weitere Ursachen stellen genetische Veranlagung, Rauchen,
Diabetes mellitus, Beeintrachtigung des Immunsystems, insuffiziente zahnérztliche Ver-
sorgung, Stress und unzureichende Mundhygiene dar (Page und Kornman 1997; Meisel

et al. 2002; Thornton-Evans et al. 2013).
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1.2.3 Klassifikation

Die aktuelle Klassifikation in Stadium 1, 2 oder 3 wird am besten in der folgenden Tabelle

wiedergegeben:

Tabelle 1: Aktuelle Klassifikation von PA (Caton et al. 2018; Tonetti und Sanz 2019)

Stadium | Stadium |l Stadium Il Stadium IV
interdentaler
1-2mm 3—-4mm =5 mm =25 mm
CAL
radiologischer koronales Drittelkoronales Drittel  mittleres Drittel mittleres Drittel
Knochenverlust (<15 %) (15-33 %) und tiefer und tiefer
Zahnverlust Kein Zahnverlust Zahnverlust durch PAZahnverlust durch PA
durch PA durch PA von £ 4 Zahnen von 2 5 Zahnen

Zusatzlich zu Sta-
Zusatzlich zu Sta- usatziich zu

dium Il: ST =26 mm,

dium Ill: mastikatori-

he Dysfunkti
maximale maximale ST vertikaler Kno- sche Dystunxtion,
kunda kklusa-
ST<4mm 4 —-5mm chenabbau sexundares oxkiusa
les Trauma (Mobilitat
Komplexitdt  hauptsachlich hauptsachlich =3 mm, Furkations- (
. . . > 2), Zahnwande-
horizontaler horizontaler beteiligung
rung, Auffacherung,
Knochenabbau Knochenabbau Grad Il - lI, tng, Ad ung
< 10 okkludierende

moderater Kammde-

Zahnpaare,
fekt P

schwerer Kammde-

Ausdehnung lokalisiert (< 30 % der Zahne betroffen), generalisiert, Molaren-Inzisiven-

Verteilung Muster
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Weiterhin erfolgt ein Grading der PA in die Grade A, B, und C. Die folgende Tabelle
veranschaulicht das neue System (Malpartida-Carrillo et al. 2020).

Tabelle 2: Aktuelles Grading von PA (Caton et al. 2018; Tonetti und Sanz 2019)

Grad A Grad B Grad C

PA Grad:

langsame Pro- moderate Pro- ]
schnelle Progression

gression gression
) _longitudinale Da- Evidenz fir kei-
direkte Evi- ) .
. ten (CAL oder ra- nen Verlustin <2 mm Uber 5 B
denz fur Pro- ) = 2 mm Uber 5 Jahre
) diologischer Kno-  den letzten 5 Jahre
gression
chenverlust) Jahren
indirekte Evi-
Knochenverlust
denz fur Pro- <0,25 0,25-1,0 >1,0
) auf Alter in %
gression
parodontaler Abbau
Ubersteigt Erwartung
parodontaler  entsprechend Bioflim-
viel Bioflim, we-
) . Abbau entspre- menge, Perioden schnel-
Phéanotyp des Falls nig parodontaler o ) }
chend Bioflim- ler Progression, friiher
Abbau ) )
menge Krankheitsbeginn, feh-
lendes Ansprechen auf
Standarttherapie
Raucher, <10 )
) ) Raucher, > 10 Zigaretten
Rauchen Nichtraucher Zigaretten pro
pro Tag
Tag
Normo-glyka-

misch/ keine Di-
Diabetes mellitus HbA1c < 7,0 % HbA1c > 7,0 %
abetes mellitus

Diagnose

high sensitivity CRP <1mg/lI 1-3mg /I >3mg/l

1.2.4 Pathogenese

Zunichst lagern sich von den Speicheldriisen sezernierte Glykoproteine als acquired pel-
licle auf dentalen Oberfldchen als Grundlage des Biofilms an. Zusammensetzung und
Aufbau des Biofilms sind individuell sehr verschieden und variieren geméf der Kom-

plextheorie in den verschiedenen Phasen der Entwicklung. Die Organisation von
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Bakterien in Biofilmen bietet diesen zahlreiche Vorteile, wie zum Beispiel den Schutz
vor Antibiotika. Sogenannte Pionierkeime beginnen mit der Organisation des Biofilms.
Nach der Komplextheorie zdhlen unter anderen Eikanella corrodens, Veilonella parvula,
Actinomyces odontolyticus, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Campylobac-
ter showae, Campylobacter gracilis und Streptococcus constellatus zu den Pionierkei-
men. Zwar sind sie nur gering pathogen fiir das Parodontium, bilden aber eine eigene, vor
allem aus Mehrfachzuckern bestehende EZM, die eine Grundlage fiir die ndchste Stufe
der Kolonisierung des Biofilms darstellt. Der nichste Komplex umfasst moderat bis stark
pathogene Erreger fiir eine PA, beispielsweise Prevotella intermedia, Peptostreptococcus
micros, oder Fusobacterium nucleatum. Durch Stoffwechselprodukte und die damit ein-
tretende Modulation der EZM des Biofilms schaffen diese Bakterien eine Lebensgrund-
lage fiir die anaeroben Keime. Als nichste Stufe der Pathogenitit etablieren sich gramne-
gative, obligate Anaerobier wie Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola und
Tannerella forsythia. Die sauerstoffempfindlichen Bakterien verfiigen iiber eine breite
Ausstattung an proteolytischen Enzymen wie Phosphatasen oder Kollagenasen, die neben
der Destruktion des Parodontiums auch fiir die gewebsinvasiven Eigenschaften dieser
Bakterien verantwortlich sind.

Die Etablierung eines subgingivalen Biofilms ist aber nicht allein verantwortlich fiir die
Destruktion des Parodontiums (Page und Kornman 1997; Socransky et al. 1998). Die
Mechanismen des Immunsystems tragen ebenfalls zum Abbau parodontaler Strukturen
bei. Substanzen, die aus dem Biofilm freigesetzt werden, wie zum Beispiel Lipopolysac-
charide, Antigene und andere Virulenzfaktoren, erhalten Zugang zum Parodontium und
l6sen eine Entzlindung mit folgender Immunantwort aus und es kommt zur Aktivierung
von hauptséchlich neutrophilen Granulozyten. Aufgrund der zelluldren Aktivierung tra-
gen Entziindungsmediatoren, darunter Zytokine, Chemokine, Arachidonsdurestoffwech-
selprodukte und proteolytische Enzyme, gemeinsam zu einer Gewebezerstorung und
letztendlich zu einer irreversiblen Knochenresorption bei (Yucel-Lindberg und Bége

2013).

1.2.5 Kilinik

Der zeitliche Verlauf einer PA ist sehr variabel. Die Gingivitis stellt eine Entziindungsre-
aktion der Gingiva dar. Sie entwickelt sich aufgrund eines Biofilms, der sich auf der
Zahnoberflidche gebildet hat. Es kann zu Blutung auf Sondierung kommen. Die Sekretion

des Sulkusfluids nimmt zu. An der Basalmembran des Saumepithels kann es zur



Einleitung 11

Ausbildung von Epithelzapfen kommen. Ulzerationen im Saumepithel liegen im Verlauf
ebenfalls vor. Etabliert sich der Biofilm weiter in subgingivaler Richtung, fiihrt die Ent-
zlindungsreaktion zur Destruktion der umliegenden Gewebe und eine PA kann ausbre-
chen. Die Ausbildung der Tasche verschiebt sich bei anhaltender Entziindung in Richtung
apikal. Je weiter dieser Prozess nach apikal fortschreitet, desto stirker wird der Verlust
parodontaler Strukturen. Hieraus resultiert eine Lockerung des Zahns. Erfolgt keine The-
rapie, droht ein Verlust des Zahns. In einzelnen Fillen konnen sich parodontale Abszesse

formieren (Page und Kornman 1997).

1.2.6 Diagnostik

Zur Diagnostik werden verschiede Indizes, wie Parodontaler Screening Index, Bleeding
on Probing, Sulkus-Blutungs-Index, Sondierungstiefe, CAL oder Approximalraum-
Plaque-Index erhoben. Der Knochenverlust kann bei bereits vorliegender PA auch radio-

logisch bestimmt werden (Caton et al. 2018).

1.2.7 Differentialdiagnostik

Differentialdiagnostisch muss die hier beschriebe Form der chronisch-entziindlichen PA
gegeniiber Biofilm-assoziierten Gingivits, gingivalen Erkrankungen ohne Beteiligung ei-
nes Biofilms, nekrotisierenden parodontalen Erkrankungen, PA als Manifestation einer
systemischen Erkrankung, systemische Erkrankungen mit Beeinflussung des Parodonti-
ums, parodontalen Abszessen, Paro-Endo-Lisionen, muko-gingivale Deformitdten und

Zustidnde sowie Zahn- und Zahnersatzbezogenen Faktoren abgegrenzt werden (Caton et

al. 2018).

1.2.8 Therapie und Pravention

Die Vorbeugung und Behandlung von PA beruht auf einer genauen Diagnose, der Redu-
zierung oder Beseitigung der Erreger, dem Risikomanagement und der Korrektur der
schéddlichen Auswirkungen der Krankheit. Der Gesamtplan fiir die Behandlung der PA
umfasst vier Phasen: 1) systemisch, 2) hygienisch, 3) korrigierende und 4) erhaltend.
Die systemische Phase der Parodontalbehandlung umfasst die angemessene Beriicksich-
tigung systemischer Erkrankungen und ihrer Auswirkungen auf die Verursachung oder
Behandlung der Krankheit (Pihlstrom 2001; Pihlstrom et al. 2005).

Ziel der Hygienephase ist es, so viele der lokalen Ursachen fiir eine PA wie moglich zu
beseitigen, darunter Biofilm, fehlerhafte Zahnrestaurationen und alle anderen Faktoren,

die mit parodontalen Entziindungen oder Beschwerden des Patienten verbunden zu sein
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scheinen. Es erfolgt die Aufklidrung des Patienten iiber die Erkrankung und eine Unter-
weisung in hduslicher Mundhygiene. AnschlieBend wird eine professionelle Zahnreini-
gung zur Entfernung des supragingivalen Biofilms durchgefiihrt. Die Hygienephase soll
den Patienten in die Lage versetzen eine addquate Mundhygiene durchfiihren zu konnen.
Ist der Patient in der Lage eine addquate Mundhygiene eigenstindig zu gewéhrleisten,
wird die Entfernung des subgingivalen Biofilms durchgefiihrt. Dies kann mit Handinstru-
menten oder mit Ultraschallinstrumenten erfolgen (O’Leary 1986; Pihlstrom 2001).

Die korrigierende Phase der Parodontaltherapie umfasst Verfahren, die die Auswirkun-
gen der PA auf das Parodontium und das Kausystem korrigieren sollen. Dazu gehdren
Anpassung der Okklusion, Herstellung von Okklusionsschutz oder Schienen, kieferor-
thopéddische Behandlung, Implantation und parodontalchirurgische Eingriffe fiir Débri-
dement, Resektion oder Regeneration (Pihlstrom 2001).

Die unterstiitzende Parodontaltherapie geht mit einer Biofilm-Kontrolle und einer sténdi-
gen Reevaluation des parodontalen Status einher. Eine professionelle Zahnreinigung alle

3 bis 4 Monate ist fiir die Erhaltung des Parodontiums sinnvoll (Ramfjord 1993).

1.3 Bakterien

1.3.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ist der parodontale Markerkeim mit der hochs-
ten Pathogenitét, der sowohl bei schweren chronischen Formen der PA als auch bei mit-
telschweren bis leichten Formen der PA anzutreffen ist. Er gilt weiterhin als sogenannter
Leitkeim bei juveniler und aggressiver PA. Der gram-negative Erreger kann unter aero-
ben und anaeroben Bedingungen auch intrazelluldr wachsen. Aktuell sind sieben ver-
schiedene Serotypen beschrieben (Slots 1976; Socransky et al. 1998; Norskov-Lauritsen
und Kilian 2006).

Das pathogene Potenzial dieses Bakteriums korreliert mit der Expression von Virulenz-
faktoren. Vor allem Leukotoxin A ist in der Lage das Immunsystems zu kompromittieren.
Es fiihrt zu Defekten an der Zellmembran von Granulozyten, Makrophagen und Lympho-
zyten. Dadurch kommt es zur osmotischen Lyse oder der Einleitung der Apoptose. Die
Lipid-Phosphatase Cytolethal Distending Toxin ruft eine Schwellung der Zellen inklusive
des Zellkerns hervor, besitzt eine DNase-Aktivitét, fiihrt zu einem Arrest des Zellzyklus
und einer Fragmentierung des Chromatins. Insgesamt fithrt Cytolethal Distending Toxin

zur Apoptose. Das Fimbriae-assoziierte Protein versetzt das Bakterium in die Lage an
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Zahnoberflidchen, der EZM oder auch an Epithelzellen zu binden. Auflerdem gibt es Vi-
rulenzfaktoren, die den Fc-Anteil von Immunglobulin G binden. Dadurch kommt es zu
einer Reduktion der Opsonierung und Phagozytose des Immunsystems. Es bildet Immun-
suppressionsfaktoren, welche die Antikorperproduktion hemmen und T-Suppressor-Zel-
len aktivieren. Die Chemotaxis durch neutrophile Granulozyten kann durch niedermole-
kulare Virulenzfaktoren ebenfalls unterdriickt werden. Die Freisetzung von Kalzium aus
der EZM des Knochens durch Lipopolysaccharide verursacht eine Resorption des Kno-
chens. Insgesamt kommt es zu einer erhohten Interleukin-Ausschiittung, wodurch es zu
einem entzlindlich bedingten Gewebsabbau kommt. Actinobacillin ist ein Virulenzfaktor,
der andere Bakterien unterdriickt, wodurch sich Aggregatibacter actinomycetemcomitans
einen Selektionsvorteil verschafft (Socransky et al. 1998; Fives-Taylor et al. 1999; Rylev
etal. 2011).

1.3.2 Eikenella corrodens

Eikenella corrodens ist ein gram-negativer Erreger, der unter acroben und anaeroben Be-
dingungen wachsen kann (Eiken 1958). Das Bakterium gilt als moderat pathogen fiir das
Parodontium und kommt hauptséchlich als Frithbesiedler des Biofilms vor (Socransky et
al. 1998). Als opportunistischer Erreger wird es haufig mit anderen bakteriellen Erregern
in Verbindung gebracht, die bakterielle Mischinfektionen, wie PA, verursachen. Seine
Nachweisrate im Biofilm bei Proben von Patienten mit einer aktiven PA ist hoher als bei

gesunden Patienten (Chen et al. 1989; Suda et al. 2002).
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1.4 Aufgabenstellung

PA ist eine Volkskrankheit, deren Erforschung und regenerativer Therapie sich viele wis-
senschaftliche Untersuchungen widmen. Die molekularen Mechanismen wéhrend der Pa-
thogenese der PA in humanen Zellen des Parodontiums auf Ebene des Proteoms sind
dennoch nicht untersucht. Ziel dieser Arbeit war es, eine Proteomanalyse humaner Zellen
der Mundhoéhle aller Gewebe, die an der Bildung des Parodontiums beteiligt sind, in ein-
zelner Kultur und in Kultur mit den PA-assoziierten Bakterien Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans und Eikenella corrodens iiber 48 Sunden mittels markierungsfreier
hochauflosender Massenspektrometrie durchzufiihren. Um diesen Versuchsautbau zu er-
moglichen, mussten die entsprechenden Zellen zunichst im Labor etabliert werden.
Gingivale Keratinozyten (GK), osteoblastire Zellen des Alveolarknochens (OZAK),
PDL Fibroblasten (PDLF) und Zellen des Zements (ZZ) humanen Ursprungs wurden iso-

liert, kultiviert und schliefllich immortalisiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Probenmaterial von PDL, Zement, Alveolarknochen und gingivalem Epithel wurden von
Patienten gewonnen, deren Prdmolaren oder Weisheitszdahne aus kieferorthopéddischen
Griinden extrahiert werden mussten. Der entsprechende Ethikantrag (27/2/09) wurde
durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Georg-August-Universitit
Gottingen genehmigt und lag zu Beginn der Studie vor. Alle Patienten waren gesunde
Nichtraucher und gaben eine schriftliche Einwilligung, konform mit den ethischen Re-
geln unserer Institution.

Um sicherzustellen, dass die kultivierten Proben vor unseren experimentellen Verfahren
nicht unnétig mit Bakterien kontaminiert waren, wurden nur Zdhne ohne klinische und
radiologische Anzeichen von PA in die Studie eingeschlossen.

Wir erhielten Proben von sechs weiblichen und sechs mannlichen Patienten. Ihr Durch-

schnittsalter zum Zeitpunkt der Zahnextraktion betrug 18 Jahre.

2.2 Generierung der Zellen aus Gewebe

Alle Proben wurden zunichst sorgféltig dreimal fiir jeweils 1 Minute mit Braunol gewa-
schen (864219; BBraun). Dies ist erforderlich, um die natiirliche Kontamination mit der
Mundflora zu eliminieren. AnschlieBend erfolgten wiederum drei Waschschritte mit
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) fiir jeweils fiir 1 Minute.

Wenn die Zellen im Verlauf in den Inkubator (C200; Labotect) liberfiihrt werden, herr-
schen standardisierte Kulturbedingungen bei 37 °C, die Luftsittigung mit CO2 betrug 5
% und die Luftfeuchtigkeit 100 %. Bei Konfluenz der Zellen erfolgt die Passagierung mit
0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA in PBS-Losung. Das Ablosen der Zellen von der
Kunststoffoberflache der Kulturflasche wurde mikroskopisch tiberpriift und durch Inku-
bation bei 37 °C fiir 3 bis 7 Minuten unter optischer Kontrolle unterstiitzt. Die Aktivitit
des Trypsins wurde durch Zugabe von Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
mit GlutaMAXTM (21885-025; Gibco / Thermo Fisher Scientific), mit 10 % fetal calf
serum (FCS) (10270106; Gibco) gestoppt. Die abgelosten Zellen wurden gesammelt, 10
Minuten bei 300 g abzentrifugiert und anschlieBend in 1 ml PBS resuspendiert um die
Lebendzellzahl zu bestimmen. Die Lebendzellzahl wurde mithilfe einer Zdhlkammer

(Cellometer K2; Nexcelom) bestimmt. Die Kultur kann so weiterentwickelt und
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gleichzeitig Untersuchungsmaterial konserviert werden. Generell wurde ab Passage 2 auf

den Zusatz von Antibiotika verzichtet.

2.2.1 Gewebeaufbereitung fiir Zement und PDL

Es wurden verschiedene Moglichkeiten getestet, wie die entsprechenden Zellen am scho-
nendsten aus dem Gewebe gewonnen werden konnen. Zunichst wurden Kollagenase-
Verdaue zum Aufschluss des Gewebes durchgefiihrt. Leider war die Ausbeute an vitalen
Zellen nicht ausreichend fiir die weitere Durchfiihrung der Versuche. Daher entschied
man sich fiir die manuelle Aufbereitung der Proben. Die Proben wurden unter der Lupe
(EZA4D; Leica) mit feinen Instrumenten (Mikroinstrumentarium; KLLS Martin) sauber pra-
pariert. Es wurde penibel darauf geachtet, dass nur Zement oder PDL weiterverwendet
wurde. Die Proben von PDL und Zement wurden in Zellkulturschalen (82.1473.001;
Sarstedt) tiberfiihrt. Als Medium wurde DMEM mit GlutaMAXTM (21885-025; Gibco /
Thermo Fisher Scientific), mit 10 % FCS (10270106; Gibco) und 50 pg/ml Gentamycin
verwendet. Nach 10 Tagen wurden ausgewachsene PDLF und ZZ geerntet, und 5x10*

Zellen wurden auf 75 cm? Kultur-Flaschen (83.1811.002; Sarstedt) iibertragen.

2.2.2 Verdau des Alveolarknochens

Die Proben des Alveolarknochens wurden mit der Knochenmiihle (38-019-01-07; KLS
Martin) fein zerkleinert. Der Verdau erfolgt mit 0,5 mg Dispase II (17105041; Gibco)
und 1 mg Kollagenase (17018029; Gibco) in 1 ml DMEM fiir 12 Stunden im Inkubator
unter Standard-Kulturbedingungen bei 37 °C, mit einer Luftséttigung von COz bei 5 %
und einer Luftfeuchtigkeit von 100 %. Nach Abschluss des Verdaus wurden die Zellen
von der geldsten EZM unter Zuhilfenahme eines Cell Strainer mit einer Porengrofle von
40 um (352340; Falcon/Thermo Fisher Scientific) befreit. Die OZAK wurden gezahlt und
5x10* Zellen auf 75 cm? Kultur-Flaschen (83.1811.002; Sarstedt) iibertragen.

2.2.3 Separierung des Epithels

Das Epithel der Gingiva muss zunédchst vom unterliegenden Bindegewebe getrennt wer-
den. Dies erfolgt durch Aufschluss der Basalmembran. Die Gewebeprobe wird in eine
Verdauldsung mit 1,5 mg Dispase II (17105041; Gibco) in 1 ml DMEM fiir 12 Stunden
im Inkubator unter den zuvor beschriebenen Standard-Bedingungen tiberfiihrt. Mit mik-
rochirurgischem Instrumentarium (Mikroinstrumentarium; KLS Martin) unter der Lupe
(EZ4D; Leica) kann nun die Epithelschicht vom Bindegewebe unter Sicht getrennt wer-

den. Die Zell-Zell-Verbindungen des Epithels werden dann durch einen zweiten Verdau
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mit 0.25 % Trypsin in PBS fiir 30 Minuten getrennt. Die nun separierten GK konnen auf
verschiede Arten weiter kultiviert werden. Prinzipiell wird eine Kultur ohne Hilfsmittel
Initial nicht empfohlen. Man kann den Epithelzellen eine Art Basalmembran oder eine
Kollagenbeschichtung als Grundlage bieten oder man nutzt inaktivierte feeder cells
(Rheinwald und Green 1975; Tjin et al. 2020). Nach mehrfachen Vorversuchen erwiesen
sich die feeder cells als Grundlage fiir die Kultur von GK als effektiv. Die mitotische
Inaktivierung der feeder cells wir durch 50 ug Mytomycin C (M0503; Sigma-Aldrich) 1
ml DMEM fiir 30 Minuten erzielt. Als feeder cells wurden gingivale Fibroblasten genutzt,
welche bei der Separierung von Epithel und Bindegewebe sowieso als Nebenprodukt an-
gefallen waren. Die feeder cells wurden so ausgesét, dass sich je nach verwendeter GroB3e
der Kulturflaschen eine Konfluenz von 80 % nach Adhision am Boden ergab. Nun wird
kein DMEM-Medium mehr verwendet. Es erfolgt der Wechsel auf Keratinocyte Growth
Medium 2 (C-20011; PromoCell) mit 0.125 ng/ml EGF, 5 pg/ml Insulin,0.33 pg/ml Hyd-
rocortison, 0.39 pg/ml Epinephrin, 10 pg/ml Transferrin, 0.004 pwl/ml Bovine Pituitary
Extrakt (C-39016; PromoCell) und 0.06 mM CaClz (C-34006; PromoCell). AnschlieBend
werden die GKs auf die so geschaffene Wachstumsgrundlage gebracht. Sobald 5x10* GK
gewachsen sind, kann auf die feeder cells verzichtet werden. Unabhédngig von der Grof3e
der Kulturflasche sollten GK immer dicht ausgeséit werden. Bewéhrt hat sich eine Kon-

fluenz von 70 %, um eine ziligige Passagierung der Zellen zu erreichen.

2.3 Immortalisierung der Zellen

Um eine leicht zugingliche und reproduzierbare Quelle an Zellen fiir weitere Untersu-
chungen in-vitro zu generieren, wurden die Zellen via Infektion mit h\TERT immortlisiert
(Bodnar et al. 1998). Die Immortalisierung hat keine statistisch signifikanten Auswirkun-

gen auf die Genexpression und das Proteinprofil der jeweiligen Zellen.

2.3.1 Virusproduktion

Es wurden 5x10° 293T-Zellen (ACC635; DSMZ,) in einer 10 cm durchmessenden Pet-
rischale (82.1473.001; Sarstedt) kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80 % wurde am fol-
genden Tag mit dem Versuch begonnen. Es wurden 10 pg des hTERT-Lentivirus Plasmid
(Kundenauftrag; Amsbio) mit 10 ug der packaing plasmid mixture (LV053; ABM) in 1
ml DMEM gemischt. AuBerdem wurden 80 pl Lentifectin (G074; ABM) mit I ml DMEM
gemischt. Beide Losungen wurden bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten inkubiert, an-

schlieend gemischt, um die Bildung des Transfektionskomplexes zu ermdglichen. Nach
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20 Minuten wurden dem Transfektionskomplex 4,5 ml DMEM hinzugefiigt. Der Trans-
fektionskomplex wurde auf die Zellen pipettiert und nach 6 h 0,65 ml hitzeinaktiviertes
FCS hinzugefiigt. Am néichsten Tag wurde das Medium vorsichtig von den Zellen ent-
nommen und 10 ml DMEM oder Keratinocyte Growth Medium 2 (C-20011; PromoCell)
+ 10 % hitzeinaktivierte FCS + 1 % bovines Serumalbumin Fraktion V (BL63-0500;
Equitech-Bio) wurden hinzugefiigt. Nach 24 Stunden hatten die Zellen eine ausreichende
Menge des Virus produziert und der Uberstand wurde geerntet, zentrifugiert und filtriert
(SLHAO033SB; Merck Millipore).

2.3.2 Transfektion

Zunichst wurden 1,8x10° frisch trypsinierte Zellen in 3 ml des Virusiiberstandes mit 30
ul Protaminsulfat (P3369; Sigma-Aldrich) resuspendiert. Drei Kavititen einer 24-Well-
Platte (83.3922.005; Sarstedt) wurden jeweils mit 1 ml dieser Losung gefiillt. Nach 6
Stunden wurde 1 ml des entsprechenden Mediums substituiert. Am néchsten Tag wurden
das Medium und tote Zellen entfernt. Die adhédrenten Zellen wurden einer weiteren Be-
handlung mit 1 ml des Virusiiberstands und 10 pl Protaminsulfat pro Well iiber Nacht

unterzogen.

2.3.3 Selektion

Die infizierten Zellen wurden in eine 75 cm? Kultur-Flasche (83.1811.002; Sarstedt) mit
dem entsprechenden Medium tiberfiihrt. Durch Zugabe von bis zu 10 ug Blasticidin pro
ml Medium wurden die Zellen schlieBlich selektiert (Schminke et al. 2015).

2.4 Kultur der Bakterienstamme

Die Bakterienstimme Aggregatibacter actinomycetemcomitans Serotype A (11122;
DSMZ) und Eikenella corrodens (8340; DSMZ) wurden freundlicherweise vom Institut
fiir medizinische Mikrobiologie der Universititsmedizin Gottingen zur Verfiigung ge-
stellt. Die Bakterienkolonien wurden von einer Agarplatte in einem Erlenmeyerkolben
mit 10 ml Brain Heart Infusion (BHI)-Bouillon (CM1135; Oxoid / Thermo Fisher Scien-
tific) tiberfiihrt und 4 Tage bei Raumtemperatur beweget inkubiert. Um einen ausreichen-
den Vorrat anzulegen, wurden die Bakterien 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert und in
Aliquots mit 30 % Glyzerin in BHI bei — 80 °C gelagert. Fiir die Versuche wird jeweils

ein Aliquot des Stammes in BHI bei Raumtemperatur resuspendiert.
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2.5 Zellkultur mit den Bakterienstammen

Es wurden jeweils 5x10* Zellen von GK, OZAK, PDLF und ZZ in der vierten Passage in
75 cm? Kultur-Flaschen (83.1811.002; Sarstedt) ausgesit und zu einer Konfluenz von 80
% im jeweiligen Medium ohne Zusatz von Antibiotika inkubiert.

Gemal der entsprechenden Fachliteratur und den Pilotversuchen in unserem Labor wur-
den die Zellen mit 2x10° Bakterienzellen von jedem Stamm infiziert (Meyer et al. 1996).
Die Anzahl der Bakterien wurde nach den McFarland-Standards bestimmt (Zapata und
Ramirez-Arcos 2015). Nach 48 Stunden wurde das Medium entfernt und die Zellen 3-
mal fiir je 1 Minute sorgfiltig mit PBS gewaschen. AnschlieBen wurden die Zellen ab-

zentrifugiert, um Zellpellets fiir die Analyse zu generieren.

2.6 Vorbereitung der Proteinproben

Die Zellpellets wurden in basic lysis buffer, bestehend aus 25 mM Tris, pH 7.4, 0,9 %
NP-40, 150 mM NaCl und Protease-Inhibitoren (11873580001; Roche) resuspendiert.
Anschliefend wurden die Zellen fiinf Mal mit fliissigem Stickstoff eingefroren und wie-
der aufgetaut, um sie aufzuschlieen. Die Proteinkonzentration wurde mit einem Pierce
BCA Protein Assay Kit (23225; Thermo Fisher Scientific) und einem Nanodrop 1000
Spektrophotometer (0H517; Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Jeweils 50 ug der Pro-
teinproben wurden mit Aceton bei -20 °C fiir 12 Stunden gefallt.

Es wurden insgesamt acht Proben an die Kollegen der Serviceeinheit {ibergeben. Einmal
Proteinproben von GK, OZAK, PDLF und ZZ in einzelner Kultur sowie von GK, OZAK,
PDLF und ZZ in Kultur mit den Bakterienstimmen.

2.7 Proteomics - Massenspektrometrische Analysen

Die massenspektrometrischen Analysen wurden von der Wissenschaftlichen Serviceein-

richtung Proteomanalyse der Universititsmedizin Gottingen durchgefiihrt.

2.7.1 Probenvorbereitung

Jeweils 50 ug Protein pro Probe wurden auf ein 4 - 12 %iges NuPAGE Novex Bis-Tris-
Minigel (NP0326BOX; Thermo Fisher Scientific) geladen und 1,5 cm in das Gel einlau-
fen gelassen. Nach Coomassie-Féarbung wurden die Proteinbanden ausgeschnitten und
zerkleinert. Anschlie3end wurden die Proteine mit Dithiothreitol reduziert, mit lodaceta-
mid alkyliert und tiber Nacht mit Trypsin (Sequencing Grade; Promega) verdaut. Die

trypsinierten Peptide wurden aus dem Gel extrahiert und die Lésung in einer Speedvac
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(Savant SPF111V, Thermo Fisher Scientific) getrocknet. Fiir weitere Analysen wurden
die Proben bei — 20 °C gelagert (Atanassov und Urlaub 2013). Aliquots jeder Probe wur-
den zu insgesamt 80 pg gepoolt und mit Hilfe einer Umkehrphasen-Spinséule (Pierce
Reverse Phase Peptide Fractionation Kit; Thermo Fisher Scientific) in acht Fraktionen
getrennt, um eine Peptidbibliothek zu erstellen. Alle Proben wurden zur Kalibrierung der

Retentionszeit mit einem synthetischen iRT-Peptidstandard (Biognosys) gespikt.

2.7.2 LC/MS/MS

Die Proteinverdaue wurden mit einem Nanofluss-Chromatographiesystem (Eksigent na-
noLC425) in Kopplung an ein hybrides Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer (Triple-
TOF 5600+, Sciex) mit Nanospray IlI-Ionenquelle (Quellenspannung 2400 V, Interface-
temperatur 150 °C, Sheathgas 12) und Analyst TF 1.7.1 Software Build 1163 analysiert.
Die Peptide wurden in Ladepuffer (2 % Acetonitril und 0,1 % Ameisensdure in Wasser)
zu einer Konzentration von 0,3 pg/ul aufgenommen. Pro Injektion wurden 1,5 pg Peptide
auf einer Vorsdule (0,18 mm x ID 20 mm, Symmetry C18.5 um; 186000197; Waters)
angereichert und auf einer analytischen RP-C18-Séule (0,075 mm ID x 250 mm HSS T3,
1,8 pm; 186003539; Waters) unter Verwendung eines 90-miniitigen linearen Gradienten
von 5 - 35 % Acetonitril/0,1 % Ameisensdure (v:v) bei einer Flussrate von 300 nl/min
getrennt.

Die qualitative Analyse wurde unter Verwendung einer Top25 Methode zur datenabhén-
gigen Analyse (data-dependent acquisition, DDA) durchgefiihrt, mit einem MS-Scan im
Bereich m/z 350-1250 iiber 350 ms bei einer Auflésung von 30.000 FWHM (Full Width
Half Maximum) durchgefiihrt. MS/MS-Scans von m/z 180-1600 wurden fiir 100 ms auf-
genommen bei einer Auflosung von 17.500 FWHM und einer Vorlduferisolationsweite
von 0,7 FWHM, resultierend in einer Gesamtzykluszeit von 2,9 s. Vorldufer mit einer
Mindestintensitdt von 125 cps und Ladungszustinden 2+, 3+ und 4+ wurden fiir MS/MS
ausgewdhlt, und im Weiteren fiir 30 s von der Fragmentierung ausgeschlossen. Die
MS/MS-Aktivierung wurde durch CID unter Verwendung von Stickstoff als Kollisions-
gas mit linear angepasster Kollisionsenergie durchgefiihrt. Vier technische Replikate pro
Umbkehrphasenfraktion und ein einzelnes Replikat jeder Zellkultur-Bedingung wurden
analysiert, um eine annotierte MS/MS-Spektrenbibliothek zu erstellen.

Fiir die quantitative SWATH-Analyse wurden MS/MS-Daten unter Verwendung von 65
Fenstern variabler Grof3e tiber den Bereich m/z 400-1050 erfasst (Zhang et al. 2015). Die

Fragmente wurden unter Verwendung linear angepasster Kollisionsenergie fiir den
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Ladungszustand 2+ erzeugt, und die Fragmente wurden iiber einen m/z Bereich von 350-
1400 fiir 40 ms pro Segment aufgenommen. EinschlieBlich eines 100 ms MS-Ubersichts-
scans fiihrte dies zu einer Gesamtzykluszeit von 2,8 s. Die Daten wurden aus drei wie-

derholten Injektionen jeder biologischen Probe gewonnen.

2.7.3 Datenverarbeitung und statistische Analysen

Die Proteine wurden mit ProteinPilot Software Version 5.0 Build 4769 (AB Sciex), mit
der Einstellung "griindlich", identifiziert. Insgesamt wurden 689558 MS/MS-Spektren
aus den kombinierten qualitativen Analysen gegen die kombinierten UniProtKB Refe-
renzproteome (Revision 12-2018, 105.242 Eintrdge) von Homo sapiens, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens durchsucht. Unter Beriicksichtigung 52
bekannter gingiger Laborverunreinigungen fiihrte die Analyse zur Identifizierung von
2.408 Proteinen mit einer falschen Entdeckungsrate von 1 %.

Die Erzeugung der Spektralbibliothek und die SWATH-Peak-Extraktion wurden mit der
PeakView-Software Version 2.1 Build 11041 (AB Sciex) unter Verwendung der
SWATH-Quantifizierungs-MicroApp Version 2.0 Build 2003 durchgefiihrt. Nach der
Korrektur der Retentionszeit mit dem iRT-Standard wurden die Peakfldchen mit Infor-
mationen aus der MS/MS-Bibliothek zu einem FDR von 1 % extrahiert, was zu einer
Anzahl von 2.000 Proteinen in allen Proben gefiihrt hat (Lambert et al. 2013).

Die Protein-Peakflachen wurden auf Gesamtflichensummen normalisiert, in die Software
Perseus v1.5.6.0 importiert und mit einer log2-Skala transformiert. Eine nicht gerichtete
principal component anlysis (PCA) wurde durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit bio-
logischer und technischer Replikate zu untersuchen. Die Protein-Peakflédchen der bakte-
riellen Bedingungen wurden paarweise mit den Standardbedingungen unter Verwendung
des Student's t-Tests (p<0,05) und der Benjamini-Hochberg-Korrektur fiir multiple Tests
verglichen (Lambert et al. 2013; Tyanova et al. 2016). Die Ergebnisse der MS-Rohdaten,
der Proteinidentifizierung und der Proteinquantifizierung wurden im ProteomeXchange
Consortium PRIDE Partner-Repository unter der Datensatz-Kennung PXD013919 hin-
terlegt (Vizcaino et al. 2014). Es wurde eine Heatmap der Proteinquantifizierungen liber
alle Proben erstellt und ein hierarchisches Clustering fiir alle Proben auf ihre Proteinex-
pressionsprofile angewendet. Die Proteinexpression wurde mit /imma (Version r packa-
geVersion "limma" ) modelliert (Ritchie et al. 2015). Als Faktoren von der entsprechen-
der Zelllinie und den beiden Kulturbedingung gingen in das Modell ein. Die Ergebnisse

der ANOVA Tests iiber alle Gruppen werden zusammen mit den Ergebnissen der
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paarweisen Kontrasttests dargestellt. Die meisten differentiellen Proteine aus dem A-
NOVA-Typ-Test wurden gruppeniibergreifend in Boxplots sowie in einer Heatmap visu-
alisiert. Fiir jeden paarweisen Kontrasttest wurden die Ergebnisse in Volcano plots und
Heatmaps der signifikant differentiellen Proteine visualisiert. Die funktionelle Anreiche-
rung gegeniiber Gen Ontology (GO) Termen und Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge-
nomes (KEGG) Pfaden wurde mittels Anreicherungs- und Uberreprisentationstests unter
Verwendung von clusterProfiler (Version 3.14.3) getestet (Yu et al. 2012). Die Ergeb-
nisse der funktionalen Anreicherungstests wurden visualisiert. Beziehungen zwischen
Proteinen und angereicherten beziehungsweise liberrepriasentierten Termen wurden in
Gene-concept-networks visualisiert. Beziechungen zwischen angereicherten beziehungs-
weise liberreprisentierten Termen wurden in Enrichment-Maps visualisiert. Die Haufig-
keit von Signalwegen oder GO-Terms wurde mithilfe der Gene-Set-Variationsanalyse
zusammengefasst (Hanzelmann et al. 2013). Die Gensatz-Variations-Scores wurden tliber
Proben hinweg mit annotierten Heatmaps visualisiert. Fiir GO-Term-Uberreprisentati-
onsanalysen wurden relevante Teile der GO-Ontologie als Baumdiagramme visualisiert
und nach Effekt annotiert. Im Falle von signifikant angereicherten Gensitzen werden die
top signifikant angereicherten Gensétze in GSEA-Plots visualisiert. Im Falle von signifi-
kant angereicherten oder liberrepriasentierten KEGG-Pfaden wurden die top KEGG-Pfade
mit Annotation nach Effekt (log fold change) unter Verwendung von pathview (Version
1.26.0) visualisiert (Luo und Brouwer 2013). Sowohl die proteinweisen Tests als auch
die gensatzweisen Tests wurden mit Benjamini-Hochberg fiir multiples Testen korrigiert,
um die Falschentdeckungsrate zu kontrollieren. Das Signifikanzniveau wurde fiir alle sta-
tistischen Tests auf alpha = 5 % gesetzt. Alle Analysen wurden mit der Statistiksoftware
R (Version 3.6.2; R Core Team 2018) durchgefiihrt. ComplexHeatmap (Version 2.2.0)

wurde zur Erstellung der Heatmaps verwendet (Gu et al. 2016).
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3 Ergebnisse

Die einzelnen Zellen werden im weiteren Verlauf mit einem ,,+* fiir Kultur mit Aggrega-
tibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens oder einem ,—* flir die Kultur-

bedingung ohne Bakterien markiert.

3.1 Proliferation versus Apoptose
GK, OZAK, PDLF und ZZ in einzelner Kultur und in Kultur mit Aggregatibacter acti-

nomycetemcomitans und Eikenella corrodens wurden iiber 7 Tage inkubiert (Abbildung
2). Die lebenden Zellen wurden téglich ermittelt. GK, OZAK, PDLF und ZZ ohne Kultur
mit Bakterien zeigten wihrend des gesamten Zeitraums ein proliferatives Verhalten. GK,
OZAK, PDLF und ZZ in Kultur mit Aggregatibacter actinomycetemcomitans und FEi-
kenella corrodens fiihrten keine Zellteilungen mehr durch. Die Zellen begannen zwischen
48 und 72 Stunden mit der Einleitung der Apoptose. Daher wurde die Proteomanalyse
mittels markierungsfreier hochauflosender Massenspektrometrie nach 48 Stunden durch-
gefiihrt. So wurde vermieden, dass die Analyse durch apoptotische Phdnomene iiberlagert

wurde.

-~ GK -
500- OLAB -
400- —e PDLF -
=, - CC-
= 300
3
© 2004 -+ GK +
3 OLAB +
100 —+ PDLF +
0 . | -+ CC+
0 50 100 150 200
time [h]

Abbildung 2: Proliferation und Apoptose Uiber 1 Woche. Die Abbildung wurde der englischen
Originalpublikation enthommen. OLAB entspricht OZAK und CC entspricht ZZ als deutsche Ab-
kirzungen im Text der Dissertation. ,+“ bedeutet Inkubation mit Bakterien. ,— bedeutet Kultur
ohne Bakterien. Die Y-Achse spiegelt die Zellzahl in Prozent wider und die X-Achse die Zeit in
Stunden.

Nach 7 Tagen waren die Zellen humanen Parodontiums in Kultur mit den Bakterien alle
abgestorben. Die Zellen in einzelner Kultur, ohne Bakterien, hingegen zeigten weiterhin

ein proliferatives Verhalten.
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Zum Zeitpunkt der Proteomanalyse in Abbildung 3 zeigten GK ektodermalen Ursprungs,
sowohl mit als auch ohne bakterielle Reizung eine Kopfsteinpflaster-Morphologie, eine
hohe Zelldichte und direkte Zell-Zell-Kontakte. Die Zellen mesodermalen Ursprungs, O-
ZAK, PDLF und ZZ hatten eine Fibroblasten-dhnliche Form. OZAK waren etwas runder
als PDLF und ZZ. Im Vergleich zu OZAK und PDLF zeigten ZZ lingliche Zellkorper.

OLAB

PDLF

Abbildung 3: Zytologie. Unterschiede der einzelnen Zellen zueinander sowie im Vergleich von
einzelner Kultur (,—“) und Kultur mit Bakterien (,+“). Die Abbildung wurde der englischen Original-
publikation entnommen. OLAB entspricht OZAK und CC entspricht ZZ als deutsche Abkirzungen
im Text der Dissertation.

Die Zellen unabhéngig von Art der Kultur und ihres Ursprungs waren vital sowie adhé-

rent an der Oberfldche der Kulturflaschen zum Zeitpunkt der Proteomanalyse.
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3.2 Eine erste Ubersicht: PCA, Heatmap und Volcano plots
Eine erste Ubersicht iiber das Proteom, also die Gesamtheit aller Proteine, Zellen und den
Versuchsaufbau ergibt die PCA. Die PCA zeigt Proteinmuster fiir jeden Zelltyp und fiir
beide Kulturbedingungen.
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Abbildung 4: PCA. Die Achsen spiegeln die Diversitat des Proteoms wider. Die Abbildung wurde
der englischen Originalpublikation entnommen. OLAB entspricht OZAK und CC entspricht ZZ als
deutsche Abkurzungen im Text der Dissertation. ,+“ bedeutet Inkubation mit Bakterien. ,— be-
deutet Kultur ohne Bakterien. Jede Probe wurde in mit 3 technischen Replikaten gemessen

Ohne Bakterien kultiviert, zeigen die OZAK —, PDLF — und ZZ — mesodermalen Ur-
sprungs eine Gruppierung mit dhnlicheren Proteinexpressionsmustern zueinander, die
sich von den ektodermalen GK — klar unterscheiden. Diese Gruppierung der Proteinex-
pressionsmuster zeigt sich ebenfalls bei allen Zellen, die 48 Stunden in Kultur mit Bak-
terien waren. Man erkennt demnach einen Unterschied von mesodermalen und ektoder-
malen Zellen sowie einen Unterschied von einzelner Kultur gegeniiber Kultur mit den
PA-assoziierten Bakterien Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corro-
dens. Betrachtet man die Resultate weiter im Detail, bringt die Heatmap dhnlichen Auf-

schluss iiber den Versuchsaufbau wie die PCA. Die Heatmap in Abbildung 5 zeigt alle

signifikant detektierten Proteine, verteilt liber alle Proben in Beziehung zueinander.



Ergebnisse 26

Abbildung 5: Heatmap. ,+“ bedeutet Inkubation mit Bakterien. ,—* bedeutet Kultur ohne Bakte-
rien. Mit rot markiert sind die Proteine die verstarkt exprimiert werden. Mit blau sind Proteine
markiert, die vermindert exprimiert werden. Links sind die Zusammenhange der einzelnen Prote-
ine verknipft. Jede Probe wurde mit 3 technischen Replikaten gemessen.

Auch hier erkennt man den Unterschied von einzelner Kultur gegeniiber Kultur mit Bak-
terien. Es zeigen sich Gruppen von verstirkt exprimierten Proteinen (rétlich) gegeniiber
Proteinen, die vermindert synthetisiert (bldulich) werden. Auch hier erkennt man den in
Abbildung 4 zuvor beschrieben Unterschied im Proteinmuster von mesodermalen Zellen,
OZAK, PDLF und ZZ sowie den ektodermalen GK. AuBlerdem spiegelt sich die Differenz
zwischen beiden Kulturbedingungen auch in der Heatmap wider.

Die Volcano plots in Abbildung 6 verdeutlichen noch einmal die Menge an signifikant

verdnderten Proteinen pro untersuchter Zellreihe und Kondition.
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Abbildung 6: Volcano plots der einzelnen Zellen. ,+* bedeutet Inkubation mit Bakterien. ,—* be-
deutet Kultur ohne Bakterien. Hier werden die Ergebnisse des Kontrasttests fur die differentielle
Proteinhaufigkeit beim Vergleich ,+“ vs. ,—* veranschaulicht. Die x-Achse zeigt die Effektgrolie
(als log2 fold change), die y-Achse zeigt die Signifikanz (als -log10(p pvalue)). Jeder Punkt ist ein
Protein. Farbige Punkte stellen signifikant differentiell exprimierte Proteine dar.

In den oberen Ecken der Abbildungen sind die jeweiligen Anzahlen an signifikant ver-
starkt angereicherten Proteinen angeben. Mit rot sind die Zellen in einzelner Kultur mar-
kiert. Die blauen Punkte zeigen Proteine von Zellen in Kultur mit Bakterien. In GK +
wurden 670, in GK — 764, in OZAK + 586, in OZAK — 676, in PDLF + 604, in PDLF —
695, in ZZ + 606 und ZZ — 696 vermehrt synthetisierte Proteine identifiziert. Die so iden-

tifizierten Proteine wurden weiteren Analysen zugefiihrt.

3.3 Signalweg-Analysen

Mehr Verstandnis iiber die funktionellen Unterscheide zwischen den Kulturbedingen der
unterschiedlichen Zellen ergeben sogenannte Signalweg-Analysen. Thnen liegen Daten-
banken zugrunde, welche mit den im Experiment generierten Daten gespeist werden. Hier

werden exemplarisch die KEGG Signalweganalysen gezeigt.
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3.3.1 Top 20 angereicherte Signalwege
Die in Abbildung 7 gezeigten Top 20 angereicherten Signalwege aus der enrichment ana-

lysis werden nach Signifikanz und Héufigkeit graphisch dargestellt.
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Abbildung 7: Top 20 angereicherte Signalwege. Pfade im Vergleich einzelner Kultur vs. Kultur
mit Bakterien. Die Pfade sind nach Signifikanz geordnet (signifikantester angereicherter Pfad
ganz unten) und durch den Benjamini-Hochberg-Korrektur-bereinigten p-Wert eingefarbt. Die
Grofde der Punkte reprasentiert die Grofle des Terms. Die Abbildung wurde der englischen Ori-
ginalpublikation entnommen. Oben links sind die Ergebnisse fiir GK, oben rechts fir OZAK, unten
links fir PDLF und unten rechts fir ZZ dargestellt.

Die erstellten Grafiken in Abbildung 7 beschreiben alle angereicherten Signalwege in den
Zellen mit bakterieller Kultur gegeniiber den Zellen in einzelner Kultur. So erkennt man,
dass in GK wihrend der bakteriellen Kultur die Proteinprozessierung im endoplasmati-
schen Retikulum als Signalweg am prominentesten vertreten ist. In nun absteigender Rei-
henfolge finden sich weitere interessante Ergebnisse von Signalwegen wie Thermoge-

nese, oxidative Phosphorylierung, nichtalkoholische Fettlebererkrankung, Lysosom, ret-

rograder Endocannabinoid-Signalweg, EZM-Rezeptor-Interaktionen, Vibrio-Cholera-
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Infektionen, Calcium Signalwege, N-Glycan Biosynthese, andere Arten der O-Glykan-
Biosynthese, Kleinzelliges Lungenkarzinom, Cholesterin-Stoffwechsel, verschiedene
Arten der N-Glykan-Biosynthese, Pentosephosphat-Weg, Hippo-Signalweg, Zellzyklus,
Aminoacyl-tRNA-Biosynthese, Spliceosom und Biosynthese von Aminoséuren.

OZAK + zeigt etwas andere Signalwege in der Analyse als GK +. Hier ist vor allem der
Signalweg der Prionenerkrankung vertreten. Morbus Alzheimer, Proteinprozessierung im
endoplasmatischen Retikulum, Thermogenese, oxidative Phosphorylierung, Lysosom,
nichtalkoholische Fettlebererkrankung, retrograder Endocannabinoid-Signalweg, EZM-
Rezeptor-Interaktionen, Vibrio-Cholera-Infektionen, N-Glycan Biosynthese, Kleinzelli-
ges Lungenkarzinom, Zelladhdsionsmolekiile, Synthese von Schilddriisenhormonen,
Pentosephosphat-Weg, Ribosom, RNA-Transport, Coronavirus-Erkrankung - COVID-
19, Salmonellen-Infektion sowie Proteinverdauung und -absorption folgen in absteigen-
der Reihenfolge.

PDLF + am stérksten repréasentierter Signalweg ist wie bei GK + die Proteinprozessierung
im endoplasmatischen Retikulum. Es folgen Thermogenese, oxidative Phosphorylierung,
nichtalkoholische Fettlebererkrankung, Lysosom, retrograder Endocannabinoid-Signal-
weg, EZM-Rezeptor-Interaktionen, Vibrio-Cholera-Infektionen, verschiedene Arten der
N-Glykan-Biosynthese, Kleinzelliges Lungenkarzinom, N-Glycan Biosynthese, Zellad-
hasionsmolekiile, Gap junction, Meiose der Eizelle, Pentosephosphat-Weg, Aminoacyl-
tRNA-Biosynthese, Ubiquitin-vermittelte Proteolyse, Biosynthese von Aminoséduren,
Proteasom und RNA-Transport in absteigender Reihenfolge.

Im Kontrast zu GK +und PDLF + werden in ZZ + vor allem Signalwege der Neurodege-
neration und multiple Krankheiten verstarkt exprimiert. Weiterhin in den Top 20 Signal-
wegen sind Morbus Alzheimer, Prionenerkrankung, Proteinprozessierung im endoplas-
matischen Retikulum, Thermogenese, oxidative Phosphorylierung, nichtalkoholische
Fettlebererkrankung, retrograder Endocannabinoid-Signalweg, EZM-Rezeptor-Interakti-
onen, Vibrio-Cholera-Infektionen, N-Glykan-Biosynthese, Proteinverdauung und -ab-
sorption, Pentosephosphat-Weg, Aminoacyl-tRNA-Biosynthese, Ubiquitin-vermittelte
Proteolyse, Chorea Huntington, Morbus Parkinson, RNA-Transport, Ribosom und Sal-

monellen-Infektion in absteigender Reihfolge prisent.
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3.3.2 Gene-concept-network
In Abbildung 8 sind fiir alle Zellreihen Netzwerke der Top 5 signifikantesten Signalwege
und deren assoziierter Proteine dargestellt. Somit werden Verbindungen, Uberschneidun-

gen und bzw. Assoziationen untereinander visualisiert.
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Abbildung 8: Gene-conzept-network der Top 5 angereicherten KEGG-Pfade. Gezeigt wird Ver-
gleich von einzelner Kultur vs. Kultur mit Bakterien. Die lila gefarbten Punkte reprasentieren
KEGG-Pfade mit GroRen entsprechend der Anzahl der signifikant differentiellen Proteine, die mit
dem Pfad assoziiert sind. Die kleineren Punkte stellen die signifikant differentiellen Proteine (rot:
Hochregulierung, griin: Herunterregulierung) dar, die mit mindestens einem der dargestellten
KEGG-Pfade assoziiert sind, wobei deren Assoziationen als Verbindungslinien visualisiert wer-
den.

In Abbildung 8 oben links werden die Ergebnisse fiir GK dargestellt. Die 5 am starksten
angereicherten Signalwege sind Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retikulum,
Thermogenese, oxidative Phosphorylierung, nichtalkoholische Fettlebererkrankung und

Lysosom. Diese Signalwege sind in GK + signifikant erhoht. In der Darstellung wird

deutlich, dass der Signalweg mit der stdrksten Expression, Proteinprozessierung im
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endoplasmatischen Retikulum, keine weiteren Assoziationen zu den andern Signalwegen
aufweist. Thermogenese, oxidative Phosphorylierung sowie nichtalkoholische Fettleber-
erkrankung zeigen hingegen stirke Assoziationen untereinander. Die Signalwege von
Lysosom und oxidativer Phosphorylierung sind {iber zwei gefunden Proteine miteinander
gering assoziiert.

Fiir OZAK werden in Abbildung 8 oben rechts die entsprechenden Signalwege darge-
stellt. OAZK + weist signifikante Verdnderungen auf. Hier stellen Prionenerkrankung,
Morbus Alzheimer, Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retikulum, Thermoge-
nese und oxidative Phosphorylierung die Top 5 dar. Es gibt, wie zuvor dhnlich fiir GK —
gezeigt, nur eine Verbindung fiir die Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retiku-
lum zu Prionenerkrankung. Einen Komplex mit diversen Assoziationen untereinander
stellen Prionenerkrankung, Morbus Alzheimer, Thermogenese und oxidative Phosphory-
lierung dar.

Unten links in der Abbildung 8 sind die Ergebnisse PDLF summiert. Die stdrksten Pro-
teinlevel wurden in PDLF + fiir die Signalwege von Proteinprozessierung im endoplas-
matischen Retikulum, Thermogenese, oxidative Phosphorylierung, nichtalkoholische
Fettlebererkrankung und Lysosom. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit den Resultaten
fiir GK +.

Fiir ZZ werden die Ergebnisse in Abbildung 8 unten rechts dargestellt. Die signifikanten
Abweichungen ergaben sich fiir ZZ + in den Signalwegen Neurodegeneration, Morbus
Alzheimer, Prionenerkrankung, Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retikulum
und oxidative Phosphorylierung. Ahnlich wie zuvor beschrieben gibt es einen Komplex
aus den Signalwegen Neurodegeneration, Morbus Alzheimer, Prionenerkrankung, und
oxidative Phosphorylierung mit verschiedensten assoziierten Protein-Verbindungen un-
tereinander. Die Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retikulum {iberschneidet

sich mit drei Verbindungen in den Komplex und steht somit wieder etwas gesondert dar.

3.4 Immunantwort, Zell-Interaktionen & EZM

Zum Verstdandnis des Experimentes bzw. dem Nachweis einer immunogenen Reaktion
der Zellen in bakterieller Kultur wurden, die signifikant verdnderten Bestandteile der Im-
munsystems separat betrachtet. Weiterhin erfolgt eine Charakterisierung der Zellen iiber
Zell-Interaktionen und deren produzierte EZM. Analog dazu werden die Verdnderung

von Zell-Interaktionen und die EZM wihrend der bakteriellen Kultur betrachtet.



Ergebnisse 32

3.4.1 Gingivale Keratinozyten

Bei GK + ergeben sich geringere Proteinlevel fiir Interleukin-1 rezeptor antagonist pro-
tein, Macrophage migration inhibitory factor, Programmed cell death protein 4 sowie
verstiarke Proteinmengen fiir Neutrophil gelatinase-associated lipocalin und Prostaglan-
din G/H synthase 1. Die Anpassungen dieser Proteine, links in Abbildung 9, wihrend der

bakteriellen Kultur resultieren insgesamt in einer vermehrten Immunantwort.
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Abbildung 9: Protein-Expression von Bestandteilen des Immunsystems (links) sowie von Zell-
Interaktionsproteinen und Bestandteilen der EZM (rechts) gemessen bei GK. Wie zuvor sind die
GK in einzelner Kultur mit GK — (blaue Punkte) und die GK in bakterieller Kultur mit GK + (blaue
Dreiecke) beschriftet. Die Protein-Peakflachen wurden mit einer log2-Skala transformiert und die
bakteriellen Bedingungen paarweise mit den Standardbedingungen unter Verwendung des Stu-
dent's t-Tests (p<0,05) und der Benjamini-Hochberg-Korrektur fir multiple Tests verglichen. Die
Abbildung wurde der englischen Originalpublikation entnommen. ,relative protein level“ bedeutet
relative Proteinmenge; ,immune response® bedeutet Immunantwort; ,cell interaction & ECM* be-
deutet Zell-Interaktion & EZM als deutsche Abkulrzungen im Text der Dissertation.

Auf der rechten Seite von Abbildung 9 werden die Verdnderungen der Zell-Interaktionen
und der EZM dargestellt. GK + weist im Vergleich zu GK — Reduktionen von Tight junc-
tion protein Z0O-2, Ladinin-1 und Plakophilin-3 auf, resultierend in einer gestorten direk-
ten Zellinteraktion. Laminin subunit gamma-2 und Integrin beta-1 als Bestandteil bzw.
Verbindung zur Basalmembran werden hingen vermehrt in GK + und weniger in GK —
gebildet.

Das spezifische Expressionsprofil fiir die Keratine in GK wird gesondert aufgrund der
besseren Ubersicht in Abbildung 10 dargestellt. GK synthetisieren Keratin 1, 2, 5, 6A,
6B, 8, 9, 10, 13, 14, 16 und 18. Wéhrend der Kultur mit den PA assoziierten Erregern
Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens werden alle zuvor be-

schrieben Keratine vermindert von GK + im Vergleich mit GK — synthetisiert.



Ergebnisse

33

relative protein level

W& @S A E S SS
S N A A g
FT N F @@

keratin pattem

>
>

N
h
i
=
>

6‘,;/.)

&

Abbildung 10: Spezifische Expression von Keratinen in GK. Wie zuvor sind die GKs in einzelner
Kultur mit GK — (blaue Punkte) und die GKs in bakterieller Kultur mit GK + (blaue Dreiecke) be-
schriftet. Die Abbildung wurde der englischen Originalpublikation entnommen. ,relative protein
level“ bedeutet relative Proteinmenge; ,keratin pattern bedeutet Keratin-Muster als deutsche Ab-
kurzungen im Text der Dissertation.

Eine Ausnahme stellt Keratin 18 dar, welches als einziges Keratin wihrend der Kultur

mit Bakterien in GK + vermehrt synthetisiert wurde.
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3.4.2 Osteoblastéare Zellen des Alveolarknochens

Wihrend der Kultur mit Bakterien zeigt OZAK + im Vergleich zu OZAK — eine Reduk-
tion von Leukocyte elastase inhibitor, Macrophage migration inhibitory factor und
Prostaglandin reductase 1 sowie eine verstirkte Synthese von Nectin-2 und Prostaglan-

din G/H Synthase 1.
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Abbildung 11: Protein-Expression von Bestandteilen des Immunsystems (links) sowie von Zell-
Interaktionsproteinen und Bestandteilen der EZM (rechts) gemessen bei OZAK. Wie zuvor sind
die OZAK in einzelner Kultur mit OZAK — (gelbe Punkte) und die OZAK in bakterieller Kultur mit
OZAK + (gelbe Dreiecke) beschriftet. Die Abbildung wurde der englischen Originalpublikation ent-
nommen. ,relative protein level* bedeutet relative Proteinmenge; ,immune response® bedeutet
Immunantwort; ,cell interaction & ECM“ bedeutet Zell-Interaktion & EZM als deutsche Abkiirzun-
gen im Text der Dissertation.

Diese Ergebnisse in Abbildung 11 resultieren, wie zuvor fiir GK in Abbildung 10 be-
schrieben, in einer vermehrten Immunantwort. Die Verdnderungen im Bereich von Zell-
Interaktion und der EZM, rechts in Abbildung 11 dargestellt, zeigen fiir OZAK + eine

Erhohung von Collagen alpha-1(1) chain, Fibronectin und Integrin alpha-2 sowie eine

verminderte Produktion von Palladin und Zyxin im Vergleich zu OZAK.
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3.4.3 Fibroblasten aus dem parodontalen Ligament

Wie schon zuvor fiir GK und OZAK beschrieben, gibt es vermehrte und verminderte
Mengen an immun-modulierenden Proteinen fiir PDLF, dargestellt in Abbildung 12. Es
zeigt sich eine verstirkte Synthese von CD 166 antigen, Complement component C9 und
Leukocyte elastase inhibitor in PDLF +. Verminderte Level an Protein werden fiir Macro-
phage migration inhibitory factor und fiir Prostaglandin reductase 1 in PDLF + gemes-

sen. Auch hier erfolgt eine verstirkende Modulation der Immunantwort fiir PDLF +.
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Abbildung 12: Protein-Expression von Bestandteilen des Immunsystems (links) sowie von Zell-
Interaktionsproteinen und Bestandteilen der EZM (rechts) gemessen bei PDLF. Wie zuvor sind
die PDLF in einzelner Kultur mit PDLF — (grine Punkte) und die PDLF in bakterieller Kultur mit
PDLF + (grine Dreiecke) beschriftet. Die Abbildung wurde der englischen Originalpublikation ent-
nommen. ,relative protein level* bedeutet relative Proteinmenge; ,immune response® bedeutet
Immunantwort; ,cell interaction & ECM* bedeutet Zell-Interaktion & EZM.

Auf Ebene von Zellinteraktion und EZM ergeben sich verstirkte Proteinmengen in PDLF
+ fiir Basigin, Collagen alpha-1(V) chain, Matrix metalloproteinase-14 und SPARC so-

wie ein vermindertes Level fiir Vinculin im Vergleich zu PDLF —. Hier bewirkt die bak-

terielle Kultur eine Umstrukturierung der Zellinteraktion und EZM in PDLF —+.



Ergebnisse 36

3.4.4 Zellen des Zements

Auch fiir ZZ ergeben sich teilweise Uberschneidungen mit den zuvor beschrieben Zellen,
dargestellt in Abbildung 13. Die Synthese fiir CD166 antigen, CD276 antigen und Leu-
kocyte elastase inhibitor ist in verstirkt ZZ + im Vergleich zu ZZ —. Eine Verminderung
der Proteinlevel zeigt sich hingegen fiir Macrophage migration inhibitory factor und
Prostaglandin G/H synthase 1 in ZZ +. Diese Modulation der Proteinlevel resultiert wie

schon bei GK, OZAK und PDLF in einer Verstiarkung der Immunantwort.
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Abbildung 13: Protein-Expression von Bestandteilen des Immunsystems (links) sowie von Zell-
Interaktionsproteinen und Bestandteilen der EZM (rechts) gemessen bei ZZ. Wie zuvor sind die
ZZ in einzelner Kultur mit ZZ — (rote Punkte) und die ZZ in bakterieller Kultur mit ZZ + (rote Drei-
ecke) beschriftet. Die Abbildung wurde der englischen Originalpublikation entnommen. ,relative
protein level“ bedeutet relative Proteinmenge; ,immune response” bedeutet Immunantwort; ,cell
interaction & ECM" bedeutet Zell-Interaktion & EZM.

Verdnderungen des Proteoms im Bereich von Zell-Interaktion und EZM zeigen sich vor
allem in einer vermehrten Synthese von Basigin, Collagen alpha-1(V) chain und SPARC
sowie einer verminderten Synthese von Tight junction protein I und Viculin in ZZ +. Die

bakteriellen Erreger verursachen auch hier einen Umbau mit Tendenz zu einer Degene-

ration bei ZZ +.
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3.5 Nicht nur Unterschiede: Ahnliche Verianderungen im
Proteom der Zellreihen wahrend der Kultur mit den

Bakterien.

Zuvor wurden hauptsédchlich Unterschiede der einzelnen Zellreihen wihrend der Kultur
mit Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens betrachtet. Um
mogliche therapeutische Ansitze zu generieren, sollten eben auch Gemeinsamkeiten der
unterschiedlichen Zellen betrachtet werden, so kann ein potenzieller therapeutischer Kan-
didat identifiziert und weiter untersucht werden. Die Abbildungen 14 und 15, zur besseren
Ubersicht geteilt, demonstrieren die 12 am stérksten differentiell exprimierten Proteine.
Oben links in Abbildung 14 erkennt man die eine Erhohung der Proteinmenge fiir Colla-
gen alpha-1 (XII) chain in GK +, OZAK +, PDLF + und ZZ + im Vergleich zu den kor-
respondierenden Zellreihen in einzelner Kultur ohne Bakterien. Eine dhnliche Erhhung
der Proteinmenge zeigt sich fiir Cytoskeleton-associated protein 4 (oben rechts in Abbil-
dung 14) und fiir Peptidylprolyl isomerase (unten links in Abbildung 14) in den Zellen in
bakterieller Kultur.
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Abbildung 14: Ubereinstimmungen im Verhalten der einzelnen Zellen wahrend der Kultur mit
Bakterien Teil 1. Die Protein-Peakflachen wurden mit einer log2-Skala transformiert und die bak-
teriellen Bedingungen wurden paarweise mit den Standardbedingungen unter Verwendung des
Student's t-Tests (p<0,05) und der Benjamini-Hochberg-Korrektur fir multiple Tests verglichen.
Die Abbildung wurde der englischen Originalpublikation entnommen. ,relative protein level” be-
deutet relative Proteinmenge. OLAB entspricht OZAK und CC entspricht ZZ als deutsche Abkur-
zungen im Text der Dissertation. ,+“ bedeutet Inkubation mit Bakterien. ,—* bedeutet Kultur ohne
Bakterien.

Eine Reduktion der Proteinlevel in GK +, OZAK +, PDLF + und ZZ + im Vergleich zu
GK —, OZAK —, PDLF —und ZZ — konnte fiir Elongation factor 2 (mittig links in Abbil-
dung 14), Filamin-A (mittig rechts in Abbildung 14) und Glutathione S-transferase P
(unten links in Abbildung 14) gemessen werden.

In Abbildung 15 werden die Ergebnisse von Abbildung 14, wie zuvor erwéhnt, fortge-

setzt.
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Abbildung 15: Ubereinstimmungen im Verhalten der einzelnen Zellen wahrend der Kultur mit
Bakterien Teil 2. Die Protein-Peakflachen wurden mit einer log2-Skala transformiert und die bak-
teriellen Bedingungen wurden paarweise mit den Standardbedingungen unter Verwendung des
Student's t-Tests (p<0,05) und der Benjamini-Hochberg-Korrektur fir multiple Tests verglichen.
Die Abbildung wurde der englischen Originalpublikation entnommen. ,relative protein level” be-
deutet relative Proteinmenge. OLAB entspricht OZAK und CC entspricht ZZ als deutsche Abkur-
zungen im Text der Dissertation. ,+“ bedeutet Inkubation mit Bakterien. ,—* bedeutet Kultur ohne
Bakterien.

Wiahrend der Kultur mit den PA assoziierten Bakterien Aggregatibacter actinomycetem-
comitans und Eikenella corrodens ergibt sich eine Erh6hung der relativen Proteinmengen
in GK +, OZAK +, PDLF + und ZZ + fiir Phosphate carrier protein mitochondrial, Sy-

naptophysin-like protein 1, Transmembrane protein 165 und Transmembrane 9 superfa-

mily member 2. Fur Pyruvate kinase PKM und Vimentin hingegen werden verminderte
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relative Proteinlevel in GK +, OZAK +, PDLF +und ZZ + im Vergleich zu GK —, OZAK
—, PDLF — und ZZ — gemessen.
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4 Diskussion

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Dissertation stellte die Etablierung humaner oraler
Zellen des Parodontiums aus der befestigten Gingiva, dem Alveolarknochen, dem PDL
und dem Zement dar. Die verwendeten Zellen sind ein wissenschaftliches Alleinstel-
lungsmerkmal. Heutzutage ergeben sich verschiedene Moglichkeiten, auf Ebene von Ge-
nom und Proteom umfassende Analysen zur Charakterisierung von Zellenreihen zu ge-
wihrleisten. RNA Microarrays wurden lange als Routine-Screening verwendet, obwohl
nachteilig posttranskriptionelle Modifizierungen der mRNA nicht erfasst werden konnen.
Die RNA-Sequenzierung stellt die sinnvolle Weiterentwicklung im Bereich der RNA-
Analysen dar (Mardis 2008). Um funktionelle Beschreibungen der Zellen zu ermogli-
chen, stellen Proteinanalysen jedoch das Mittel der Wahl dar. Die Proteomanalyse mittels
markierungsfreier hochauflésender Massenspektrometrie scheint die vielversprechendste
Methode zu sein (Atanassov und Urlaub 2013; Dihazi et al. 2018). Vor allem die Mog-
lichkeiten der modernen Datenanalyse sind schier grenzenlos. Mittlerweile sind nicht nur
die statistische Auswertung, sondern eben auch das Erkennen von funktionellen Zusam-
menhéngen in einem Stoffwechsel als methodischer Standard etabliert (Huang et al. 2009;
Yu et al. 2012).

Weiterhin gibt diese Arbeit Aufschluss tiber das Verhalten der generierten humanen Zel-
len des Parodontiums unter PA-dhnlichen Bedingungen in vitro. In der Literatur existie-
ren verschiedenste Methoden und Modelle zur Induzierung einer PA. In vivo sind mehr-
heitlich PA-Modelle in Maus und Ratte publiziert. Meist wir die PA durch Legen einer
Ligatur um den Zahn oder durch orale Gabe verschiedener parodontopathogener Keime
induziert (Oz und Puleo 2011). Fiir in vitro Untersuchungen stehen oft sogenannte Bio-
film-Modelle mit unterschiedlichen Bakterien zur Verfiigung, welche meist an einer Zell-
reihe getestet werden (Weinreb und Nemcovsky 2015; Faveri et al. 2020).

Das Merkmal dieser Arbeit ist zum einem die Untersuchung aller Zellreihen des humanen
Parodontiums, GK, OZAK, PDLF und ZZ sowie deren Verhalten in Kultur mit den PA
assoziierten Keimen Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens

(Socransky et al. 1998; Fives-Taylor et al. 1999).
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4.1 Die Proteome von Zellen aus der mesodermalen Linie
unterscheiden sich von gingivalen Keratinozyten aus der

ektodermalen Linie

OZAK, PDLF und ZZ zeigen in der PCA und in der Heatmap zwar spezifische, aber
einander dhnliche Proteinmuster auf. Vergleichbare Ergebnisse fiir spezifische Gensigna-
turen und Signalwege konnten in mesodermalen Zellen und ihren Derivaten, die embry-
onalen Stammzellen entstammen, gezeigt werden (Doss et al. 2012). Bemerkenswerter-
weise zeigten sich nach bakterieller Irritation durch Kultur mit Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans und Eikenella corrodens analoge Proteinmuster der untersuchten Zel-
len der mesodermalen Linie (Weinreb und Nemcovsky 2015). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die bakterielle Irritation verschiedener mesodermaler Zellen zu dhnlichen
metabolischen Reaktionen fiihrt, obwohl rein morphologisch keine Verdnderungen visu-
alisierbar waren.

Wie erwartet wurden grof3e Unterschiede im Proteinmuster von GK aus der ektodermalen
Linie im Vergleich zur Gruppe bestehend aus OZAK, PDLF und ZZ mit mesodermalem
Ursprung beobachtet. Das Proteinmuster von GK ist nach bakterieller Irritation signifi-
kant verdndert, aber mit verbleibender Differenz zu Zellen der mesodermalen Linie. In
einem Multi-omics profiling Experiment konnten dhnliche Erkenntnisse beziiglich der
Unterschiede von ektodermalen und mesodermalen Zellen beschrieben werden (Argela-

guet et al. 2019).

4.2 Integrative Datenbank-Analysen

Die Interpretation von statistisch relevanten Verdnderungen im Proteom von GK —, O-
ZAK —, PDLF —und ZZ — gegeniiber von GK+, OZAK+, PDLF+ und ZZ+ mit bakteri-
eller Kultur iiber Datenbanken kann auf verschiede Arten erfolgen. Nach Analyse und
Fokussierung auf die signifikanten Proteine, dargestellt in den Volcano plots, folgt die
Ubertragung auf die jeweilige Datenbank. Durch die Nutzung der KEGG-Datenbank
wurden Signalwege liber Erkrankungen, dominante Zellkompartimente oder signifikante
Prozesse in der Zelle erkannt. Alternativ hitte die GO-Wissensdatenbank verwenden kon-
nen. Hier wurden die Daten einer Enrichment Analysis zugefiihrt, wobei diese als dqui-
valent zur Overrepresentation Analysis gesehen werden muss. Somit kommen schon bei
der Auswabhl der entsprechenden Tools mogliche Variablen auf (Huang et al. 2009; Yu et
al. 2012).
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Es zeigt sich zum Beispiel die Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retikulum
sehr priasent, sogar liber alle Zellreihen hinweg. Ein bekanntes Phinomen wihrend ent-
zlindlicher Prozesse (Zhang und Kaufman 2008) mit der entsprechenden Immunantwort,
wie sie auch hier gezeigt wird. Als weiterer dominanter Schwerpunkt sind die EZM-In-
teraktionen ebenfalls in die Regulation der Immunantwort involviert (Korpos et al. 2009).
So ergeben manche der dominanten Signalwege sinnhafte Schlussfolgerungen und man-
che fiihren scheinbar ohne jeglichen Zusammenhang zum Experiment ins Leere. Ahnli-
che Aufschliisse konnen auch aus den sogenannten Gene concept networks abgeleitet
werden. Sie dienen vor allem dazu, Uberschneidungen mit den verschieden Signalwegen
zu visualisieren.

Ob die Daten aus den integrativen Analysen fiir das Verstdndnis des Experiments ausrei-
chen, sollte jeder Wissenschaftler im Zusammenhang mit den erwarteten Ergebnissen und
passend zur eigentlichen Fragestellung kléren. Meist scheint die Kombination aus integ-
rativen Analysen und die manuelle Recherche passend zur Fragestellung zielfiihrend zu
sein. Weiterhin folgen in den meisten Publikationen aufbauende Experimente, um die

Daten zu bestétigen und zu vertiefen.

4.3 Keratine werden durch Aggregatibacter
actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens in

gingivalen Keratinozyten reguliert
Keratinozyten weisen ein charakteristisches Profil an Keratinen auf. Keratine sind fiir den
Aufbau des Stratum corneum, einer mechanischen Barriere, verantwortlich. Die Keratin-
schicht bietet Schutz gegen physikalische Irritation, wie bei der Mastikation, oder gegen
chemische Reize (Murphrey et al. 2020). Orale Keratinozyten exprimieren in Zellkultur
die Keratine 5, 6, 7, 8, 13, 14, 16, 17, 18 und 19 (Lindberg und Rheinwald 1990). Zusitz-
lich konnte in GK die Expression der Keratine 1, 2 und 10 gezeigt und das Expressions-
profil somit erweitert werden. In Ubereinstimmung mit den hier gezeigten Ergebnissen
weisen massenspektrometrische Proteom-Analysen von humanem Sulkusfluid die Kera-
tine 1, 2, 3, 9 und 10 (Huynh et al. 2015) nach. Eine mehrheitliche Abnahme der Kera-
tinlevel bei bakterieller Irritation wird im Experiment deutlich erkennbar, was mit einer
beeintrichtigten mechanischen Barriere vereinbar ist. Keratin 18 steigt als einziges Kera-
tin wahrend der Kultur mit den PA-assoziierten Erregern an. Eine solche Erh6hung von
Keratin 18 wurde bereits bei kolorektalen Karzinomen gezeigt (Sirni6 et al. 2020). Inte-

ressanterweise wurden auflerdem Anstiege der Keratine 1, 10 und 14 nach Kultivierung
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mit ausschlieBlich Porphyromonas gingivalis (Li et al. 2013) gemessen. Insgesamt
scheint die Rolle der Keratine komplexer zu sein als die reine Barrierefunktion in ent-
zlindlichen oder neoplastischen Prozessen. Somit bleibt abzuwarten, wie die Rolle der

Keratine sich im Verlauf weiterer Untersuchungen entwickelt.

4.4 Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella
corrodens modulieren eine Immunantwort in allen Zellen,

die an der Bildung des Parodontiums beteiligt sind

In den gezeigten Ergebnissen ergeben sich bisher unbeschriebene Hinweise auf eine Im-
munaktivierung in allen untersuchten humanen oralen Zellen des Parodontiums nach bak-
terieller Reizung durch Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corro-
dens, die auf eine Entziindung hinweisen.

Anzeichen fiir eine verstirkte Aktivierung des Immunsystems in GK fanden sich in hoch-
regulierten Proteinleveln von Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (Westerlund et
al. 1996), Programmed cell death protein 4 (Elmore 2007) und herunterregulierten Spie-
geln von Interleukin-1 receptor antagonist protein (Arend et al. 1998). Der Macrophage
migration inhibitory factor war in allen untersuchten Zellen herabreguliert, was auf eine
erhohte Makrophagenaktivitit hinweist. Erhohte Spiegel von Macrophage migration in-
hibitory factor wurden in einer klinischen Studie, im Gegensatz zu den hier gezeigten
Resultaten, anhand einer chronischen Parodontitis beschrieben (Ortiz-Garcia et al. 2019).
Die bakterielle Irritation in dieser Studie ist akuter Natur und konnte sich daher von chro-
nischen Zustinden unterscheiden. Die Prostaglandin G/H synthase 1, von der bekannt
ist, dass sie den Entziindungsmarker Prostaglandin E2 produziert (Simmons et al. 2004),
war in GK, ZZ und OZAK erhoht. Die Abnahme der Prostaglandin reductase 1 in OZAK
und PDLF nach bakterieller Reizung kann zu hoheren Leukotrien B4-Spiegeln fiihren
und somit eine Entziindungsreaktion verstirken (Yokomizo et al. 1996). Die Herabregu-
lierung von Leukocyte elastase inhibitor in den Zellen der mesodermalen Linie ist eben-
falls mit einer aktivierten Immunantwort vereinbar, in dem mehr Elastase aus den Leu-
kozyten freigesetzt wird (Torriglia et al. 2017). Die Bindung von CD 166 antigen an CD6
fordert die Aktivierung des erworbenen Immunsystems durch T-Zellen (Hassan et al.
2004). Die CD166 antigen Expression war auch hier in PDLF und ZZ nach bakterieller
Reizung erhoht. In dhnlicher Weise war Nectin-2, ein Modulator der T-Zell-Signalisie-
rung (Deuss et al. 2017), in OZAK erhdht. In ZZ ist das CD276 antigen, das mit T-Zell-
Aktivierung und IFN-Verstirkung assoziiert ist (Chapoval et al. 2001), erhoht. Das
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Complement component C9 war in PDLF erhoht, was auf eine verstirkte angeborene Im-
munantwort hinweist (Courts et al. 1977).

In vivo wird eine parodontale Entziindung durch eine Vielzahl von Pathogenen induziert,
die komplexe Biofilme bilden und die eine erhhte Immunantwort im Wirt provozieren
(Pihlstrom et al. 2005; Rylev und Kilian 2008). Da aktuell die Kultivierung von Multispe-
zies-Biofilmen eine methodische Herausforderung mit geringer Reproduzierbarkeit
bleibt, ist die in vitro Forschung zur PA beeintrachtigt. Obwohl die vorliegenden Ergeb-
nisse nicht vollstidndig auf die PA iibertragbar sind, scheint die in dieser Studie durchge-
fiihrte bakterielle Irritation von humanen oralen Zellen des Parodontiums geeignet zu

sein, eine orale Entziindung zu induzieren und umfasst eine hohe Reproduzierbarkeit.

4.5 Proteine der Zellinteraktion und der EZM-Produktion in
Zellen des Parodontiums werden durch die Kultur mit
Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella

corrodens beeinflusst
Entziindungen gehen mit Verdnderungen in der Zellinteraktion und der EZM-Struktur
einher. Diesbeziiglich wurden in den humanen Zellen des Parodontiums nach bakterieller
Irritation teilweise diskrepante Befunde erzielt. Die Reduktionen von Tight junction pro-
tein ZO-2 (Chelakkot et al. 2018), Ladinin-1 (Ab¢ et al. 2017) und Plakophilin-3 (Bonné
et al. 2003) in GK, von Paladin (Mykkéanen et al. 2001) und Zyxin (Frenette und Wagner
1996) in OZAK, von Tight junction protein I (Chelakkot et al. 2018) in ZZ und von
Vinculin (Frenette und Wagner 1996) in PDLF und ZZ koénnen als gestorte Zellinterak-
tion und verminderte EZM-Integritdt subsumiert werden. In der Summe werden also Pro-
teine, die direkten Zell-Zell-Kontakten und der Verbindung zur Basalmembran dienen,
vermindert synthetisiert. Ebenso spiegeln erhohte Proteinlevel der Matrix-Metallopro-
teinase-14 und ihres Aktivators Basigin, typisch fiir Entziindungen, in PDLF den Abbau
der EZM wieder (Fingleton 2017). Die Hochregulation von Laminin subunit gamma-2
(Timpl und Brown 1996) und von Integrin beta-1 (Larjava et al. 2014) in GK, von Colla-
gen alpha-1(I) chain (Narayanan und Bartold 1996), von Fibronectin (Pankov und
Yamada 2002) und von Integrin alpha-2 (Larjava et al. 2014) in OZAK sowie der Colla-
gen alpha-1(V) chain (Narayanan und Bartold 1996) in PDLF und ZZ erscheint in diesem
Licht widerspriichlich. Vermutlich finden bei der simulierten Entziindung in vitro Degra-
dations- und Regenerationsprozesse gleichzeitig statt (Govindaraju et al. 2019). SPARC,

eine strukturelle Komponente der EZM mit verschiedenen Funktionen, einschlieBlich der
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zellvermittelten Immunantwort, wurde in PDLF und ZZ hochreguliert, was die nicht ganz
klare Rolle bei Entziindung und EZM-Integritét unterstreicht und weiter aufgekléart wer-

den sollte (Lund et al. 2009).

4.6 Zellreihen-ubergreifende Veranderungen im Proteom

In verschieden Bereichen reagieren GK, OZAK, PDLF und ZZ mit simultanen Anderun-
gen ihres Proteoms auf die Kultur mit den PA-assoziierten Keimen. Ein dhnliches Ver-
halten der Zellen wurde zunéchst zu Beginn der Experimente gezeigt, als die Apoptose
einsetzte. Gemeinsame Verdnderungen im Proteom der Zellen sind von therapeutischer
Bedeutung, um potenzielle Kandidaten zu identifizieren, welche dann intensiviert weiter
untersucht werden miissten. Idealerweise fokussiert man kleinere Molekiile als leichtere
pharmakologische Ziel-Struktur (Lu et al. 2020).

Collagen alpha-1 (XII) ist ein Fibrillen-assoziiertes Kollagen, liegt als homotrimer vor
und ist fiir Muskeldystrophien in mutierter Variante verantwortlich. Mit 190 kDa pro
Kette stellt es ein Makromolekiil dar und ist in der EZM strukturgebend. Es wird vermehrt
wihrend der bakteriellen Kultur gebildet. Das PDL der Backenzédhne einer genetisch ver-
anderten Maus mit Mutation fiir Collagen alpha-1 (XII), zeigte den Verlust der geordne-
ten Architektur des PDL, ohne dass eine Entziindung erkennbar war. Der zelluldre Ze-
ment schien an der PDL-Insertion gestort zu sein. In der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie zeigte das PDL der transgenen Méuse geschwollene und unregelmifig an-
geordnete Kollagenfasern (Reichenberger et al. 2000). Eine Modulation von Collagen
alpha-1 (XII) erscheint daher als nicht zielfiihrend im Sinne eines neuen therapeutischen
Ansatzes fiir die PA.

Cytoskeleton-associated protein 4 reguliert die Exozytose von sekretorischen Granula,
wie Proteasen, Lipasen und Entziindungsmediatoren, durch neutrophile Granulozyten
(Borregaard et al. 2007). Es wird verstérkt in bakterieller Kultur synthetisiert und ist in
die Immunantwort involviert. Eine erhohte Expression wie im Experiment scheint als Teil
des Immunsystems sinnvoll, trigt aber auf der anderen Seite zum Abbau des Parodonti-
ums bei. Eine Modulation im Bereich der neutrophilen Granulozyten wirkt zu riskant,
wenn man bedenkt, dass sie ein essentieller Bestandteil der angeborenen Immunabwehr
sind und der Identifizierung und Zerstérung von Mikroorganismen dienen.

Der Elongation factor 2 katalysiert die koordinierte Bewegung der beiden tRNA-Mole-
kiile, der mRNA und Konformationsénderungen im Ribosom wéhrend der Translation.

In der Summe wird also, wie im gezeigten Experiment, die Proteinbiosynthese durch den
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Mangelan Elongation factor 2 verringert (Castello et al. 2012). Dies scheint ein mdglicher
interessanter Ansatzpunkt fiir eine lokale Therapie der PA darzustellen. Dazu sollte zu-
néichst untersucht werden, ob eine Uberexpression von Elongation factor 2 im gleichen
experimentellen Setting einen positiven Effekt auf GK, OZAK, PDLF und ZZ hat. Im
vice versa Experiment durch zum Beispiel einen knockdown via RNA1 oder knockout via
CRISPR/Cas9 von Elongation factor 2 sollten kongruente Ergebnisse folgen, bevor ein
Tierexperiment in Erwdgung gezogen werden kann.

Filamin-A wird wihrend der bakteriellen Kultur von GK, OZAK, PDLF und ZZ stark
vermindert synthetisiert. Die Aufgaben, von Aktin-Bindung bis Zellmigration, sind weit
verteilt innerhalb der Zelle und beinhalten diverse Interaktionsproteine. Vor allem die
nicht genau geklérte Rolle in der Entwicklung von Neoplasien bei Verstirkung der Ex-
pression (Savoy und Ghosh 2013) ldsst einen therapeutischen Benefit fiir die Therapie
von PA in den Hintergrund riicken.

Glutathione S-transferase P dient als Enzym unter andrem der Regeneration der Zelle,
indem es zu entsorgende Metabolite mit Glutathion konjugiert und so deren Elimination
ermoglicht. Vor allem Prostaglandin A2 und J2 werden konjugiert, wodurch ihre anti-
proliferativen Eigenschaften auf die Mitose unterdriickt werden (Bogaards et al. 1997).
Auch Xenobiotika konnen eliminiert werden. Aber ein Zusammenhang mit dem breitem
Erregerspektrum der PA und den dabei entstehenden Xenobiotika ist aktuell nicht be-
schrieben. Bestimmte Varianten von genetischen Polymorphismen sind in einer Studie
mit 60 Probanden als Risikofaktor bei chronischer PA beschrieben worden (Camargo Or-
tega et al. 2014).

Die Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP11 ist stark erhoht in den Zellen, welche der
bakteriellen Irritation mit Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corro-
dens ausgesetzt waren. Als klassische cis-trans Isomerase verfiigt sie vermutlich iiber eine
geringe Bedeutung fiir die Therapie der PA, obwohl bereits erhohte Level auf Ebene des
Transkriptoms bei Patienten mit chronischer PA nachgewiesen wurden (Suzuki et al.
2019).

Als fester Bestandteil der Atmungskette und somit essentieller Energielieferant innerhalb
der Zellen, oder genauer in der Mitochondrien-Membran, ist das Phosphate carrier pro-
tein mitochondrial ubiquitér, iber die Evolution hoch konserviert und insgesamt ein kaum
beeinflussbarer Faktor in diesem Experiment oder der PA. Méngel an Phosphate carrier
protein mitochondrial, ursichlich fiir Laktatazidose, hypertropher Kardiomyopathie so-

wie Muskelhypotonie, sind innerhalb des ersten Lebensjahres letal (Mayr et al. 2007).
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Phosphate carrier protein mitochondrial wird in den Zellen wahrend der Kultur mit Ag-
gregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens vermehrt synthetisiert
und scheint somit eventuell eine Reaktion der Zellen auf den erh6hten Energiebedarf
wihrend einer Entziindung zu sein (Wang und Ye 2015).

Die Pyruvate kinase PKM ist ein glykolytisches Enzym, das die Ubertragung einer Phos-
phorylgruppe von Phosphoenolpyruvat auf Adenosindiphosphat katalysiert und dabei A-
denosintriphosphat, als universellen Energietrager im Korper, erzeugt. Sie ist Bestandteil
der Glykolyse und wird im beschriebenen Experiment wéhrend der bakteriellen Kultur
von GK, OZAK, PDLF und ZZ vermindert produziert. Es sind keine publizierten Daten
tiben einen Zusammenhang der Pyruvate kinase PKM mit PA bekannt. Eine lokale Sub-
stitution der Zellen, in welcher Form auch immer, mit Pyruvate kinase PKM ist aufgrund
des Zusammenhangs mit dem oralen Plattenepithelkarzinom als nicht besonders sinnvoll
zu betrachten (Kurihara-Shimomura et al. 2018).

Die Rolle von Synptophysin-like protein 1 ist wissenschaftlich noch kaum belegt. Das
zeigt sich auch an der geringen Anzahl von Publikationen. Eine Bindung zu Syntaxin-1A4
ist beschrieben und somit eine Involvierung in die Formation des SNARE-Komplexes bei
der Freisetzung von Neurotransmittern aus der Synapse (Craig et al. 2015). Ob nun eine
therapeutische Relevanz fiir die PA besteht, ldsst sich aus der aktuellen geringen Daten-
lage nicht ableiten und verlangt somit weitere wissenschaftlicher Untersuchungen auf al-
len Ebenen.

Die Proteinlevel fiir Transmembrane protein 165 in GK+, OZAK+, PDLF+und ZZ+ sind
stark gestiegen im Vergleich mit den jeweiligen Kontrollen. Das Transmembrane protein
165 ist hautsdchlich in die Glykosylierung von Proteinen involviert (Foulquier et al.
2012). Dies konnte auch durch die zuvor gezeigten integrativen Datenanalysen bestitigt
werden. Inwieweit eine therapeutische Konsequenz fiir die PA entstehen kann, bleibt
hierbei ebenfalls abzuwarten, obwohl die Bedeutung der Gykosylierung fiir mikrobielle
Infektionen unbestritten ist (Reily et al. 2019).

Es wurden verstiarkte Mengen an Transmembrane 9 superfamily member 2 in allen Zellen
mit bakterieller Kultur nachgewiesen. Es ist ein ubiquitdres, mit neun putativen Trans-
membrandoménen aufgebautes sowie hochst konserviertes Protein wahrend der Evolu-
tion (Schimmoller et al. 1998) und scheint eine Assoziation mit PA zu besitzen (Offen-
bacher et al. 2016). Eine Erhéhung der Level von Transmembrane 9 superfamily member
2, wie hier gezeigt, konnte auch auf mRNA-Niveau bei Patienten im Verdauungstrakt

nachgewiesen werden. Es wird als potenzielles Oncogene dargestellt und soll ein
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mogliches Wirkstoffziel neuerer Medikamente werden (Clark et al. 2018). Es ist durchaus
vorstellbar, dass man viele Ergebnisse aus der Forschung iiber Transmembrane 9 super-
family member 2 als neues Oncogene auch auf die PA-Forschung iibertragen kann. Aber
ein Nutzen als Therapeutikum fiir PA zum aktuellen Zeitpunkt bleibt hoch spekulativ.

Vimentin als Intermediarfilament innerhalb der Zelle wird in GK +, OZAK +, PDLF +
und ZZ + vermindert produziert. Wiahrend der Pathogenese der PA werden Kollagene
Strukturen mehrheitlich abgebaut, so kommt es zu Degradation von PDL, Alveolarkno-
chen und letztendlich zum Verlust des Zahns durch Lockerung. Vimentin scheint einen
protektiven Effekt auf die Stabilitdt der mRNAs von Kollagenen zu besitzen (Pihlstrom
et al. 2005; Challa und Stefanovic 2011). Somit konnte es ebenfalls eine mogliche Ana-
satzstelle fiir PA-Therapien darstellen, indem es den entsprechenden Zellen in einer Form
zugefiihrt wird, um die Biosynthese der Kollagene auch unter der Infektion aufrechtzuer-
halten. Dies ist ebenfalls als lokales Therapeutikum denkbar, sollte aber wie zuvor be-
schrieben tiefergehend untersucht werden, da auch Vimentin eine Rolle in der Biologie
epithelialer Tumoren und bei der epithelial-mesenchymalen Transition inne hat (Satelli

und Li 2011).

4.7 Ausblick

Die vorliegende Studie gibt zum ersten Mal einen umfassenden Einblick in das Proteom
humaner oraler Zellen des Parodontiums. Zellen der ektodermalen Linie aus der befestig-
ten Gingiva weisen ein einzigartiges Proteom auf, das sich signifikant von Zellen der
mesodermalen Linie aus Alveolarknochen, PDL und Zement unterscheidet. Somit kann
jeder Zellreihe ein spezifisches Protein-Profil zur Charakterisierung zugeordnet werden.
Die bakterielle Irritation durch die PA-assoziierten Erreger Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans und Eikenella corrodens wiahrend der Kultur induzierte in GK, OZAK,
PDLF und ZZ Verinderungen im spezifischen Protein-Muster der Zellen, die auf ent-
ziindliche Prozesse hinweisen.

Obwohl die gezeigten Ergebnisse nicht vollstindig auf die in vivo PA {ibertragen werden
konnen, sind die etablierten humanen Zelllinien des Parodontiums und die reproduzier-
bare bakterielle Irritation vielversprechend fiir die zukiinftige in vitro Forschung zur PA.
Um therapeutische Ansétze weiterzuverfolgen, sind Methoden im zellbiologischen Be-
reich, wie RNAI als knockdown oder knockout via CRISPR/Cas9 sowie lentivirale Uber-
expressionen der Kandidaten erforderlich. Im weiteren Verlauf konnen passende Metho-

den entwickelt werden, um neue therapeutische Ansitze zu generieren. Eine Proteom-
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Analyse stellt in der Kombination mit Datenbankinterpretationen eine sinnvolle erste Me-
thode zur Verschaffung einer Ubersicht dar und bietet die Moglichkeit, Details zu identi-
fizieren.

Ungeachtet der Proteomanalyse kommt auch der Etablierung der hier untersuchten hu-
manen Zelllinien des Parodontiums, die nun der zahnmedizinischen Forschungsgemeinde

zur Verfligung stehen, eine hohe wissenschaftliche Bedeutung zu.
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5 Zusammenfassung

Das Parodontium wird von Gingiva, Wurzelzement, PDL und Alveolarknochen gebildet.
Es ist verantwortlich fiir die elastische Verankerung des Zahns in der Alveole, die Propri-
ozeption wihrend Mastikation und Sprechen sowie den Schutz der angrenzenden Struk-
turen vor dem oralen Mikrobiom. Die chronisch-entziindliche Erkrankung des Parodon-
tiums wird als PA definiert und flihrt ohne Therapie zu einer irreversiblen Zerstorung des
Zahnhalteapparates. Die PA ist mittlerweile der Hauptgrund fiir Zahnverlust. Die mole-
kularen Mechanismen wihrend der Pathogenese von PA in humanen Zellen des Parodon-
tiums auf Ebene des Proteoms sind nicht untersucht. Ziel dieser Arbeit ist, eine Proteom-
analyse mittels markierungsfreier hochauflosender Massenspektrometrie aller hier etab-
lierten Zellen des Parodontiums in einzelner Kultur und in Kultur mit den PA-assoziierten
Bakterien Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Eikenella corrodens. Jeder Zell-
reihe kann erstmals ein spezifisches Proteinprofil fiir die Charakterisierung zugeordnet
werden. Wie erwartet wurden gro3e Unterschiede im Proteom von GK aus der ektoder-
malen Linie im Vergleich zur Gruppe bestehend aus OZAK, PDLF und ZZ mit mesoder-
malen Ursprung beobachtet. Diese Unterscheidung blieb auch wihrend der bakteriellen
Kultur bestehen. In der Summe zeigen zellspezifische Verdnderungen von immunregula-
torischen Proteinen eine Aktivierung des Immunsystems bei GK +, OZAK +, PDLF +
und ZZ +. AuBBerdem kommt es zu einer Storung im Bereich von Zellinteraktionen und
der EZM, welche als typische Anzeichen fiir eine Entziindung gewertet werden konnen.
Ein essentieller Bestandteil des Ribosoms ist Elongation factor 2. Er zeigt liber alle Zell-
reihen hinweg eine Verminderung durch die bakterielle Irritation. Er stellt somit ein po-
tentielles Target fiir eine zielgereichte lokale Therapie dar, um so die Proteinbiosynthese
wihrend der PA aufrecht zu erhalten. Ein ebenfalls interessanter Ansatz konnte die Pro-
tektion von Kollagenen als Grundstruktur der EZM im gesamten Parodontium auf Niveau
der mRNA durch Substitution von wihrend der Kultur vermindert produziertem Vimen-
tin darstellen.

Die generierten Ergebnisse konnen nicht vollstindig auf die in vivo PA iibertragen wer-
den, aber die etablierten Zellreihen und die reproduzierbare bakterielle Irritation sind viel-
versprechend fiir die zukiinftige in vitro Forschung zur PA, um auch therapeutische An-

sdtze weiterzuverfolgen.
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