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 Einleitung 
Das Parodontalligament (Desmodont) ist ein wesentlicher Bestandteil des Zahnhal-

teapparates, der für die Aufhängung von Zähnen im Knochenfach zuständig ist. Die-

ses Ligament besteht aus einer heterogen gemischten Zellpopulation, die für den 

Umbau und die Remodellierung der extrazellulären Anteile verantwortlich ist 

(Bevelander und Nakahara 1968; Bartold et al. 2000). Die orthodontische Steuerung 

der Zahnbewegung wird durch die Fähigkeit des Parodontalligaments zur Remodel-

lierung ermöglicht. 

Als Sekretom bezeichnet man alle in den extrazellulären Raum sekretierten Prote-

ine eines bestimmten Zelltyps (Tjalsma et al. 2000). Bisher wurde das Sekretom 

von Parodontalligamentzellen noch nicht mittels Massenspektrometrie untersucht. 

Erkenntnisse über Mechanismen der kieferorthopädischen Zahnbewegung auf zel-

lulärer und molekularbiologischer Ebene könnten dabei helfen, die Remodellie-

rungsprozesse besser zu verstehen. Die gewonnenen Erkenntnisse könnten zu-

künftig zu einer Verbesserung von orthodontischen Therapien führen. 

Insbesondere der Vergleich der Sekretome juveniler und adulter Patienten könnte 

Informationen liefern, weshalb kieferorthopädische Interventionen in beiden Pati-

entengruppen unterschiedlich wirken. Bei der Erfassung eines Sekretoms ist die 

besondere Schwierigkeit zwischen sekretierten Proteinen und Proteinen des Zell-

kulturmediums zu unterscheiden. Um dies zu ermöglichen und um auch quantita-

tive Unterschiede der Sekretome zu ermitteln, wurde eine metabolische Markie-

rung der Zellen mittels SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell cul-

ture) -Technologie durchgeführt. 

In den folgenden Abschnitten der Einleitung werden zunächst die physiologischen 

Zusammenhänge von Parodontalligament (PDL), Zahnbewegung und Sulkusfluid 

(Gingivales zervikales Fluid, gingival crevicular fluid, GCF) erläutert. Da die mas-

senspektrometrische Analyse von Proteinen in dieser Arbeit Anwendung fand, wer-

den auch Grundlagen dieser Methode im Folgenden beschrieben. 
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1.1 Parodontales Ligament und PDL-Zellen 

Das Parodont ist der Zahnhalteapparat (siehe Abbildung 1) und setzt sich aus vier 
verschiedenen Geweben zusammen, die wiederum in Hart- und Weichgewebe un-
terteilt werden. Zu den Hartgeweben zählen der Alveolarknochen (bestehend aus 
Spongiosa und Kompakta) und das Wurzelzement, sowie auf Seiten der Weichge-
webe die Gingiva und das PDL (Bartold et al. 2000). Die Funktionsweise dieser 
Gewebe ist klar definiert und so zählen zu den Aufgaben des Parodontiums unter 
anderem die Verankerung eines Zahnes im Knochen und die Abwehrfunktionen 
(Nanci und Bosshardt 2006).  
Im Folgenden werden das PDL und sein Aufbau näher beschrieben. Entwicklungs-
geschichtlich leitet sich das PDL aus dem Zahnsäckchen ab und ist ektomesen-
chymalen Ursprungs. Die Umwandlung von Zahnsäckchen zu parodontalem Liga-
ment beginnt mit der Bildung des Wurzelzements. Es werden kollagene Faserbün-
del von Fibroblasten gebildet, die in das neu synthetisierte Wurzelzement einerseits 
und in die Knochenwand weiter koronal andererseits inserieren (Levy und Bernick 
1968). Das Fasergeflecht wird erst nach Einstellung des Zahnes in die Okklusions-
ebene dichter und erscheint kontinuierlicher. Unter den Fasern sind nicht nur kolla-
gene Fasern, sondern auch Oxytalanfasern, die zeitgleich während der Entwicklung 
des Parodonts gebildet und in das kollagene Fasergeflecht eingeflochten werden 
(Fullmer et al. 1974).  
Die kollagenen Fasern innerhalb des Parodonts setzten sich aus Typ I + III Kollagen 
zusammen, wobei von den Fibroblasten hauptsächlich Kollagenfasern des Typ I 
produziert werden (Butler et al. 1975). Die Oxytalanfasern, die ebenfalls eine Ver-
bindung zwischen Wurzelzement und Knochenfach darstellen, werden von Fib-
roblasten synthetisiert und verlaufen in apikokoronaler Richtung. Ihnen wird eine 
Bedeutung in der Regulierung des Blutflusses bei funktioneller Beanspruchung der 
Zähne zugesprochen (Jonas und Riede 1980). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zahnhalteapparats. Die Abbildung zeigt schematisch den Aufbau 
des Zahnhalteapparates. Zwischen Wurzelzement und Alveolarknochen spannt sich das Parodontalligament 
(PDL) und hängt den Zahn in seinem Knochenfach syndesmotisch auf. 

 
Die Zellen des parodontalen Ligaments sind heterogen durchmischt und setzen sich 
zusammen aus Fibroblasten, Zemento- und Osteoprogenitorzellen, Zemento- und 
Osteoblasten (Bevelander und Nakahara 1968). Die Fibroblasten sind langgezo-
gene, spindelförmige Zellen mit ovalem Zellkern, viel endoplasmatischem Retiku-
lum für die Produktion extrazellulärer Matrix wie z. B. der Kollagensynthese, und 
länglichen Zytoplasmaausläufern. Zahlenmäßig sind die Fibroblasten die größte 
Zellpopulation innerhalb des PDL. Die Fibroblasten liegen zwischen den Faserbün-
deln des parodontalen Ligaments verteilt und sind oft in Faserrichtung angeordnet. 
Sie sind über gap junctions, Desmosomen, und tight junctions miteinander verbun-
den und bilden so ein faserreiches Netzwerk (Bevelander und Nakahara 1968). Das 
parodontale Ligament zieht von Knochen zu Wurzelzement in Faserbündeln und 
verankert die Zähne in ihren Alveolen. So handelt es sich nicht um eine starre Ver-
bindung mit dem Alveolarknochen, sondern vielmehr um eine Syndesmose (Schro-
eder 2000). Die Breite dieses Bindegewebes variiert rund um den Zahn zwischen 
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0,15 - 0,38 mm und nimmt mit dem Alter ab (Nanci und Bosshardt 2006). Die An-
ordnung in primäre kollagene Faserbündel hat Hassel 1993 beschrieben. Sie wer-
den auch als Sharpey Fasern bezeichnet. Die Organisation der Fasern zu Bündeln 
weist eine klare Richtung auf und lässt eine Einteilung in Gruppen anhand ihrer 
Funktion zu (Hassell 1993). Zwischen den heterogenen Zellen des PDL finden sich 
auch multipotente postnatale Stammzellen (PDL stem cells, PDLSCs) (Seo et al. 
2004; Trubiani et al. 2005). Diese Zellen wiesen ein vergleichbares phänotypisches 
Profil wie Stammzellen des Knochenmarks auf, jedoch mit einer höheren Teilungs-
rate (Eleuterio et al. 2013; Trubiani et al. 2019). Neben ihrem regenerativen Poten-
zial zeigten isolierte PDLSCs auch ex vivo ihre Fähigkeit zur Ausbildung von Wur-
zelzement und PDL-artigem Gewebe. Induzierte PDLSCs könnten somit einen the-
rapeutischen Beitrag zur Regeneration von Gewebe des Zahnhalteapparates leis-
ten (Park et al. 2011). 
 

1.1.1  Veränderungen des parodontalen Ligaments im Alter 

Nach heutiger Auffassung nimmt die Adaptionsmöglichkeit des Parodontiums im Al-
ter ab (Göz 1990). Die Altersforschung unterscheidet zwischen primärem und se-
kundärem Altern. Das primäre Altern ist ein physiologischer Prozess, der keinerlei 
Krankheitswert hat. Das sekundäre Altern hingegen wird von exogenen Faktoren 
beeinflusst, die zu parodontaler Knochendestruktion, Gingivarezession oder patho-
logischen Zahnwanderungen führen können (Götz 2013). 
Mit zunehmendem Lebensalter schwindet die Belastbarkeit kollagenfaserreicher 
Bänder, was auf degenerative Prozesse zurückzuführen ist (Noyes und Grood 
1976). Die Fibroblastendichte im Parodontalspalt verringert sich und im gleichen 
Zuge ist die Kollagenneusynthese vermindert. Das Gewebe wird fibröser und die 
Stabilität des vorhandenen Kollagens nimmt zu (Grant und Bernick 1972).  
Im Alter nimmt die Breite des Parodontalspaltes ab, was auf eine Verbreiterung des 
Wurzelzements zurückzuführen ist (Louridis et al. 1972). Im Parodontalligament äl-
terer Patienten kommen nach wie vor Zellen mit Stammzellfunktion vor, deren Fä-
higkeit zu Differenzierung und Proliferation jedoch vermindert ist. Aufgrund dieser 
verbleibenden Zellen mit Stammzellfunktion lässt sich auch die lebenslange Ze-
mentapposition erklären (Grant und Bernick 1972; Velden 1984). 
Untersuchungen an PDL-Zellen weisen eine verminderte Teilungsrate und verrin-
gerte Zelldichte auf (Grant und Bernick 1972). Die extrazelluläre Matrix, in der die 
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Zellen des parodontalen Ligaments liegen, setzt sich aus verschiedenen Kollage-
nen, Glykoproteinen, Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen zusammen (Con-
nor et al. 1984; Häkkinen et al. 1993; Zhang et al. 1993). Im Parodont alternder 
Patienten liegen Fibrosierung, fokale Hyalinisierungen, Knorpel- oder Verkalkungs-
herde vor (Grant und Bernick 1972; Götz 2013). 
 

1.2 Zahnbewegung 

Die Einheit aus Gingiva, Alveolarknochen, Desmodont und Wurzelzement wird als 
Parodont oder Zahnhalteapparat bezeichnet. Die aufhängenden Fasern sind das 
Desmodont, Bindegewebsfaserbündel, die eine Verbindung zwischen Knochen und 
Wurzelzement herstellen. Zähne sind nicht fest im Knochen verankert, sondern über 
Fasern im Knochenfach aufgehängt und zeigen deshalb eine physiologische Be-
weglichkeit durch Wangen-, Zungen-, und Kaudruck. Diese Drücke sind jedoch zeit-
lich begrenzt und die Bewegung der Zähne deshalb reversibel. Die Zellen des Des-
mondonts setzen sich aus einer heterogen gemischten Zellpopulation aus Fib-
roblasten, undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen, Monozyten und Makro-
phagen, Osteoblasten und Osteoklasten, malassez’schen Epithelresten, Zemen-
toblasten und Odontoklasten zusammen. Den zellulär größten Anteil am PDL bilden 
die Fibroblasten, die die Substanz des Parodontalligaments bilden, und für den Um-
bau und die Neusynthese der extrazellulären Anteile verantwortlich sind (Beertsen 
1975; Nanci und Bosshardt 2006). 
Bei der kieferorthopädischen Zahnbewegung werden gezielt Kräfte angesetzt und 
die einzelnen Parodontalfasern unterschiedlich stark belastet. Die Zähne sollen 
hierbei effizient und schonend bewegt werden, wobei die Nebenwirkungen für die 
Gewebe gering zu halten sind (von Bohl und Kuijpers-Jagtman 2009). 
Grundlegende Erkenntnisse über die orthodontischen Bewegungen sind auf die 
Versuche von Schwarz (1932) zurück zu führen, wonach die einwirkende 
orthodontische Kraft durch die Höhe des kapillären Drucks limitiert ist. Das richtige 
Maß der orthodontischen Kraft ist dem Patienten individuell anzupassen, jedoch 
nicht über den kapillären Druck hinausgehend zu wählen, um Wurzelresorptionen 
zu vermeiden (Schwarz 1932).  
Reitan (1975) hat die kieferorthopädischen Zahnbewegungen in drei Phasen einge-
teilt. In der ersten Phase kommt es durch die Bewegung des Zahnes innerhalb der 
Knochenalveole zu Veränderungen der Blutzirkulation. Zunächst tritt noch keine De-
formation des Knochens oder Remodelling des Gewebes auf. Durch die Bewegung 
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kann man in Richtung der Bewegung von einer Druck- und entgegengesetzt von 
einer Zugzone sprechen. In der Druckzone kommt es zur Kompression der Paro-
dontalfasern und Annäherung des Zahnes an die Knochenalveole. Analog kommt 
es in der Zugzone zur Dehnung der Parodontalfasern und zur Erweiterung des Pa-
rodontalspaltes. Sowohl Druck als auch Zug auf die PDL-Zellen führen zu einer 
Freisetzung von Signalmolekülen, wie Zytokinen und Prostaglandinen, die die Rek-
rutierung von Osteoblasten und -klasten bedingen (Davidovitch 1991; Von den Hoff 
2003; Yamaguchi et al. 2004). 
Zum Ende dieser Phase nach ein bis drei Tagen wird die zweite Phase eingeleitet 
und es kommt zur Anlagerung von Osteoblasten an die Knochenwände. Die zweite 
Phase nennt sich Hyalinisation. In den Kompressionsbereichen auf Seiten der 
Druckzone kommt es zur Unterbrechung des Blutflusses und partielle Nekrosen ent-
stehen. Im histologischen Bild sind diese Nekrosen als hyalinisierte Bereiche er-
kennbar (Reitan 1967). Diese hyalinisierten Bereiche bedingen einen Stillstand der 
kieferorthopädischen Zahnbewegung, der zwischen vier und 30 Tagen andauern 
kann. Während des Stillstandes ist kein Abtransport von Zellbestandteilen möglich, 
da die Zirkulation behindert ist. Das nekrotische Gewebe wird durch Makrophagen 
und Osteoklasten abgebaut, die aus unbeschädigten Bereichen des PDL rekrutiert 
werden, und ermöglicht so eine indirekte Resorption in der Druckzone. In der Zug-
zone kommt es zur Proliferation der Osteoblasten und somit zur Neubildung von 
Knochenmatrix (Osteoid). Ist der Stillstand der zweiten Phase beendet beginnt die 
dritte Phase der Zahnbewegung. Auf der Druckseite ist nun vermehrte Osteoklas-
tenaktivität an der Knochenoberfläche erkennbar und man spricht von direkter Re-
sorption, was die Zahnbewegung beschleunigt. Auf der Zugseite wird weiterhin von 
den Osteoblasten neues Osteoid gebildet, das PDL adaptiert an die Dehnung und 
wird umgeformt. Zunächst wird ein Übergangsgewebe gebildet, das später minera-
lisiert wird und so den entstandenen Spalt zwischen Wurzelzement und Alveo-
larknochen auffüllt. Es ist also davon auszugehen, dass die knöchernen Anteile des 
Parodontiums auf Druck- und Zugkräfte mit Appositions- und Resorptionsvorgän-
gen reagieren (Krishnan und Davidovitch 2006). 
Göz (1990) hat diese drei Phasen der Zahnbewegung benannt. Zunächst die Ver-
formung und Kompression des parodontalen Ligaments, anschließend die Hyalini-
sierung und abschließend die Phase des Umbaus. 
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Abbildung 2: Druck-Zug-Theorie der Zahnbewegung. Dargestellt ist die orthodontische Bewegung eines Zahnes 
durch seine Knochenalveole. Im linken Bild sind die Druck- und Zugzone zu erkennen, die auf Seiten der Zug-
zone eine Dehnung des Parodontalligaments, und in der Druckzone eine Kompression des Parodontalligaments 
erkennen lassen. Im rechten Bild ist die unterminierende Resorption dargestellt, die nun auf Seiten der Druck-
zone zu einer Hyalinisierung und am Knochen zu unterminierender Resorption führt. 

 
Auswirkungen des Alterns auf die Zahnbewegung lassen sich mit vermindertem Mi-
neralstoffwechsel, andauernden Hyalinisationsphasen und daraus resultierender 
verzögerter Zahnbewegung (Bridges et al. 1988) und Veränderungen der Knochen-
dichte erklären (Reid und Boyde 1987). Für orthodontische Zahnbewegungen im 
erwachsenen Gebiss sollten deshalb andere Kräfte und größere Zeitabstände ge-
wählt werden (Göz 1990). 
 

1.3 Gingivales zervikales Fluid  

Gingivales zervikales Fluid (gingival crevicular fluid, GCF) ist ein serumhaltiges 

Transsudat der parodontalen Gewebe und kann im Falle eines entzündlichen Pro-

zesses auch als Exsudat bezeichnet werden. Es besteht aus Serumanteilen, Ge-

webe- und Zellbestandteilen, Zellen des Immunsystems, sowie Mikroorganismen 

(Lamster und Ahlo 2007). Zum Schutz der Epithelbarriere und somit der Immunab-

wehr des Parodonts kommt es bei entzündlichen Prozessen zu erhöhten Flussraten 
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und Spülung des Sulkus zum Abtransport von Bakterien und ihren Stoffwechselpro-

dukten (Eley und Cox 2003). Die Untersuchung des GCFs lieferte Hinweise, dass 

neben Bestandteilen des Blutplasmas und Proteinen aus entzündlichen Prozessen 

des Gewebes zusätzlich Proteine gefunden wurden, die demnach dem Parodont 

zugeordnet werden können (Carneiro et al. 2012). 

 

1.4 Molekulare Biologie im Zahnhalteapparat 

Druck- und Zugbelastungen durch orthodontische Interventionen auf den Zahnhal-

teapparat führen zu Remodellierung der umliegenden Gewebe, welches auf mole-

kularer Ebene durch die Sekretion von Zytokinen und anderen Mediatoren gesteuert 

wird. 

In frühen Phasen der kieferorthopädischen Zahnbewegung spielen Gene für die 

Sensorik auf mechanische Stimuli, sowie Entzündungsprozesse und Remodellie-

rung der extrazellulären Matrix im Parodontalligament eine Rolle (Brooks und Gong 

2015). Hierzu zählen diverse Interleukine, Tumornekrosefaktoren, Prostaglandine, 

Matrixmetalloproteasen (MMPs) und Integrine. Explizit finden sich während der 

Zahnbewegung auf Seiten der Druckzone Zellen des Parodontalligaments, die Tu-

mornekrosefaktor-alpha (TNF-α), Interleukin-1 (IL-1) und Prostaglandine sekretie-

ren (Lowney et al. 1996; Uematsu et al. 1996; Bletsa et al. 2006; Tzannetou et al. 

2008). Prostaglandine werden von Zellen des Parodontalligaments bereits kurz 

nach Einwirkung mechanischer Kräfte sekretiert (Ngan et al. 1990). Der Umbau der 

extrazellulären Matrix wird weiterhin durch Matrixmetalloproteasen und deren Inhi-

bitoren (TIMPs) bedingt, die wiederum von Parodontalligamentzellen sekretiert wer-

den (Bodet et al. 2007). Außerdem wurde auch die Expression von zyklischem A-

denosinmonophosphat (cAMP) und Inositolphosphat in der initialen Phase der kie-

ferorthopädischen Zahnbewegung beobachtet (Ngan et al. 1990). 

Zusätzlich stehen die Zellen des Parodontalligaments über Integrine in direkter Ver-

bindung zu der sie umgebenden extrazellulären Matrix. Hierdurch können mecha-

nische Stimuli die Aktivierung von Ionenkanälen, Integrinen und Zell-Zell-Kontakten 

induzieren (Hoffman et al. 2011). 

Die Remodellierung des Knochens führt darüber hinaus zur Aktivierung von Osteo-

zyten, welche wiederum Signalmoleküle wie bone morphogenetic proteins (BMPs), 

Proteine des Wnt-Signalwegs, Prostaglandin E2 (PGE2) und Stickstoffmonoxid 
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(NO) produzieren. Diese können eine direkte Wirkung auf die Differenzierung und 

Aktivität von Osteoblasten und Osteoklasten ausüben (Henneman et al. 2008). 

In den späten Phasen kieferorthopädischer Zahnbewegung kommt es zur Remo-

dellierung des Parodontalligaments sowie Appositions- und Resorptionsvorgängen 

des Knochens (Pilon et al. 1996). Hierbei spielen unter anderem der receptor acti-

vator of NF-κB Ligand (RANKL), ein Protein, das wesentlich an der Regulation des 

Knochenumbaus beteiligt ist (Keck und Pecherstorfer 2003), und Osteoprotegerin 

(OPG), ein sogenannter „Köder-Rezeptor“ für RANKL, wichtige Rollen (Kawasaki et 

al. 2006). RANKL wird unter anderem von Osteoblasten und Zellen des Parodon-

talligaments während der Zahnbewegung in der Druckzone exprimiert (Ogasawara 

et al. 2004; Brooks et al. 2009). Zusätzlich reagieren PDL-Zellen auf mechanische 

Stimuli neben der Expression von RANKL auch durch die Expression von PGE2, 

was wiederum zu einer Erhöhung der RANKL-Expression und der Aktivierung von 

proosteoklastischen Zellen führt (Kanzaki et al. 2002; Teitelbaum und Ross 2003). 

Neben RANKL wurden in Zellen des Parodontalligaments weitere Osteoblasten-as-

soziierten Marker, wie zum Beispiel Alkalische Phosphatase, Knochensialoprotein 

und Runt-verwandter Transkriptionsfaktor 2 (RUNX2) beschrieben (Pavlin et al. 

2000a; Kawasaki et al. 2006; Balducci et al. 2007). Diese Mediatoren und Gene 

indizieren die durch mechanische Stimuli induzierte Differenzierung und Aktivität 

von Osteoblasten (Pavlin et al. 2000a; Pavlin et al. 2000b; Garlet et al. 2008). 

Ein Vergleich der GCF-Konzentrationen von RANKL und OPG zwischen juvenilen 

und adulten Patienten während kieferorthopädischer Zahnbewegung zeigte, dass 

RANKL im GCF juveniler Patienten signifikant erhöht und OPG signifikant erniedrigt 

vorlag (Nishijima et al. 2006). Dieser Effekt war allerdings nur zum Zeitpunkt nach 

24 Stunden zu beobachten, nicht davor und nicht danach, was vermuten lässt, dass 

RANKL und OPG ihre Funktionen in der Knochenresorption zeitlich begrenzt und 

bedingt durch den Druck der kieferorthopädischen Zahnbewegung ausüben. 

Für alle bisher im Zusammenhang mit kieferorthopädischer Zahnbewegung identi-

fizierten Gene und Proteine sind bereits Funktionen in anderen physiologischen Zu-

sammenhängen beschrieben, sodass diese nicht ausschließlich mit Zahnbewegung 

assoziiert werden können. Bisher wurde kein Gen gefunden, welches ausschließlich 

für die Regulation der kieferorthopädischen Zahnbewegung verantwortlich gemacht 

werden kann (Brooks und Gong 2015). 
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1.5 Massenspektrometrie für Proteinanalytik 

1.5.1 Isotopenmarkierung mit Aminosäuren 

Stabile Isotopenmarkierung mit Aminosäuren in Zellkultur (stable isotope labeling 

with amino acids in cell culture – SILAC) ist ein Verfahren, bei dem essentielle Ami-

nosäuren im Zellkulturmedium mit Isotopen-markierten Analoga ersetzt werden.  

 

 
Abbildung 3: Schwer markierte Aminosäuren Lysin+8 und Arginin+10. Durch den Austausch von regulären 12C- 
und 14N-Atomen in den Aminosäuren Lysin und Arginin durch 13C (*) bzw. 15N (*) wird ein Massenzuwachs von 
8 u (Lysin) und 10 u (Arginin) gesichert, der letztendlich die massenspektrometrische Diskriminierung der Pep-
tide ermöglicht. 

 

Ohne essentielle Aminosäuren können Zellen/Organismen keine Synthese betrei-

ben. Durch Zusatz essentieller Aminosäuren, die mehrere stabile Isotope enthalten, 

wie zum Beispiel 13C anstelle des natürlicherweise deutlich häufiger vorkommenden 
12C, kann gewährleistet werden, dass neu synthetisierte Proteine ebendiese enthal-

ten. Nach circa sechs Zellteilungen kann von einer hinreichenden Verbreitung der 

Aminosäuren mit definierten (schweren) Massen in den Proteinen der Zellen aus-

gegangen werden. Diese nun inkorporierten schweren Proteine können mit Hilfe 

von Massenspektrometrie, spezifisch detektiert werden. Folglich ist die Anwendung 

von SILAC-Experimenten auf sich teilende Zellen beschränkt und erfordert unfixier-

tes Probenmaterial (Ong et al. 2002). 

Ein SILAC-Experiment mit massenspektrometrischer Analyse gliedert sich in ver-
schiedene Schritte. Ausgangspunkt ist eine Zellpopulation, die in Zellkultur kultivier-
bar ist. Allerdings erfolgt eine zuverlässige Anzucht von Zellen ausschließlich unter 
der Verwendung von fetalem Kälberserum. Da dieses Serum neben wichtigen In-
duktoren der Zellproliferation auch Aminosäuren enthält, welche mit den isotopen-
markierten Aminosäuren konkurrieren würden, wird für SILAC-Experimente grund-
sätzlich auf dialysiertes Kälberserum zurückgegriffen.  
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An die Zellkultur schließt sich dann die Probenvorbereitung an, bei der eine Auftren-
nung der Proteine nach ihren Massen mittels Gelelektrophorese durchgeführt wird. 
Das Gel aus dieser Gelelektrophorese wird im Anschluss gefärbt und in Stücke zer-
schnitten. Endoproteasen hydrolysieren die Proteine beim folgenden In-Gel-Verdau 
zu Peptiden und werden mit organischen Lösungsmitteln aus dem Gel extrahiert. 
Da die schweren Proteine die gleichen biochemischen Eigenschaften, wie zum Bei-

spiel Retentionszeit in der Chromatographie, oder Ionisationseffizienz besitzen, wie 

die normalgewichtigen Originale oder Proteine mit anderen Aminosäuren definier-

ten Gewichts, eignet sich die high performance liquid chromatography (HPLC)- ge-

koppelte Massenspektrometrie, um die Proteine zu identifizieren und zu verglei-

chen. 

 

1.5.2 Massenspektrometrie – Aufbau und Ablauf 

Die Massenspektrometrie ist ein analytisches Verfahren zur Messung von Molekül-
massen freier Ionen im Hochvakuum. Mithilfe dieses Verfahrens ist eine Identifizie-
rung von Peptiden oder Proteinen, aber auch von organischen Molekülen wie Me-
dikamenten oder endogenen Stoffen möglich (Rehm und Letzel 2010). Ein Massen-
spektrometer setzt sich zusammen aus einer Ionenquelle, einem Analysator und 
einem Detektor. Heutzutage werden Massenspektrometer häufig als Detektoren 
hinter HPLC-Systemen verwendet und die Daten digital ausgewertet (siehe Abbil-
dung 4). 
 

 
Abbildung 4: Aufbau eines HPLC-gekoppelten Massenspektrometers. Der Aufbau eines HPLC-gekoppelten 
Massenspektrometers beginnt mit der Injektion der Probe und der Auftrennung in der HPLC. Im Massenspekt-
rometer wird die Probe ionisiert, analysiert und detektiert, bevor die Auswertung der Messung computergestützt 
erfolgt. 

 
Zur Separation der einzelnen Peptide, und um eine ausreichende Sensitivität der 
Analyse zu gewährleisten, können die zuvor aufbereiteten Peptide mit Hilfe von 
HPLC aufgetrennt werden. Die Art der Auftrennung per HPLC kann der Art der 
Probe angepasst werden und sorgt für eine allmähliche Injektion der Probe in das 
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Massenspektrometer (siehe Abbildung 5), da nicht alle Moleküle zum selben Zeit-
punkt erfasst werden können, sondern eine allmähliche Ionisierung, Analyse, De-
tektion und Auswertung erfolgen muss. Die Peptide wurden für die hier beschrie-
bene Arbeit in einer Umkehrphase-Säule mit organischem Lösungsmittel entspre-
chend ihrer Hydrophobizität eluiert. 
 

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der chromatographischen Auftrennung. Die schematische Darstellung 
der chromatographischen Auftrennung zeigt die Trennung der Probenbestandteile (hier: Peptide) in Abhängig-
keit von Säulenbeschaffenheit und Elutionsmittel (mobile Phase). Die Trennung der simultan injizierten Probe 
erfolgt allmählich über die Zeit t und über die Strecke s der Säule. Die Elution der Probe durch die Kapillare zum 
Massenspektrometer ermöglicht eine zeitgleiche Messung gleicher Moleküle, zeitlich getrennt von anderen. 

 
Im Massenspektrometer durchläuft die Probe zunächst die Ionenquelle. Die Ionen-
quelle erzeugt isolierte Ionen aus der Probensubstanz. Hierbei gibt es unterschied-
liche Formen der Ionisation, unter anderem die Elektrospray-Ionisation (ESI) und 
die matrix-assisted laser-desorption ionization (MALDI). Die Ionisation erfolgt, um 
die Analyten im Anschluss in einem elektrischen Feld zu beschleunigen bzw. zu 
filtern, und das Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z) der Moleküle zu bestimmen. In 
dieser Arbeit wurde die Elektrospray-Ionisation verwendet, die bereits Anfang der 
1970er Jahre entwickelt wurde (Fenn et al. 1989). Die Probensubstanz wird in ei-
nem geeigneten Lösungsmittel gelöst, durch eine Metallkapillare geleitet, an deren 
Spitze eine Spannung angelegt ist, sodass es eine Potenzialdifferenz zwischen 
Anode und Kathode gibt, und als feiner Nebel hinausgesprüht (siehe Abbildung 6). 
Hierdurch kommt es zur Bildung eines sogenannten Taylor-Konus (Taylor 1964) 
und einer Verteilung von Flüssigkeitsmolekülen in kleine Tröpfchen mit entspre-
chender Ladung im elektrischen Feld. Durch die angelegte Spannung werden die 
ionisierten Moleküle – zunächst zu mehreren in Tröpfchen des Lösungsmittels – 
gelenkt. Unter hohen Temperaturen und leichtem Vakuum verdampft das Lösungs-
mittel, sodass schlussendlich die ionisierten Moleküle (Peptide) frei vorliegen, wenn 
sie in den Analysator geleitet werden. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Elektro-Spray-Ionisation. Die schematische Darstellung der Elektro-
Spray-Ionisation verdeutlicht den Vorgang der Ionisation der Probenmoleküle. Während des kontinuierlichen 
Probenzustroms kommt es durch die angelegte Spannung zur Beschleunigung der positiv geladenen Moleküle 
(+). Gleichzeitiges Verdunsten des Lösungsmittels (grau) bei hohen Temperaturen führt zu immer kleiner wer-
denden Tröpfchen und letztendlich zum lösungsmittelfreien Vorliegen der geladenen Peptide, welche unter 
elektrischer Spannung ins Hochvakuum des Massenspektrometers gelangen. 

 
Der Analysator besteht in dieser Arbeit aus einer Kombination aus Triple-Quadrupol 
und einem Flugzeitmassenspektrometer (time-of-flight mass spectrometer, TOF-

MS) (Andrews et al. 2011). Zunächst passieren die Ionen im Hochvakuum die 
Quadrupole, vier längs-parallel angeordnete Stäbe, die entweder jegliche Ionen, 
oder durch speziell angelegte Wechselspannung nur Ionen mit einem bestimmten 
m/z-Verhältnis zum Detektor passieren lassen, welcher das Massenspektrum aus 
Masse pro Ladung erfasst (Rehm und Letzel 2010). Anschließend werden die Ionen 
im TOF-MS beschleunigt. Durch Beschleunigung und Ablenkung der Ionen in einem 
angelegten elektrischen Feld kann die Masse eines Moleküls (bzw. das Masse-zu-
Ladung-Verhältnis) über die Flugzeit in der Apparatur bestimmt werden (Rehm und 
Letzel 2010).  
In dem in dieser Arbeit verwendeten Versuchsaufbau fand ein Orbitrap-Massenana-
lysator Verwendung, in dem die eingeführten Ionen in mehreren Dimensionen um 
eine zentrale Spindel oszillieren (siehe Abbildung 7). Die Stärke und Frequenz der 
Oszillation wird hierbei von Detektoren erfasst, wobei die Frequenz einzigartig für 
jedes m/z-Verhältnis ist. Via Fourier-Transformation werden die Informationen der 
Detektoren in ein Massenspektrum überführt. Bei der hier verwendeten TOP-Me-
thode wurden in kurzen zeitlichen Abständen die zum jeweiligen Zeitpunkt am häu-
figsten vorkommenden Peptide sequenziell analysiert und ihre Massen bestimmt. 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Orbitrap-Massenanalysators. Im Orbitrap-Massenanalysator wird 
die Oszillation der ionisierten Moleküle registriert und der gemessene Transient durch Fourier-Transformation 
in ein Massenspektrum überführt. 

 
Ist eine Analyse abgeschlossen werden die Datensätze mit Proteinsequenzen in 
Datenbanken abgeglichen. Dieses peptide mass fingerprinting genannte Verfahren 
nutzt das Wissen über die theoretischen Massen sämtlicher Proteine nach Verdau 
mit Endoproteasen. Hierbei können posttranslationale Modifikationen berücksichtigt 
werden. Dieser Abgleich geschieht mit Hilfe einer Software (z. B. Mascot von Matrix 
Science oder MaxQuant vom Max-Planck-Institut für Biochemie, (Cox und Mann 
2008)), die die ermittelten Peptid-Massen mit allen errechneten Massen der ent-
sprechenden Proteine (Peptide) der Datenbank vergleicht (Perkins et al. 1999). 
Die Quantifizierung eines jeden Peptids wird über die Intensität des Signals am De-
tektor des Massenspektrometers berechnet. Es kann ohne Standards zwar keine 
absolute Quantifizierung vorgenommen werden, aber der Vergleich zweier Peaks 
identischer Peptide in unterschiedlichen Proben (oder von unterschiedlicher Masse 
nach vorausgegangener Markierung mit schweren Aminosäuren) lässt eine relative 
Quantifizierung zu (Mann 2006). 
Auch die Auswertung eines SILAC-Experiments kann mit der vom Max-Planck-

Institut bereitgestellten Software Perseus (Tyanova et al. 2016; Tyanova und Cox 

2018) nach der veröffentlichten Anleitung durchgeführt werden. 

 

1.5.3  Massenspektrometrie in der Zahnheilkunde  

Um die Entstehung und die Pathophysiologie von parodontalen Erkrankungen und 

physiologischen Remodellierungsprozessen zu verstehen, können die Proteine des 

GCF wichtige Informationen liefern (Ngo et al. 2010). Essentiell hierbei ist, zwischen 

Proteinen des Speichels und solchen des GCF zu differenzieren. Massenspektro-

metrische Analysen haben gezeigt, dass sich das Proteom des GCF zum einen von 

dem des Serums unterscheidet und auf eine spezifische Mikroumgebung in der 
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Mundhöhle hindeutet (Carneiro et al. 2012). Zum anderen wurden im GCF im Ver-

gleich zu Proteinen aus Speichel einige signifikant erhöhten Proteine gefunden, da-

runter Superoxiddismutase 1 (SOD1), Apolipoprotein A-1 (ApoA-I), Alpha-1-Anti-

trypsin (SERPINA1) und Dermcidin (DCD) (Tsuchida et al. 2012). Die Zusammen-

setzung der exprimierten Proteine im GCF scheint allerdings kein statischer Zustand 

zu sein, sondern sich abhängig vom Alter zu verändern. Durch massenspektromet-

rische Analysen aus GCF nach Markierung mit tandem mass tags zeigte sich eine 

Erhöhung von Vitamin-D-bindendem Protein (DBP) und Serotransferrin (Tf) in pu-

bertierenden Jugendlichen verglichen mit postpubertären Probanden (Wen et al. 

2018). In einer vergleichenden Studie zwischen Parodontalligament von Milchzäh-

nen und bleibenden Zähnen wurden altersabhängige Unterschiede in der differen-

tiellen Expression von Laminin-Untereinheiten festgestellt (Giovani et al. 2016). 

Die Anwendung der Massenspektrometrie kann außerdem zur Untersuchung des 

GCF im Zusammenhangen von Parodontitis Anwendung finden, da hier Proteine 

aus humanem, aber auch bakteriellem und viralem Ursprung identifiziert werden 

können. So wurde gezeigt, dass Proteine, die im Zusammenhang mit Abwehrfunk-

tionen stehen, wie zum Beispiel Cystatin-B, nur bei gesunden Probanden zu finden 

waren. Außerdem wurden Proteine wie L-Plastin spezifisch im GCF von Probanden 

mit und Annexin-I nur im GCF von Probanden ohne Parodontitis gefunden (Bostanci 

et al. 2010). 

Bisherige Erkenntnisse aus massenspektrometrischen Analysen im Zusammen-

hang mit kieferorthopädischen Interventionen beschränken sich vornehmlich auf die 

Analyse von Proteinen in Speichel und Sulkusfluid. Erste Untersuchungen mittels 

surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry 

(SELDI-TOF-MS) haben bereits gezeigt, dass sich das Profil im Speichel vorhande-

ner Proteine innerhalb der ersten drei Monate einer kieferorthopädischen Behand-

lung verändert. Diese Methode könnte folglich als Instrument für nicht-invasive Un-

tersuchungen von Remodellierungsprozessen in oralen Hart- und Weichgeweben 

Verwendung finden (Ciavarella et al. 2011). Die Untersuchung von Biomarkern in 

GCF-Proben von Patienten mit externer Wurzelresorption zeigte eine Vielzahl von 

vermehrt und vermindert exprimierten Proteinen. Ein relativ großer Anteil dieser 

identifizierten Proteine findet sich in Exosomen, also extrazellulären Vesikeln, die 

sekretiert wurden (Rody Jr et al. 2014). Generell scheint die Untersuchung von Pro-

teinen aus Speichelproben ein probates diagnostisches Verfahren darzustellen, 
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durch welches sowohl die Effektivität von kieferorthopädischen Interventionen als 

auch mögliche nachteilige Nebenwirkungen, wie zum Beispiel Wurzelresorption, er-

kannt werden können (Allen et al. 2019; Awang-Kechik et al. 2019). 

Bezüglich des Proteoms von Zellen des Parodontalligaments wurde gezeigt, dass 

vor allem das Intermediärfilament Vimentin und auch Kollagen Typ VI – beide für 

die Integrität der extrazellulären Matrix zuständig – zu finden waren (Cho et al. 

2017). Proteomanalysen zu spezifischen Oberflächenmarkern von PDLSCs haben 

gezeigt, dass diese, im Gegensatz zu Keratinozyten, CD73, CD90, Annexin A2 und 

Sphingosinkinase 1 exprimieren (Xiong et al. 2016). Einer der am häufigsten ange-

reicherten Gene Ontology (GO) Signalwege in Zellen des Parodontalligaments von 

Milchzähnen sowie permanenten Zähnen war der Signalweg „Proteinbindung“, was 

auf die Zell-verankernden Aufgaben des Parodontalligaments hinweist (Giovani et 

al. 2018). 

Bisher ist jedoch wenig bekannt über das komplette Sekretom von Zellen des Paro-

dontalligaments bezogen auf kieferorthopädische Behandlungen. Gerade durch 

den dynamischen Charakter der Proteinexpression ist eine Untersuchung der al-

tersabhängigen Veränderungen des Sekretoms von großem Interesse. 

 

1.6 Fragestellung der Dissertation 

Diese Dissertation beschäftigt sich mit den Mechanismen der kieferorthopädischen 

Zahnbewegung auf zellulärer und molekularbiologischer Ebene. Die PDL-Zelle gilt 

mit ihren Stammzelleigenschaften als der Mediator der orthodontischen Zahnbewe-

gung. Insbesondere die Biomoleküle, die in den Extrazellularraum sekretiert wer-

den, sind deshalb von hohem Interesse. Hierdurch gewonnene Erkenntnisse könn-

ten Rückschlüsse auf die Induktion von Remodellierungsprozessen der umliegen-

den Gewebe des Zahnhalteapparates durch parakrine Sekretion von Zytokinen und 

Mediatoren zulassen. Auch könnten potenzielle Biomarker die dynamischen Um-

bauprozesse begleiten und im Sekretom zu finden sein. 

Da der Zahnhalteapparat intrinsischen und extrinsischen Alterungsfaktoren unter-

liegt und die Reaktionsbereitschaft des Parodonts im Alter abnimmt, sollten die Un-

tersuchungen der Sekretome vergleichend an Zähnen juveniler Probanden zwi-

schen dem 12. und 16. Lebensjahr und adulten Patienten ab dem 30. Lebensjahr 

erfolgen. 
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Da zum Zeitpunkt der Dissertation kein etablierter Versuchsablauf für die Kultivie-

rung und metabolische Markierung von Zellen des Parodontalligaments vorlag, 

musste ein solcher zunächst entwickelt werden. Für Untersuchungen an Zellen des 

Parodontalligaments in unterschiedlichen Altersgruppen bietet sich die metaboli-

sche Markierung von Proteinen mit isotopenmarkierten, schweren Aminosäuren in 

Zellkultur an, da diese in der massenspektrometrischen Analyse relativ zueinander 

quantifiziert werden können, und zudem eine Differenzierung zu Proteinen aus Zell-

kulturmedium erfolgen kann.  

 

Folgende Zielsetzungen sollen in dieser Dissertation besondere Berücksichtigung 

finden: 

 

1. Die Etablierung einer Zellkultur aus Zellen des Parodontalligaments mit 

SILAC-Medium für die Analyse im Massenspektrometer. 

 

2. Die qualitative Identifikation des Sekretoms aus Zellen des Parodontalliga-

ments, um biologisch aktive Moleküle der Zahnbewegung darzustellen.  

 

3. Die Frage nach der Zusammensetzung des Sekretoms juveniler und adulter 

Probanden in Hinblick auf die quantitativen Unterschiede und ihre möglichen 

Einflüsse auf die orthodontische Zahnbewegung. 

 

4. Die bei der orthodontischen Zahnbewegung freigesetzten Mediatoren kön-

nen im GCF nachgewiesen werden. Die Anwendung von Massenspektro-

metrie für die Identifizierung von Proteinen ist aber durch Kontaminationen 

mit Speiseresten, Speichel und Serum limitiert. Ein Ziel dieser Arbeit war 

deshalb die Erstellung einer individuellen Datenbank aus Sekretomdaten der 

juvenilen und adulten Probanden zur Diskriminierung des GCF-Proteoms 

von Kontaminanten. 
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 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

Die in dieser exploratorischen Arbeit verwendeten Materialien und die angewandten 

Methoden werden in den nachfolgenden Kapiteln 2.1 und 2.2 beschrieben. Die Pro-

bengewinnung erfolgte im Rahmen notwendiger zahnärztlicher Eingriffe nach Auf-

klärung und Zustimmung der Patienten. Die Extraktionen humaner oraler Gewebe-

proben und Prämolaren, die im Rahmen von gerechtfertigten, medizinisch indizier-

ten zahnärztlichen Eingriffen durchgeführt wurden, wurden in der Klinik für Mund-, 

Kiefer- und Gesichtschirurgie der Universitätsmedizin Göttingen bei adulten und ju-

venilen Patienten vorgenommen. Dieses Studienvorhaben ist unter der Antrags-

nummer 23/7/15 in der Sitzung der Ethik-Kommission der Universitätsmedizin Göt-

tingen vom 16.07.2015 genehmigt worden. 

 

2.1.1 Verbrauchsmaterialien 

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller sind in Tabelle 1 
aufgeführt. 
 
Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller 

15 ml Zentrifugenröhrchen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

25 cm2 Kulturflasche Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

50 ml Zentrifugenröhrchen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

6-Well-Platte Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

75 cm2 Kulturflasche  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Einfrierröhrchen 1 ml Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutsch-
land 

Handschuhe Starlab, Hamburg, Deutschland 

Objektträger Nexcelom Bioscience 

Pipettenspitzen (20 µl, 200 µl, 
1000 µl) 

Starlab, Hamburg, Deutschland 
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Name Hersteller 

Reaktionsgefäß 0,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Reaktionsgefäß 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Serologische Pipetten 10 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Skalpell (Nr. 10) Feather Safety Razor Co. LTD, Osaka, Japan 
  

2.1.2 Chemikalien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sowie deren Hersteller sind in Tabelle 

2 dargestellt. 

 
Tabelle 2: Chemikalien 

Name Hersteller 

10 % SDS (SDS-Pellets 99 %) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Aceton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Acetonitril Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Acrylamid: Rotiphorese Gel30 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ammoniumsulfat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

APS Ammoniumperoxodisulfat 
98 % 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Braunol B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Coomassie Brilliant Blue G250 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dithiothreitol Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Dulbecco’s modified eagle’s me-
dium + GlutaMaxTM 

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Ethanol 100 % (vergällt) Apotheke Universitätsmedizin Göttingen, 
Göttingen, Deutschland 

FCS (fetal bovine serum) Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, 
Darmstadt, Deutschland 

Gentamycin 50 mg/ml cellpure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Name Hersteller 

GlutaMAXTM Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 

ITSTM + Premix Corning, New York, USA 

L-Prolin Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Methanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

NuPAGE LDS Sample Buffer (4 ´) Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, 
Darmstadt, Deutschland 

PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder 

Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 

Phosphate-buffered saline (PBS) 
Tabletten 

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 

SILAC Medium Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Tetramethylethylenediamine 
(TEMED) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trichloressigsäure (99 %) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
(Tris) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypsin/EDTA PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 
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2.1.3 Puffer und Lösungen 

Die Namen der verwendeten Puffer und Lösungen sind inklusive ihrer Zusammen-
setzungen in Tabelle 3 aufgeführt. 
 
Tabelle 3: Puffer und Lösungen 

Name Zusammensetzung 

5 % Ameisensäure 5 % (v/v) konz. Ameisensäure 
95 % (v/v) H2O 

Ammoniumbicarbonat 100 mM 320 mg in 40 ml H2O 
pH-Wert 8,0 
steril filtriert 

Calciumchlorid 100 mM in H2O 0,0147 g in 1 ml 
steril filtriert 

CoomassieBrilliantBlue 0,08 % (v/v) CBB 250 
1,6 % (v/v) ortho-Phosphorsäure 
8 % (v/v) Ammoniumsulfat 
20 % (v/v) Methanol 

Dithiotreitol 10 mM DTT in 100 mM NH4HCO3  
1,54 mg/mL frisch ansetzen 

DMEM +/+ 500 ml DMEM +/+ 
450 ml DMEM 
50 ml FCS 
500 µl Gentamycin 

Einfriermedium 10 % (v/v) DMSO 
20 % (v/v) FCS 
70 % (v/v) DMEM+GlutaMaxTM 

Iodoacetamid (IAA) 55 mM IAA in 100 mM NH4HCO3 
10,2 mg/ml frisch ansetzen 

RIPA Puffer pH 7,4 
 

6,058 g Tris 
8,760 g NaCl 
2,5 g Na-deoxycholate 100 % 
2,0 ml 0,5 M EDTA 
10,0 ml 100 % NP-40 
10,0 ml 10 % SDS 
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Name Zusammensetzung 

Sammelgel 5 % 1,25 ml 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 
50 µl 10 % SDS-Lösung,  
5 µl TEMED,  
0,8 ml Rotiphorese Gel30 (30 % Acryla-
mid, 0,8 % Bisacrylamid) 
2,7 ml H2O  
0,2 ml 10 % APS  

SILAC Mediumsuppl 45 ml SILAC Medium  
5 ml dialysiertes fetales Kälberserum 
500 µl GlutaMax 100´ 
50 µl Gentamycin (50 µg/ml) 
100 µl L-Prolin (200 mg/L) 
100 µl Arginin (30 mg/L) 
100 µl Lysin (60 mg/L) 

TCA-Aceton 10 % 10 % (v/v) Trichloressigsäure 
90 % (v/v) Aceton 

TE 45 ml PBS 
5 ml Trypsin/EDTA 10´ 

Trenngel 10 % 1,4 ml 1,5 M Tris-HCl (pH 8,9)  
55 µl 10 % (v/v) SDS-Lösung  
5 µl TEMED  
1,85 ml Rotiphorese Gel30 (30 % Acryla-
mid, 0,8 % Bisacrylamid) 
2,0 ml H2O  
0,25 ml 10 % APS 

Trypsin 0,1 µg/µL 25 µg Trypsin in 250 µl 1 mM HCL 
  

2.1.4 Geräte 

Die verwendeten Geräte sind inklusive ihrer Hersteller in der Tabelle 4 aufgeführt. 
Tabelle 4: Geräte 

Name Hersteller 

Einfrierbehälter Cryo 1 °C Nalgene Nunc, Rochester, NY, USA 

Elektrophoresekammer Nachbau, wissenschaftliches Labor 
UMG, Göttingen, Deutschland 

Inkubator Labotect C200  Labotect, Göttingen, Deutschland 

Kamera Nikon D90 Nikon, Düsseldorf, Deutschland 
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Name Hersteller 

Kühlzentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 

Massenspektrometer TripleTOF® 
5600+ System 

SCIEX, Darmstadt, Deutschland 

Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss Zeiss, Göttingen, Deutschland 

pH-Meter inoLab pH 720 WTW, Weilheim, Deutschland 

Plattformschüttler Duomax 1030 Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Scanner CanoScan 9000F Mark II Canon, Krefeld, Deutschland 

Spektrophotometer NanoDropä 1000  Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 

Sterilwerkbank HerasafeTM KS12 Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Waage Sartorius Extend Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Wasserbäder TW8 und TW12 Julabo, Seelbach, Deutschland 

Zellzählgerät Nexcelom Cellometerä 
Auto T4 

peqLab, Erlangen, Deutschland 

Zentrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
  

2.2 Methoden 

2.2.1 Herkunft der Proben 

Die Probengewinnung erfolgte durch Zahnextraktionen im Rahmen von gerechtfer-

tigten, medizinisch indizierten zahnärztlichen Eingriffen nach Aufklärung und Zu-

stimmung der Patienten. Sie wurde in Zusammenarbeit mit der Klinik für Mund-, 

Kiefer- und Gesichtschirurgie der Universitätsmedizin Göttingen bei adulten und ju-

venilen Patienten vorgenommen. Insgesamt wurden drei Prämolaren von adulten 

Patienten (Alter 25 bis 29 Jahre) und drei Prämolaren von juvenilen Patienten (Alter 

12 bis 13 Jahre) in die Studie einbezogen. Dieses Studienvorhaben ist unter der 
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Antragsnummer 23/7/15 in der Sitzung der Ethik-Kommission der Universitätsmedi-

zin Göttingen vom 16.07.2015 genehmigt worden. 

 

2.2.2 Zellanzucht 

Die oralen Gewebe/Zähne wurden extrahiert und direkt in DMEM+GlutaMaxTM (Dul-

becco’s modified eagle medium) eingelegt. Das Medium wurde zuvor mit 

Gentamycin als präventivem Antibiotikazusatz und 10 % fetalem Kälberserum 

(FCS) supplementiert (im Folgenden DMEM+/+ genannt, s. Tabelle 2). 

Die Zellen des Parodontalligaments wurden nach einem modifizierten Protokoll ge-

wonnen, das im Folgenden näher erläutert wird (Somerman et al. 1988).  

An der Sterilbank wurde der Zahn mit Hilfe einer Pinzette an der Zahnkrone gefasst 

und gründlich mit phosphatgepufferter Kochsalzlösung gespült, bevor er mit Braunol 

ca. 10 s desinfiziert wurde, um Bakterien und Pilze abzutöten. Mit Hilfe eines Skal-

pells wurde das Gewebe im mittleren Wurzeldrittel unidirektional abgeschabt und in 

eine 6-Well-Platte mit je 3 ml DMEM+/+ überführt, das als Breitbandantibiotikum 

den Zusatz Gentamycin enthält, um verbleibende Bakterien abzutöten. Kleine Ge-

webestücke wurden mit runden Deckgläschen vorsichtig auf den Boden der 6-Well-

Platte gedrückt, um das Adhärieren der PDL-Zellen an die Kunststoffoberfläche des 

Wells zu erleichtern. Die Inkubation erfolgte acht bis zehn Tage in einem Brut-

schrank (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit) ohne Mediumwechsel und Bewe-

gung der Platte. 

Nach acht bis zehn Tagen wurde das Medium abgesaugt und durch frisches Me-

dium ersetzt. Im Anschluss wurden die Deckgläschen abgelöst und in ein neues 

Well überführt. Die Anzucht erfolgte solange, bis ein ausreichender Bewuchs der 

Platte von etwa 70 bis 80 % Konfluenz erreicht war. 

Bei ausreichendem Bewuchs wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA (im Folgenden 

TE genannt, siehe Tabelle 2) von den Wells unter mikroskopischer Kontrolle abge-

löst, die Trypsinisierung mit Medium abgestoppt, die Zellen resuspendiert und auf 

Zellkulturflaschen (75 cm2, für die Anzucht von adhärenten Zellen) verteilt. So wurde 

weiter verfahren, bis erneut eine Konfluenz von 70 bis 80 % erreicht war. 
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Abbildung 8: Repräsentative Darstellung des Wachstums von PDL-Zellen. Zu erkennen ist das Wachstum von 
PDL-Zellen unter dem Mikroskop. Sehr gut sind die spindelförmigen Ausläufer und die homogene Anordnung 
zu beobachten. 

 

2.2.3 Passagierung und Zellernte 

Die, wie in 2.2.2 beschrieben, gewonnenen Kulturen aus Primärzellen wurden für 
die folgenden Versuche vermehrt und in regelmäßigen Abständen passagiert. Bei 
einer erreichten Konfluenz von ca. 70 bis 80 % wurden die Zellen mit 2 ml TE vom 
Boden der Zellkulturflaschen gelöst, in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und 
10 min bei 300 ´ g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der entstandene Überstand 
wurde durch Dekantieren abgenommen, verworfen und das Zellpellet in 1 ml Ein-
friermedium (siehe Tabelle 2) resuspendiert. Es wurde Einfriermedium mit Dime-
thylsulfoxid (DMSO) genutzt, um die Eiskristallbildung innerhalb der Zellen zu ver-
mindern, sodass die Integrität der Zellmembranen während des Einfrierprozesses 
nicht geschädigt wird (Dougherty 1962). 
Zur Zellzählung wurden 20 µl der Zellsuspension auf einen Nexcelom-Objektträger 
gegeben und die Lebendzellzahl mit Hilfe des Nexcelom Zellometers gezählt. An-
schließend wurden 8 ´ 104 Zellen zur Fortführung der Kultivierung erneut ausgesät. 

Es wurden 3 ´ 105 bis 5 ´ 105 Zellen in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und in 
ein 1 ml Kryoröhrchen überführt. Zum langsamen und schonenden Einfrieren wur-
den die Kryoröhrchen in einen Einfrierbehälter mit Isopropanol gestellt und im Ge-
frierschrank bei -80 °C für 24 h bis maximal 5 Tage gelagert. Im Anschluss wurden 
die tiefgefrorenen Zellen in einem Flüssigstickstofftank (ca. -180 °C) überführt und 
gelagert. 
Durch die Transfektion eines lentiviralen Vektors, der durch Überexpression huma-
ner Telomerase-Reverse-Transkriptase (hTERT) die Zellen immortalisiert, erhalten 
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die Zellen die Fähigkeit zur theoretisch unbegrenzten Zellteilung. Die hTERTisie-
rung der Zellen erfolgte in der ersten Passage durch Christa Bode aus der Arbeits-
gruppe Orale Biologie und Geweberegeneration der Universität Göttingen. 
Die Zellkultur mit SILACsuppl verhält sich nahezu identisch. Es wurden immortalisierte 
PDL-Zellen aufgetaut, in Zellkulturflaschen überführt und mit DMEM+/+ versetzt. 
Nach 24 Stunden Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit wurde 
das Medium getauscht, sodass das DMSO entfernt wurde. Nach weiteren 24 Stun-
den wurde das Medium erneut getauscht und gegen Medium in einem 50:50 Ver-
hältnis bestehend aus DMEM+/+ und SILACsuppl (siehe Tabelle 3) ersetzt, wodurch 
den Zellen eine langsame Adaption an die neuen Wachstumsbedingungen ermög-
licht wurde. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Medium erneut ausgetauscht und 
durch reines SILACsuppl ersetzt. Für den vorliegenden Versuchsansatz wurden zwei 
Vergleichsgruppen geschaffen. Die Markierung der juvenilen Zellen erfolgte mit Ly-
sin+4 und Arginin+6, wohingegen die adulten Zellen mit Lysin+8 und Arginin+10 
markiert wurden. Des Weiteren wurde L-Prolin im Überschuss zugegeben, um eine 
Arginin-zu-Prolin-Konversion zu vermeiden (Lößner et al. 2011). Die Versuchsan-
sätze wurden im Weiteren identisch behandelt und die Zellen in ihrem Wachstum 
verglichen.  
Das SILACsuppl wurde alle zwei bis drei Tage getauscht und durch frisches ersetzt. 
Eine Passagierung erfolgte nachdem der Bewuchs der Zellkulturflasche eine Kon-
fluenz von 70 bis 80 % erreicht hatte. Nach so erfolgten sechs Passagen Wachstum 
in SILACsuppl wurden die Zellen mit PBS gründlich gewaschen, und 24 Stunden in 
SILACsuppl kultiviert, bevor im Anschluss die Mediumüberstände gesammelt und ein-
gefroren wurden.  
Für die spätere mögliche Analyse des Proteoms wurden die verbleibenden Zellen 
mechanisch gelöst, mit PBS versetzt und in Reaktionsgefäße überführt. Nach Zent-
rifugation (10 min / 300 ´ g / 4 °C) wurde der Überstand entfernt, das Zellpellet ge-
wogen und mit der 10-fachen Menge kaltem RIPA-Lyse-Puffer versetzt und ge-
mischt. Nach 10 min Inkubation auf Eis folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt 
(10 min / 13.000 rpm / 4 °C), sodass letztlich der entstandene Überstand entnom-
men und auf -80 °C eingefroren werden konnte. 
Die PDL-Zellen wuchsen in dem SILACsuppl mit den jeweils markierten Aminosäuren 
und inkorporierten diese im Laufe der Zeit, wobei nach sechs Passagen von einer 
ausreichenden Einbaurate gesprochen wird (Ong et al. 2002). Es wurden sechs 
Zelllinien kultiviert (je drei juvenil und drei adult) und für die Analyse im Massen-
spektrometer je 10 µl Medium-Überstand pro Patienten genommen und in einem 
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Reaktionsgefäß zusammen pipettiert. Diese 60 µl gepoolte Probe wurde dann mit 
240 µl 10% TCA-Aceton eiskalt versetzt, gemischt und über Nacht bei -20°C inku-
biert (siehe Abschnitt 2.2.6). Nach der Inkubation folgte eine Zentrifugation (15 min / 
13.000 rpm / 4 °C). Der Überstand wurde entfernt und das Pellet in der Vakuum-
zentrifuge getrocknet. Für die Auftragung auf ein LDS-Gel wurde die Probe im An-
schluss mit 4 ´ LDS-NuPAGE-Buffer mit Dithiothreitol (DTT) Endkonzentration 
25 mM versetzt, das Pellet gelöst und 5 min bei 95 °C aufgekocht. 
Nach diesem Schritt wurde die Probe auf -20 °C gelagert, bis sie in der Wissen-
schaftlichen Serviceeinrichtung Proteomanalyse der Universitätsmedizin Göttingen 
unter der Leitung von Dr. Christof Lenz wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben weiter 
prozessiert wurde. Die unterschiedliche Markierung mit schweren und mittelschwe-
ren Aminosäuren ermöglicht im weiteren Verlauf die genaue Differenzierung der 
Herkunft der Aminosäuren im Massenspektrometer. 
 

2.2.4 Erstellung von Zellpellets 

Nachdem ausreichend viele Zellpassagen wie in 2.2.3 beschrieben in flüssigen 
Stickstoff eingefroren wurden, wurden Zellpellets erstellt, die in -80°C eingefroren 
wurden. Hierzu wurden die Zellkulturflaschen trypsiniert und die Zellen in ein 50 ml 
Zentrifugenröhrchen überführt, welches dann 10 min bei 300 ´ g zentrifugiert 
wurde. Das Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und mit 20 µl eine Zellzahlbestim-
mung mittels Nexcelom-Objektträger und Zellometer durchgeführt. 5 ´ 105 Zellen 
wurden in Reaktionsgefäße (1,5 ml) gegeben und erneut pelletiert (10 min / 
300 ´ g / 4 °C). Im Anschluss wurde der Überstand mit sehr viel Schwung dekantiert 
und die Reaktionsgefäße auf einem Tuch abgeklopft, um die Flüssigkeit zu entfer-
nen. Die Pellets wurden bei -80 °C gelagert. 
 

2.2.5 Proteinbestimmung 

Für den Vergleich verschiedener Proben sollten diese auf ihre Gesamtprotein-
menge normiert und eine bestimmte Menge für die Trichloressigsäure-Aceton-Prä-
zipitation sowie den Einsatz zur Analyse im Massenspektrometer definiert werden. 
Für die Detektion und Quantifizierung des Gesamtproteins einer Probe wurde das 
Pierce™ BCA protein assay kit verwendet. Es beruht auf der Biuret-Reaktion bei der 
Cu2+ zu Cu+-Kationen in alkalischer Lösung reduziert werden (Gornall et al. 1949). 
Die Reduktion erfolgt aufgrund der Proteinstruktur, Zahl der Säureamidbindungen, 
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sowie des Vorhandenseins der vier Aminosäuren Cystein, Cystin, Tryptophan und 
Tyrosin. Es entsteht ein violetter Komplex aus zwei Molekülen Bicinchoninsäure und 
einem einwertigen Kupferkation dessen Absorption bei 562 nm gemessen wird und 
im Bereich von 20 µg/µl bis 2 mg/ml nahezu linear ist. Es handelt sich also um eine 
kolorimetrische Methode. 
Die Proteinkonzentrationen werden im Bezug zu einer Referenz, in diesem Fall 
BSA, ermittelt. Hierzu wurde eine Reihe von Verdünnungen bekannter Konzentrati-
onen erstellt und die Absorption gegenüber der Konzentration aufgetragen. Die un-
bekannte Konzentration der Probe wurde dann anhand dieser Eichgeraden abge-
leitet. 
Das Kit enthält drei Lösungen: Lösung A (Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, Bi-
cinchoninsäure, Natriumtartrat, 0,1 M Natriumhydroxid), Lösung B (4 % Kupfersul-
fat-Lösung), sowie die BSA-Stammlösung (2 mg/ml). Für die Reaktion wurde zu-
nächst die Reaktionslösung angesetzt. Diese setzt sich aus 50 Teilen Lösung A und 
1 Teil Lösung B zusammen. Zu 10 µl jeder Probe wurden 200 µl dieser Reaktions-
lösung gegeben, gemischt und 30 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach Ab-
lauf der Inkubationszeit wurden die Proben abzentrifugiert und auf Raumtemperatur 
abgekühlt. Die Messung der Proben erfolgte am Nanodrop Spektralphotometer. Für 
die Quantifizierung musste zunächst eine Verdünnungsreihe mit der BSA-Stamm-
lösung und anschließend eine Eichgerade mit Referenzwerten am Nanodrop erstellt 
werden. 
 

2.2.6 Trichloressigsäure-Aceton-Präzipitation 

Die wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben gesammelten Zellüberstände beinhalten 
durch die Kultivierung mit fetalem Kälberserum auch Albumin, was die Messung am 
Massenspektrometer stört und die eigentliche Suche nach den Proteinen des Sek-
retoms erschwert bzw. überdeckt. Die Fällung der Proben mit Trichloressigsäure-
Aceton ist eine Möglichkeit, um die Albuminkonzentration in der Probe zu reduzieren 
(Abbildung 9). Das Prinzip der Fällung beruht darauf, dass Trichloressigsäure mit 
Albumin einen Komplex bildet, der in Aceton löslich ist (Chen et al. 2005). Nach 
Präzipitation lässt sich somit das Albumin entfernen, wodurch eine bessere Mes-
sung der übrigen Proteine gewährleistet wird (Gaida 2012). 
Für die Durchführung dieser Trichloressigsäure (TCA)-Aceton-Fällung wurde zu 
dem Probenvolumen die vierfache Menge frische eiskalte TCA-Aceton-Lösung 
(10 %) gegeben, gemischt und 2 Stunden oder über Nacht bei -20°C inkubiert. Im 
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Anschluss wurde das Gemisch 30 min, bei 13.000 rpm, bei 4 °C zentrifugiert Der 
entstandene Überstand (Überstand 1) wurde abgenommen und das entstandene 
Präzipitat (Präzipitat 1) wurde zum Waschen nochmal mit eiskalter 10 %iger TCA-
Aceton-Lösung versetzt und 15 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der dar-
aus entstandene Überstand (Überstand 2) wurde verworfen und das Präzipitat im 
SpeedVac getrocknet. Der zuerst abgenommene Überstand (Überstand 1) wurde 
mit 500 µl eiskaltem 100 % Aceton versetzt, 15 min auf Eis inkubiert und wieder 
30 min, bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Präzipitat (Präzipi-
tat 2) wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Der Überstand der letzten Zentri-
fugation wurde ebenfalls in der Vakuumzentrifuge getrocknet (Präzipitat 3). 
Die gepoolten und präzipitierten Zellüberstände wurden wie in Abschnitt 2.2.7 be-
schrieben via SDS-PAGE (und für die letztendliche Analyse im Massenspektrome-
ter via LDS-PAGE) aufgetrennt und gefärbt. 
 

 
Abbildung 9: Ablauf der TCA-Aceton-Fällung. Der gepoolte Zellüberstand einzelner Kulturen von Probanden 
derselben Gruppe wurde in Vorversuchen aufgeteilt, um eine Hälfte zu präzipitieren. Der Überstand von Präzi-
pitat 1 (nach TCA-Aceton-Fällung) wurde erneut präzipitiert (Aceton). Der daraus resultierende Überstand 2 
wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Alle Präzipitate wurden zum Vergleich mit dem unpräzipitierten Zell-
überstand in einer SDS-PAGE aufgetrennt und gefärbt. 
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2.2.7  SDS-PAGE 

Um die Effizienz der Reduktion von Albumin, welches die übrigen Proteine in der 
Probe bei der massenspektrometrischen Analyse überlagert und ihre Detektion er-
schweren würde, zu überprüfen, wurden Vorversuche an Überständen aus der Zell-
kultur durchgeführt. Die Qualität der Albumin-Präzipitation wurde mehrfach durch 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) überprüft. In der finalen Aufar-
beitung der SILAC-markierten Proteine der Zellüberstände wurde anstelle des SDS-
Gels ein LDS-Gel (Lithiumdodecylsulfat) verwendet (Laemmli 1970). 
Die Gelelektrophorese ist ein analytisches Verfahren, um geladene Teilchen mit 
Hilfe eines elektrischen Feldes aufzutrennen. Die Auftrennung erfolgt hierbei, durch 
die Porengröße des zu durchwandernden Gels, nach dem Molekulargewicht. Durch 
die Zugabe von SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate), einem anionischen Tensid, werden 
Proteine zunächst denaturiert und mit einer ähnlichen Ladungsdichte versehen. Die 
Eigenladung der Proteine wird dabei durch SDS maskiert. Ein Gramm Protein bindet 
in etwa 1,4 g SDS (Smith 1984). Die Proteine wandern also unabhängig ihres 
genauen isoelektrischen Punkts in Richtung Anode. Die Auftrennung erfolgt 
dementsprechend nicht anhand der Ladung der Proteine, sondern nach der Größe 
der Moleküle. Die Denaturierung bricht die Sekundär- und Tertiärstrukturen der 
Proteine auf, sodass nur die Molekulargewichte der zuvor verbundenen 
Untereinheiten von Bedeutung bei der Wanderungsgeschwindigkeit in der SDS-
PAGE sind. Durch Zugabe von Dithiothreitol, einem Reduktionsmittel, kommt es zur 
Aufspaltung der Disulfidbrücken, sodass auch Quartärstrukturen aufgespalten 
werden können. Die Wanderungsgeschwindigkeit korreliert reziprok mit dem 
logarithmischen Molekulargewicht (Cleland 1964). 
Für die diskontinuierliche Gelelektrophorese benötigt man ein Trenngel und ein 
Sammelgel auf die das Probenmaterial aufgetragen wird. Die benutzten Gele waren 
Polyacrylamidgele. Hier bilden das Acrylamid Ketten und das Bisacrylamid die 
Quervernetzung dieser Ketten aus. Tetramethylethylendiamin (TEMED) wird dem 
Ansatz als Katalysator hinzugegeben, um eine gleichmäßige Polymerisation zu för-
dern. Die Polymerisation wird durch Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat als Ra-
dikalstarter eingeleitet und dem Reaktionsansatz deshalb als letztes hinzugefügt. 
Die diskontinuierliche Elektrophorese dient der besseren Auftrennung der Proteine. 
Sie besteht aus einem Sammelgel, in dem sich die Probentaschen befinden und 
einem sich anschließenden Trenngel. Zunächst laufen die Proben durch das grob-
maschigere Sammelgel (5 %), hier kommt es zu einer Aufkonzentrierung der Pro-
ben. Gleichzeitig wird eine höhere Bandenschärfe erreicht bevor die Proben in das 
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Trenngel laufen. Die höhere Polyacrylamid-Konzentration im Trenngel (10 %) führt 
im weiteren Verlauf zu einer Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht. 
Das noch flüssige Trenngel (siehe Tabelle 3) wurde zwischen zwei Glasplatten, die 

mit einer Gummidichtung abgedichtet sind, gegeben und mit 100 % Ethanol über-

schichtet, um eine glatte Trennlinie zu erreichen. Nach Polymerisation des Gels 

wurde das Ethanol abgegossen. Das noch flüssige Sammelgel (siehe Tabelle 3) 

wurde auf gleiche Weise zwischen die Glasplatten gegeben und so das Trenngel 

überschichtet. Anschließend wurde zur Bildung der Probentaschen im Gel im noch 

flüssigen Zustand ein Kamm eingesetzt. Nach Polymerisation des Gels wurden der 

Kamm und das Dichtungsgummi entfernt. Das Gel war nun einsatzbereit und konnte 

direkt in eine mit 1´ Laufpuffer gefüllte Kammer gestellt oder bis zu zwei Wochen 

im Kühlschrank in einer feuchten Kammer aufbewahrt werden. Die Proteine liefen 

im Gel vom Minus- zum Pluspol, wobei im Sammelgel eine Stromstärke zwischen 

10 bis 15 mA pro Gel und im Trenngel 20 bis 25 mA pro Gel bis zum Ende des Gels 

angelegt wurde. 

Im Anschluss wurde das Gel aus den Glasplatten entfernt und wie in 2.2.8 beschrie-

ben gefärbt, um die Proteine sichtbar zu machen. 

 

2.2.8  Färbung der Gele 

Vor der Färbung der in 2.2.7 beschriebenen Gele wurden diese mehrfach mit 

Reinstwasser gewaschen, um das mit der Färbung interferierende SDS auszuwa-

schen. Im Anschluss an diesen Waschschritt wurden die Gele mit kolloidalem 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) gefärbt (Neuhoff et al. 1988), um die gewanderten 

Proteine sichtbar zu machen. Hierfür wurden die Gele in eine Kammer mit der Fär-

belösung gegeben und über Nacht schwenkend bei Raumtemperatur gefärbt. Die 

Zusammensetzung der Färbelösung (siehe Tabelle 3) geschieht in fester, angege-

bener Reihenfolge, um die Bildung von kolloidalen Partikeln zu ermöglichen. 

Die gefärbten Gele wurden im Anschluss mit einem Durchlichtscanner eingescannt 

und digitalisiert. 

 

2.2.9  In-Gel-Verdau für die Massenspektrometrie 

Für die Massenspektrometrie wurden die Proben mit dem NuPAGE®-System der 
Firma Invitrogen unter Beachtung des Herstellerprotokolls behandelt. Die Proben 
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wurden in 1 ´ NuPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen) aufgenommen, auf ein 
4 – 12 % NuPAGE® Novex Bis-Tris Minigel (Invitrogen) aufgetragen und im Sinne 
einer Gelelektrophorese aufgetrennt, sodass abgrenzbare Gelbanden entstanden 
sind. Die Gele wurden mit Coomassie Blau gefärbt, um die Banden sichtbar zu ma-
chen. Jede Lane wurde in 23 gleichmäßige Stücke geschnitten. 
Der In-Gel-Verdau setzt sich aus vielen Einzelschritten zusammen wobei die Gel-
stücke gewaschen und mit Acetonitril dehydriert werden. In einem weiteren Schritt 
wurden die Stücke mit Iodacetamid versetzt und inkubiert, um die Peptidsequenzen 
irreversibel zu alkylieren. Dieser Schritt musste in Dunkelheit geschehen, da sich 
sonst das Iodacetamid zersetzt. 
Im Anschluss wurden die Gelstücke in Ammoniumhydrogencarbonat gewaschen. 
Eine weitere Dehydratisierung mit Acetonitril erfolgte und die Gelstücke wurden im 
SpeedVac getrocknet. Der eigentliche Verdau der Gelstücke erfolgte über Nacht, 
indem sie mit Verdaupuffer (Trypsin, NH4HCO3, CaCl2) zunächst rehydriert und bei 
37°C verdaut wurden. 
Die Extraktion der Peptide schloss sich an. Zuerst wurde das Gemisch mit H2O ver-
setzt und zentrifugiert, bevor sich ein Inkubationsschritt mit Acetonitril anschloss. 
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der Überstand mit den gelösten 
Peptiden abgenommen und gesammelt. Die Gelstücke wurden mit Ameisensäure 
versetzt, inkubiert und zentrifugiert, um eine weitere Peptidextraktion zu erreichen. 
Der gesammelte Überstand wurde mit dem anderen Überstand gepooled. 
Der entstandene Überstand mit den gelösten Peptiden wurde im nächsten Schritt 
auf das Massenspektrometer TripleTOF® 5600+ System gebracht (Atanassov und 
Urlaub 2013). 
 

2.2.10 Massenspektrometrische Analyse 

Die massenspektrometrische Analyse wurde in der Wissenschaftlichen Serviceein-
richtung Proteomanalyse der Universitätsmedizin Göttingen durchgeführt, unter der 
Leitung von Dr. Christof Lenz.  
Für die massenspektrometrische Analyse wurden die Proben mittels einer selbst-
gepackten Umkehrphasen-C18-Vorsäule (0,15 mm ID x 20 mm, Reprosil-Pur 120 
C18-AQ 5 µm, Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen, Deutschland) angereichert und 
auf einer Umkehrphasen-C18-Säule (0,075 mm ID x 200 mm, Reprosil-Pur 120 
C18-AQ, 3 µm, Dr. Maisch) analytisch getrennt. Hierbei wurde ein linearer 30-minü-
tiger Gradient von 5 – 35 % Acetonitril gegen 0,1 % Ameisensäure (v/v) bei einer 
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Flussrate von 300 nl min-1 verwendet. Das Eluat wurde in einem hybriden Quadru-
pol-Orbitrap Massenspektrometer (Q Exactive mit FlexIon-Ionenquelle, Thermo Fis-
her Scientific, Dreieich, Germany) unter Verwendung einer Top12 datenabhängigen 
Acquisitionsmethode analysiert. Hierbei wurde in jedem experimentellen Zyklus zu-
nächst ein MS1-Scan Im Massenbereich 350-1600 m/z bei einer Auflösung von 
70.000 FWHM durchgeführt, mit einem Zielwert der automatic gain control (AGC) 
von 1 ´ 106 Ionen und einer maximalen Füllzeit von 60 ms. Bis zu 12 der intensivs-

ten MS1-Vorläuferionen mit einer Intensität von mindestens 2 ´ 104 und Ladungs-
zuständen zwischen 2+ und 5+ wurden sequenziell mit einer Isolierungsweite von 
2.0 FWHM (full width half maximum) isoliert, mit einer normalisierten Kollisionsener-
gie von 25 % fragmentiert, und die entstandenen Fragmente bei einer Auflösung 
von 17.500 FWHM, einem AGC von 2 ´ 105 und einer maximalen Füllzeit von 60 ms 
aufgezeichnet. Bereits ausgewählte Vorläuferionen wurden für die folgenden 15 Se-
kunden von der Analyse ausgeschlossen. Von jeder Probe wurden zwei technische 
Replikate gemessen und aufgezeichnet (Atanassov und Urlaub 2013). 
 

2.2.11 Proteinidentifizierung und -quantifizierung 

Die Identifizierung und relative Quantifizierung von Proteinen erfolgte mittels der 
Software MaxQuant (Version 1.5.2.8, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martins-
ried, Deutschland) gegen eine Proteinsequenz-Datenbank der UniProt Knowledge-
base (www.uniprot.org), inklusive eines Satzes bekannter Laborkontaminanten. Als 
proteolytisches Enzym wurde gemäß der Probenvorbereitung Trypsin mit bis zu 
zwei möglichen Fehlspaltungen spezifiziert; Carbamidomethylierung als feste Cys-
tein-Modifikation; sowie Acetylierung am N-Terminus des Proteins sowie Methionin-
Oxidation als variabel Modifikationen. Der Instrumententyp „orbitrap“ wurde ausge-
wählt, um die typische gerätespezifische Datenqualität zu berücksichtigen. Die Mas-
sen „Arginin+10“ (R10) und „Lysin+8“ (K8) wurden für die adulten und „Arginin+6“ 
(R6) und „Lysin+4“ (K4) für die juvenilen Probanden ausgewählt und die „requan-

tify“-Option für die relative Proteinquantifizierung aktiviert. Die Peptid- und Protein-
ergebnisse wurden auf eine maximale Falschpositivrate von jeweils 1 % hin gefiltert 
(Cox und Mann 2008). 
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2.2.12 Statistische Analyse der Proteindaten 

Die anschließende statistische Auswertung, wurde mit der Software Perseus (Ver-
sion 1.5.0.15 bis 1.6.7.0, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried, Deutsch-
land) durchgeführt (Tyanova und Cox 2018). Für die detektierten Proteine wurden 
funktionelle Annotationen aus Gene Ontology (GO) sowie der Kyoto encyclopedia 

of genes and genomes (KEGG)-Datenbank importiert (Ashburner et al. 2000; 
Kanehisa 2000). 
Hierbei wurden zunächst Laborkontaminanten aus der Ergebnisliste entfernt, an-

schließend dann Proteine, die lediglich als Proteine aus Rind identifiziert wurden 

und keine Homologie zu humanen Proteinen zeigten. Ebenfalls wurden Proteine 

gefiltert, die lediglich durch ein einzelnes Peptid nachgewiesen wurden (sog. one hit 

wonders). Für die verbleibenden Proteine wurden die SILAC-Verhältnisse log2-

transformiert, um Normalverteilungen der Peakflächenverhältnisse her zu stellen. 

Die statistische Auswertung der Daten durch erfolgte jeweils durch paarweisen Ver-

gleich mittels eines FDR-basierten t-Tests (p = 0,05, S0 = 0,58). Auf eine Anreiche-

rung funktionaler Annotationen aus GO bzw. KEGG hin wurde mittels fisher exact 

test hin geprüft. 
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 Ergebnisse 

3.1 Entwicklung eines Versuchsablaufs 

Im Folgenden sollen die wichtigsten Schritte zur Entwicklung einer Methode für die 

Untersuchung des Sekretoms von Zellen des Parodontalligaments dargestellt wer-

den. Zur Veranschaulichung ist der erarbeitete Versuchsablauf in Abbildung 10 zu-

sammenfassend dargestellt. Dieser Versuchsablauf musste zunächst etabliert wer-

den, da zum Zeitpunkt der Dissertation kein Versuchsablauf für die Kultivierung und 

metabolische Markierung von Zellen des Parodontalligaments vorlag. 

Zunächst sollten die Gewinnung, Kultivierung und Expansion der PDL-Zellen von 

extrahierten Zähnen aller teilnehmenden Probanden erfolgen. Nach Immortalisie-

rung der Zellen galt es zu beachten, dass für die metabolische Markierung eine 

ausreichend hohe Zellteilungsrate erzielt würde, damit ein adäquater Einbau der 

isotopenmarkierten, schweren Aminosäuren erzielt werden konnte. Ebenso sollte 

die Möglichkeit einer serumfreien Kultivierung der Parodontalligamentzellen geprüft 

werden, um eine verbesserte Detektion von Proteinen niedriger Konzentrationen zu 

ermöglichen. Sollte eine solche serumfreie Kultivierung nicht möglich sein, müsste 

eine Methode zur Abreicherung des hoch-abundaten Serumalbumins verwendet 

werden. Letztendlich sollte nach der Detektion im Massenspektrometer die Unter-

scheidung von bovinen und humanen Proteinen ermöglicht werden. 

Zunächst wurde geprüft, ob die Zugabe von fetalem Kälberserum essenziell für das 

Wachstum der PDL-Zellen ist, oder ob hierauf verzichtet werden konnte. Allerdings 

war das Wachstum der kultivierten PDL-Zellen in serumfreier Zellkultur stark zu-

rückgegangen und die Zellen zugrunde gegangen. Das Ergebnis zeigt, dass PDL-

Zellen für ihr andauerndes Zellwachstum, ebenso wie die meisten anderen Zellkul-

turen, auf die Zugabe von fetalen Kälberserum angewiesen sind. 

Da die Anzucht und das Wachstum von gewonnenen PDL-Zellen in standardisierten 

Zellkulturmedien möglich sind, konnte für die metabolische Markierung ein Zellkul-

turmedium benutzt werden, das einen Mangel an den essentiellen Aminosäuren Ly-

sin und Arginin aufweist. Um ein Wachstum zu gewährleisten und gleichzeitig eine 

metabolische Markierung zu erzielen wurden dem defizienten Medium isotopenmar-

kierte, schwere Aminosäuren (Zusammensetzung siehe Tabelle 3) zugefügt. 
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Abbildung 10: Ablauf des etablierten Versuchsablaufs. Zu Beginn erfolgte die Probengewinnung durch Abscha-
ben des Parodonts von den extrahierten Zähnen. Im nächsten Schritt wurden die Zellen kultiviert, vermehrt, 
kryokonserviert und immortalisiert bevor sie mit SILAC-Medium und isotopenmarkierten Aminosäuren ihrem 
Typ entsprechend (juvenil/adult) unterschiedlich kultiviert und passagiert wurden. Nach erfolgreicher Aminosäu-
reinkorporation wurde der Zellüberstand abgenommen, eine TCA-Aceton-Fällung angeschlossen, um die Pro-
teine aufzukonzentrieren und das Serumalbumin zu reduzieren. Der nachfolgende Schritt war die LDS-PAGE 
mit anschließendem Gel-Verdau der einzelnen Gelstückchen und Vorbereitung der Proben für die Analyse im 
Massenspektrometer zur Quantifizierung und Identifizierung der Peptide bevor sich die Datenanalyse mit 
MaxQuant und Perseus anschloss. 
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Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, war das Wachstum der Zellen sowohl in DMEM 

als auch in SILAC-Medium mit isotopenmarkierten, schweren Aminosäuren 

(SILACsuppl) erfolgreich und vergleichbar. Dieser Vergleich lies ein adäquates 

Wachstum in SILAC-Medium erkennen, sodass von einer Inkorporation der supple-

mentierten Aminosäuren ausgegangen wurde. 

 

 
Abbildung 11: Übersicht Zellwachstum in SILAC-Medium im zeitlichen Vergleich. Zum Vergleich des Wachs-
tums der PDL-Zellen in unterschiedlichen Nährmedien ist das Wachstum im zeitlichen Verlauf dargestellt. Zu 
drei definierten Zeitpunkten wurden Fotos unter dem Mikroskop der drei unterschiedlichen Kulturen gemacht. 
Zu erkennen ist jeweils ein adäquates Wachstum unabhängig von der Mediumzusammensetzung. 

 

Aufgrund der geringen Proteinkonzentration im Zellkulturmediumüberstand musste 

eine Methode der Aufkonzentrierung gefunden werden. In Vorversuchen wurden 

eine Ethanol- und eine Trichloressigsäure (TCA)-Aceton-Präzipitation verwandt. Es 

stellte sich heraus, dass sich die Qualität der Anreicherung im Elektrophoresegel 

deutlich unterscheidet: Bei der Ethanolpräzipitation war bei Einsatz gleicher Pro-

benmengen keine saubere Auftrennung unterhalb etwa 60 kDa mehr möglich. Dies 

resultierte in der Anwendung der TCA-Aceton-Präzipitation, wie sie im Labor der 

Oralen Biologie und Geweberegeneration der Universität Göttingen bereits etabliert 

war (Gaida 2012). Außerdem bietet die TCA-Aceton-Präzipitation den Vorteil, dass 
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zusätzlich zur Präzipitation der sekretierten Proteine das Serumalbumin aus dem 

Zusatz des fetalen Kälberserums reduziert werden kann. 

Die albuminreduzierten Proben konnten anschließend für die LDS-PAGE und den 

In-Gel-Verdau verwendet werden, sodass weniger Interferenzen und Überlagerun-

gen anderer Proteine im Massenspektrometer zu erwarten waren. 

 

3.2 Proteinidentifikationen im Sekretom juveniler und adul-

ter Probanden 

In diesem Abschnitt soll auf die qualitative Auswertung der Sekretome juveniler ge-

genüber adulter Probanden eingegangen werden. Das Gesamtsekretom setzt sich 

aus 182 Proteinen zusammen (Tabelle 5), wobei hier darauf hingewiesen wird, dass 

es sich um alle humanen Proteine handelt, die in beiden technischen Replikaten 

gefundenen wurden, ohne dass eine weitere Filterung vorgenommen wurde. Im 

Weiteren wurden nur solche Proteine berücksichtigt, die sowohl in den Proben ju-

veniler als auch adulter Probanden gefunden wurden. 

Wie in Abschnitt 2.2.12 beschrieben, wurden zunächst die identifizierten Proteine 

mit einer Datenbank für Rinderproteine abgeglichen und Proteine, die eindeutig bo-

vinen Ursprungs waren, wurden entfernt. Die Auswertung mit der Software Perseus 

erlaubte darüber hinaus ein Filtern der Proteindaten, wodurch potenzielle Kontami-

nanten oder Proteine, die nur in einer der beiden Doppelbestimmungen zu finden 

waren, entfernt wurden. Somit wurden in die letztendliche Auswertung nur solche 

Proteine mit einbezogen, welche in beiden technischen Replikaten der massen-

spektrometrischen Messung enthalten waren und identifiziert wurden. Außerdem 

wurden nur die mittelschwer und schwer markierten Proteine bei der Auswertung 

berücksichtigt, da nur diese in den Zellen nach Zugabe der mittelschweren und 

schweren essenziellen Aminosäuren Arginin und Lysin entstanden sein können. 

Leichte, normalschwere Proteine waren entweder bereits vor Zugabe der essenzi-

ellen Aminosäuren vorhanden oder entstammten dem zugegebenen fetalen Kälber-

serum. 

Die graphische Gegenüberstellung der Proteine, die in beiden technischen Replika-

ten vorhanden waren, zeigt im Scatter Plot, dass die Verteilung der Proteine in bei-

den technischen Replikaten in etwa gleich war, diese somit qualitativ ähnlich waren. 

Dies ist abzuleiten von der in Abbildung 12 eingezeichneten schwarze Linie, welche 
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die Ursprungsgerade mit der Funktion !	 = $ darstellt. Der Pearson-Korrelationsko-

effizient der Messwerte zu dieser Funktion beträgt 0,66 und das Bestimmtheitsmaß 

r2 0,43. 

 

 

Abbildung 12: Qualitätskontrolle via Scatter Plot. Die in den Replikaten 1 und 2 (Spuren 1 und 2 auf dem LDS-
Gel) gefundenen Proteine, dargestellt nach dem Schwer/Mittelschwer-Verhältnis in einem Scatterplot. Im Den-
sity Plot werden Punkte in dichten Bereichen hellblau und die am wenigsten dichten Punkte grün dargestellt. 
Eingezeichnet ist die Gerade der Funktion !	 = $ (Pearson-Korrelationskoeffizient = 0,66; r2 = 0,43). 

 

Nachfolgend sind alle 182 in den Sekretomen beider Probandengruppen identifi-

zierten Proteine inklusive Gennamen aufgeführt (Tabelle 5). 

 
Tabelle 5: Die im Sekretom aller Proben identifizierten humanen Proteine 

Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/medium 
(log2) 

1 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 -1,38 (± 0,73) 
2 Semaphorin-4B SEMA4B -1,24 (± 1,49) 
3 60S ribosomal protein L12 RPL12 -1,24 (± 0,80) 
4 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA8 -1,19 (± 0,88) 
5 Collagen alpha-1(X) chain COL10A1 -1,08 (± 1,20) 
6 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C PPIC -0,95 (± 1,50) 
7 Apolipoprotein M APOM -0,87 (± 0,18) 
8 C-type lectin domain family 11 member A CLEC11A -0,86 (± 0,66) 
9 Thrombospondin-2 THBS2 -0,83 (± 0,44) 
10 Insulin-like growth factor-binding protein 7 IGFBP7 -0,82 (± 0,03) 

11 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase, testis-specific GAPDHS -0,79 (± 0,58) 
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Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/medium 
(log2) 

12 Argininosuccinate synthase ASS;ASS1 -0,79 (± 1,14) 
13 Ras-related protein Rab-10 RAB10 -0,77 (± 0,20) 
14 Glia-derived nexin SERPINE2 -0,74 (± 0,06) 
15 Pentraxin-related protein PTX3 PTX3 -0,64 (±0,32) 
16 Serotransferrin TF -0,59 (± 1,67) 
17 Cartilage intermediate layer protein 2 CILP2 -0,57 (± 0,61) 
18 Immunoglobulin heavy variable 3-66 IGHV3-66 -0,55 (± 1,16) 
19 Collagen alpha-1(VI) chain COL6A1 -0,51 (± 0,10) 
20 Stanniocalcin-2 STC2 -0,50 (± 0,18) 
21 Complement C1s subcomponent C1S -0,49 (± 0,06) 
22 SPARC SPARC -0,44 (± 0,14) 
23 Collagen alpha-1(I) chain COL1A1 -0,43 (± 0,01) 
24 Olfactomedin-like protein 3 OLFML3 -0,42 (± 0,08) 
25 Galectin-3-binding protein LGALS3BP -0,36 (± 0,03) 
26 Fibulin-1 FBLN1 -0,32 (± 0,26) 
27 Collagen alpha-2(I) chain COL1A2 -0,30 (± 1,41) 

28 Receptor-type tyrosine-protein phospha-
tase gamma PTPRG -0,30 (± 0,05) 

29 Complement C1r subcomponent C1R -0,29 (± 0,10) 
30 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase HPD -0,29 (± 0,17) 
31 Serine protease HTRA1 HTRA1 -0,18 (± 0,02) 
32 Vimentin VIM -0,18 (± 0,16) 
33 Protocadherin gamma-C3 PCDHGC3 -0,15 (± 0,65) 
34 Cathepsin B CTSB -0,13 (± 0,22) 
35 Follistatin-related protein 1 FSTL1 -0,13 (± 0,20) 
36 Alpha-enolase ENO1 -0,12 (± 2,00) 
37 Sulfhydryl oxidase 1 QSOX1 -0,11 (± 0,08) 
38 Thyroglobulin TG -0,11 (± 0,42) 
39 Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 PCOLCE -0,07 (± 0,13) 
40 Collagen alpha-1(XII) chain COL12A1 -0,05 (± 0,34) 
41 Galectin-1 LGALS1 -0,05 (± 0,07) 
42 Fibronectin FN1 -0,04 (± 2,67) 
43 Centrosomal protein of 164 kDa CEP164 -0,04 (± 0,02) 
44 Metalloproteinase inhibitor 2 TIMP2 -0,03 (± 0,12) 
45 Follistatin FST -0,02 (± 0,27) 
46 72 kDa type IV collagenase MMP2 -0,01 (± 0,04) 
47 Amyloid beta A4 protein APP  0,00 (± 0,04) 
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Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/medium 
(log2) 

48 Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA  0,05 (± 0,07) 
49 Coagulation factor IX F9  0,08 (± 0,31) 
50 14-3-3 protein sigma SFN  0,08 (± 0,14) 

51 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase GAPDH  0,09 (± 0,07) 

52 Fibrillin-1 FBN1  0,09 (± 0,04) 
53 Thrombospondin-1 THBS1  0,11 (± 0,03) 
54 Tenascin TNC  0,12 (± 0,07) 
55 Triosephosphate isomerase TPI1  0,13 (± 0,20) 
56 Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1  0,14 (± 0,09) 
57 Destrin DSTN  0,15 (± 0,64) 
58 Pantetheinase VNN1  0,15 (± 0,26) 
59 Collagen alpha-2(VI) chain COL6A2  0,19 (± 0,18) 
60 Myosin-9 MYH9  0,22 (± 0,22) 
61 Complement C5 C5  0,25 (± 0,20) 
62 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ  0,26 (± 3,07) 
63 Fibulin-1 FBLN1  0,26 (± 0,10) 

64 Histone H3 H3F3B; 
H3F3A  0,27 (± 0,50) 

65 Fructose-bisphosphate aldolase B ALDOB  0,27 (± 1,27) 
66 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase HEL-S-69p  0,27 (± 2,13) 
67 Glycogen phosphorylase. liver form PYGL  0,28 (± 0,08) 
68 Cadherin-5 CDH5  0,28 (± 0,13) 
69 Metalloproteinase inhibitor 1 TIMP1  0,31 (± 0,09) 
70 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA  0,31 (± 0,04) 
71 Decorin DCN  0,32 (± 0,32) 
72 Lactadherin MFGE8  0,33 (± 0,15) 

73 Prolow-density lipoprotein receptor-re-
lated protein 1 LRP1  0,33 (± 0,68) 

74 Annexin A2 ANXA2  0,34 (± 0,26) 
75 Actin cytoplasmic 1 ACTB  0,34 (± 0,04) 
76 Cathepsin D HEL-S-130P  0,35 (± 0,19) 
77 Vasorin VASN  0,38 (± 0,12) 
78 Peroxiredoxin-1 PRDX1  0,40 (± 0,07) 
79 Coagulation factor XI F11  0,41 (± 0,00) 

80 Voltage-dependent calcium channel sub-
unit alpha-2/delta-2 CACNA2D2  0,44 (± 1,25) 

81 Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1  0,46 (± 0,64) 
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Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/medium 
(log2) 

82 Periostin POSTN  0,47 (± 0,06) 

83 Transforming growth factor-beta-induced 
protein ig-h3 TGFBI  0,50 (± 0,01) 

84 Profilin-1 PFN1  0,50 (± 0,09) 
85 Dystroglycan DAG1  0,52 (± 0,23) 
86 Pyruvate kinase PKM PKM  0,52 (± 0,64) 
87 Vascular cell adhesion protein 1 VCAM1  0,53 (± 0,46) 
88 CD109 antigen CD109  0,57 (± 0,67) 
89 Complement component C8 beta chain C8B  0,58 (± 0,71) 
90 Actin alpha skeletal muscle ACTA1  0,58 (± 0,20) 
91 Complement factor D CFD  0,58 (± 0,43) 
92 Laminin subunit gamma-1 LAMC1  0,62 (± 0,16) 
93 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1  0,62 (± 0,12) 

94 Adipocyte plasma membrane-associated 
protein APMAP  0,62 (± 0,01) 

95 40S ribosomal protein S16 RPS16  0,62 (± 0,01) 
96 Tubulin beta-4B chain TUBB4B  0,63 (± 0,13) 

97 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
H HNRNPH2  0,65 (± 0,11) 

98 Keratin type II cytoskeletal 2 epidermal KRT2  0,65 (± 1,06) 
99 Alpha-actinin-4 ACTN4  0,71 (± 0,03) 
100 Histone H2B HIST1H2B  0,77 (± 0,08) 
101 Contactin-1 CNTN1  0,81 (± 0,51) 
102 Cofilin-1 CFL1  0,82 (± 0,38) 
103 Proteasome subunit alpha type-6 PSMA6  0,83 (± 0,98) 
104 Polyubiquitin-B UBB  0,84 (± 0,62) 
105 Keratin type II cytoskeletal 1 KRT1  0,86 (± 0,10) 
106 Ceruloplasmin CP  0,87 (± 0,03) 
107 Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3  0,87 (± 0,14) 
108 Fructose-1,6-bisphosphatase isozyme 2 FBP2  0,87 (± 0,12) 

109 ADP-ribosylation factor 1;ADP-ribosyla-
tion factor 3 ARF1; ARF3  0,89 (± 1,29) 

110 Ectonucleotide pyrophosphatase/ phos-
phodiesterase family member 2 ENPP2  0,93 (± 1,69) 

111 Complement component C8 alpha chain C8A  0,95 (± 0,53) 
112 MHC class I antigen HLA-B  0,96 (± 0,54) 
113 SPARC-like protein 1 SPARCL1  0,98 (± 0,73) 
114 Myelin proteolipid protein PLP1  1,00 (± 1,15) 
115 Interstitial collagenase MMP1  1,02 (± 0,30) 
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Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/medium 
(log2) 

116 Collagen, type I, alpha 1, isoform CRA_a COL1A1  1,02 (± 0,71) 
117 Carbohydrate sulfotransferase 3 CHST3  1,04 (± 1,49) 

118 Neuroblast differentiation-associated pro-
tein AHNAK AHNAK  1,05 (± 0,60) 

119 Prostaglandin reductase 1 PTGR1  1,10 (± 0,42) 

120 6-phosphogluconate dehydrogenase, de-
carboxylating PGD  1,16 (± 0,68) 

121 Chondroitin sulfate proteoglycan 4 CSPG4  1,27 (± 0,22) 
122 Hyaluronan-binding protein 2 HABP2  1,31 (± 0,37) 
123 Adenosylhomocysteinase AHCY  1,33 (± 1,09) 
124 Retinol-binding protein 4 RBP4  1,35 (± 1,2) 

125 Phosphatidylcholine-sterol acyltrans-
ferase LCAT  1,36 (± 0,08) 

126 Cadherin-6 CDH6  1,40 (± 1,43) 
127 Thrombospondin-4 THBS4  1,41 (± 1,45) 
128 Cadherin-2 CDH2  1,43 (±1,23) 
129 Dipeptidyl peptidase 1 CTSC  1,44 (± 0,12) 
130 Mannan-binding lectin serine protease 1 MASP1  1,46 (± 0,15) 
131 Cadherin-11 CDH11  1,51 (± 0,02) 

132 A disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs 13 ADAMTS13  1,54 (± 0,63) 

133 Aldo-keto reductase family 1 member C4 AKR1C4  1,55 (± 1,27) 
134 Quinone oxidoreductase CRYZ  1,56 (± 1,37) 

135 Cation-independent mannose-6-phos-
phate receptor IGF2R  1,57 (± 0,25) 

136 Prolyl endopeptidase FAP FAP  1,58 (± 1,08) 
137 Tubulin beta chain TUBB  1,59 (± 0,65) 
138 Histone H4 HIST1H4H  1,62 (± 2,80) 
139 Tubulin alpha-1B chain TUBA1B  1,62 (± 0,22) 
140 Filamin-C FLNC  1,64 (± 0,24) 
141 Talin-1 TLN1  1,68 (± 0,08) 

142 Complement component 1, r subcompo-
nent, isoform CRA_a C1R  1,69 (± 0,40) 

143 Xaa-Pro dipeptidase PEPD  1,74 (± 0,64) 
144 Insulin-like growth factor-binding protein 2 IGFBP2  1,75 (± 0,99) 

145 Receptor-type tyrosine-protein phospha-
tase mu PTPRM  1,77 (± 0,13) 

146 Collagen alpha-1(IX) chain COL9A1  1,77 (± 2,01) 
147 Laminin subunit beta-1 LAMB1  1,79 (± 3,17) 
148 Collagen alpha-1(V) chain COL5A1  1,86 (± 1,24) 
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Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/medium 
(log2) 

149 14-3-3 protein epsilon YWHAE  1,86 (± 1,88) 
150 Coagulation factor X F10  1,87 (± 021) 
151 Fibromodulin FMOD  1,90 (± 1,59) 
152 Protocadherin-12 PCDH12  1,94 (± 1,52) 
153 Interleukin-1 receptor accessory protein IL1RAP  2,14 (± 0,03) 
154 Aldose 1-epimerase GALM  2,15 (± 1,00) 
155 Biliverdin reductase A BLVRA  2,18 (± 0,43) 
156 Lysosomal alpha-mannosidase MAN2B1  2,24 (± 0,53) 
157 Putative protein C3P1 C3P1  2,33 (± 0,11) 
158 Secreted phosphoprotein 24 SPP2  2,34 (± 0,31) 

159 cDNA FLJ55415, highly similar to 
Gamma-glutamyl hydrolase N/A  2,39 (± 0,18) 

160 Flavin reductase (NADPH) BLVRB  2,45 (± 0,96) 
161 Collectin-10 COLEC10  2,66 (± 0,71) 
162 Phospholipid transfer protein PLTP  2,70 (± 0,32) 
163 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1  2,82 (± 0,38) 
164 Nidogen-1 NID1  2,83 (± 0,12) 
165 GTP-binding nuclear protein Ran RAN  2,93 (± 0,70) 
166 Plexin-B2 PLXNB2  3,06 (± 1,34) 
167 Fibrocystin-L PKHD1L1  3,30 (± 0,80) 

168 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate de-
hydrogenase ALDH1L1  3,48 (± 0,19) 

169 F-actin-capping protein subunit alpha-1 CAPZA1  3,61 (± 3,26) 
170 Tyrosine-protein kinase receptor Tie-1 TIE1  3,68 (± 0,22) 
171 Regucalcin RGN  3,69 (± 2,49) 
172 C-type mannose receptor 2 MRC2  4,08 (± 2,68) 
173 Keratin. type II cytoskeletal 6B KRT6B  4,45 (± 0,94) 
174 Calsyntenin-1 CLSTN1  4,46 (± 5,40) 
175 Sphingomyelin phosphodiesterase SMPD1  4,78 (± 0,92) 
176 Glutamate dehydrogenase GLUD1  4,84 (± 0,16) 
177 Glutaminyl-peptide cyclotransferase QPCT  4,87 (± 0,21) 

178 S-methylmethionine--homocysteine S-
methyltransferase BHMT2 BHMT2  5,18 (± 0,75) 

179 Alcohol dehydrogenase class-3 ADH5  5,59 (± 1,88) 
180 Sorbitol dehydrogenase SORD  6,68 (±2,99) 
181 Histone H2A HIST1H2A  7,21 (± 0,06) 

182 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H5 ITIH5  7,40 (± 0,41) 
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Die Ähnlichkeit der Sekretome juveniler und adulter Probanden lässt sich ebenfalls 

aus dem Umstand ableiten, dass lediglich je ein Protein im Sekretom jeder Gruppe 

zu finden war. 

Das Protein, das ausschließlich im Sekretom der juvenilen Probanden identifiziert 

wurde, ist in der nachfolgenden Tabelle 6 beschrieben. 

 
Tabelle 6: Nur in juvenilen Probanden identifizierte Proteine 

Genname Protein Intensität 

ALDH9A1 4-Trimethylaminobutyraldehyd- 
dehydrogenase 3,07 ´ 108 (± 1,26 ´ 108) 

 

Das Protein, das ausschließlich im Sekretom der adulten Probanden identifiziert 

wurde, ist in der nachfolgenden Tabelle 7 beschrieben. 

 
Tabelle 7: Nur in adulten Probanden identifizierte Proteine 

Genname Protein Intensität 
ZADH2 Prostaglandin-Reduktase 3 2,33 ´ 108 (± 1,47 ´ 108) 

 

Die Untersuchung der identifizierten Proteine bezüglich ihrer Zugehörigkeit zu bio-

logischen Signalwegen laut Gene Ontology ergibt eine vergleichbare Verteilung in 

den Sekretomen beider Probandengruppen. Hierbei ist zu beachten, dass einzelne 

Proteine mehreren Prozessen und Signalwegen zugeordnet sein können. Mehr-

fachnennungen bei entsprechend ausgeprägter Charakterisierung eines Proteins 

können vorkommen. Sowohl im Sekretom juveniler als auch im Sekretom adulter 

Probanden waren die Signalwege zu zellulären und metabolischen Prozessen die 

am häufigsten vertretenen (14 % bzw. 12 % der identifizierten Proteine konnten die-

sen Prozessen zugeordnet werden). Nächsthäufige Prozesse waren in beiden Pro-

bandengruppen die „Regulation biologischer Prozesse“ sowie „Antwort auf Stimuli“ 

und „Organisation von zellulären Komponenten“. Unterschiede zwischen den Sek-

retomen beider Probandengruppen zeigten sich nur vereinzelt und im niedrigen Pro-

zentbereich. Diese Unterschiede sind nicht signifikant. So kann davon ausgegan-

gen werden, dass trotz ungleicher Anzahl der als vermehrt detektierten Proteine 

diese von ihren Eigenschaften her ähnlich sind und zwei vergleichbare Proben für 

die Analyse herangezogen wurden. 

 



Ergebnisse 

 

46 

 
Abbildung 13: Identifizierte Signalwege in Sekretomen der Probanden. Analyse der in den Sekretomen juveniler 
und adulter Probanden identifizierten Proteine bezüglich Zugehörigkeit zu biochemischen Prozessen (Gene 
Ontology Biochemical Pathways, GOBP). 

 

Abschließend lässt sich feststellen, dass kein qualitativer Unterschied zwischen den 

Sekretomen von Zellen des Parodontalligaments juveniler und adulter Probanden 

zu erkennen ist. 

 

3.3 Quantitativer Vergleich der Sekretome juveniler und 

adulter Probanden 

Da die Proteine der kultivierten Zellen beider Probandengruppen mit unterschiedlich 

schweren Aminosäuren markiert wurden, sind diese als schwer (heavy, adult) und 
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mittelschwer (medium, juvenil) zu identifizieren. Daher wurde die folgende Auswer-

tung über das Verhältnis (Ratio) der Menge von schweren zu mittelschweren Pro-

teinen berechnet. 

Der Histogrammdarstellung der Proteine in beiden technischen Replikaten ist zu 

entnehmen, dass das Verhältnis der Proteine im Sekretom adulter und juveniler 

Probanden mehrheitlich positiv ist (Abbildung 14 A). Dies bedeutet, dass von den 

Proteinen, die in den Proben beider Altersgruppen vorkamen, in der Regel mehr im 

Sekretom adulter Probanden zu finden waren. Allerdings waren Proteine, die laut 

Gene Ontology sekretorischen Prozessen zugeordnet werden konnten (Gene On-

tology-Gruppen Protein secretion, regulation of chemokine secretion, regulation of 

cytokine secretion, secretion, secretion by cell) um „0“ verteilt und somit in keiner 

der beiden Probandengruppen angereichert (Abbildung 14 B). 

Anhand der Zahlen lässt sich ableiten, dass die Ähnlichkeit der technischen Repli-

kate vorhanden ist und diese für die quantitative Auswertung der Sekretome heran-

gezogen werden können. 

 

 

Abbildung 14: Qualitätskontrolle in Histogrammform. Dargestellt sind die in den LDS-Gel-Spuren 1 (links) und 
2 (rechts) gefundenen Proteine, in Histogrammen. Blau gefärbt ist die Gesamtheit aller als human identifizierten 
Proteine (A und B). Rot hervorgehoben sind die Proteine, die mit sekretorischen Prozessen assoziiert sind und 
den Gene Ontology-Gruppen Protein secretion, regulation of chemokine secretion, regulation of cytokine secre-
tion, secretion, secretion by cell zugeordnet sind. 
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Die Darstellung der Mittelwerte der in beiden technischen Replikaten identifizierten 

Proteine, sortiert nach dem Verhältnis schwer/mittelschwer, zeigt alle 182 identifi-

zierten Proteine aus Tabelle 5 (Abbildung 15). Es ist zu erkennen, dass der Schnitt-

punkt mit der X-Achse (log!()*+ℎä./012	34ℎ5*+/71//*.24ℎ5*+) = 0) bereits nach 46 

Proteinen liegt. Somit waren 46 sezernierte Proteine vermehrt im Sekretom juveniler 

Probanden zu finden, die übrigen 136 Proteine waren erhöht im Sekretom adulter 

Probanden. Allerdings sind viele Mittelwerte mit deutlichen Fehlern anzugeben, da 

die Verhältnisse von schweren zu mittelschweren Proteinen in beiden technischen 

Replikaten entsprechend voneinander abwichen. Dies macht eine weitere Auswer-

tung nach signifikant unterschiedlich sezernierten Proteinen unabdingbar. 

 

 

Abbildung 15: Identifizierte Proteine in Sekretomen von PDL-Zellen. Alle 182 identifizierten Proteine, gemittelt 
über beide technische Replikate, dargestellt in aufsteigender Reihenfolge des Verhältnisses Schwer/Mittel-
schwer (adult/juvenil) inklusive Standardabweichung. 

 

3.3.1 Vergleich signifikant unterschiedlich sekretierter Proteine 

Wie bereits in der Darstellung des Verhältnisses schwer/mittelschwer aller 182 iden-
tifizierten Proteine (Abbildung 15) gezeigt, waren die in den Sekretomen beider Pro-
bandengruppen gefundenen Proteine vornehmlich in den adulten Probanden er-
höht, welches sich an der Mehrzahl an positiven Quotienten des Verhältnisses 
schwer/mittelschwer erkennen lässt. Unter den signifikant unterschiedlich sezer-
nierten Proteinen (T-Test; „S = 0,58“ (20,58 entspricht circa 1,5 – es wurde also auf 
einen Mindestunterschied um den Faktor 1,5 getestet) fanden sich erneut mehrheit-
lich solche, die stärker von PDL-Zellen adulter Probanden sezerniert wurden. Le-
diglich vier der 28 signifikant differenziell sezernierten Proteine sind im Sekretom 
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juveniler Probanden erhöht, die übrigen 24 im Sekretom adulter Probanden (Abbil-
dung 16). 
 

 
Abbildung 16: Differenziell sezernierte Proteine juveniler und adulter PDL-Zellen. Alle 28 signifikant unterschied-
lich identifizierten Proteine, gemittelt über beide technischen Replikate, dargestellt in aufsteigender Reihenfolge 
des Verhältnisses schwer/mittelschwer (adult/juvenil) inklusive Standardabweichung. 

 
Nachfolgend sind alle 28 in den Sekretomen beider Probandengruppen als statis-
tisch signifikant unterschiedlich identifizierten Proteine inklusive Gennamen aufge-
führt ( 
Tabelle 8). Aus Gründen der Symmetrie und zur besseren Darstellung wurde das 

Verhältnis der Intensität von adulten (schwer) gegenüber juvenilen (medium) Pepti-

den logarithmiert (Verhältnis schwer/medium (log2)). 
 
Tabelle 8: Unterschiedlich sezernierte Proteine juveniler und adulter Probanden 

Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/me-
dium (log2) 

1 Insulin-like growth factor-binding protein 
7 IGFBP7 -0,82 (± 0,03) 

2 Glia-derived nexin SERPINE2 -0,74 (± 0,06) 
3 Collagen alpha-1(I) chain COL1A1 -0,43 (± 0,01) 
4 Galectin-3-binding protein LGALS3BP -0,36 (± 0,03) 
5 Actin cytoplasmic 1/2 ACTG1  0,35 (± 0,04) 
6 Coagulation factor XI F11  0,41 (± 0,00) 
7 Profilin-1 PFN1  0,50 (± 0,01) 
8 Laminin subunit gamma-1 LAMC1  0,62 (± 0,01) 
9 40S ribosomal protein S16 RPS16  0,62 (± 0,01) 
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Nr. Proteinname Genname 
Verhältnis 
schwer/me-
dium (log2) 

10 Alpha-actinin-4 ACTN4  0,71 (± 0,03) 
11 Histone H2B HIST1H2B  0,77 (± 0,08) 
12 Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3  0,87 (± 0,03) 

13 Phosphatidylcholine-sterol acyltrans-
ferase LCAT  1,36 (± 0,08) 

14 Dipeptidyl peptidase 1 CTSC  1,44 (± 0,12) 
15 Mannan-binding lectin serine protease 1 MASP1  1,46 (± 0,15) 
16 Cadherin-11 CDH11  1,51 (± 0,02) 
17 Talin-1 TLN1  1,68 (± 0,08) 
18 Collagen alpha-1(IX) chain COL9A1  1,77 (± 0,13) 
19 Interleukin-1 receptor accessory protein IL1RAP  2,14 (± 0,03) 
20 Putative protein C3P1 C3P1  2,33 (± 0,11) 

21 cDNA FLJ55415, highly similar to 
Gamma-glutamyl hydrolase N/A  2,39 (± 0,18) 

22 Nidogen-1 NID1  2,83 (± 0,12) 

23 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate de-
hydrogenase ALDH1L1  3,48 (± 0,19) 

24 Soluble TIE1 variant 5 TIE  3,68 (± 0,22) 
25 Glutamate dehydrogenase 1/2 GLUD1; GLUD2  4,84 (± 0,16) 
26 Glutaminyl-peptide cyclotransferase QPCT  4,87 (± 0,21) 
27 Histone H2A HIST1H2A  7,21 (± 0,06) 

28 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H5 ITIH5  7,40 (± 0,41) 

 
Die Untersuchung der signifikant unterschiedlich sezernierten Proteine in beiden 
Probandengruppen zeigt, im Gegensatz zu obigem Vergleich zwischen der Gesamt-
heit an Proteinen, deutliche Unterschiede (Abbildung 17). So ist die Gene Ontology-
Kategorie „Zelladhäsion“ (cell adhesion, GO:0007155) im Sekretom juveniler Pro-
banden (11 % bzw. alle vier Proteine) deutlich häufiger vertreten als im Sekretom 
adulter Probanden (4 %). Interessanterweise ist auch die Kategorie „Zellkommuni-
kation“ (cell communication, GO:0007154) in juvenilen Probanden erhöht assoziiert 
(5 % bzw. zwei von vier Proteinen gegenüber 1 % bei adulten Probanden). 
Andersherum wurde die Kategorie „Metabolischer Prozess“ (metabolic process, 
GO:0008152) seltener mit den im Sekretom Juveniler vorkommender Proteine as-
soziiert (8 %), als mit Proteinen im Sekretom Adulter (14 %). 
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Diese Ergebnisse sind selbstverständlich beeinflusst durch die deutlich unterschied-
liche Anzahl an Proteinen, die in den beiden Probandengruppen signifikant gehäuft 
identifiziert wurden. 
 

 
Abbildung 17: Signalwege signifikant unterschiedlicher Proteine in Sekretomen. Die Darstellung der biochemi-
schen Prozesse (Gene Ontology Biochemical Pathways, GOBP), denen die signifikant unterschiedlich sezer-
nierten Proteine der Sekretome juveniler und adulter Probanden zuzuordnen sind. 

 

Abschließend lässt sich feststellen, dass ein quantitativer Unterschied zwischen den 

Sekretomen von Zellen des Parodontalligaments juveniler und adulter Probanden 

für 28 Proteine gefunden wurde. 
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 Diskussion 
Um den Erfolg und Misserfolg kieferorthopädischer Behandlungen durch biologi-

sche Prozesse besser zu verstehen (und wie andersherum biologische Prozesse 

beeinflusst werden könnten) muss als Fundament ein grundlegendes Verständnis 

für die Strukturen des Parodontalligaments und ihre Funktion im kieferorthopädi-

schen Kontext erfolgen. Die vorliegenden Untersuchungen zum Sekretom von Zel-

len des Parodontalligaments sollen im Folgenden in diesem Kontext gedeutet wer-

den. 

 

4.1 Etablierung einer PDL-Zellkultur mit SILAC für MS-Ana-

lyse 

Die Zellkultur aus Zellen des Parodontalligaments mit SILAC-Medium für die Ana-

lyse im Massenspektrometer wurde in dieser Arbeit erfolgreich etabliert. Allerdings 

stellte sich die Kultivierung von PDL-Zellen adulter Probanden mit einem Alter deut-

lich über 30 Jahren als nicht verlässlich dar. Bereits zum Zeitpunkt der Inkultur-

nahme wanderten nicht bei allen Studienproben Zellen aus den gewonnenen PDL-

Fragmenten aus. Falls die altersabhängige Diskriminierung hierdurch erschwert 

worden ist, könnten die Alterspannen der Probanden in nachfolgenden Untersu-

chungen angepasst werden. Die juvenile Probandengruppe könnte auf eine Alters-

spanne von acht bis zehn Jahren eingegrenzt werden. Gleichzeitig werden selten 

Prämolaren bei juvenilen Patienten unter zwölf Jahren aus kieferorthopädischen 

Gründen extrahiert, sodass ein vergrößerter Altersabstand zwischen den Proban-

dengruppen kaum zu realisieren wäre. 

Diese Arbeit stellt die ersten Versuche dar, in denen Zellen des Parodontalligaments 

in SILAC-Medium erfolgreich kultiviert wurden. Beim Einbau der isotopenmarkier-

ten, schweren Aminosäuren musste auf Informationen aus früheren Publikationen 

mit anderen Zelllinien zurückgegriffen und eine ausreichende Einbaurate nach 

sechs Zellteilungen angenommen werden (Ong et al. 2002). 

Ein Problem bei der Entwicklung des Versuchsablaufs bestand darin, dass eine 

Zellkultur ohne Zugabe von fetalem Kälberserum (FCS) nicht möglich war. Durch 

dessen Zugabe lag folglich im Zellüberstand neben den sekretierten Proteinen auch 
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hoch-abundantes Serumalbumin aus dem FCS vor. In der massenspektrometri-

schen Analyse würden so selten vorkommende sekretierte Proteine durch ebendie-

ses Serumalbumin und weitere hoch-abundante Proteine aus dem FCS überdeckt 

werden (Bunkenborg et al. 2010). Eine Option könnte an dieser Stelle eine Kultivie-

rung der PDL-Zellen in serumfreien Medien darstellen. Bei diesem Ansatz müssen 

zusätzliche Maßnahmen zur Kultivierung bedacht werden. So wäre neben der Zu-

gabe von Hormonen und Wachstumsfaktoren in gereinigter Form eine Beschichtung 

der Kulturgefäße mit Anheftungsfaktoren nötig (Bunkenborg et al. 2010). Einige die-

ser Anheftungsfaktoren wie z. B. Laminin oder Fibronectin befinden jedoch unter 

den in dieser Arbeit detektierten sekretierten Proteinen (siehe Tabelle 5), sodass 

eine Diskrimination hier eine weitere Schwierigkeit darstellen würde. Abhilfe könnte 

spezielle, nicht-humane Anheftungsfaktoren schaffen. Letztendlich in dieser Arbeit 

verwendet wurde die Präzipitation mit TCA-Aceton, durch die das hoch-abundante 

Serumalbumin erfolgreich reduziert werden konnte (Chen et al. 2005; Gaida 2012). 

Nicht auszuschließen ist jedoch, dass durch die Präzipitation auch andere sekre-

tierte Proteine entfernt wurden. Um dies zu untersuchen, könnte Präzipitat 2 (siehe 

Abbildung 9) analysiert werden. Anschließend würde mit der Analyse und Identifi-

kation der Proteine des zweiten Präzipitats ebenfalls die Spezifität der TCA-Aceton-

Präzipitation überprüft werden können. 

Eine Schwierigkeit bei der Auswertung stellt die Zuordnung der identifizierten Pro-

teine dar. Die Unterscheidung zwischen humanen und bovinen Proteinen erfolgte 

durch den Abgleich mit Proteindatenbanken, da die Aminosäuremarkierung mittels 

SILAC lediglich die Proteine humanen Ursprungs betraf (Hathout 2007). Allerdings 

waren in der Ergebnisliste noch vor der Filterung der Proteine nach Spezies Prote-

ine bovinen Ursprungs enthalten, die sowohl mit der SILAC-Markierung heavy als 

auch medium detektiert wurden. Eine mögliche Ursache hierfür ist, dass bovine Pro-

teine, die dem FCS entstammen müssen, in den Metabolismus der humanen PDL-

Zellen integriert und dadurch ebenfalls metabolisch markiert wurden. Bei hochkon-

servierten Proteinen (solche, die in Menschen wie Rindern eine sehr ähnliche Struk-

tur aufweisen) kann folglich eine Kontamination durch Anteile des FCS nicht ausge-

schlossen werden. 
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4.2 Qualitative Analyse des Sekretoms aus PDL-Zellen 

Die große Anzahl identifizierter Proteine im Gesamtsekretom zeigt, dass die Wahl 
der Methode erfolgreich war und zu messbaren Ergebnissen führte. Es zeigten sich 
nur geringe Unterschiede zwischen juvenilen und adulten Probanden, dies zeigt, 
eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. 
Allerdings könnte die Ähnlichkeit der Sekretome beider Altersgruppen auch auf ei-
nen zu geringen Altersunterschied schließen lassen. Dies bedarf weiterer Untersu-
chungen. Auch die Immortalisierung der Zellen könnte hier eine Rolle gespielt ha-
ben. Die Analysen der Sekretome wurden an immortalisierten PDL-Zellen durchge-
führt, da hierdurch ein adäquater Einbau der essenziellen Aminosäuren gewährleis-
tet werden konnte (Ong et al. 2002). Diese Immortalisierung könnte allerdings zu 
Veränderungen der Alterungsprozesse bzw. des Differenzierungsgrades geführt 
haben (Jha et al. 1998). Um dieser Möglichkeit auf den Grund zu gehen, könnte ein 
Versuchsansatz erfolgen, in dem die Zellkultur von primären Zellen genutzt und auf 
die Immortalisierung verzichtet würde. Gleichzeitig sollte bei diesem Versuchsan-
satz mit primärer Zellkultur bedacht werden, dass die primären Zellen in der Lage 
sein müssen, genügend Passagen zu überleben, um eine adäquate Einbaurate der 
SILAC-Aminosäuren zu gewährleisten (Ong et al. 2002). 
Des Weiteren kann in dieser Arbeit nicht ausgeschlossen werden, dass sich unter 
den Sekretomdaten auch Proteine befinden, die eigentlich dem Proteom (die Ge-
samtheit der Proteine in einer Zelle) der PDL-Zellen zuzuordnen sind. Trotz gewis-
senhaftem Umgang mit den Proben während der Zellkultur und der TCA-Fällung 
könnte es bei der Probenaufarbeitung zum Verletzen und zum Absterben von Zellen 
gekommen sein (Hathout 2007). Mit diesem Wissen könnte möglicherweise das 
Vorkommen von bisher nicht als sekretiert oder im Zellkern befindlichen Proteinen 
erklärt werden, wie zum Beispiel von HIST1H2A, und HIST1H2B. In einem Ver-
suchsansatz haben Baberg und Kollegen (2019) eine vergleichende Studie von 
Sekretomen und Proteomen von Knochenmarkszellen durchgeführt und Proteine 
identifiziert, die sowohl in den Sekretom- als auch in den Proteomdatensätzen vor-
kamen. Durch einen solchen Versuchsansatz ließen sich Kontaminationen durch 
das Proteom reduzieren. Allerdings wurden die hier gefundenen und auch weitere 
Histonproteine bereits in früheren Arbeiten als Proteine des GCF beschrieben 
(Bostanci et al. 2010; Ngo et al. 2010; Wen et al. 2018). 
Die Sekretomdaten sind in dieser Studie aus zwei technischen Replikaten entstan-
den, sodass keine biologische Varianz messbar ist. Die Analyse von biologischen 
Replikaten war in dieser Arbeit aufgrund des Versuchsansatz mit gepoolten Proben 
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nicht vorgesehen. Es kann also bei den vorliegenden Daten durchaus ein Zufalls-
treffer dabei sein, der in einer erneuten Messung nicht zu finden wäre und so zu 
einer Verzerrung der hier abgebildeten Ergebnisse führt. Des Weiteren ist zu be-
denken, dass aus der Vielzahl der Proteine in den Zellkulturmediumüberständen 
durch technische Limitationen nicht alle Proteine identifiziert werden konnten bzw. 
können. Darüber hinaus konnten, unter anderem durch Wahrung von Qualitätsstan-
dards im Rahmen der Auswertung, nicht alle der identifizierten Proteine quantifiziert 
werden (Bantscheff et al. 2007). Diese mehrfache, in ihrer Größe nicht abzuschät-
zende Reduktion der ursprünglichen Anzahl der Proteine führt letztendlich zu einer 
methodisch bedingten Nichtquantifizierung einer Vielzahl von Proteinen. 

4.2.1 Qualitativer Vergleich der Sekretome 

In dieser Studie wurden einige Proteine identifiziert, die bereits in vorausgegangen 

Arbeiten dem Proteom und/oder Sekretom von Zellen des Parodontalligaments zu-

geordnet wurden. In beiden Altersgruppen wurden Matrixmetalloproteasen (MMP1, 

MMP2 und ADAMTS13) und ihre Inhibitoren (TIMP1 und TIMP2) gefunden, wie es 

auch Bodet und Kollegen (2007) in ihrer Studie zeigen konnten. Somit könnte in 

beiden Altersgruppen der Umbau der extrazellulären Matrix, initiiert durch die Zellen 

des Parodontalligaments, möglich sein. Ebenfalls in beiden Sekretomen konnten 

einige Gene nachgewiesen werden, die für unterschiedliche Kollagentypen codie-

ren (COL10A1, COL6A1, COL1A1, COL1A2, COL12A1, COL6A2, COL9A1, 

COL5A1) und somit die Umbauprozesse des Parodontalligaments anzeigen kön-

nen, da es sich hier erneut um Bestandteile der EZM handelt (Connor et al. 1984; 

Häkkinen et al. 1993; Zhang et al. 1993). Die Integrität der EZM wird durch Kol-

lagen VI und Vimentin gewährleistet und ebendiese konnten auch in dieser Arbeit 

identifiziert werden (Cho et al. 2017). Das in beiden Probandengruppen identifizierte 

Semaphorin ist bekannt als sekretiertes Molekül, dessen Ausschüttung nach örtli-

cher Reizung die Ausbildung von Muskelfasern und Motoneuronen stimuliert (Hüttl 

und Huber Brösamle 2012). Auch ein Rezeptor der Semaphorine wurde in dieser 

Arbeit erfolgreich identifiziert: Plexin-B2 ist bekannt für die Expression auf Wachs-

tumskegeln von Axonendigungen und steuert deren Wachstum in Abhängigkeit der 

Semaphorinkonzentration (Purves und Williams 2001; Janssen et al. 2012). Ein Zu-

sammenspiel dieser beiden Proteine wäre auch im Parodontalligament denkbar, da 

sie dynamische Prozesse, wie die Remodellierung nach Druck-und Zugbelastung 

steuern könnten. 
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Letztendlich wurden in den Zellüberständen beider Altersgruppen jeweils ein als de-

finitiv human identifiziertes Protein gefunden, welches in der anderen Altersgruppe 

nicht vorkam: Im Sekretom der juvenilen Probanden wurde das Protein 4-Trimethyl-

aminobutyraldehyd-dehydrogenase identifiziert. Die 4-Trimethyl-aminobutyralde-

hyd-dehydrogenase katalysiert die Oxidation von gamma-Aminobutyraldehyd sowie 

anderen Aminoaldehyden (McPherson et al. 1994). Im Allgemeinen ist sie damit an 

metabolischen Prozessen wie der Glykolyse oder Glukoneogenese, dem Fettsäu-

reabbau und dem Metabolismus von Aminosäuren beteiligt. Die höchste Expression 

dieses Enzyms ist in der Leber, der Skelettmuskulatur und in den Nieren zu finden. 

Allerdings ist auch eine Expression im Pankreas, im Herz, sowie Lunge, Plazenta 

und Gehirn nachgewiesen worden (Lin et al. 1996). Im Kontext des Zahnhalteappa-

rates bzw. von Alterungsprozessen ist dieses Protein bisher nicht beschrieben. 

Ausschließlich im Sekretom der adulten Probanden wurde das Protein Prostaglan-

din-Reduktase 3 identifiziert. Die Prostaglandin-Reduktase 3 ist als Gewebshormon 

am Prostaglandin-Metabolismus beteiligt. Eine Dysregulation dieses Signalwegs 

kann unter anderem bei der Entwicklung von Typ-2-Diabetes beobachtet werden 

(Wang et al. 2014). Auch bei der negativen Regulation der Differenzierung von Adi-

pozyten soll die Prostaglandin-Reduktase 3 eine Rolle spielen (Yu et al. 2013). Zu-

sätzlich ist die Assoziation einer Hypomethylierung des ZADH2-Gens mit der Ent-

stehung von Alzheimer beschrieben (Madrid et al. 2018), Allerdings ist bislang die 

Prostaglandin-Reduktase 3 nicht im Kontext des Zahnhalteapparates bzw. von Al-

terungsprozessen beschrieben. 

Weitere qualitative Unterschiede zwischen den Altersgruppen sind potentiell mög-

lich. Die automatisiert detektierten Proteine wurden wie in Abschnitt 2.2.12 beschrie-

ben gefiltert. Hierbei ist zu beachten, dass es bei den genannten Selektionsvorgän-

gen, die der Einhaltung von Qualitätsstandards dienen, zu Verlusten von weiteren 

Proteinen gekommen sein könnte. 
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4.3 Quantitative Analyse des Sekretoms aus PDL-Zellen 

Im Sekretom juveniler Probanden wurden folgende Proteine signifikant mehr expri-

miert: 

 
IGFBP7 (Insulin-like growth factor-binding protein 7) 

Das IGFBP7 ein Polypeptid, das eine insulinähnliche Struktur aufweist. Es ist durch 
Bindung an IGFs (insulin-like growth factor) an Proliferation und Differenzierung von 
Zellen beteiligt (Oh et al. 1996). Es wird ubiquitär exprimiert (Oh et al. 1996), im 
Allgemeinen sezerniert und ist an der Zelladhäsion beteiligt (Akaogi et al. 1994). 
Bekannt über IGFBP7 ist bisher, dass es unter anderem eine Rolle bei der Umpro-
grammierung von Fibroblasten zu Osteoblasten spielt, was von Lu beschrieben 
wurde (Lu et al. 2020). Es ist an der Regulierung des Knochenstoffwechsels beteiligt 
(Zhang et al. 2018) und wird auch im Zusammenhang mit Dentinapposition genannt 
(James et al. 2004). IGFBP7 könnte demnach eine Schlüsselfunktion im Umbau 
des Zahnhalteapparates von jugendlichen Patienten spielen und Einfluss auf die 
kieferorthopädische Zahnbewegung nehmen.  
 
SERPINE2 (Glia-derived nexin) 

Das SERPINE2 gehört zur Serpin-Familie und ist ein Serin-Protease-Inhibitor, der 
bei der Kultivierung von Fibroblasten sezerniert wird und im extrazellulären Raum 
vorliegt (Scott et al. 1985). Er kann mit unterschiedlichen Serin-Proteasen wie Uro-
kinase, Thrombin und Plasmin Komplexe bilden und ist an der Proteolyse beteiligt 
(Farrell et al. 1988). In neuromuskulären Geweben ist das Protein an Umbauvor-
gängen und Remodellierung der Synapsen sowie extrazellulärer Matrix beteiligt 
(Carter et al. 1995). Im Kontext des Zahnhalteapparates bzw. von Alterungsprozes-
sen ist dieses Protein bisher nicht beschrieben. Durch seine Funktion bei der Re-
modellierung der EZM im Allgemeinen, wäre durchaus denkbar, dass dieses Protein 
auch bei den Remodellierungsprozessen des Zahnhalteapparates eine zentrale 
Rolle innehat.  

 

COL1A1 

Kollagen 1 ist am Aufbau des Prokollagens beteiligt, welches wiederum am Aufbau 

von Kollagen beteiligt ist. Es besitzt Bindungsstellen, um in der extrazellulären Mat-

rix Monomere aus Kollagen Typ1 miteinander zu verbinden (Malfait et al. 2007) und 
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schafft eine Verbindung zwischen Thrombozyten bei der Wundheilung (Soma-

sundaram und Schuppan 1996). Eine verminderte Genexpression von COL1A1 ist 

unter anderem assoziiert mit dem Auftreten von Osteogenesis imperfecta 

(Steinmann et al. 1979; Rowe et al. 1985). Zusätzlich haben Carneiro und Kollegen 

(2012) dieses Protein im GCF gesunder Patienten identifizieren können, sodass da-

von ausgegangen werden kann, dass es sich um ein sekretiertes Protein des Paro-

dontalligaments handelt. In einer mikroskopischen Analyse wurde zudem vorrangig 

Kollagen Typ 1 im Parodontalligament gefunden (Becker et al. 1991).  

 
LGALS3BP (Galectin-3-binding protein) 

Das Protein fördert die Zelladhäsion (Sasaki 1998). Es wird in Neoplasien exprimiert 

und ist an der Entwicklung von Karzinomen und Metastasen beteiligt (Tinari et al. 

2001). Es handelt sich um ein extrazelluläres Matrixprotein, das an Integrine bindet 

(Stampolidis et al. 2015). LGALS3BP könnte somit bei der Sensorik mechanischer 

Stimuli direkt bei der Remodellierung des Zahnhalteapparates von jugendlichen Pa-

tienten eine Rolle spielen (Hoffman et al. 2011).  

 

Eine Auswahl, der im Sekretom adulter Probanden signifikant verstärkt exprimierten 

Proteine, wird nachfolgend näher dargestellt: 

 
ITIH5 (inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H5) 

Es handelt sich um ein Protein, das am Aufbau der extrazellulären Matrix beteiligt 
ist und gehört zur Familie der ITI-Gene (Himmelfarb et al. 2004). Inter-⍺-Trypsin-
Inhibitoren gelten als wichtige Regulatoren von Akute-Phase-Prozessen, speziell 
ITIH5 ist assoziiert mit entzündlichen Prozessen bei Hauterkrankungen (Huth et al. 
2015).  
 
HIST1H2A (Histone H2A) / HIST1H2B (Histone H2B) 

Das Vorkommen von Histonen beschränkt sich auf den Nukleus menschlicher Zel-
len. Histon 2A und Histon 2B sind je eines der fünf Haupt-Histon-Proteine und maß-
geblich an der engen Packung der menschlichen DNA im Zellkern zu Nukleosomen 
beteiligt (Kornberg und Thonmas 1974; Arents et al. 1991). Allerdings wurden sie 
bereits mehrfach im GCF von (unterem anderem parodontal gesunder) Probanden 
nachgewiesen (Bostanci et al. 2010; Ngo et al. 2010; Carneiro et al. 2012; Wen et 
al. 2018). Es bedarf weiterer Klärung durch den Vergleich mit Proteomdaten, ob 
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Histon H2A oder Histon H2B tatsächlich sekretorische Funktionen erfüllt oder auf-
grund der Aufarbeitungsprozesse freigesetzt wird (Hathout 2007). 
 
QPCT (glutaminyl-peptide cyclotransferase) 

Die Glutaminyl-Peptid-Cyclotransferase ist ein Enzym, das die Bildung von Pyroglu-
tamyl-Gruppen in neuroendokrinen Peptiden während ihrer Reifung katalysiert (Cy-
nis et al. 2008). Genetische Varianten und damit letztendlich die Struktur des Pro-
teins haben Einfluss auf die Knochenmineralisation, wodurch ein Zusammenhang 
zur Bildung von extrazellulärer Matrix aufgezeigt wird (Ezura et al. 2004; Huang und 
Kung 2007). Als sezerniertes Protein wurde die Glutaminyl-Peptid-Cyclotransferase 
bereits beschrieben (Cynis et al. 2008).  
 
GLUD1; GLUD2 (glutamate deyhdrogenase 1/2) 

Die Glutamatdehydrogenase ist Bestandteil des Stickstoffstoffwechsels, der in den 
Mitochondrien menschlicher Zellen abläuft. Bisher sind zwei Isoformen bekannt. Es 
wird angenommen, dass das Vorkommen ausschließlich auf die Mitochondrien be-
grenzt ist, daher wird das Enzym in der Diagnostik von Zellschäden eingesetzt 
(Mastorodemos et al. 2005; Rosso et al. 2008). Eine Erhöhung der GLUD1 wurde 
in Stammzellen der Zahnpulpa nach osteogener Stimulation festgestellt (Lu et al. 
2017). 
 
TIE (soluble TIE1 variant 5) 

Es handelt sich um ein Oberflächenstrukturprotein, das auf der Oberfläche von En-
dothelzellen und wenigen hämatopoetischen Zellen liegt und auch Tyrosinkinase 
mit immunglobulinähnlichen Domänen genannt wird (Partanen et al. 1992; 
Korhonen et al. 1994; Seegar et al. 2010). TIE1 interagiert mit Integrinen und ist 
daher essentiell bei der Zelladhäsion und -migration als Antwort auf Stimuli durch 
die extrazelluläre Matrix (Dalton et al. 2016). 
 
CTSC (Dipeptidyl peptidase 1) 

Die Dipeptidyl-Peptidase 1 wird auch Cathepsin C genannt und ist eine lysosomale 
Peptidase, die für den Abbau von Proteinen und die Aktivierung von Proenzymen 
verantwortlich ist. Eine Mutation im CTSC-Gen wurde bereits im Zusammenhang 
mit aggressiver Parodontitis mit und ohne Papillon-Lefèvre-Syndrom bei Jugendli-
chen beschrieben (Hewitt et al. 2004; Noack et al. 2004). 
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ACTG1 (Actin. Cytoplasmic 1/2) 

Aktin ist ein Strukturprotein und am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt. ACTG1 wurde 
von Carneiro (2012) im GCF von Patienten mit gesundem Parodont nachgewiesen. 
Auch andere Aktin-Isoformen wurden in Untersuchungen von GCF identifiziert (Ngo 
et al. 2010). 
 

PFN1 (Profilin-1) 

Profilin ist ein Aktin-bindendes Protein und Teil einer großen Genfamilie (Carlsson 
et al. 1977). Es ist an der Bildung des Zytoskeletts beteiligt und nimmt maßgeblich 
Einfluss auf Bewegungsabläufe in und Signalübertragung zwischen Zellen (Jo-
ckusch et al. 2007). Zusätzlich wurde es von Carneiro (2012) in GCF parodontal 
gesunder Patienten gefunden, sodass man durch die Erkenntnisse aus der vorlie-
genden Arbeit von einem sekretierten Protein des Parodontalligaments sprechen 
kann.  
 

LAMC1 (Laminin subunit gamma-1) 

Laminin ist ein Glykoprotein, das aus drei verschiedenen Untereinheiten (alpha, 
beta, gamma) besteht (Timpl et al. 1979). Gemeinsam mit Kollagen Typ IV, Nidogen 
und Perlecan bildet es die Basalmembran von Zellen aus. LAMC1 wurde bereits im 
Zusammenhang mit dem Sekretom von Parodontalligamentzellen beschrieben. 
Vermehrt kam es jedoch mit anderen Lamininuntereinheiten im Parodontalligament 
von Milchzähnen vor (Giovani et al. 2016).  
 

ACTN4 (Alpha-actinin-4) 

Alpha-aktinin ist ein Strukturprotein, das Aktin bindet (Sjöblom et al. 2008). Es be-
steht aus vier Isoformen, die in Skelettmuskulatur (Isoformen 2 und 3), glatter Mus-
kulatur (alpha-Aktinin-1) gefunden werden und der vierten Isoform, die nicht mus-
kelspezifisch (alpha-Aktinin-4) und unter anderem in Fibroblastenkulturen zu finden 
ist (Honda et al. 1998). Im Zusammenhang mit parodontal gesunden Patienten 
wurde es außerdem in GCF identifiziert, was zu der in dieser Arbeit identifizierten 
Proteine passt, sodass von einem sekretierten Protein des Parodontalligaments ge-
sprochen werden kann (Carneiro et al. 2012).  
 

MASP1 (Mannan-binding lectin serine protease 1) 

MASP1 gehört zu den Akute-Phase-Proteinen und damit zur Immunabwehr des 
menschlichen Körpers. Innerhalb der Komplementaktivierung wird es bei Kontakt 
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mit pathogenen Oberflächen aktiviert (Janeway 2001). MASP1 wurde bereits 2016 
im Sekretom des Parodontalligaments von Milchzähnen gefunden (Giovani et al. 
2016).  
 

TLN1 (Talin-1) 

Talin ist ein Strukturprotein des Zytoskeletts, welches an der Bindung von Integrin 
zu Aktin beteiligt ist. Infolgedessen kommt es zur Integrin-Aktivierung und dem Auf-
bau von Zell-Matrix-Kontakten (Critchley 2004). Zusätzlich wurde es im GCF paro-
dontal gesunder Patienten gefunden (Carneiro et al. 2012). Talin könnte somit bei 
der Sensorik mechanischer Stimuli direkt an der Remodellierung des Zahnhalteap-
parates beteiligt sein (Hoffman et al. 2011).  
 

ALDH1L1 (Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase) 

Die ALDH1L1 ist ein Enzym, das am Folsäurestoffwechsel beteiligt ist und gehäuft 
vorkommt (Krupenko et al. 2010). Eine Studie hat einen Zusammenhang von Alko-
holsensitivität und parodontaler Destruktion dargestellt, in der die Alkoholsensitivität 
anhand der Aldehyddehydrogenaseaktivität gemessen wurde (Nishida et al. 2010). 
Den Zusammenhang von klinischem Attachmentverlust (clinical attachment loss, 

CAL) und Alkoholkonsum hat bereits Pitiphat (2003) dargestellt.  
 

IL1RAP (Interleukin-1 receptor accessory protein) 

IL1RAP bildet einen Teil des Interleukin-1-Rezeptor-Komplexes. Interleukin-1 ist ein 
Zytokin und an proinflammatorischen Prozessen beteiligt. IL1RAP wurde 2014 be-
reits im Zusammenhang mit schwangerschaftsassoziierter Parodontitis beschrieben 
(Gürsoy et al. 2014).  
 

Auffällig ist, dass viele identifizierte Proteine (COL1A1, LGALS3BP, ITIH5, TIE1, 
ACTG1, PFN1, LAMC1, ACTN4 und TLN1) im Zusammenhang mit der Integrität 
des Zytoskeletts oder der EZM stehen. Weiterhin wurden einige Proteine identifi-
ziert, die mit entzündlichen Prozessen assoziiert sind (ITIH5, CTSC, MASP1 und 
IL1RAP). Besonders deren vermehrtes Auftreten in der adulten Probandengruppe 
dient als Hinweis, dass in dieser Gruppe Parodontopathien einen direkten Einfluss 
auf die altersbedingten Veränderungen des Zahnhalteapparates ausüben. 
Viele der identifizierten Proteine sind in dieser Arbeit erstmals im Zusammenhang 
mit Sekretion von Zellen des Parodontalligaments beschrieben worden, sodass wei-
tere Versuche folgen müssen, um die Funktion der Proteine im Zusammenhang mit 
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dem Zahnhalteapparat zu untersuchen. Die Messung des Proteoms der Zellen des 
Parodontalligaments (siehe 2.2.3) und des GCF könnte hier zusätzliche Hinweise 
auf die Ursprünge der Proteine liefern. 
Bezüglich der Frage, inwieweit das Sekretom Anhaltspunkte für zukünftige ortho-
dontische Therapien liefern kann, können die Ergebnisse dieser exploratorischen 
Arbeit einen Anstoß für weitere Analysen darstellen, um das dynamische Sekretom 
der Parodontalligamentzellen zu entschlüsseln. Die Betrachtung der Proteine nach 
biochemischen Prozessen (Gene Ontology biochemical pathways) zeigt jedoch di-
verse unterschiedliche Gruppen, sodass nicht direkt geschlussfolgert werden kann, 
dass es sich ausschließlich um Proteine handelt, die z. B. am Aufbau der extrazel-
lulären Matrix beteiligt sind. 
Aus den hier präsentierten Ergebnissen geht hervor, dass im Sekretom der juveni-
len Probanden alle signifikant erhöhten Proteine (100 %) im Zusammenhang mit 
Zelladhäsion stehen (GO:0007155 cell adhesion). Beim Sekretom der adulten Pro-
banden ist dies lediglich bei sechs (ACTG1, CDH11, COL6A3, LAMC1, NID1 und 
TLN1) aus 24 Proteinen (25 %) der Fall (siehe Abbildung 18 A). Dies könnte darauf 
hindeuten, dass PDL-Zellen juveniler Patienten eine verstärkte Ausbildung von ext-
razellulärer Matrix aufweisen und damit den Halt des Parodonts fördern. 
Außerdem sind alle vier der im Sekretom juveniler Probanden signifikant erhöhten 

Proteine (100 %) ebenfalls dem biochemischen Prozess der Stimulusantwort 

(GO:0050896 response to stimulus) zuzuordnen, wohingegen lediglich 14 (ACTG1, 

ACTN4, COL6A3, COL9A1, CTSC, F11, HIST1H2A, HIST1H2B, IL1RAP, LAMC1, 

MASP1, PFN1, TIE und TLN1) der 24 signifikant erhöhten Proteine (58 %) in adul-

ten Probanden zu dieser Gruppe gezählt werden (siehe Abbildung 18 B). Dies 

könnte darauf hinweisen, dass PDL-Zellen juveniler Patienten durch die Aktivierung 

reaktiver Zellprozesse besser auf äußere Stimuli antworten. 
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Abbildung 18: Unterschiedliche Proteine nach biochemischen Prozessen. Die in den Sekretomen juveniler und 
adulter Probanden signifikant unterschiedlich vorkommenden Proteine nach biochemischen Prozessen Zellad-
häsion (GO:0007155 cell adhesion) und Stimulusantwort (GO:0050896 response to stimulus). 

 

4.4 GCF-Datenbank 

Die in Tabelle 5 und Tabelle 8 aufgeführten Proteine, die in den Sekretomen der 

Zellen des Parodontalligaments juveniler und adulter Probanden identifiziert wur-

den, sollten die Grundlage für eine Datenbank darstellen (Batschkus et al. 2018). 

Durch den Vergleich mit Proteomdaten des GCF orthodontisch bewegter Zähne soll 

die Diskrimination von Kontaminanten aus Speichel, Blut oder exogenen Quellen 

von Proteinen aus Zellen des Parodontalligaments ermöglicht werden. Die hier ge-

lieferten Sekretomdaten sind aktuell Teil einer explorativen Studie. Allerdings ist die 

Ausbeute dieser Analyse zum jetzigen Zeitpunkt mit 182 identifizierten Proteinen 

nicht ausreichend genug, um eine solche Diskriminierung per Datenbank durchzu-

führen. Somit ist die Erstellung einer Datenbank auf Grundlage der hier gebrachten 

Ergebnisse nicht aussagekräftig genug. 

 

4.5 Ausblick 

Diese explorative Arbeit diente als Grundlage, um neue Erkenntnisse über das Sek-
retom von Zellen des Parodontalligaments in Abhängigkeit des Alters zu gewinnen. 
Zukünftig könnten weitere Studien folgen, die durch eine verbesserte Methodik so-
wie einen angepassten Studienaufbau, diese Arbeit ergänzend fortsetzen. 
Die Zellkultur mit SILAC sollte entsprechend wiederholt werden, inklusive der TCA-
Fällung zur Reduktion des Serumalbumins. Allerdings sollte im Anschluss die MS-
Analyse von allen Präzipitaten erfolgen, damit an dieser Stelle keine Sekretomdaten 
verloren gehen (Batschkus et al. 2018). Alternativ könnte die Zellkultur mit primären 
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Zellen wiederholt werden, um die Auswirkungen der Immortalisierung auf die Alte-
rungsprozesse besser einschätzen zu können und gegebenenfalls zu bestätigen. 
Der hier vorgestellte Versuchsablauf (Abschnitt 3.1.) muss weiter modifiziert wer-

den, um die Anzahl der identifizierten Proteine zu erhöhen und die Qualität der mas-

senspektrometrischen Analyse zu verbessern. Zum Beispiel könnte die Probenauf-

arbeitung auf dieses Ziel hin optimiert werden, durch die Verwendung von magne-

tischen Kügelchen (SP3 magnetic beads, single-pot solid-phase-enhanced sample 

preparation) die Anreicherung der Proteine durch hydrophile Interaktion verbessert 

werden. Hierdurch ließen sich Proteomanalysen aus sehr kleinen Mengen Protein 

(<1 µg) durchführen (Hughes et al. 2019; Müller et al. 2020). Außerdem könnte ein 

LDS-Gel anderer Dichte gewählt werden, um die Identifikation kleinerer Proteine, 

wie zum Beispiel RANKL oder OPG (Keck und Pecherstorfer 2003; Ogasawara et 

al. 2004; Kawasaki et al. 2006; Brooks et al. 2009), zu verbessern. In zukünftigen 

Studien müsste das Signifikanzlevel für die Auswertung der Sekretome angepasst 

werden, sodass ein multiples Testen (gleichzeitiger Vergleich vieler Proteine) be-

rücksichtigt wird. 

Das Analysieren biologischer Replikate könnte von Nutzen sein, damit eine Fehler-
korrektur zwischen den einzelnen Proben möglich und gleichzeitig die biolo-gische 
Varianz zu erkennen wäre. Dies bedeutete im gleichen Zug, dass die Proben nicht 
gepoolt werden dürfen und so mehrere MS-Analysen durchgeführt werden müss-
ten. 
Um den quantitativen Vergleich zwischen Sekretomen aus Zellen des Parodontalli-
gaments juveniler und adulter Probanden zu verbessern, könnte eine Wiederholung 
der Studie mit einem größeren Patientenkollektiv sinnvoll sein, um individuelle Un-
terschiede in der Zahnextraktion, Zellanzucht, Probenaufarbeitung sowie identifi-
zierbare Proteine zu minimieren. In Anlehnung an die Studie von Baberg und Kolle-
gen (2019) müsste zum Ausschluss falsch-positiver Proteine im Sekretom parallel 
das Proteom der kultivierten Zellen des Parodontalligaments identifiziert werden, 
um Proteine, die aus untergegangenen Zellen stammen, nicht fälschlicherweise als 
sekretiert zu bezeichnen. Über die Mengenverhältnisse von putativ sekretierten Pro-
teinen zu vermeintlich zellulären Proteinen beider Analysen, könnte leicht verdeut-
licht werden, ob die Proteine dem Sekretom oder eher dem Proteom zugehörig sind. 
Somit ließe sich eindeutiger auf die Zusammensetzung des Sekretoms, inklusive 
der hier identifizierten Proteine, die im Zusammenhang mit der EZM oder der Integ-
rität des Zytoskeletts stehen (COL1A1, LGALS3BP, ITIH5, TIE1, ACTG1, PFN1, 
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LAMC1, ACTN4 und TLN1) bzw. mit entzündlichen Prozessen assoziiert sind 
(ITIH5, CTSC, MASP1 und IL1RAP), schließen. 
In der Summe liefern die Ergebnisse dieser Arbeit eine solide Grundlage für weitere 

Experimente zur Aufklärung der altersabhängigen Sekretion von Proteinen aus Zel-

len des Parodontalligaments. 
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 Zusammenfassung 
Für das Verständnis über den Einfluss von biologischen Prozessen auf kieferortho-

pädische Behandlungen müssen Untersuchungen über die Strukturen des Paro-

dontalligaments und ihre Funktionen im kieferorthopädischen Kontext erfolgen. Ein 

wesentliches Element hierfür kann die vergleichende Analyse sekretierter Proteine 

aus Zellen des Parodontalligaments darstellen, um Rückschlüsse auf die Induktion 

von Remodellierungsprozessen der umliegenden Gewebe des Zahnhalteapparates 

zuzulassen. Da die Reaktionsbereitschaft des Parodonts auf orthodontische Inven-

tionen mit dem Alter abnimmt, sollen die Unterschiede der Sekretome juveniler und 

adulter Probanden untersucht werden. 

In dieser Arbeit wurde eine Methode zur Kultivierung von PDL-Zellen in SILAC-Me-

dium mit isotopenmarkierten Aminosäuren und anschließender Analyse des Sekre-

toms im Massenspektrometer etabliert. Dafür wurden die mit mittelschweren (juve-

nil) und schweren (adult) Aminosäuren metabolisch markierten Proben aufbereitet 

und per LC-MS/MS analysiert. 

Es konnten 182 Proteine identifiziert werden, die in den Sekretomen juveniler und 

adulter Probanden vorkamen. Hierzu zählten zahlreiche Proteine, die bereits in vo-

rangegangen Studien als Proteine des GCF-Proteoms beschrieben wurden, wie 

z. B. MMPs, TIMPs, Kollagene und andere Proteine des Zytoskeletts sowie der ext-

razellulären Matrix. 

Im Vergleich der Sekretome juveniler und adulter Probanden zeigten sich einige 

Proteine, die in jugendlichen Probanden erhöht vorkamen (IGFBP7, SERPINE2, 

COL1A1, LGALS3BP), sowie 24 andere, die in adulten Probanden erhöht sekretiert 

wurden (z. B. ITIH5, HIST1H2A, QPCT, GLUD1). Die Ergebnisse zeigen, dass vor-

rangig Proteine des juvenilen Sekretoms in Zusammenhang mit biochemischen Pro-

zessen wie Zelladhäsion und Reaktion auf Stimulusantwort stehen, was Hinweise 

auf die erhöhte Reaktionsbereitschaft der juvenilen PDL-Zellen und deren Aktivie-

rung im Vergleich zu adulten PDL-Zellen liefern könnte. 

Grundsätzlich liefern die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise darauf, dass Zellen des 

Parodontalligaments juveniler Patienten durch Aktivierung reaktiver Zellprozesse 

besser auf äußere Stimuli antworten als adulte. 
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