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1. Zusammenfassung

Das angeborene Immunsystem erkennt Gram-positidganam-negative Bakterien mit
Rezeptoren, welche bakterielle Muster (,pathogemsoeated molecular patterns®,
PAMP) erkennen. Dabei spielen Toll-like Rezeptor@mR) eine zentrale Rolle.
Verschiedene TLRs benutzen gemeinsame Signalwegeyerz jedoch ebenso
Unterschiede. Parodontalerkrankungen werden dunehBesiedlung von Zahntaschen
in erster Linie durch Gram-negative, aber auch ldufgram-positive Bakterien
hervorgerufen und aufrechterhalten. Bislang gibtasbegrenzte Erkenntnisse daruber,
ob Gram-positive und Gram-negative Bakterien Imnminvarten im angeborenen
Immunsystem auslésen, welche sich qualitativ odangtativ unterscheiden.

Um unterschiedliche Effekte der Immunaktivierung wmotersuchen wurde in dieser
Arbeit humanes Vollblutex vivo mit hitzeinaktivierten Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien sowie deren Bestandteilen, veeld_Rs aktivieren, stimuliert und
die Freisetzung proinflammatorischer  Zytokine geseas In den
Stimulationsuiberstanden wurde mittels ELISA dieiggzung von TNE& und IL-8
guantifiziert. Zusatzlich wurden TLR-transfiziedt#EK-293 Zellen stimuliert und die
Immunantwort TLR2- bzw. TLR4-defizienter Mause usteht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass periagathogene Gram-positive und
Gram-negative Bakterien unterschiedliche Muster Zigokinfreisetzung hervorrufen.
Gram-negative Erreger bedingten eine hohere Feeisgtvon TN, wahrend Gram-
positive Bakterien eine hohere IL-8 Freisetzungvbeiefen. Versuche an TLR-
transfizierten HEK-293 Zellen und TLR-knockout-Maelen zeigten die spezifische
Rolle von TLR4 bzw. TLR2 bei der Erkennung Gram-ategr bzw. Gram-positiver
periodontopathogener Bakterien. Interessanterwemsigten F. nucleatumund P.
gingivalis ein von den oben genannten Beobachtungen fir Gegative Bakterien
abweichendes Bild.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass pentmpathogene Gram-negative und
Gram-positive Bakterien unterschiedliche Muster umnegulatorischer Aktivitat
hervorrufen. Dies wird interpretiert als die Folder unterschiedlichen Aktivierung
verschiedener TLRs.

Die Ergebnisse  wurden in  Zusammenhang der Pathsgenevon

Parodontalerkrankungen und mukosaler Immunitatudisik.



1. Summary

Recognition of gram-negative and gram-positive é@a@&tby innate immune system
using “pathogen associated molecular patterns” (PANs mediated by Toll-like
receptors (TLRs). Different TLRs share common digma pathways yet exhibit
specificity as well. Periodontal disease is ingthtand maintained in the first line by
gram-negative but also gram-positive bacterialdtiés of the gingival sulcus. To date
only limited information is available on whetheragr-positive and gram-negative
bacteria induce different host responses (streogtjuality).

To elucidate these differential effects this wodcudsed on proinflammatory cytokine
releases by assessing ex vivo stimulation of whided with heat-killed gram-negative
and gram-positive bacteria and thereof derived abied products associated with
distinct TLRs. Tumor necrosis factarand interleukin-8 release were measured in the
supernatants by enzyme-linked immunosorbent adsaywddition, TLR-transfected
HEK-293 cells were stimulated and innate immunepoases of peritoneal
macrophages from mice lacking TLR2 and TLR4 westet

The results showed gram-negative and gram-posgpezies, involved in parodontal
disease, inducing distinct patterns of cytokine dpation. Gram-negative species
produced higher amounts of tumor necrosis fagtoshile gram-positive species
released higher amounts of the chemokine intente8kData from TLR knockout mice
and TLR-transfected HEK-293 cells revealed a somehbpecific role of TLR4 and
TLR2 for the recognition of gram-negative and gnaositive bacteria. Interestinghy.
nucleatumand P. gingivalis differed from the observations made for other gram
negative Bacteria.

The revealed data demonstrate that periodontopatioggram-negative and gram-
positive bacterial species induced different patteof immunoregulatory activity,
which is interpreted as the result of variablevatton of different TLRs.

These findings were discussed against the backrolipdrodontal disease and mucosal

immunity.



2. Einleitung

Infektionen werden durch obligat oder fakultatithmayene Erreger verursacht, welche
in der Lage sind, die Abwehrfunktionen des Immuteys in einem Wirtsorganismus
zu Uberwinden. Dabei lassen sich Monoinfektionemlcihe durch einen einzigen
Erreger verursacht werden, von Mischinfektioneretstheiden. Letztere kommen vor
allem an nicht-sterilen Schleimhauten vor, an depegre endogene Bakterienflora
existiert (z. B. im Darm, in der Mundhdhle). Daraeggibt sich in nicht-sterilen
Organen ein komplexes Zusammenspiel verschiedfakedtativ pathogener Erreger.

2.1.  Polymikrobielle Infektionen
2.1.1. Allgemeines

Polymikrobielle Infektionen sind nicht durch eineinzelnen Erreger, sondern durch die
gleichzeitige Anwesenheit mehrerer Erreger charekéet. Dabei kann eine Erregerart
eine Okologische Nische fir weitere schaffen. Eswnle?h Arten mit gleichen
Wachstumsansprichen zeitgleich eine Infektionearsachen oder mehrere Arten, die
fur sich allein keine Pathogenitat besitzen, vexcinen gemeinsam eine Erkrankung
(Brodgen et al., 2005). Im Rahmen von polymikrdbigl Infektionen kommt es zu
einem komplexen Zusammenspiel von mehreren Errageadndem Immunsystem. Zur
genauen Untersuchung der Mechanismen bedarf egngtei Testsysteme, in denen
polymikrobielle Situationen nachgestellt werden ké&m (Bakaletz, 2004). Prinzipiell
missen bei der Beschreibung molekulare Effekteeec®yn- bzw. Antagonismen von
Effekten 6kologischer Konkurrenz unterschieden werd

Neben synergistischen Effekten, wie z. B. ein dadsh$ingiger Synergismus von
Pseudomonas aeruginosiad Staphylococcus aureusei Wundinfektionen (Hendricks
et al., 2001) sind auch Antagonismen beschriebenwi@de beobachtet, dass Kinder,
die Trager von Streptococcus pneumoniasind, seltener einen gleichzeitigen
Tragerstatus vorStaphylococcus aureuaufweisen als Vergleichsgruppen (Regev-
Yochay et al., 2004). Dies gilt besonders fir Pnekmkkenserotypen, die zu
Impfzwecken benutzt werden (Bogaert et al., 20@)enfalls interessant ist die
Beobachtung, dass eine Besiedlung mit ViridanspBtkokken die Wahrscheinlichkeit
der Akquirierung von MRSA bei Neugeboren senkt (&fahet al., 2001a). Mdgliche

Ursache hierfir kénnte die Produktion von Wass#stooxyd durch Streptokokken



sein (Pericone et al., 2000; Uehara et al., 200Ebenso kénnen Corynebakterien
(Uehara et al.,, 2000) und koagulasenegative Stakbkken (Poutrel et al., 1980)
Infektionen mitS. aureusver- bzw. behindern. Auch auf molekularer Eberigeresich
antagonistische Effekte bakterieller Bestandt&le lasst sich die Wirkung vda. coli
LPS am TLR4 durch LPS vorPorphyromonas gingivalisund Capnocytophaga
ochraceaabschwéchen (Yoshimura et al., 2002; Hajishengatled., 2002; Coats et al.,
2003).

Beispiele fur polymikrobielle Infektionen sind Renitis und Parodontitis, wobei im

Folgenden auf letztere detaillierter eingegangerderesoll.

2.1.2. Peritonitis

Entzindungen des Bauchfells lassen sich in zweeiyginteilen: Zum einen in die
primére Peritonitis, welche durch eine hdmatogdneu8ng von Erregern vor allem bei
Kindern und Patienten unter Immunsuppression oder Leberzirrhose vorkommt
(Parsi et al., 2004). Weitaus haufiger kommt dikuseare Peritonitis vor, zu deren
vielfaltigen Ursachen iatrogene Keimverschleppuhgckagen von Anastomosen,
Durchwanderungen, Infektionen von Nekrosen, aufetele gynékologische
Infektionen und Perforationen gehéren. Diese Agmoerklart, warum es sich bei
sekundéaren Peritonitiden immer um polymikrobietiektionen handelt. Die haufigsten
Isolate bei Patienten mit sekundarer Peritonitisl &. coli und Enterokokken auf der
aeroben Seite sowiPeptoniphilius spp Clostridium spp Fusobacterium sppund

Vertreter deBacteroides fragilisGruppe als anaerobe Vertreter (Brook 2000; 2003).

2.1.3. Parodontitis

Parodontale Infektionen sind ebenso polymikrobiegologie. Sie konnen fokal oder
generalisiert in der Mundhohle auftreten und fuhram einer Destruktion des
Zahnhalteapparates. Dies fuhrt zu einer Destaduilisig des Zahns bis hin zu dessen
Verlust. Als Ursachen dieser Destruktionen werdexisthe Produkte von Bakterien in
subgingivalen Plagues sowie Abwehrreaktionen desunsystems angesehen. Fir die
Kolonisation der Zahntaschen ist die Adhasion undfilBhbildung von besonderer
Bedeutung. Subgingivale Plaques besitzen alle Rterstika von Biofilmen (Darveau
et al., 1997). Untersuchungsergebnisse deuten fdarapy dass die Produktion von

Biofilmen durch eine bakterielle Interaktion begiigissein kann (Cook et al., 1998).



Viele odontopathogene Bakterien besitzen adhasesnsttelnde Virulenzfaktoren, wie
Pili, Fimbrien und andere zellwandgebundene MolkeKdénkinson et al., 1997; Lamont
et al., 2000). Obwohl es sich bei Parodontalerknagkn um die am besten
charakterisierte polymikrobielle Infektion beim Msamen handelt, gibt es immer noch
grol3e Lucken im Verstandnis der Pathomechanismen.

Die Erkrankung verlauft chronisch und persistienh® Behandlung (Ranney, 1991).
Die Einteilung der Parodontitis erfolgt nach Scheggad und Alter des Patienten. Die
haufigste Form, mit guten Aussichten auf eine grimthe Therapie, ist die ,chronisch
adulte Parodontitis“ (AP). Eine Variante der AP mahwerer Verlaufsform aufgrund
Therapierefraktivitat ist die ,refraktare margin&arodontitis®. Formen, die sich bereits
bei Kindern und Jugendlichen manifestieren sind,drépubertare Parodontitis* (PP),
die das Milchgebiss betrifft, und die ,lokalisiefievenile Parodontitis* (LJP), welche
meist Folge einer PP ist und sich in der zweitebelnsdekade manifestiert. Schwerste
Form und haufig Folge einer durchstandenen LJP dist ,rapid progressive
Parodontitis“ (RPP), deren Manifestationsgipfel sshien dem 20. und 35. Lebensjahr
liegt und die zu einem massiven Alveolarknochemstyl Zahnfleischbluten und
Gingivitis fuhrt. 20% der an Parodontitis erkramktersonen leiden unter schweren
Formen (Micheelis et al., 1996).

In der Mundhdhle, die als Reservoir fur Erregerogantaler Infektionen gilt, lassen
sich Uber 400 verschiedene Bakterienspezies nasbwgMoore et al., 1994b). Nur
einigen kommt jedoch eine pathogenetisch bedeut$totie zu, viele lassen sich auch
bei Menschen ohne Parodontalinfektionen nachweif®a. Zusammensetzung der
Erregerarten aus Zahntaschen parodontal erkramdgenten, unterscheidet sich in
Abhangigkeit vom Typ der Parodontitis. So lassah gLeitkeime” benennen, die fur
Diagnose, Prognose und Verlaufskontrolle genutztdem konnen: Bei juvenilen
Parodontitisformen (PP und LJP) werden folgendeedar gehauft isoliert:
Aggregatibacter actinomycetemcommita@eevotella intermediaEikenella corrodens
Capnocytophaga spfNonnenmacher et al., 2001; Miller et al., 198®). der AP sind
am haufigstePorphyromonas gingivalj$revotella intermediaCampylobacter rectys
Bacteroides spp Selenomonas sppund Streptococcus intermediusachweisbar
(Nonnenmacher et al.,, 2001; Tanner, 1992). Erregjer,sich héufig bei RPP finden
lassen sind P. gingivalis A. actinomycetemcommitgnsP. intermedia und

Capnocytophaga spgYang et al., 2004; Nonnenmacher et al., 2001).
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2.2.  Grundlagen des menschlichen Immunsystems

Das Immunsystem muss im Rahmen der Infektionsabdmhigrundlegende Aufgaben
bewaltigen: Es missen Pathogene erkannt (afferénte), diese unschadlich gemacht

(efferenter Arm) und dabei kdrpereigenes Gewebehgped werden (Selbsttoleranz).

2.2.1. Angeborene Immunitat

Charakteristisch fir diesen evolutionar alterenl @es menschlichen Immunsystems
ist, dass sich die Erkennung vor allem gegen weitbnreitete, hochkonservierte
mikrobielle Molekile richtet (Kimbrell & Beutler,1). Fur solche Molekulmuster
wurde in der Vergangenheit der Begriff der ,pathogessociated molecular patterns®
(PAMP) gepragt, deren Erkennung durch ,pattern gaiton receptors” (PRRS)
Ubernommen wird (Janeway Jr., 1989). Konzeptioweltl dabei vorgeschlagen, dass
konservierte molekulare Bestandteile von Erregerglche in Wirtsorganismen nicht
vorkommen, von Keimbahn-kodierten Rezeptoren erkaverden. Die Feinspezifitat
solcher konservierter Muster unterscheidet sictedaWwischen verschiedenen Erregern
erheblich, erkannt wird jedoch eine Grundstrukiusgter). Ein Beispiel hierfur ist die
Erkennung des Lipid-A-Teils von LPS (Takeuchi et 4B99; Poltorak et al., 2000).
Damit ist es dem angeborenen Immunsystem mdglicit, emem limitierten
Rezeptorrepertoire die Vielfalt potentieller Pateog zu erkennen.
PRRs lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Eirappe der PRR vermittelt
Phagozytose, wahrend eine andere die Produktionamniatorischer und
regulatorischer Zytokine einleitet sowie kostimata&che Molekile induziert. Zu dieser
zweiten Gruppe gehoren Toll-like Rezeptoren (si&lapitel 2.2.3.). Als Folge der
Erkennung von PAMPs, z. B. LPS, erfolgt eine Aldrung des Effektorarmes durch
die systemische Freisetzung von Zytokinen wie TNFl und IL-6 (Beutler, 2001).
Die zellbasierten Effektormechanismen beruhen auhere Aufnahme und
anschlieBenden Zersetzung der Bakterien in Phaggidysen von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen. Hierzu werden doaktree Sauerstoffmetabolite
gebildet, die Lipide, Proteine und Nukleinsdurerdmten und zerstoren. Des Weiteren
finden sich zahlreiche humorale Mechanismen, diedan Abwehr von Pathogenen
durch das angeborene Immunsystem beteiligt sind:

« MBP erkennt terminale Mannosyl-Reste an Bakterienftdchen (Super et al.,

1992) und aktiviert das Komplementsystem (Matsastiital., 1992).
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* Lysozym zerstort enzymatisch die Zellwande von Bagh.

» Laktoferrin hemmt die Motilitat und Biofilmprodukin verschiedener Bakterien,
z. B. vonPseudomonas aeruginogdingh et al., 2002).

 Das Komplementsystem kann Uber drei Wege aktiweetden: durch den
klassischen Weg, welcher durch Antikdrper aktiviend, durch den alternativen
Weg, dessen Aktivierung vom Plasmaprotein Properabhangt, das Bakterien
erkennende Kofaktoren besitzt, und Uber den MASR;Weelcher durch MBP
aktiviert wird (Wallis, 2002). Alle drei Wege muinuden eine gemeinsame
Reaktionskette mit folgenden Effekten: 1. Aktiviegu von C3b, welches
Bakterien opsonisiert, 2. Produktion von C5b, wetchhemotaktisch wirkt und 3.
die Bildung des ,membrane attacking complex” (MA&L)s C5 bis C9, welcher
Bakterien lysieren und Viren inaktivieren kann (@epet al., 1976).

» Antimikrobielle Proteine, Defensine und Cathelioigli(Lehrer et al., 2002a/b),
sind in neutrophilen Granulozyten und Epithelzeltenfinden. Sie zerstéren sehr
spezifisch Biomembranen mikrobieller Zellen, jedocist der genaue

Mechanismus noch unklar.

Neueren Konzepten zufolge sind konservierte mobdgkuMuster (Patterns) auch auf
Nicht-Pathogenen, z. B. bei Kommensalen, zu finderese werden, da sie nicht
pathogen-assoziiert sind, als MAMPs (microbial agged molecular patterns)

bezeichnet (Sirard et al., 2006). Zusammen mitBebachtung, dass TLRs auch auf
Epithelzellen exprimiert sind wird klar, dass daspuingliche Konzept ,PAMP/PRR*

Modifikationen zur Erklarung der Situation an muiles, nicht-sterilen Oberflachen

bedarf.

2.2.2. Erworbene Immunitéat

Das adaptive (erworbene) Immunsystem ist evolutioda@r jlingere Teil des

Immunsystems und stellt einen erweiterten Schuitzhbker entwickelten Lebewesen
dar. Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem weliéeErkennungsvorgange
hier nicht durch konservierte, wiederkehrende Muystendern durch sehr spezifische
Antigene ausgel6st. Dies ermdglicht eine zielgaetsh sehr spezifische Immunantwort,
setzt aber ein enormes Repertoire an Erkennungsmischen voraus: Um dieses zu
schaffen, werden im Rahmen der Lymphozytenreifungircd somatische

Rekombination von Gensegmenten hochspezifische Bd U-Zell-Rezeptoren
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generiert. Dies ermoéglicht die Entstehung einesraen Repertoires, wodurch jeder
Lymphozyt Uber einen individuellen, hochspezifisth®ezeptor verfugt. Nach
Aktivierung z. B. durch Antigenerkennung bei Infeki muss dann die Anzahl
antigenspezifischer Abwehrzellen zunachst durchadl® Expansion vergréRert werden,
damit ausreichend Effektorzellen gebildet werdennigin. Dies bedingt eine zeitliche
Latenz von circa einer Woche bei Primarkontakt. iNd@sem ersten Kontakt erfolgt
die Ausbildung von Gedachtniszellen, welche bei teven Kontakten eine
beschleunigte Antwort und Abwehr ermdglichen.

Schlusselzellen der adaptiven Immunantwort sind filyozyten. Die Aktivierung von
T-Lymphozyten geschieht durch hochspezialisiertenddésche Zellen, die nach
Aufnahme von Antigenen genau diese Aufgabe als géntprasentierende Zellen
(APC) erfullen (Banchereau & Steinman, 1998). Dalesrden Antigene von
intrazellularen  Pathogenen Uber MHC-Klasse-I-Moleki CD8-positiven  T-
Lymphozyten présentiert, die sich daraufhin zu togschen T-Zellen differenzieren.
Extrazellulare Pathogene werden hingegen CD4-pesitil-Lymphozyten via MHC-
Klasse-1I-Molekilen présentiert, wodurch eine Diffiezierung in T-Helferzellen
ausgelost wird, die die Immunglobulinsynthese vorLyBiphozyten stimuliert.
Zytotoxische T-Zellen sind vor allem bei der Abweliraler Infektionen beteiligt,
indem sie virusinfizierte Zellen abtéten. Nach Enkeng von Fremdpeptiden an MHC-
Klasse-I-Molekilen werden von den T-Zellen zwei éfrtvon reaktiven Proteinen
(Granzyme und Perforine) freigesetzt (Kagi et &996). Aul3erdem werden
Botenstoffe, v.a. IFN produziert (Callan et al., 2000), welche die krReplikation
hemmen und Makrophagen aktivieren.

Die freigesetzten Perforine sind porenbildende dfnet die sich in die Zellmembran
der infizierten Zelle einlagern und es so den Gyaren ermdéglichen in die Zelle zu
gelangen. Diese Granzyme, die von zytotoxischerelled calciumabhangig aus deren
Granula freigesetzt werden, sind Serinproteasen, idi der Zielzelle Apoptose
induzieren (Edwards et al., 1999).

Eine weitere Art von T-Zellen stellen regulatorischZellen dar, welche eine wichtige
supprimierende Wirkung auf die T-Zellproliferati@usiben und somit eine zentrale
Rolle fur die Verwirklichung peripherer Toleranneehmen. So konnten bei Patienten
mit einer Mutation des Foxp3-Gen (sog. IPEX-Syndronelches ein fir die Funktion
regulatorischer T-Zellen essentielles Molekll kolieAutoimmunendokrinopathien

(Diabetes mellitus Typ I, Thyreoiditis), Allergieltkzeme und schwere Infektionen
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beobachtet werden (Wildin & Freitas, 2005; Torgarsbal., 2007). Regulatorische T-
Zellen haben eine besondere Rolle im gesamten Imystam, da ihre hemmenden
Effekte nicht ausschlieBlich auf das erworbene Imsystem (B- und T-Zellen)
beschréankt sind, sondern ebenso auf Zellen des bargge Immunsystems
(Makrophagen, Monozyten, dendritische Zellen) wirkEaams & Akbar, 2005).

B-Zellen benétigen zur Aktivierung zwei Signale: Deerste wird Uber den
Antigenrezeptor an der Oberflache der B-Zelle vésitj wahrend das zweite Signal
durch eine T-Helferzelle gegeben wird. Dazu bildieise nach Erkennen des Antigen-
MHC-Komplex membranstandige CD40-Liganden und seedr IL-4, wodurch die
klonale Proliferation der B-Zelle ausgelost wirda{M et al., 1989). Im Keimzentrum
der Lymphfollikel ist ein Isotypwechsel der Immualgtlinklasse (G, M, A, D oder E)
durch die B-Zelle méglich (Li et al., 2004), was &lass switch recombination (CSR)
bezeichnet wird.

2.2.3. Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren stellen wichtige Vertreter dRattern-Recognition-Rezeptoren des

angeborenen Immunsystems dar.

2.2.3.1. Entdeckung von Toll

In der FruchtfliegeDrosophila melanogastewurde 1984 das Protein Toll entdeckt
(Anderson et al.,, 1984), welches eine wesentliclidleRbei der dorso-ventralen
Achsenbildung in der Embryonalentwicklung spielpagr wurde dieses Protein als
Transmembranprotein charakterisiert (Hashimotol.etl888) und ein Zusammenhang
zwischen Immunabwehr und Toll festgestellt (Lensaiét al., 1996). So verstarben
Toll-defiziente Fliegen an schweren Pilzinfektion@mll besteht aus Leucin-reichen,
extrazellularen Doménen (Hashimoto et al., 198&) der intrazellularen TIR-Domane
(Toll/IL-1R homology domain), einer Rezeptordoméadie, dem IL-1R ahnlich ist (Gay
& Keith, 1991). Toll wird durch endogene Liganderktidert, intrazellulare
Signalproteine wie der Adaptefube oder Kinasen actus, Pelleund Dorsal)
bewirken eine Aktivierung von Transkriptionsfaktorder Rel-Famile (Anderson, 2000;
LeMosy et al., 1999). Durch diese Aktivierung werdmtimikrobielle Proteine, z. B.
Defensin oder Drosomycin, gebildet (Rutschmanr.e2@02).
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2.2.3.2. Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden

Die bei Saugetieren gefundenen Homologe von Talhteaman wegen des @hnlichen
Aufbaus (Bell et al., 2003) Toll-like RezeptorerL®) (Medzhitov et al., 1997; Rock et
al., 1998). Diese sind jedoch im Gegensatz zuJ@lDrosophiladirekt durch
Fremdstrukturen aktivierbar. TLRs werden vor all@ier nicht ausschliel3lich) von
verschiedenen Zelltypen des Immunsystems exprirfdarember et al., 2002),
hauptséachlich aber von Zellen des MPS. Bisher lemt8 Mitglieder der Toll-like
Rezeptor-Familie bestimmt werden, darunter 10 hunf@hR1-10) und 12 murine
(TLR1-9, TLR11-13) Rezeptoren (Tabeta et al., 2(%dra & Takeda, 2004). Einen
Uberblick Giber die beim Mensch zu findenden Rezeptaind die wichtigsten
zugehdrigen Liganden geben Tabelle 1 und AbbildLing

2.2.3.3. Aktivierung von Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren werden durch die Bindung ihfgganden aktiviert (siehe
Abbildung 1), was im Allgemeinen zur Dimerisierufidnrt (Aderem et al., 2000). Die
Mehrzahl der PAMPs wird durch TLR-Homodimere erkafiitR1 und TLR6 scheinen
jedoch in Form von Heterodimeren mit TLR2 zu fuokieren (Ozinsky et al., 2000).
Wahrend das Heterodimer aus TLR1 und TLR2 auf Vlipopeptide reagiert, wird
der Komplex aus TLR6 und TLR2 von Diacyllipopeptid@akeuchi et al., 1999; Lien
et al, 1999), Zymosan (Underhill et al., 1999) uiykoplasmalLipopeptiden
(Aliprantes et al., 1999) aktiviert. Die Aktiviergnvon TLR4 durch LPS wurde
erstmalig 1998 beschrieben (Poltorak et al., 1988). die aktivierenden Effekte des
LPS ist das Lipid-A verantwortlich, das aus eineiglliosamin besteht, welches tber
Amid- und Esterbindungen mit langkettigen FettsAurerbunden ist (Poltorak et al.,
2000; Lien et al., 2001). Die Bindung dieses Lipiddolekuls ist abh&ngig von MD-2,
einem sezernierten und TLR4-assoziierten ProteiillgiMet al, 2003). TLR4 wird
aul3erdem durch das Fusion-Protein des respirayagysal virus (RSV) (Kurt-Jones et
al., 2000) und durch Taxol, das alaxus brevifoliagewonnen wird, jedoch nur auf
murinen TLR4 wirkt, aktiviert (Kawasaki et al., 20 Endogene Aktivatoren von
TLR4 sind Hsp60, Hsp70 (Vabulas et al.,, 2001; Aseal., 2002) und Fibronektin
(Okamura et al., 2001). Auch DNA kann als PAMP wik Dabei sind CpG-

Dinukleotide von besonderer Bedeutung; diese simd menschlichen Genom
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unterreprasentiert und zusatzlich meistens mettyheihrend bakterielle oder virale
CpG-Motive unmethyliert sind und nach Aufnahme BBMP von endo-lysosomal
exprimiertem TLR9 erkannt werden (Hacker et al.989Hemmi et al., 2000). Die
Stimulation von Toll-like Rezeptoren fihrt zu eindétktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren, wie NdB, AP1 und IRF3 (interferon regulatory factor). &g~

und AP1 induzieren immunologisch aktive Zytokine,Bz TNF, IL-1, IL-6, IL-12,

MIP-18 und MIP-2 (macrophage inflammatory protein) sowas kostimulatorische
Protein B7.1 (Medvedev et al., 2000). IL-1 ist Kidfr der T-Zellaktivierung und
verstarkt durch mitogene Effekte die IL-2 ProduRtiolL-6 fordert die B-Zell-

Differenzierung und aktiviert T-Zellen, wéahrend 1I2- die Proliferation mononukleéarer
Zellen begunstigt. TNF wirkt pro-phagozytotischrdért die Proliferation von T-Zellen

und steigert die Zytotoxizitat von Neutrophilen.

2.2.3.4. Signalwege der Toll-like Rezeptoren

Fur die Signalkaskade nach TLR-Aktivierung sind piaproteine essentiell, die
ihrerseits eine TIR-Domane besitzen, die an die-D&Rndne des TLR binden kann.
Bisher sind funf verschiedene Adaptermolekile besbln: MyD88 (Medzhitov et al.,
1998), TIRAP (Horng et al., 2001), auch als MAL &ehnet (Fitzgerald et al., 2001),
TRIF (Yamaoto et al., 2002), entspricht TICAM-1 {@smi et al., 2003a) und TRAM
(Bin et al., 2003), welches auch als TICAM-2 (Oshiet al., 2003b) bezeichnet wird.
Das Protein SARM, welches das jungste Mitglied Bamilie der Adaptermolekile
darstellt, hat vermutlich negativ regulatorischenltiionen (Carty et al., 2006; O’Neill
et al., 2007). Bei den Signalwegen lassen sichivisiD88-abhangiger und ein MyD88-
unabhangiger, TRIF-abhangiger Weg unterscheidere Biaphische Ubersicht der im
folgenden Text erlauterten Signalwege bietet Ahbilgl2.

2.2.3.4.1. MyD88-abhangiger Signalweg der TLR-AKktivierung

Der MyD88-abhéngige Weg der Signallibertragung isin ddurch IL-1R analog.
MyD88 besitzt eine N-terminale ,Death“-Doméane undeeC-terminale TIR-Doméane,
mit der es sich an die TIR-Domane des TLR lageurcB Stimulation des Rezeptors
rekrutiert MyD88 IRAK-4, dessen ,Death“-Doméne nder ,Death“-Doméane des
MyD88 interagiert, und die Aktivierung und Phospfimrung von IRAK-1 bedingt.
Aktiviertes IRAK-1 assoziiert mit TRAF6, was zur thkerung zweier verschiedener
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Wege fuhrt: Zum einen werden MAP-Kinasen aktividig wiederum die Aktivierung
von AP1 Transkriptionsfaktoren bewirken, zum andét@mmt es zu einer Aktivierung
des TAK1/TAB Komplex, der die Aktivitdt derkB-Kinase (IKK) erhoht. IKK
phosphoryliert B, woraus eine nukledre Translokation vonkBFResultiert, das dort
die Expression inflammatorischer Zytokine induzidfiir den MyD88-abhangigen
Signalibertragungsweg spielt MyD88 eine SchlusBelr&/ersuche an Mausen, die
Uber kein (funktionsfahiges) MyD88 verfiigen, haeameigt, dass nach Stimulation mit
LPS (Kawai et al., 1999), atypischem LPS, Peptigkah, Zelllysaten von
Mykobakterien (Takeuchi et al., 2000), CpG DNA (Bate et al., 2000; Hacker et al.,
2000), Flagellin (Hayashi et al., 2001) oder améildn Wirkstoffen (Hemmi et al.,
2002) keine Produktion inflammatorischer Zytokineduzierbar war. Daraus kann
gefolgert werden, dass MyD88 bei allen TLRs ess#nist, um eine Produktion
inflammatorischer Zytokine auszulosen. Bei der ®uchch strukturellen Verwandten
von MyD88 wurde ein weiteres Molekul entdeckt, dage TIR-Doméane besitzt und als
Adaptermolekul fungiert: TIRAP (Horng et al.,, 20062w. MAL (Fitzgerald et al.,
2001). Makrophagen mit TIRAP/MAL-Defiziens zeigenine verminderte
Zytokinproduktion bei Stimulation mit Liganden déoll-like Rezeptoren 2 und 4,
wahrend bei Stimulation mit Liganden von TLR3, TLRE.R7 und TLR9 kein Effekt
zu beobachten war (Horng et al., 2002; Yamamo#d. £2002a).

2.2.3.4.2. MyD88-unabhangiger-/TRIF-abhangiger Signalweg der TIR-
Aktivierung

Obwohl in Makrophagen von MyD88-knockout Mutanteneinke Induktion
proinflammatorischer Zytokine nach TLR4 Stimulatian beobachten ist, tritt doch
eine allerdings verzogerte Aktivierung von &8 (Kawai et al., 1999) ein. Dies zeigt
zum einen, dass die Zytokinproduktion durch TLR4m8tation komplett MyD88
abhangig ist, zum anderen, dass ein MyD88-unabgéndVeg zur Aktivierung von
NFxB vorhanden sein muss. Studien konnten zeigen, riads TLR4 Stimulation eine
Aktivierung von IRF-3 und eine MyD88-unabhangige WBF Aktivierung erfolgte
(Kawai et al., 2001). Die Aktivierung von IRF-3 bekt eine Produktion von IFN;
welches STAT1 aktiviert und eine Reihe von IFN-im@ubaren Genen induziert
(Toshchakov et al., 2002; Hoshino et al., 2002; |Bogt al., 2002). Eine IRF-3
Aktivierung lie3 sich auch bei viralen Infektionemd bei Stimulation mit ds-RNA
beobachten (Yoneyama et al., 1998). TLR3 aktivebenso MyD88-unabhéangig IRF-3

17



und induziert IFNB. Somit nutzen sowohl TLR3 als auch TLR4 einen M§b8
unabhangigen Weg zur Induktion von IBN- Auf der Suche nach einem
Adaptermolekul, welches diese Effekte vermittelmki@, stie3 man auf ein TLR3-
assoziiertes Molekil, das TRIF (Yamamoto et alQ20) bzw. TICAM-1 (Oshiumi et
al., 2003) genannt wurde. TRIF-knockout Mause eeigveder nach TLR3 noch nach
TLR4 Stimulation eine Aktivierung von IRF-3 und neme verminderte Expression
von IFN bzw. IFN-induzierbaren Genen (Diebold et al., 2088ebe et al., 2003). Es
wurde ein weiteres Adaptermolekil, TRAM (Bin et &003) / TICAM-2 (Oshiumi et
al., 2003), gefunden. Bei Mausen, die einen Deieldiesem Gen besalden, liel3 sich
beobachten, dass TRAM bei TLR4-vermittelter, niclider bei TLR3-vermittelter
Induktion von IFNB und IFN$ induzierbaren Genen beteiligt ist (Fitzgerald ket a
2003b; Oshiumi et al. 2003, Yamamoto et al., 20083AM ist demnach fur den
MyD88-unabhangigen/TRIF-abhangigen Signalweg bdrZ4Aktivierung essentiell.

Studien an Doppelmutanten, die sowohl einen TRIg-aach einen TRAM-knockout
besalRen, zeigten eine Induktion proinflammatoris@ytokine nach TLR2, TLR7 und
TLR9 Stimulation, sowie eine Phosphorylierung v&AK-1 nach TLR4 Stimulation
(Diebold et al., 2003; Yamamoto et al., 2003), wagt, dass der MyD88-abhangige
Weg der SignalUbertragung TRIF und TRAM unabhéamgjigDa jedoch eine Induktion
proinflammatorischer Zytokine in TRIF-/TRAM-knockbuMausen durch TLR4-
Liganden nicht mdglich ist, missen hierfir Teilavebl des MyD88-abhangigen als
auch des MyD88-unabhangigen Weges notwendig seia. Nbechanismen dieser
Interaktion sind jedoch unklar.

TRIF und TRAM verwenden sehr &hnliche MechanismenSignaltubertragung. TRIF
besitzt eine zentrale TIR-Doméne, die an den TLRd&l. Seine zwei terminalen
Domanen vermitteln im Weiteren eine Aktivierung MdRkB-abhangigen Promotoren,
wobei die C-terminale Domé&ne mit RIP-1 (Meylan et 2004), die N-terminale mit
TRAF6 (Sato et al., 2003; Jiang et al., 2004) asstzDie N-terminale Domane ist
zusatzlich (im Gegensatz zur C-terminalen Domanejler weiteren Aktivierung des
IFN-B-Promotors beteiligt (Yamamoto et al., 2002). Saark zudem noch mit einem
Komplex aus IKK/IKKe und TBK1 assoziieren, der dann die Phosphorylgrund
den nuklearen Transport von IRF-3 bewirkt, was wradh die Bildung von IFNs- und
die Induktion IFNB-induzierbarer Gene bewirkt (Fitzgerald et al., 280Sato et al.,
2003).

18



2.3. Mukosale Immunitat

Menschliche Schleimhéute (Mundhodhle, Darm, Respmatrakt, Vagina) bilden im
Vergleich zur Korperoberflache (rund 2 m2) eine remogroRe Ober- und somit
Kontaktflache (ca. 300m?2). An allen Schleimhdutassén sich Bakterien finden, ohne
dass es sich um ein entziundliches Geschehen habde residente Flora hat fur den
Wirt positive Effekte (Kommensalismus), stellt jetloeine potentielle Bedrohung dar,
da auch kommensale Bakterien unter gewissen Unetgoathogene Effekte bewirken
konnen (z. B. in opportunistischen Infektionen).eB&o wie pathogene Bakterien
enthalten auch die residenten Erreger viele (pietéagjt Aktivatoren des Immunsystems.
Eine unkontrollierte, tUberschielende Aktivierungs denmunsystems durch diese
natiirliche Mikroflora, deren Zahl (rund fOMikroben) die Anzahl von Zellen im
menschlichen Organismus (rund*i@ellen) wbertrifft, wiirde jedoch eine Schadigung
des Wirtes bedingen. Es ist daher eine ,Tolerane$ dVirtes gegenuber diesen
Bakterien erforderlich. Da jedoch auch diese Badtepotentiell pathogen sind, muss
diese Toleranz auch begrenzt sein.

Eine unselektive, jedoch erfolgreiche Mdglichke#sdSchutzes vor Invasion und
Infektion durch Bakterien bieten physikalische Albwraechanismen. Dabei erfolgt
keine Diskrimination zwischen pathogenen und konsakan Bakterien. Epithelzellen
sind durch ,tight junctions®, welche durch Zytokineguliert werden kdénnen (Fasano,
2001; Rossi et al., 2002), miteinander verbundehwanhindern so die Ausbreitung von
Bakterien ins Gewebe. Exokrine Zellen produzierechl@m, der ebenfalls eine
Invasionsbarriere darstellt und vom FlimmergewaheRespirationstrakt transportiert
werden kann.

Weitaus komplexer sind die Abwehrmechanismen, weeldine Erkennung des
(potentiellen) Pathogens voraussetzen. Es mus&leichgewicht zwischen Toleranz
von kommensalen und Abwehr von pathogenen Baktegewie eine Abwehr von
Kommensalen, welche die epitheliale Barriere Gbadem haben, bestehen.

Eine These zur Erklarung dieser Toleranz ist, dgsthelzellen, welchen den ersten
Kontakt mit kommensalen Bakterien haben, ein véflkveise geringes
Reaktionspotential  besitzen, indem proinflammatbes Zytokine generell
herunterreguliert bzw. bestimmte PRRs (z. B. TLRdjerreprasentiert sind (Abreu et
al, 2001; Steidler et al. 2000). Dabei gibt es His®, dass diese fehlende oder geringe

Expression von PRRs durch proinflammatorische Bpetigen verandert werden kann:
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So konnte gezeigt werden, dass Makrophagen imtimbes keine Expression von
CD14 zeigen, in Entzindungssituationen jedoch l®r@iD14 nachgewiesen werden
(Smith et al., 2001).

Weiterhin kann eine relative Toleranz des Wirtegaeggiber bestimmten Bakterien auch
durch Inhibition von Abwehrprozessen durch baktleriBestandteile verursacht sein.
Hier sind vielerlei mdgliche Ansatzpunkte denkbaéinter anderem konnte eine
Inhibition von kB durch Kommensale gezeigt werden (Neish, 2002&nEb konnten
Studien fur Kommensalen im Darm, z. B. Bifidobaldar eine Inhibition der N&B-
Aktivierung durch LPS zeigen (Riedel et al., 200Yyeiterhin konnte auch im
Respirationstrakt eine Abschwéachung proinflammatbrer Effekte nach Stimulation
mit S. typhimuriumdurch Bifidobacterium infantisund Lactobacillus salivarius
beobachtet werden (O’Hara et al., 2006).

Es ist anzunehmen, dass fir mukosale Immunitatngdgge bestimmten Erregern ein
fein abgestimmtes Gleichgewicht zwischen pro- untirdlammatorischen Prozessen
notwendig ist. Die Mechanismen auf denen diesesicl@ewicht beruht sind
grof3tenteils noch unverstanden, insbesondere imugBeauf die polymikrobielle
Situation an humanen Schleimhduten und die viggilt Mdoglichkeiten der
Interaktionen zwischen kommensalen, fakultativ pgémen sowie pathogenen

Bakterien.
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2.4.  Die Zellwand Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien
2.4.1. Aufbau von Bakterienzellwanden

Bakterien verfigen, bis auf wenige Ausnahmen, Ubsre Zellwand, die der
Zytoplasmamembran aufliegt. Bei Gram-positiven Bakh besteht diese Zellwand aus
einer 15 bis 80 nm dicken Schicht Peptidoglykarnicles eine netzartige Struktur aus
Polysaccharidketten, sog. Glykanen, ist, die Ubarzé&k Peptidketten untereinander
quervernetzt sind. Die langen Polysaccharidfadesteben aus repetitiven Teilstiicken,
aus N-Acetylmuraminsaure und N-Acetylglucosamine Qiellwand Gram-positiver
Bakterien enthalt des weiteren Teichonsduren, die dam Peptidoglykangerust
verknlpft sind, sowie Lipoteichonsauren (LTA), diweit ihrem Lipidanteil in der
Zellmembran verankert sind.

Gram-negative Bakterien verfigen nur Uber eine I|ealgsweise dinne
Peptidoglykanschicht (10 bis 20 nm). Dieser lagerh eine zweite, aul3ere Membran
auf, die Uber Lipoproteine mit der Peptidoglykanslshverbunden ist. Zwischen diesen
beiden Schichten befindet sich ein periplasmatisék@um. An der Oberflache der
auReren Membran finden sich Lipopolysaccharide JuRt8 Proteine. Der nach aul3en
gerichtete Teil des LPS-Molekuls wird als O-Antigegzeichnet, es ist fur die Virulenz
vieler Bakterienarten bedeutsam und wird haufig (Bub-)Typisierung von Bakterien

genutzt.

2.4.2. Unterschiede bei der Aktivierung des Immunsystems nd

Zytokinfreisetzung

Das angeborene Immunsystem wird durch unterschiezliBestandteile von Bakterien
aktiviert. Einige Stimuli kommen sowohl in Gram-go&n als auch in Gram-negativen
Bakterien vor. Beispielhaft ist bakterielle DNA (GEDNA) vom Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien zu nennen, welche TLR@ustert (Hemmi et al., 2000).
Die immunstimulatorische Aktivitat von Molekilenrdéellwand unterscheidet sich bei
Gram-positiven und Gram-negativen im Hinblick auénd Typ des aktivierten
Rezeptors, sowie in der Art und Menge der Zytokimgslche nach Stimulation
freigesetzt werden: LTA Gram-positiver Bakterientiakrt TLR2 und TLRS,

Peptidoglykan aktiviert TLR2 (Schwandner et al.99Pund Nod1/2 (Inohara et al.,
2005). Nachn vivo undin vitro Stimulation mit LTA und/oder Peptidoglykan lielglsi
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eine Sekretion inflammatorischer Zytokine (z. B. FolN IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12)
beobachten (Ellingsen et al., 2002; Lawrence et1898; Mattsson et al., 1993). Im
Gegensatz dazu aktiviert LPS Gram-negativer BaktefiLR4 (Poltorak et al., 1998).
Interessanterweise bewirkt das LPS der Gram-negatBakterienPorphyromonas
gingivalis (Kirikae et al., 1999; Hirschfeld et al., 200Pyevotella intermedigKirikae

et al., 1999) eptospira interrogangWerts et al., 2001) unidelicobacter pylori(Smith

et al., 2003) jedoch auch eine Aktivierung des TLR2r Vergleich der gemessenen
Zytokin-Mengen nach Stimulation mit Gram-positivend Gram-negativen Bakterien,
zeigt klare Unterschiede, wobei die gebildeten Mengon IL-6 und TNE nach
Stimulation mit Gram-negativen Bakterien deutlicif@er waren, als nach Stimulation
mit  Gram-positiven  Erregern  (Kragsbjerg et al.,, 8PR9 Weitere
Untersuchungsergebnisse geben Hinweise, dass aashMadister der induzierten
Zytokine fiur Gram-positive und Gram-negative Baigerunterschiedlich ist (Feezor et
al., 2003; Hessle et al., 2000).
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2.5.  Anwendungsmdglichkeiten eines humanen Vollblut-Tesystems

Blut besteht aus zellularen Bestandteilen (z. B.ytlEozyten, Leukozyten,
Thrombozyten) und Plasma. Das Plasma enthalt Reotaiterschiedlichster Gruppen,
die fur zahlreiche Funktionen des Blutes veranthobrt sind. Somit ist ein
Versuchssystem, das als Grundlage Vollblut nutat&il3erst komplexes Testsystem.
Aufgrund der unterschiedlichen Komponenten im Tyestésn und deren Interaktion
sind nur bedingt Riuckschliisse auf genaue molekNgehanismen mdoglich. Trotz
aller Einschrankungen hat ein Vollblutsystem dets@reidenden Vorteil, dass es ials
vitro-System Bedingungen bietet, die dervivo-Situation deutlich &hnlicher sind als
Experimente an isolierten Zelltypen bzw. GewebesreBs 1982 fihrten Kirchner et al.
(1982) Untersuchungen zur Produktion von Interferoih verschiedenen Stimuli in
einem Vollblutsystem durch. Eine Reihe von weitetémtersuchungen beschaftigte
sich mit der Induktion der Zytokinproduktion nachin@ulation von Vollblut mit
Endotoxin Gram-negativer Bakterien (z. B. De Foggeal., 1991) und LTA Gram-
positiver Erreger (Morath et al., 2001; Hermanralet 2002). Vollblutsysteme wurden
ebenfalls benutzt, um die Besonderheiten der Zgtwkiduktion bei Patienten mit
bestimmten Erkrankungen, wie z. B. Multiple Sklerq€hofflon et al., 1991,1992),
Leishmaniose (Frankenburg & Klaus, 1991), rheundatohrthritis (Zangerle et al.,
1992), Sepsis (Ertel et al., 1993, 1994) und Bl (Diterich et al., 2001) zu
charakterisieren. Ebenso eignet sich ein Vollbktesyy mit Erfassung der
Zytokinproduktion zum Monitoring immunmodulatorighBehandlungen mit z. B. G-
CSF (Hartung et al., 1995, 1999) oder GM-CSF (Huytat al., 2000). Daruber hinaus
kann auch die Lymphokinproduktion mithilfe eines IMt-Testystems beurteilt
werden (Hermann et al., 2002) sowie die Kontamamation Substanzen mit Pyrogenen

erfasst werden (Hartung et al., 1998; Fennrich.e1899).
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2.6. Bakterien

Im Folgenden werden die Bakterienspezies vorgésteéliche in den Versuchen zu

dieser Arbeit eingesetzt wurden.

2.6.1. Periodontopathogene Bakterien

Die Auswahl der ,Versuchskeime® orientierte sich aer beschriebenen oder
vermuteten Bedeutung im Rahmen polymikrobiellerektibnen, insbesondere der

Parodontalerkrankungen.

2.6.1.1. Actinomyces meyeri, Actinomyces odontolyticus

Das Gram-positive, nichtsporenbildende, anaerolecienbakteriumd. meyerwachst

in frischen Kulturen fadenféormig und bildet verzgtei Filamente. Actinomyceten
gehoren teilweise zur residenten Mundflora, siewarkieln sich saphrophytar in
kariosen Zahnen und deren Umgebung. Pathogenedisdisie als Abszessbildner bei
Menschenbissverletzungen und bei parodontalen Bdtmigen (Chavez de Paz et al.,
2004) nachweisbar.

A. odontolyticus eine weitere Spezies der Gattund\ctinomyces zeigt
kulturmorphologisch ein ahnliches Bild wAe meyeri Eine rote Pigmentierung beim
Wachstum auf Brain-Heart-Blutagar kann makroskdpisdie Diagnose alsA.
odontolyticus ermdglichen (Kaetzke et al., 2003). odontolyticusist an lokalen
Mischinfektionen (Actinomykosen) mit A, actinomycetemcommitans,
Enterobacteriaceae, Bacteroidesund Fusobakterienarten, Staphylokokken und
Streptokokken beteiligt. Diese zeigen eine lokaleerbdng, die auf das umliegende
Gewebe Ubergreifen kann und zu Fistelbildung urdiedglich zu tumorartigen, spater

nekrotisierenden Wucherungen fuhren kann.

2.6.1.2. Aggregatibacter actinomycetemcommitans

A. actinomycetemcommitars ein kleines, mikroaerophiles, Gram-negativesHh&hen
mit abgerundeten Enden. Beim Wachstum auf Blutagponieren sternformige, kleine
Kolonien, die aber nicht von allen Varianten gedild werden. A.
actinomycetemcommitarzeigt eine deutlich Beziehung zu schweren parodemta
Erkrankungen (Kamma et al.,, 1995). Dabei kaAn actinomycetemcommitans
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signifikant haufiger bei agressiven als bei chromen Parodontitiserkrankungen
nachgewiesen werden (Schacher et al., 2007). Edéssbsich der Erreger auch bei
Wundinfektionen, Bakteriamien und Endokarditidealiesen, wobei sich diese Falle

durch eine hohe Letalitat (bis 30%) auszeichnen.

2.6.1.3. Campylobacter rectus

C. rectus(vormalsWolinella rectg ist ein schlankes, spiralig gekrimmtes, bewegliches
Gram-negatives Stabchen, das in mikroaerophilero&phére wachst und keine Sporen
bildet. Der Erreger zeigt eine deutliche Assoziatau Parodontitis: In subgingivalen
Plaques von Patienten mit unbehandelter Parodoréigst sichC. rectusviermal

haufiger nachweisen als in gesunden Kontrollgrugh&pke et al., 1991).

2.6.1.4. Dialister pneumosintes

Der friher der Gattund3acteroides(Moore et al.,, 1994a) zugeordnealister
pneumosintegst ein Gram-negatives, anaerobes, unbeweglichest-sporenbildendes
Stabchen.D. pneumosintesvird als ein potentieller Mitverursacher parodoetal
Erkrankungen angesehen (Siqueira & Rocas, 2002).

2.6.1.5. Eikendla corrodens

Eikenella corrodengst ein fakultativ anaerobes, Gram-negatives Stébc das vor
allem die Mundhohle besiedelt. Es wurde eine Asdmmn zur Parodontitis bei unter
zwanzigjahrigen Patienten (LJP) (Suda et al., 20@&)hgewiesen. Darlber hinaus
lieBen sich im Rahmen einer sechsjahrigen Untewsyghn 43 Patienten mit invasiven
E. corrodengnfektionen als haufigste Lokalisationen der Kogl$iBereich (56%), die
Lunge (23%) und intraabdominelle Areale (14%) bebben. Seltener waren
Infektionen der Haut, des Skeletts und des Endskarl 65% der Félle wurdg.
corrodens im Rahmen einer polymikrobiellen Infektion isotierwobei sich als

Begleitflora besonders haufig Streptokokken fintleen (Sheng et. al., 2001).

2.6.1.6. Enterococcusfaecalis

Der Gram-positive, im mikroskopischen Bild meisapaeise angeordnete. faecalis

gehort zur Lancefield-Serogruppe D der Streptokokkenterokokken gehéren zur
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physiologischen Darmflora des Menschen und komniem® in der Mundhohle vor.
Sie verursachen neben Lokalinfektionen vor allechadarnwegsinfekte (Toledo et al.,
2004). Von zunehmender Bedeutung bei nosokomiabiaswnen Infektionen ist die

Ausbreitung vancomycinresistenter Enterokokken (YE®uchillon et al., 2004).

2.6.1.7. Fusobacterium nucleatum

Das zu den Gram-negativen Anaerobiern zéhlendalsipimmige Stabchen lasst sich

gehauft aus den Zahntaschen von Patienten mit paralén Erkrankungen isolieren

(Dzink et al., 1988, Siqueira et al., 2004). Beliétden mit Hirnabszeld durch anaerobe
Erreger stellF. nucleatunden am haufigsten isolierten Erreger dar (Le M2@Q3).

2.6.1.8. Neisseria flavescens, Neisseria mucosa, Neisseria perflava

Die Gattung\eisseriaumfasst eine Gruppe Gram-negativer Kokken au$-denilie der
Neisseriaceae NeisseriaArten kommen als Paare kugeliger Bakterienzellsog.
Diplokokken, vor.N. flavescensbesiedelt vor allem die Schleimh&aute der oberen
Atemwege. Die Rolle als Krankheitserreger ist nigimtdeutig geklart, obgleich Isolate
aus polymikrobiellen Infektionen bekannt sind. Alsue Art publizierte VerorN.
mucosa(Veron et al., 1959), welches zur normalen Baktdldea der menschlichen
Schleimhaute gehdort.N. perflava gehort ebenfalls zur physiologischen Flora

menschlicher Schleimhé&ute.

2.6.1.9. Parvimonas micros

Fur den Gram-positiven AnaerobiBr micros der friher aldMicromonasund vorher
als Peptostreptococcusdassifiziert war, zeigen Studien eine sehr deldi@ssoziation
zur Parodontitis (Kamma et al., 2004), insbesonaene Erwachsenen-Parodontitis
(AP) und zur schnell fortschreitenden ParodonfRBP) (Nonnenmacher et al., 2001).

2.6.1.10Peptoniphilius asaccharolyticus

Diese obligat anaeroben, Gram-positiven Strepto&okidie in der Mundhohle, im
Darm und Genitalbereich vorkommen, kdnnen nach efarhgen oder postoperativ
Ursache von Wundinfektionen sein. Diese sind besnlkdaufig polymikrobieller Natur

und enthalten sowohl Anaerobier als auch AerolBendk, 1994; Civen et al., 1993).
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2.6.1.11 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalisist ein Gram-negatives kokkoides Kurzstdbchen. &Bshet strikt anaerob,
ist unbeweglich und nicht zur Sporenbildung beféhiijls Mitglied der ,dunkel-
pigmentierten® BacteroidesGruppe bildet es bei Wachstum auf Blutagar
charakteristische schwarzbraune bis schwarzgrictdeimige Kolonien. Die grofdte
pathogenetische Rolle spielt die Besiedlung desdvNiasen-Rachen-Raumes duRh
gingivalis, der als Verursacher von Mundgeruch, aber auchMitbeteiligter an
parodontalen Erkrankungen angesehen wird. RegefjmaBst sich bei Patienten mit
aggressiver Parodontitis neben anderen AnaeroBiegingivalisnachweisen (Kamma
et al., 2004)P. gingivalisLPS zieht besonderes Interesse auf sich, da estsidtiurell
stark von Lipopolysacchariden anderer BakterierB(zSalmonella-LPS) unterscheidet
(Kirikae et al., 1999) und vermutlich Effekte anelebakterieller Endotoxine
beeinflussen kann (Bostanci et al., 2007). FimbaanoglichenP. gingivalisu.a. die
Adhasion an extrazellulare Matrixproteindgpl-Integrin und Strukturen kommensaler
Bakterien. Nach Bindung aa5B1-Integrin kannP. gingivalis Gber einen Aktin-

vermittelten Weg invaginiert werden (Amano, 2007).

2.6.1.12 Prevotella intermedia

Prevotella (friher zur anaeroben GatturBacteroidesgezéhlt) kommt nattrlich in
Mund, Darm und Vagina vor und ist an endogenenkirdeen beteiligt. DaP.

intermediabei manchen, nicht aber allen parodontalen Erknagén gefunden werden
kann, wird folgende Hypothese diskutiertP. intermedia tragt durch die
Verstoffwechselung von Zucker in der Zahntasche wlein damit verbundenen
erhohten Sauerstoffverbrauch zum anaeroben Milieu umd verbessert somit die
Wachstumsbedingungen fur Erreger von ParodontiBlereits makroskopisch fallt die

dunkle Farbe der Kolonien auf.

2.6.1.13.Streptococcus mutans, Streptococcus intermedius, Streptococcus sanguis

Streptokokken sind kugelige Gram-positive Kokkerg sich in gewundenen Ketten
anordnen. Sie sind unbeweglich und nicht sporeabdd Zur Unterteilung der
Streptokokken dienen Hamolyseverhalten, AntigekstnuSerotypen nach Lancefield)
und SauerstoffbedirfnisS. mutans S. intermediusund S. sanguissind orale
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Streptokokken der Viridans-Gruppe, deren charaitieches Merkmal eine
vergrunenderi-Hamolyse bei Wachstum auf Blutagar ist. Orale [@tieokken sind ein
wichtiger Faktor bei der Kariesentstehung, wobeiopelers die friilhe Akquirierung von
S. mutanyon Bedeutung ist (Harris et al., 2004). Bei Vatsppung in die Blutbahn, z.
B. bei Zahnextraktionen, und bestehender Vorschiadigler Herzklappen kénnen sich
Streptokokken auf diesen ansiedeln und zu eineokarditis lenta fihren.

2.6.2. ,Referenzkeime”

Zur Kontrolle der Versuche wurden die im folgendéereil beschriebenen
.Referenzkeime* ausgewahlt, da hierfir die LPS- bawA-Strukturen und das

immunologische Wirkprofil bereits unfangreich usigcht und beschrieben wurde.

2.6.2.1. Escherichia coli

E. coliist ein Gram-negatives, sporenloses, peritriclelfidtes und somit bewegliches
Stabchen. Es kann Glukose, Laktose und Mannitoéru@asbildung vergéren und
bildet Indol. E. coli kommt regelmallig im Darm von Warmblitern vor unddwi
deshalb als Fékalindikator, z. B. bei der Trinkvegksntrolle, genutzt. Er ist einer der
haufigsten Erreger nosokomialer Infektionen (Geffeet al.,, 2004). Durch
Schmierinfektionen sind besonders die Harnwegeithéwdtroffen. Dabei reicht das
Spektrum von Urethritis, Zystitis und Urethrozyistitbis zu Zystopyelitis und
Pyelonephritis. Eine besondere pathogenetischie Rplelen hierbei die P-Fimbrien
(Pyelonephritis-assoziierte Fimbrien), die als wig$ter Virulenzfaktor vork. coli bei
Harnwegsinfektionen gelten, da sie die Adhasiordas Urothel vermitteln (Ishikawa,
1991). Als Komplikation einer solchen Infektion kaeine Urosepsis entstehen. Haufig
ist E. coli auch an Infektionen des Bauchraumes, z. B. Pdriden, Appendizitiden,
beteiligt. Bedeutung als Verursacher von Diarrhighen bestimmt&. coli Stamme,
die sich durch das Vorliegen weiterer Pathogeriégktsren, z. B. Enterotoxine,

charakterisieren lassen.

2.6.2.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosast ein strikt aerob wachsender, nicht sporenbiéenpolar begeil3elter,
beweglicher, stdbchenférmiger Nonfermenter. Makopsich besonders eindriicklich
ist die Bildung eines blaugrinen Wundeiters. Nelmkaser Farbung kann zur
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vorlaufigen Identifikation in Flussigkeitskultur sla,Kahnhautphanomen® genutzt
werden. Ebenso kann die Bildung von Aminoacetophed@gnostisch eingesetzt
werden. Im Labor lasst sich der speziesspezifis@rbstoff Pyocyanin mit Chloroform
ausschutteln. Auf bluthaltigem Agar zeigt sich ir dRegel eingg-Hamolyse. Wegen
seiner geringen Umweltanspriiche tberlebt der thpisg-euchtkeim“P. aeruginosa
auch in  entionisiertem Wasser und in zu niedrig Zeotrierten
Desinfektionsmittellésungen. Dies erklart seine obelere Bedeutung als Erreger
nosokomialer Infektionen (Geffers et al., 2004)inilch sind besonders Infektionen
von Brandwunden und postoperative Wundinfektionen Bedeutung. Des Weiteren
konnen Otitis externa, hartnéckige, rezidivierentlrnwegsinfekte, Infektionen des
Respirationstraktes infolge kontaminierter Beatnsdngder Luftbefeuchtungsanlagen,
sowie Endokarditiden und Septikamien bei Drogenafgiggn durchP. aeruginosa

verursacht sein.

2.6.2.3. Salmonella Minnesota

Das peritrich begeil3elte und bewegliche, fakultatiaerobe, Gram-negative Bakterium
stellt sich lichtmikroskopisch als Stabchen mit edogpdeten Enden dar. Das sehr
potente LPS aus der Zellwand v@almonella Minnesotavird als Stimulans zu
Forschungszwecken verwendet, ein detoxifiziertegivae des Lipid-A wird als

Impfadjuvans, z. B. flr Hepatitis-B-Impfungen, b&rtf{Ambrosch et al., 2000).

2.6.2.4. Staphylococcus aureus

S. aureusist ein aerobes, Gram-positives, unbeweglicheshtisporenbildendes
Bakterium, welches das extrazellulare Enzym Koaggjlalas im Serum Prothrombin
bindet und die Entstehung von Fibrin aus Fibrinodmmwirkt, produzieren kann.
Zellwandassoziierte Virulenzfaktoren sind die Pabcharidkapsel und Protein A, das
an R-Fragmente von Immunglobulinen bindet und das Bakte dadurch vor
Phagozytose durch Makrophagen schiitzt. Extrazeflul&irulenzfaktoren sind
Hyaluronidase, die die Ausbreitung des ErregersGiewebe ermoglicht, Hamolysine
und Leukocidin, welche Erythrozyten, Makrophaged @ranulozyten schadigen, und
bei manchen Stammen Exfoliatine und/oder EnteratxiKulturmorphologisch
prasentiertS. aureuscharakteristische elfenbeinfarbige Kolonien, um dieh bei

Wachstum auf Blutagar ein Beta-Hamolyse-Hof zedgtaureukann sowohl lokale, als
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auch invasive und systemische Infektionen herverrufNeben Wundinfektionen,
Infektionen der Hautanhangsgebilde mit typischer szZ&uierung, Mastitis,
Osteomyelitis kbnnen auch sogenannte Plastikirdekt (z. B. bei Katheterisierung,
Implantation von GefaRprothesen etc.) Ausléser vdabensbedrohlichen
Septikopyamien sein. Durch Toxine bedingt tretechadie Dermatitis exfoliativa das
Lyell-Syndrom, das toxische Schocksyndrom oder igiden auf. Besondere
Bedeutung besitztS. aureus als haufiger Verursacher nosokomial erworbener
Erkrankungen (Geffers et al., 2004) und wegen zonegtler Resistenzentwicklung
gegenuber einer Vielzahl von antibiotischen Wirksto (multiresistente MRSA)
(Witte, 2004; Tiemersma et al., 2004).
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2.7.  Wissenschaftliche Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Aktivierungsdlangeborenen Immunsystems durch
Bakterien der oralen Flora, welche eine Assoziatiwh parodontalen Erkrankungen

aufweisen, untersucht werden.

Es sollte ein Testsystem auf der Basis von humaWettblut zur Stimulation mit
hitzeinaktivierten, odontopathogenen Bakterien g¢ggnwerden, um die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokinén vitro auszulésen und zu erfassen. Die Ergebnisse
dieser Stimulation sollten untereinander vergliched in Bezug zu ,Referenzkeimen*®

gesetzt werden, um eine Gruppierung nach Stimulstierhalten zu erméglichen.

Des Weiteren sollte in dieser Arbeit untersucht deer ob Unterschiede im
Stimulationsverhalten, messbar anhand der freigeseZytokinmengen, beobachtbar
sind. Auf3erdem sollte wunersucht werden, inwieferith s Unterschiede im
Stimulationsverhalten in der selektiven Nutzung voroll-like Rezeptoren

widerspiegeln.

Durch Stimulation von transfizierten HEK-293 Zellend TLR-knockout-Zellen miP.
gingivalis als Ganzkeim sollte untersucht werden, ob sichB#isonderheiten, welche
zum TLR-Stimulationsverhalten vdh gingivalisLPS beschrieben sind, ebenfalls beim
Einsatz ganzer Bakterienzellen beobachten lasseeitekiin sollte durch die
Stimulation von humanem Vollblut mitP. gingivalis und Pg-LPS die
Zytokinfreisetzung im Vergleich zu anderen Gramategn Erregern untersucht

werden.

Zusammenfassend sollten zur Untersuchung der imimuratorischen Effekte von

odontopathogenen Bakterien in dieser Arbeit folgeHgipothesen geprtift werden:

1. Gram-positive und Gram-negative Vertreter Parodisraissoziierter Erreger
unterscheiden sich im Muster der Zytokinfreisetzimg/ollblutsystem.

2. Bestimmte odontopathogene Bakterienspezies zeigfearethzielle Aktivierungs-

muster bei Zytokininduktion und Rezeptorstimulaseerhalten.

3. Besonderheiten bei Stimulation von Toll-like Reneph zeigen sich auch beim
Einsatz vorP. gingivalisals Ganzkeim.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien und Gerate
3.1.1. Gerate

Merck Anaerocult
B5050

B5060

B5060E

B6

BB6220
CRX Microplate Reader

Anaerobiertopf

Brutschranke

ELISA-Reader
ELISA-Washer Ultrawash Plus
Eppendorf research
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 25
Heizblock Thermomixer comfort
DRI-Block DB2A

Luminiszenz-Counter TopCount NXT

Mikroskop Leica DMIL

Mixer MS1 Minishaker

Mehrkanalpipetten Finnpipette
Pipettman

Photometer BioPhotometer

Pipetten Eppendorf reference

Pipettman

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Sterilbank Herasafe

UV-Gerat UV-Stratalinker 1800
Zahlkammer

Zentrifugen Megafuge 1.0R

Biofuge fresco

Biofuge pico

Merck, Darmstadt
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Dynatech, GseynGB
Dynex, Chantilly, USA
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Techne, Cambridge, GB
Packard, Dreieich
Leica, Wetzlar
IKA Works, Wilmington, USA
Thermo Labsysteme|dbgch
Gilson, Middleton, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Middleton, USA
IBS, Chur, Schweiz
Heraeus, Osterode
Stratagene, La JAISA

Neubauer 0,0026mm2/0,1 mM Brand GmbHwS8dn

Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Heraeus, Osterode
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Agarplatten (Schaedler, Columbia)

BBL Enriched Thioglycollate Medium

BD BBL CampyPak Plus Microaerophilic System
BD BBL GasPak Plus Anaerobic System
Einmalspritze ,Braun Injekt®, 10 ml
ELISA-Platten ,Nunc Maxisorp*“
Halbmicro-Kuvetten

Aqua dest.

Injektionsnadel ,Microlance®, 20G
Lumineszenz-Platten Culture™

Physiologische Kochsalzlosung
Pipettenspitzen 10ul, 100ul, 2000ul
Reaktionsgefalie

SoftasepHautdesinfektion

Thiobouillon

Venenpunktionsbesteck ,Venofix“, 21G
Zellkulturflaschen ,Cellstar* 20 ml
Zellkulturplatten ,Cellstar”, 6/12/24 well
Zellkulturplatten ,Cellstar, 96 well, U-/F-Shape
Zellkulturplatten ,CulturePlate”, 96 well

3.1.3. Reagenzien

Agar-Agar

Ampicillin (Natriumsalz)
FCS

LB-Broth-Pulver
Liguemin N 5000

o-Phenylendiamindihydrochlorid (OPD)-
Peroxidase Substrat (Sigma Fast™)

PBS instametl9,55 g/l
Schwefelsaure 1M

Becton Dickins®parks, USA
Becton Dickinsdparks, USA
Bedaokinson, Sparks, USA
Becton DickmSparks, USA
Braun, Melsumge
Nunc, Wiesbaden
Greiner bio-one, Frickenhausen
Braun, Melsungen
Becton Dickinsd@parks, USA
Packard, Niederlande
Braun, Melsungen
Gilson, MidaoitetUSA
Eppendorf, Hamburg
Braun, Melsungen
Becton Dickinson, Heidelberg
Braun, Melseng
Greiner bio-agriérickenhausen
Greinbro-one, Frickenhausen
ré&ner bio-one, Frickenhausen

Packaideieich

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkircime
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco™/Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Grenzach-Whylen

Sigma-AldriclfKiechen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

! Nach Herstellerangaben in 10,16 | Aqua dest. gepsWert auf 7,2 eingestellt und nach
Sterilfiltration (0,2 um) bei 4°C in heiluft-stisierten Glasflaschen gelagert.
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TE-Puffer Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Alle weiteren Biochemikalien wurden von den FirnMarck, Darmstadt oder Sigma-
Aldrich, Taufkirchen in der Reinheit ,reinst“ odgoro analysi“ bezogen.

3.1.4. Medium fur Zellkultivierung

,Vollblut-Medium® Click/RPMI 1640 Biochrom AG, Berlin
supplementiert mit 100 IU/ml Penicillin Gibco™, H#aruhe
100 pg/ml Streptomycin Gibco™, Karlsruhe
,Zellkulturmedium® Click/RPMI 1646 Biochrom AG, Berlin
supplementiert mit 5% FCS Sigma-Aldrich, Taufkigoh
50uMB-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
2mM L-Glutamin Biochrom AG, Berlin
100 IU/ml Penicillin Gibco™, Karlsruhe
100 pg/ml Streptomycin Gibco™, Karlsruhe

3.1.5. Bakterielle Endotoxine

LTA

Lipoteichonsaure wurde freundlicherweise von S. aflor Konstanz, zur Verfiigung

gestellt. Sie wurde auStaphylococcus aureussoliert, massenspektroskopisch auf
Reinheit Uberprift sowie auf Endotoxinfreineit gté¢ (Morath et al., 2001). LTA

wurde in Lésung von 10 mg/ml in Aqua dest. angesetd aliquotiert bei -20°C

gelagert.

S-LPS

Hochreines LPS, welches aB8almonella MinnesotéHL63, smooth-Form) gewonnen
wurde, wurde freundlicherweise Uberlassen von Yyd8e Forschungszentrum Borstel.
Es wurde in L6sung mit Aqua dest. in einer Konzaian von 100 pg/ml aliquotiert bei

-20°C gelagert.

% Trockenpulver, nach Herstellerangabe geldst idest (Braun, Melsungen) und sterilfiltriert (Whatma
0,2um). Lagerung bei 4°C in hei3luft-sterilisier@lasflaschen.
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Pg-LPS
Lipopolysaccharid des Bakteriurfs gingivaliswurde von S. Morath freundlicherweise
zur Verflugung gestellt. Die Praparation erfolgteewunter Tietze et al., 2006
beschrieben. Es wurde in Losung mit Aqua destinereKonzentration von 10 mg/ml

aliquotiert bei -20°C gelagert.

3.1.6. Zellen

HEK-293
Humane Fibroblasten einer Zelllinie, welche aus mpofalen Nieren gewonnen
wurden, wurden freundlicherweise von Stefan Bawdiinchen uberlassen. Die

Kultivierung erfolgte in ,Zellkulturmedium®.

RAW 264.7
Makrophagen der Tumorzelllinie RAW 264.7 wurden &ab/c-Mausen gewonnen
und freundlicherweise von R. Schumann, Berlin zerfifgung gestellt. Sie wurden in

JZellkulturmedium® kultiviert.

Mauszellen

Peritonealmakrophagen der Stamme C3H/HeJ und C3H(B&arles River, Sulzfeld)
sowie TLRZ" Mause (C. Kirschning, Miinchen) in Zellkultur wurdevon der
Arbeitsgruppe Heeg, Philipps-Universitdt Marburgir zVerfigung gestellt. Die
Gewinnung erfolgte wie bei Tietze et al., 2006 beisben.
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3.1.7. Bakterien

Bakterium Gram- Stamm Kulturbedingungen
Actinomyces meyeri positiv. | CCUG 18285 B; D
Actinomyces odontolyticus positiv. | CCUG 32402 B; D
Enterococcus faecalis positiv.  |ATCC 29212 A; D
Parvimonas micros positiv. | MCCM 3084 B; D
Peptoniphilius asaccharolyticus positiv.  |ATCC 29743 B; D
Staphylococcus aureus positiv.  |ATCC 29213 A; D
Streptococcus intermedius positiv. | MCCM 3330 C;D
Streptococcus sanguis positiv | MCCM 829 A; D

Aggregatibacter actinomycetemcommitans | negativ | MCCM 2810 C;D

Campylobacter rectus negativ | MCCM 818 C;D
Dialister pneumosintes negativ | ATCC 33048 B; D
Eikenella corrodens negativ | MCCM 2491 C;D
Escherichia coli negativ | ATCC 25922 A; D
Fusobacterium nucleatum negativ | klinisches Isolat |B; D
Neisseria flavescens negativ. |ATCC 13120 A; D
Neisseria mucosa negativ. | MCCM 1427 A; D
Neisseria perflava negativ | CCUG 7826 A; D
Porphyromonas gingivalis negativ | MCCM 3199 B; E
Prevotella intermedia negativ |ATCC 25611 B; D
Pseudomonas aeruginosa negativ |ATCC 27853 A; D
Salmonella Minnesota negativ | klinisches Isolat |A; D

Erklarung zu den Kulturbedingungen:

A - Anzucht in aerober Atmosphare
B - Anzucht in anaerober Atmosphéare

C - Anzucht in mikroaerophiler Atmosphare

D - Anzucht auf Columbia-Agarplatten

E - Anzucht auf Schaedler-Agarplatten

Alle Bakterien wurden aus der mikrobiologischennStssammlung Marburg bezogen.
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3.1.8. Molekularbiologische Kits

BD OptEIA™ Human ELISA Set, div.

Lipofectamin™ 2000 Transfection Kit

Luciferase Reporter Gene Assay (LucLite™ Plus)

One Shot™OP 10 Kit
High Speefi Plasmid Maxi Kit

3.1.9. Vektoren und rekombinante Plasmide

Becton Dickinsdtieidelberg

Qiagen, Hilden
kBatBioScience, Niederlande

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Plasmid Basisvektor | Insert Beschreibung Herkunft
pGFP-TLR2 pcDNA3 Fusionsprotein aus Expressionsplasmid fur das| Terje
(Invitrogen) | humanem TLR-2 und | TLR-2-GFP Fusionsprotein | Espevik,
GFP unter Kontrolle eines CMV- | Trondheim,
Promotors Norwegen
pYFP-TLR4 pcDNA3 Fusionsprotein aus Expressionsplasmid fur das| Terje
(Invitrogen) | humanem TLR-4 und | TLR-4-YFP Fusionsprotein | Espevik,
YFP unter Kontrolle eines CMV- | Trondheim,
Promotors Norwegen
phMD2 pEF-BOS Humanes MD2, Synthese von hMD2 unter | Terje
Kofaktor flr TLR4 Kontrolle eines ERd- Espevik,
Promotors Trondheim,
Norwegen
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3.2.  Methoden
3.2.1. Arbeit mit Bakterienkulturen
3.2.1.1. Anzucht von Anaerobiern und Mikroaerophilen

Anaerobier und mikroaerophile Spezies wurden iniias lyophilisierten Kulturen

frisch angezichtet. Dazu wurden die Glasampulldarwsterilen Bedingungen eréffnet
und das Lyophilisat in 1 ml Thio-Boullion resuspent Mit einer sterilen Glaspipette
wurden 4 Tropfen dieser Suspension auf eine Agdeplgegeben und mit einem
fraktionierten Ausstrich verteilt. Danach wurdere dPlatten in einen Anaerobier-
Gastopf gestellt und entsprechend der Wachstumsiasisp der Bakterien mit einem
Anaerob- oder Mikroaerophil-GasPAK bei 37°C flr &j€ bebritet.

3.2.1.2. Anzucht von Aerobiern

Nach Resuspension der verwendeten lyophilisiertettuken wurde eine Agarplatte
unter sterilen Bedingungen wie unter 3.2.1.1. béimpnschlielRend erfolgte fir 24h
eine Bebrutung bei 37°C. Nach Uberimpfen einer aliven Bakterienkolonie und
erneuter 24stundiger Bebrutung unter o.g. Bedingnngurde wie unter 3.2.1.3

beschrieben weiterverfahren.

3.2.1.3. Subkultivierung von Bakterien

Von anaerob, mikroaerophil oder aerob bebritetekteB@nkulturen auf Agar wurde
unter Verwendung einer sterilen Titanimpfose eirezadne Kolonie isoliert, die
mithilfe eines Dreidsenausstriches auf eine neuarpigtte tGberimpft wurde. Um
Kontaminationen vorzubeugen, geschah dies unteiesteBedingungen (Sterilbank).
AnschlieBend wurden die Platten fir 24 Stunden of@erbzw. 120 Stunden

(anaerob/mikroaerophil) bei 37°C bebrutet.

3.2.2. Aufbereitung von Bakterien zur Konzentrationsbestimmung

Nach 24 Stunden Bebrutung bei Aerobiern und nacha&en bei Anaerobiern und
Mikroaerophilen wurden die Bakterienkulturen untéerwendung eines sterilen
Wattetupfers mit physiologischer Kochsalzlésungesopwemmt und die entstandene
Suspension in einem sterilen Plastikgefa3? gesammnfeischlielend wurde die
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Bakteriensuspension fir 10 Minuten bei 1000 RPM dMege) zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in 1 bis 2 ml TE-Puffsuspendiert, um anschliel3end die

Bakterienkonzentration photometrisch zu bestimmen.

3.2.3. Bestimmung der Bakterienkonzentration
3.2.3.1. Messung der optischen Dichte

Die Messung der Of, fur die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit emne
Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) beteWellenlange von 600 nm. In
einer Plastik-Einwegkuvette wurden 10 pl der Baktesuspension in 990 ul Aqua dest.
suspendiert und gut gemischt. AnschlieRend wurdeogiische Dichte als Mittelwert

aus 2 Einzelmessungen ermittelt.

3.2.3.2. Ermittlung der Bakterienkonzentration

Aus der anhand des McFarland-Standards in dem mletéo einmalig erstellten
Eichkurve ergab sich zur Berechnung der Konzeomatier Bakteriensuspension aus

der OOy folgende Gleichung:
oD

Couep= T2 *10°* F
Susp 10392 Verd

Keime
[CSusp] = ml

Csusp— Konzentration der Bakteriensuspension
Fvera — Verdiinnungsfaktor (hier 100)

3.2.4. Aliquotierung

In 1,5 ml Eppendorf-GefalRen wurden 500 ul Aliqudes Bakteriensuspension mit
eingestellter Konzentration von 2KBE/mI portioniert, indem die Bakteriensuspension

in TE-Puffer entsprechend einer Dreisatzberechmgiter verdinnt wurde.
3.2.5. Inaktivierung der Bakterienaliquots

3.2.5.1. Hitze-Inaktivierung

Die Bakteriensuspensionen in einer Konzentratiom i@ KBE/ml wurden zur

Inaktivierung 10 Minuten bei 65°C auf einem Heiziddnkubiert. Keimpraparationen
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einer Charge wurden stets im gleichen Schritt inakt. Zur Kontrolle des

Inaktivierungserfolges wurden Proben ausplattied bebritet.

3.2.5.2. UV-Inaktivierung

200 pl Bakterienaliquots mit einer Konzentrationnvd@® KBE/ml wurden zur
Inaktivierung fur eine Stunde auf Eis mit UV-Licder Energie 9999 pJ bestrahlt.
Anschlieend wurden die Aliquots ausplattiert undntsprechend ihrer

Wachstumsanspriiche bebritet, um den Erfolg detitmaking zu Gberprufen.

3.2.6. Lagerung der Bakterienaliquots

Die nach 3.2.5.1. bzw. 3.2.5.2. inaktivierten, aditlerten Bakteriensuspensionen

wurden bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.7. Blutentnahme

Zur Gewinnung von menschlichem Vollblut wurde bendfreiwilligen Spendern in
ublicher Technik eine Venenpunktion vorgenommen:bdédawurde zuerst ein
Stauschlauch angelegt, dann die Punktionsstellgfatg mit Softasefit N (Braun,

Melsungen) desinfiziert. In eine sterile Injektispgtze wurden mit einer sterilen Nadel
5000 IE Heparin verbracht, anschlieRend wurden eaidigreicher Venenpunktion mit
einem VenofiX Punktionsbesteck (Braun, Melsungen) 10 ml Blutnemmen.

Schlie8lich wurde die Einmalspritze mit einer Irijeksnadel verschlossen und
geschwenkt um Heparin und Blut zu vermischen. Dischlieende Verwendung

erfolgte, wie in 3.2.8.1. beschrieben.

3.2.8. Inkubation der mikrobiellen Stimuli mit Vollblut
3.2.8.1. Durchfuhrung

Die Stimulation von humanem Vollblut wurde untegrgen Bedingungen in einer 96-
well Mikrotiterplatte mit Bakterien und anderenr8tili durchgefihrt.

Zuerst wurden hierfir in Eppendorf-Gefalen die S8kationslésungen vorbereitet,
indem die Bakterienaliquots und die anderen StinmuMedium (Stimulationsmedium
,Vollblut®) entsprechend verdinnt wurden. Die ur@pglich in die wells gegebene
Losung hatte hierbei eine dreifach hohere Konz&atrada es durch Zugabe von
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Medium und Vollblut im Anschluss zu einer 1:3 Vendiing kam. Als Positivkontrolle
dienteS. Minnesotd PS, als Negativkontrolle Medium ohne den Zusate®Stimulus.
AnschlieRend wurden entsprechend der Plattenbedegeweils 100 pl der dreifach
konzentrierten entsprechenden Stimulationslésurg viell pipettiert. Dabei wurden
jeweils zwei nebeneinander liegende wells mit désicgen Stimulus aus der gleichen
Losung befullt. Alternativ wurden Verdinnungsreiheie folgt hergestellt: Fur eine
1:10 Verdinnung wurden 110 ul Stimulus (statt dmmangegebenen 100 pl), fur eine
1:3 Verdinnung 150 pl Stimulus pro well vorgelefst. die wells, in denen die
Verdinnung stattfinden sollte, wurden 100 pul Mediongelegt. AnschlielRend wurden
aus dem mit Stimulus befillten well 10 bzw. 50 pilrdmmen und in das benachbarte
well pipettiert. Nach Durchmischen der Losung dumobhrmaliges Pipettieren wurden
anschlieBend erneut 10 bzw. 50 ul in das nachstelergehoben. Am Ende der
Verdinnungsreihe wurden 10 bzw. 50 ul entnommenwvwandiorfen, sodass in jedem
well 100 pul vorhanden waren.

Im Anschluss daran wurden mithilfe einer Mehrkaip@fe jeweils 140 pl Medium pro
well hinzu gegeben. Es erfolgte nun die Blutentn@ahmie unter 3.2.7. beschrieben.
Innerhalb von maximal 15 Minuten nach der Blutehtna wurden jeweils 60 pl des
entnommenen Blutes in jedes wgkgeben. Anschlieiend wurde die Mikrotiterplatte
abgedeckt und fiir 22 Stunden bei 37°C und 5% iGKubiert.

3.2.8.2. Uberstand-Gewinnung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden unter séerilBedingungen 200 pl der
Zellkulturiberstdnde der Stimulationsansatze entnem Die entnommenen
Uberstande wurden in einer Mikrotiterplatte versssen bei -20°C gelagert und
zeitnah mittels ELISA (siehe 3.2.11.2) hinsichtlicker Sekretion von Zytokinen

untersucht.

3.2.9. Untersuchung der Kinetik der Zytokinfreisetzung

Zur Bestimmung der Kinetik der Zytokinfreisetzungurden auf zwei 96-well
Mikrotiterplatten in horizontalen Reihen identiscBémulationsansatze aufgetragen.
Die Stimuli wurden auf eine Konzentration von®1RBE/ml in 240 pl pro well
eingestellt. Als Positivkontrolle dienteéS. Minnesota LPS (100 ng/ml), als
Negativkontrolle Medium ohne einen zugesetzten @tisn Anschliel3end wurden pro
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well 60 pl humanes, heparinisiertes Vollblut zudgegeund die Platten bei 37°C und
5% CQ inkubiert. In Zweistundenintervallen wurden die dodtande jeweils zweier
Spalten (Doppelbestimmung) entsprechend der unte2.8.3. beschriebenen
Vorgehensweise entnommen und bei -20°C zwischegedla wahrend die

Stimulationsplatte weiter inkubiert wurde. Es wurdasgesamt zwdlf Entnahmen der

Uberstande tber einen Zeitraum von 24 Stunden dafihrt.

3.2.10.Zellkultur und Zellstimulation

Mausperitonealmakrophagen wurden von der ArbeitggeuProf. Heeg (Marburg) zur
Verfigung gestellt. Inre Gewinnung erfolgte 3 Tageh Induktion durch Thioglykolat
mittels Peritoneallavage mit 10 ml eiskaltem PBSir Kultivierung wurden die
Peritonealmakrophagen in Zellkulturmedium suspenhdied bei 37°C und 5% COn
einer 20 ml Zellkulturflasche kultiviert.

Vor der Stimulation wurden die Zellen durch wiedstbs Aufziehen mit einer Pipette
mechanisch abgeldst und resuspendiert und in esti®iohrchen Ubertragen. Nach
Zentrifugation (5 min bei 1500RPM, Megafuge) wurder zellfreie Uberstand
verworfen und die sedimentierten Zellen in 2 mlliddturmedium resuspendiert. 10 pl
dieser Zellsuspension wurden im Verhaltnis 1:10 imypanblau gefarbt, um tote
Zellen mikroskopisch differenzieren zu kénnen. Angf3end wurde die Zellzahl in
einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Sofern déilfavitaler Zellen kleiner 10%
war, wurde die Zellsuspension weiterverwendet und Stimulation auf eine
Konzentration von 1,5 * 10 Zellen/ml eingestellt. In eine 96-well F-Typ
Zellkulturplatte wurden 100ul Stimulationslésungii@@lus verdinnt in Medium) pro
well gegeben bzw. Verdiunnungsreihen erstellt. AlsBbnd wurden zunachst 100 pl
der Zellsuspension, dann 100 pl Medium pro weldemg. Somit wurden 1,5 * %0
Zellen/well mit dem entsprechenden Stimulus fir&8nden bei 37°C und 5% GO
inkubiert. AnschlieRend wurden die zellfreien Ulhénsle gewonnen und die ThH

Konzentration wie in 3.2.11.2. beschrieben mitEI$SA bestimmt.
3.2.11.Zytokinbestimmung

3.2.11.1Versuchsanordung der durchgefiuihrten Sandwich-ELISA

Eine 96-well Polystyrol-Platte wurde zundchst mineen ,Coating“-Antikorper
beschichtet, der mit seineg-Region an die Platte band. Mit seingi-Region band er
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spezifisch an ein Epitop des zu bestimmenden Ansig&ichtgebundene Capture-
Antikorper wurden mit PBS 0,05% Tween 20 ausgewasaind die Platte mit PBS +
10% FCS geblockt, um unspezifische Bindungssteldzusattigen. Nach dem
Waschen mit PBS 0,05% Tween 20 wurden die Probewn beren Verdinnungen
aufgetragen und konnten an den plattengebundengktArer binden. Zur Erstellung
einer Standardkurve wurde gleichzeitig eine Verdingsreihe mithilfe einer
Antigenprobe bekannter Konzentration erstellt. Atis€end wurde ein biotinylierter
.Detection“-Antikérper hinzu gegeben, der mit seifgy,Region ein anderes Epitop
des Antigens spezifisch band. Nach Zugabe dest8tidm-HRP-Konjugat band dieser
an den Biotinrest des ,Detection“-Antikdrpers uras dubstrat (1,2-0-Phenylendiamin-
Dihydrochlorid, OPD) der Reaktion wurde hinzu gegrebNach einem definierten
Zeitintervall wurde die Reaktion mit einmolarer 8efelsaure durch Denaturierung des
Enzyms gestoppt. In einer photometrischen Absamptitessung lieRen sich nun die
Extinktionen messen, die anhand der erstellten daralkurve bestimmten

Konzentrationen zugeordnet werden konnten.

3.2.11.2. Durchflhrung des Sandwich-ELISA

FiUr die Bestimmung der Zytokin-Konzentration wurdegstkits OptEIA™ der Firma

BD Biosciences, San Diego, USA exakt nach Protakedl Herstellers verwendet.

A) ,Coating“

Der ,Coating“-Antikorper wurde entsprechend dem dtgterprotokoll in dem
jeweiligen ,Coating“-Puffer verdiinnt. In jedes wdkr Mikrotiterplatte wurden 100 pl
der Antikorperldsung pipettiert und abgedeckt B&T 4iber Nacht inkubiert. Nach 24
Stunden wurde die Platte dreimal mit je 200 pl PE¥%% Tween 20 gewaschen.

B) ,Blocking®

Unmittelbar nach dem Waschen wurden 200 pl PBS% ECS in jedes well gegeben
und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.chhis3end wurde die Platte erneut
dreimal mit je 200 ul PBS 0,05% Tween 20 gewaschen.

C) Proben- und Standardauftrag

Alle Proben- und Standardauftrdge erfolgten als @@tigestimmung. Der Standard
wurde nach Herstellerangabe gel6st und bei -80tDatiert gelagert. Zur Verwendung

erfolgte die (zuvor berechnete) Verdinnung in PBS16% FCS. Aus dieser
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Standardldosung wurde anschlieRend eine 1:2 Verdigsneihe erstellt, wobei sowohl
fur Proben als auch den Standard jeweils 100 piyalbaufgetragen wurden.

Der Proben- bzw. Standardauftrag wurde fur 2 Storitee Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend finfmal mit PBS 0,05% Tween 20ageten.

D) ,Detecting”

Der biotinylierte ,Detection*-Antikdrper mit dem ®fptavidin-gekoppelten Enzym
wurden entsprechend den Herstellerangaben verdinantO0ul dieser Lésung pro well
hinzu gegeben. Nach einer einstiindigen Inkubatien Reumtemperatur wurde die
Platte siebenmal mit PBS 0,05% Tween 20 gewaschen.

E) Zugabe des Substrates

Das Substrat in Tablettenform wurde in 11 ml PB®itheschitzt gelést und davon
anschlieBend je 100 ul pro well auf die Platte bege Abgedeckt wurde die
Mikrotiterplatte fur 20 Minuten bei Raumtemperatumkubiert. Dabei kam es bei
positivem Zytokinnachweis zu einer Farbung der Ingsu Nach Ablauf der

Inkubationszeit wurden 50 pl 1M Schwefelsdure ideg well pipettiert, um die

Reaktion (durch Denaturation des Enzyms) zu stappen

F) Messung und Auswertung

Die Messung erfolgte in einem ELISA-Reader (CRX idplate Reader, Dynatech,
Guernsey, GB) bei einer Wellenlange von 490 nm g&$® nm Referenzwellenlange.
Die anschlielende Auswertung, Erstellen der Stalkdave und Berechnung der
Zytokinkonzentrationen wurden mit der Software ,Byn Revelation G3.2¢

vorgenommen. Die Verdiunnungsstufen der Proben evuid der anschlielRenden

Datenauswertung manuell eingerechnet.

3.2.12.Plasmidpraparation

Mit Hilfe des One Shot™ TOP10 Kit, Invitrogen wurdg. coli Bakterien entsprechend
den Angaben des Herstellers mit rekombinanten Riesm(siehe 3.1.8.) transformiert
und anschlieBend Uber Nacht bei 37°C auf AmpieMgar inkubiert. Zur
Plasmidvermehrung wurden je 2 bis 3 Kolonien dandformierten Bakterien unter
Anwesenheit von Ampicillin (100 pg/ml) in LB-Mediurangezichtet. AnschlieRend
erfolgte die Zentrifugation fir 15min bei 4000 RRMegafuge) und die Aufreinigung
des Plasmids mithilfe des HiSpeed Maxi-Kits, Qiagenau nach Herstellerangaben.
Anschlie3end erfolgte die photometrische BestimmadeigKonzentration und Reinheit
der aufgereinigten Plasmid-DNA; die Lagerung ett®lgei -20°C.
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3.2.13.Transiente Transfektion
3.2.13.1 Reportergenassay

Im Reportergenassay wurden die Zellen zusatzlicheruRezeptor-Fluoreszensprotein-
Plasmiden mit einem NB-Luziferase-Reporterplasmid transfiziert. Dabeir vaas

Luziferase-Gen unter Kontrolle von NB-abhangigen Elementen. Erfolgte nach
Transfektion und Stimulation eine NB-Aktivierung, so wurde das Protein Luziferase
gebildet, dessen Aktivitdt mithilfe des Umsatzesesi Chemilumineszens-Substrates

gemessen und quantifiziert werden konnte.

3.2.13.2Transiente Transfektion von HEK-293 Zellen

Die Kultivierung von HEK-293 Zellen erfolgte in 2&ell Zellkulturplatten bei 37°C
und 5% CQ bis zur Transfektion. Dazu wurden die Zellen durSpilen mit
Zellkulturmedium mechanisch gelést und resuspehdiedie anschliel3ende
Zentrifugation erfolgte fur 10 Minuten bei 1500 RPWegafuge), der zellfreie
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in PBS agshen. Es erfolgte die
Bestimmung der Zellzahl wie unter 3.2.10 beschnel®nschlie3end wurden in einer
24 well Zellkulturplatte pro well 2,5 * £zellen pro well in 0,5 ml Antibotika-freiem
Zellkulturmedium ausgesét und Gber Nacht bei 3ME€ 206 CQ kultiviert.
AnschlielRend erfolgte die Transfektion mithilfe ddspofectamin 2000 Kits
entsprechend den Herstellerangaben. Dabei wurdep@des Plasmidkonstruktes und
2 ul Lipofectamin eingesetzt. Es erfolgte die In&titin bei 37°C und 5% COur 24
Stunden. AnschlieRend konnte durch Floureszenzddkapie die Transfektions-

effizienz abgeschatzt werden.

3.2.13.3 Stimulation transient transfizierter HEK-293 Zellen

Die transfizierten Zellen wurden mit verschiederg&timuli (10 KBE/ml Bakterien)
inkubiert. Dabei wurden in einer 24-well Zellkulplatte 2,5 * 18 Zellen pro well
eingesetzt und fur 6 Stunden bei 37°C und 5% §tnuliert.
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3.2.13.4Reportergen-Messung

Nach 6 Stunden Inkubation wurde unter Verwendurg ldecLite Kit (Packard) die
Chemilumineszenz des NB-Luziferase Reporters entsprechend den Angaben des

Herstellers mittels TopCount NXT (Packard) bestimmt

3.2.14.Ergebnisauswertung

Bei der Auswertung der ELISAs wurden alle Werte Mistelwert aus 2 Messwerten

berechnet.

Um eine Ubersichtlichere und besser vergleichbarafisghe Darstellung der
gemessenen Werte zu ermdglichen, sowie um eine idamy der interindividuellen
Spendervarianz zu erreichen, wurde der Messwarhalestimulation mit 100 ng/ml S-
LPS erreicht wurde, als Referenz auf 1 bzw. 100%e@¢. Alle anderen Werte wurden
zu diesem Referenzwert ins Verhaltnis gesetzt Us@@zentwert wiedergegeben. Die

Berechnung erfolgte mit Microsoft Excel.

Fur die Darstellung von Streuungen wurden MittetwB8tandardabweichung (SD) und
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) mithilfe vdticrosoft Excel und Systat
SigmaPlot V9.0 berechnet und grafisch aufbereitet.
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4. Ergebnisse

4.1. Testsystem

Hitzeinaktivierte Bakterien wurden zur Stimulatiomit menschlichem Vollblut

inkubiert, anschlieRend wurden die sezerniertewkige in den Uberstanden bestimmt.
Zunachst sollte die thermische Inaktiverungsmethadié einer anderen, nicht-
thermischen verglichen werden, um auszuschliel3ass theobachtete Effekte durch
unterschiedliche Thermoresistenz bakterieller Bettle bedingt waren.

4.1.1. Vergleich verschiedener Bakterieninaktivierungsarén

4.1.1.1. Vergleich der IL-8-Freisetzung nach Stimulation mit hitzeinaktivierten

und UV-inaktivierten Bakterien

In Grafik 1 ist die Produktion von Interleukin 8 rgéeichend nach Stimulation mit
hitzeinaktivierten oder UV-inaktivierten Bakterietiargestellt. Als Positivkontrolle
wurde LPS in der Konzentration 100 ng/ml einges@mt erreichte Stimulation wurde
als 100% gesetzt. Medium ohne Stimulus zeigte siler geringe Stimulation der
Zytokinproduktion (Negativ-Kontrolle).

Wahrend sich bei den Gram-positiven Bakterienafenmicros keine Stimulation

zeigte, bewirktenS. aureusund S. intermediusine schwache Interleukinproduktion,
wobei keine deutlichen Unterschiede zwischen deersohiedlich inaktivierten Stimuli

zu erkennen waren. Das Gram-negative BakterdNinmucosainduzierte eine starke
Produktion von IL-8. Auch hier war kein relevantddnterschied zwischen
hitzeinaktivierten und UV-inaktivierten Erregerrkennbar.

Es wurde daher davon ausgegangen, dass die Walmalgivierungsmethode keinen

Einfluss auf die Freisetzung von Interleukin 8 diudte eingesetzten Stimuli hatte.

4.1.1.2. Vergleich der TNFea-Freisetzung nach Stimulation mit hitzeinaktivierten

und UV-inaktivierten Bakterien

Die Produktion von TN& nach Stimulation mit hitze- bzw. UV-inaktivierten
Bakterienproben ist in Grafik 2 dargestellt. Esgieisich flurP. microseine Sekretion
von TNFa, die etwa einem Drittel der Positivkontrolle emtsgh, jedoch nur wenn mit

UV-inaktivierten Bakterien stimuliert wurde, wahoekeine Stimulation beim Einsatz
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von hitzeinaktivierten Bakterien zu beobachten \iae. TNFo-Produktion nach Zugabe
von S. aureuslag unabhangig von der Inaktivierungsart bei aendth 30% der
Positivkontrolle.S. intermediusnduzierte keine TNé Produktion. Durch den Einsatz
von N. mucosdiel} sich die Bildung von TNEgut stimulieren, wobei unabhangig von
der Inaktivierungsart Werte von ca. zwei Drittekr € ositivkontrolle erreicht wurden.
Aufgrund der ahnlichen Stimulationswirkung kann lauéir TNFe von einer
Unabhangigkeit der Stimulationswirkung von der bnakrungsmethode ausgegangen
werden. LediglichP. micros zeigte stark unterschiedliche Werte zwischen leide
Inaktivierungsmethoden, wobei als Ursache hierfinuklaren bleibt ob es sich um eine
Besonderheit dieses Gram-positiven Keims oder umereFehler handelf. micros
zeigte jedoch in anderen Versuchen ein schwachukttives Potential, das denen
anderer Gram-positiver Bakterien entsprach und Stenulation TLR-transfizierter
HEK-Zellen eine deutliche Stimulation via TLR2, wagegen eine thermische
Inaktivierung immunstimulatorischer Bakterienbestaie sprach. Die Ubrigen
eingesetzten Gram-positiven Bakterien zeigten afigaron der Inaktivierungsmethode

keine Unterschiede

4.1.2. Variabilitdt durch Einsatz von Vollblut verschiedener Spender

Die Grafiken 3.1 bis 3.3 zeigen die Ergebnisse &bmulation von Vollblut
verschiedener Spender (n=6) mit unterschiedlichémuli. Insgesamt wurden 3
Versuche mit jeweils 4 bzw. 6 Spendern durchgefibwdvon einer stellvertretend
dargestellt ist. Die Streuung der Messwerte isgjelstellt durch Mittelwerte und SEM.
Neben einer geringen Streubreite der Ergebnisserkstnnbar, dass nach Stimulation
mit Gram-positiven Bakterien die Freisetzung vor8limehr als fiinfmal héher lag als
die gemessene Menge an TdNfGrafik 3.1). Durch den Einsatz von Gram-negativen
Bakterien lie3 sich eine deutliche Sekretion vonFdNund IL-8 erreichen. Die
Produktion von IL-8, die durch den Einsatz vbn pneumosintes, E. colind P.
aeruginosaerreicht wurde, lag deutlich Gber der Menge arB]lwelche durch 100
ng/ml LPS freigesetzt wurde und als 100% normiartde. Die Menge an TNFnach
Stimulation mit einer dieser drei Bakterienartemsprach hingegen dem Wert fir 100
ng/ml LPS. Im Gegensatz dazu bewirkte die Stimaatmit P. gingivalis keine
Freisetzung von TNdund lediglich eine geringe Produktion von IL-8dureigte somit
ein Verhalten, welches von dem anderer Gram-negraBakterien abwich und dem von
Gram-positiven entsprach. Die Streuung der Messweatr gering (siehe Grafik 3.2).
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Die Positivkontrolle S-LPS in einer Konzentratioonv100 ng/ml wurde 100% gesetzt,
in Relation hierzu zeigte LTA eine etwas starkerduktion von IL-8, jedoch keine
Induktion von TNF. LPS vonP. gingivalis fuhrte ebenso nicht zu einer T
Freisetzung und bewirkte eine Induktion von IL-& dirca der Halfte der von S-LPS
freigesetzten Menge entsprach. Die NegativkontrMiedium setzte keine relevante
Menge TNFe oder IL-8 frei. Die Streubreite der Messwerte fifA, Pg-LPS und
Medium war gering (siehe Grafik 3.3).

Die Grafiken 3.4 und 3.5 zeigen die Streuung ditiven Stimulationsergebnisse der
sechs Probanden in Abhangigkeit vom verwendetemuBis. Diese Abbildung
verdeutlicht, dass der Trend der Antwort auf di@egesetzten Stimuli auch bei

Verwendungen von Vollblut unterschiedlicher Speraleheitlich war.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse (vgl. Zusafasseing 1), dass sich die
Freisetzung von TNk und IL-8 bei Stimulation mit Gram-positiven und aBr-
negativen Bakterien wie folgt unterscheidet: Graggative Bakterien bewirken ebenso
wie das PAMP LPS eine deutliche Freisetzung von d’NRd IL-8. Hingegen zeigen
Gram-positive Bakterien insgesamt eine geringem®kyfreisetzung, wobei wie auch
bei LTA die Menge an freigesetztem T&Behr viel geringer war als die von IL-8.
Interessanterweise zeigt das Gram-negative BakteRu gingivalisund dessen LPS
ebenso dieses Verhalten einer deutlich hdheren IEf8isetzung, sodass das

Stimulationsverhalten dem eines Gram-positiven &akins ahnelt.

Zusammenfassung 1

Bakterium Gram- PAMP Zytokinfreisetzung
Dp, Ec, Pyo Negativ LPS TN IL-8
Am, Sa Positiv LTA TNl < IL-8
Pg Negativ Pg-LPS TNF< IL-8

4.1.3. Kinetik der Zytokinfreisetzung

Mithilfe einer Bestimmung des Verlaufes der Zytdk@msetzung sollte untersucht
werden, inwieweit der Zeitpunkt der Uberstandentmamach 22 Stunden geeignet war,
um die Zytokinfreisetzung zu erfassen. Hierzu wardeie unter 3.2.9. beschrieben,
Uber 24 Stunden Messwerte einer Stimulation erholpgtem im Abstand von 2
Stunden Zytokinbestimmungen durchgefihrt wurden.
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4.1.3.1. Zeitlicher Verlauf der Freisetzung von TNFu

Grafik 4.1 zeigt den Verlauf der Freisetzung vonFaNach Stimulation mit den Gram-
positiven BakterienA. meyeriund P. micros.Bei beiden Bakterien liel3 sich keine
signifikante Freisetzung von TNMeobachten.

Die in Grafik 4.2 dargestellten Werte fir die Stlation mit Gram-negativen Bakterien
zeigen farD. pneumosintes, C. rectusndE. coli ahnliche Ergebnisse: In den ersten 12
bis 14 Stunden der Stimulation wurden die groRteenddn an TNé& produziert,
wahrend sich im weiteren Verlauf die Konzentratmmsahme abschwéachte und
schlie3lich stagniert®. pneumosintemduzierte im Vergleich die starkste Bildung von
TNFa mit Werten bis zu 3000 pg/miC. rectusund E. coli zeigten ahnliches
Stimulationsverhalten und erreichten Werte bis @02pg/ml.P. gingivalishingegen
zeigte eine konstant niedrige Produktion von @&NMEn gesamten Verlauf der
Stimulation.

Die durchgefihrte Positivkontrolle mit S-LPS 100/mb zeigte, wie in Grafik 4.3
dargestellt, eine starke Induktion von Tdkvobei die Freisetzung innerhalb der ersten
14 Stunden kontinuierlich bis auf Konzentration&eri2000 pg/ml anstieg, danach war
keine relevante Erhdohung der gebildeten &MNWenge mehr zu detektieren. Das als
Negativkontrolle eingesetzte Medium ohne Stimulesgte keine Stimulation der
Freisetzung von TNE& In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen hitzeivadder P.
gingivalis Bakterien lie3 sich durch Stimulation mit LPS vén gingivalis keine
Freisetzung von TNk erreichen. LTA bewirkte als Stimulus eine méRigeisetzung
von TNFa bis zu 700 pg/ml, die ein Maximum nach 8 Stundereiehte und

anschlieRend relativ konstant blieb.

4.1.3.2. Zeitlicher Verlauf der Freisetzung von IL-8

Die Menge an freigesetztem IL-8 entsprach in alemsuchen einem Vielfachen der
TNFa-Produktion. Grafik 5.1 zeigt, dass nach Stimulatioit A. meyeribis zu 1300
pg/ml IL-8 induziert wurden, wobei das Maximum nddh Stunden erreicht wurde. Im
Gegensatz dazu konnte durch den EinsatzR:amicrostuber den gesamten Zeitverlauf
keine Freisetzung von IL-8 erreicht werden.

In Grafik 5.2 zeigt sich das &hnliche Stimulatiootgmtial vonD. pneumosintes, C.
rectus und E. coli In den ersten 14 Stunden wurde eine starke Zuealder

Gesamtmenge an IL-8 gemessen, die sich in der rfdkge Zeit reduzierte. Dabel
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erreichten alle drei Gram-negativen Werte Uber 06p@/ml. P. gingivaliszeigte im
Vergleich dazu eine geringere Zunahme der gebiddbtenge an Zytokin sowie eine
insgesamt geringere Konzentration von circa 800thpiterleukin 8.

Die in Grafik 5.3 dargestellten Kontrollstimuli edgen fir die Negativkontrolle von
Medium ohne zusatzlichen Stimulus keine relevantégduBg von IL-8. Die
Positivkontrolle S-LPS in einer Konzentration vo®0lng/ml zeigte die starkste
Freisetzung von IL-8 in der ersten Halfte der Statian, wobei letztendlich
Konzentrationen von 10000 pg/ml erreicht wurden.s O&PS von P. gingivalis
stimulierte eine deutlich geringere Produktion desessenen Zytokins von maximal
2000 pg/ml. Die insgesamt gréf3ten Mengen an Intkne8 waren nach Stimulation
mit LTA messbar. Hier zeigte sich eine starke Zumalder Konzentration von IL-8 in

der zweiten Hélfte der Stimulation auf den Maximattwon 19000 pg/ml.

4.1.3.3. Zusammenfassung des Verlaufs der Zytokinfreisetzung

Zusammenfassend zeigte sich sowohl fur die Freiagtzon TNk als auch fur die von
IL-8, dass eine Zytokinbestimmung nach 22 Stundexeigmet war, um die
Stimulationseffekte der eingesetzten Bakterien assen, denn entweder zeigten die
Stimuli konstant keine Zytokinfreisetzung oder agggten bei 22 Stunden eine deutlich
nachweisbare Zytokinproduktion.

Durch Stimulation mit Gram-negativen Bakterien wemd gréRere Mengen an
Zytokinen freigesetzt als dies beim Einsatz vonnGpositiven Bakterien der Fall war.
Wie in Zusammenfassung 2 dargestellt, zeigten Gragative Bakterien und deren
Zellwandbestandteil LPS sowohl eine Freisetzung Vblra als auch von IL-8. Im
Gegensatz hierzu zeigten Gram-positive Bakterieth WPA eine Freisetzung von IL-8
bei sehr geringer TNESekretion. Wiederum zeigte. gingivalisund dessen LPS ein
abweichendes Muster der Zytokinfreisetzung, was gem Gram-positiven Bakterien

dhnelte.

Zusammenfassung 2

Bakterium Gram- PAMP Zytokinfreisetzung
Dp, Cr, Ec Negativ LPS TN+ IL-8

Am Positiv LTA TNFo < IL-8

Pg Negativ Pg-LPS TNF< IL-8

Pm Positiv -/-
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4.2. Zytokinfreisetzung nach Stimulation von humanem Vadblut mit Bakterien
und PAMPs

Nach Stimulation mit Gram-positiven Bakterien wurdevie in Grafik 6.1 abgebildet,
deutlich geringere Mengen TNFals IL-8 gebildet. Wahrend\. odontolyticus, A.
meyeri, P. micros, P. asaccharolyticus, S. sangud S. intermediukeine relevante
Produktion von TNE induzierten, wurden nach Stimulation mi. aureus
durchschnittlich 400 pg/ml bzw. bé&. faecalis600 pg/ml TNk gebildet. Geringe
Mengen IL-8 unter 500 pg/ml wurden dur¢h odontolyticus, S. sanguisnd S.
intermediusgebildet.A. meyeriinduzierte eine durchschnittliche Freisetzung eona
850pg/ml undS. aureuscirca 1600 pg/miDie hochste Konzentration an freigesetztem
IL-8 bewirkten mitjeweils 2100 pg/mP. asaccharolyticusndE. faecalis

Grafik 6.2 zeigt, dass auch bei Stimulation mit iGnaegativen Erregern die gebildete
Menge von IL-8 einem Vielfachen der ThHMenge entsprach. Die Gruppe der Gram-
negativen Anaerobier zeigte ein heterogenes Stitonkverhalten:P. gingivalis
induzierte wie auchr. nucleatumnur geringe Mengen TN¥ Interleukin 8 war nach
Stimulation durch P. gingivalis in einer Konzentration von circa 2300 pg/ml
nachweisbar, bdt. nucleatum waren dies 3400 pg/nid. pneumosintekonnte mit ca.
7500 pg/ml IL-8 mehr als das Doppelte dieses Weirdsizieren, ebenso war die
gemessene Konzentration an Ti\HRit 1500 pg/ml vergleichsweise hodh.intermedia
bewirkte hingegen weder eine relevante Freisetauomg TNFa, noch von IL-8.A.
actinomycetemcommitanseeinflusste die Freisetzung von TdNEnd IL-8 deutlich
schwacher als die Ubrigen mikroaerophilen Bakte@®nrectusund E. corrodens
Letzteres bewirkte eine Freisetzung von rund 11§@pTNFa und 8000 pg/ml IL-8.
C. rectuserreichte mit 1000 pg/ml einen ahnlichen Wert, rikenaber nur 60% der
Freisetzung von IL-8 durck. corrodensbewirken. In der Gruppe der Neisserien zeigte
sich ein homogeneres BiltN. mucosaund N. perflavabedingten mit 1000 pg/ml die
Bildung aquivalenter Mengen TNF N. flavescensstimulierte diesbeziiglich eine
Freisetzung von 1700 pg/ml. Im Bezug auf IL-8 zengtl. mucosamit 4200 pg/ml und
N. flavescensnit 4000 pg/ml Ahnlichkeit, wovon sicN. perflavamit der 1,5fachen
Menge von 6000 pg/ml unterschied. [Eaterobacteriaceae E. colind S. Minnesota
bewirkten die Freisetzung von 1700 bzw. 1800 pg/Bik erreichten Mengen an

ausgeschiuttetem IL-8 waren um den Faktor 4 hoher.Hochste Konzentration an
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freigesetztem IL-8 erreichtB. aeruginosamit 8500 pg/ml, wobei die Messung von
TNFa eine Konzentration von ungefahr 1000 pg/ml ergab.

Grafik 6.3 zeigt, dass die Negativkontrolle Mediwmder eine Ausschittung von THF
noch von IL-8 bewirkte. Die Positivkontrolle S-L®®&dingte die Freisetzung von circa
1200 pg/ml TNk, die gleichzeitig gemessene Konzentration von Illa§ bei 5800
pg/ml fast funffach hoher. Stimulation nft gingivalisLPS zeigte eine Freisetzung
von circa 1700 pg/ml IL-8, TNk war in Gegensatz dazu nur in geringen Mengen
nachweisbar. Auch nach Stimulation mit LTA lieBhskeine deutliche Konzentration
von TNFa messen, jedoch wurden gleichzeitig mit 6400 pdlo8 Werte gemessen,
die die Positivkontrolle S-LPS Ubertrafen.

Zusammenfassend konnten folgende Ergebnisse gedamerden: Im Allgemeinen
war die Freisetzung von IL-8 bei Stimulation vonnfanem Vollblut gro3er als
diejenige von TNE. Dabei bewirkten Gram-negative Bakterien im Allgenen
deutlich starkere Zytokinfreisetzungen als Gramipa@s Bakterien. Die eingesetzten
Gram-negativen Bakterien und LPS bedingten einéséming von IL-8 und TNk
hingegen war nach Stimulation mit Gram-positiverktBaen TNF. nur in auf3erst
geringen und IL-8 in um ein Vielfaches hoheren Kemtrationen zu messe8. aureus
und E. faecalisunterschieden sich hierbei von den anderen Grasiingen Bakterien,
da bei ihnen eine relevante TéHFreisetzung zu messen war.

Wie bereits in anderen Versuchen beobachtet, Beigtngivalisund das dazugehorige
LPS ein Zytokinfreisetzungsmuster, das dem von Guasitiven Bakterien glich.
Erstaunlicherweise konnte dies ebenfallsfheiucleatunbeobachtet werden.

Fur die BakterierP. intermediaund A. actinomycetemcommitafGram-positiv) sowie
P. micros S. sanguisS. intermediusind A. odontolyticugGram-negativ) liel3en sich

keine Zytokinfreisetzungen beobachten.

Zusammenfassung 3

Bakterium Gram- PAMP Zytokinfreisetzung
Dp, Cr, Ecorr, Nm, Nf, Np, Ec, Sm, Pyo Negativ LPS TNFa + IL-8
Sa, Ef Positiv LTA TNk + IL-8
Am, Pa Positiv LTA TNk < IL-8
Pg Negativ Pg-LPS TNé&< IL-8
Fn Negativ TNF < IL-8
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4.3.  Betrachtung der Zytokinfreisetzung in Relation zumReferenzstimulus

In Relation zu dem Referenzstimulus 100 ng/ml S-SRt sich in Grafik 7.1 und 7.2
dar, dassA. odontolyticus, P. micros, S. sanguisd S. intermediusin sehr geringes
Stimulationsverhalten zeigten, welches unter eingshntel des S-LPS-Wertes lag.
Dabei waren fur die ersten drei der genannten Keéienee Unterschiede zwischen der
Produktion von TNE und IL-8 erkennbar. BefS. intermediuszeigte sich eine
Produktion von TNE Kleiner 2%, IL-8 wurde mit knapp 10% der S-LPS-Aott
gemessen. Aucl. meyeriund P. asaccharolyticubewirkten keine Freisetzung von
TNFa, jedoch wurde durchA. meyeriein Finftel und durcPR. asaccharolyticusa. 60%
der Menge an IL-8 gebildet, die durch den Referemzsus erreicht werden konnte. Im
Gegensatz dazu zeigten die beiden AeroBieaureusund E. faecalissowohl eine
messbare Produktion von ThFals auch von IL-8. Die fur TNF erreichten Werte
lagen dabei fUr beide Bakterien knapp Uber einemftél) die fir IL-8 gemessenen
Werte bei circa einem Drittel des Referenzwertes.

Die Stimulation mit dem Gram-negativen Bakteriubh gingivalis bewirkte im
Vergleich zum Referenzstimulus S-LPS eine Freisggaton 10% fur TNE und 50%
fur IL-8. Ein &hnliches Bild zeigté. nucleatumwelches 18% fiir TN& und 78% fir
IL-8 erreichte.P. intermediavermochte weder im Bezug auf TWRoch auf IL-8 eine
relevante Sekretion zu bewirken. Als viertes Bautarin der Gruppe der Gram-
negativen Anaerobier riefD. pneumosintegine IL-8 Produktion hervor, die knapp
Uber dem durch den Einsatz von S-LPS erreichtert 1&@r Die freigesetzte Menge an
TNFa nach Stimulation mit diesem Bakterium erreichtgasadas 2,5fache des Wertes
fur den Standardstimulus. Der mikroaerophile Erref§e actinomycetemcommitans
zeigte eine Freisetzung von 17% der TNF- bzw. 1&¥lld-8-Menge. DurclC. rectus
wurde eine Menge an IL-8 freigesetzt, die der Memgeh Stimulation mit dem
Standardstimulus entsprach, wohingegen bezogenTalHo die 1,4fache Menge
freigesetzt wurdek. corrodenserreichte das 1,3fache der IL-8 Konzentration bdas
2,2fache der TNé&Konzentration, welche nach Stimulation mit 100 mig/S-LPS
gemessen wurde. Die Gruppe der Neisserien zeigthwag eine hohere relative 1L-8-
als TNFa-Produktion. Dabei bildeteN. mucosa, N. flavescensd N. perflavarund
50%, 90% bzw. 100% des durch S-LPS induzierten mtgswertes flr TNé&, im
Vergleich zum IL-8-Ergebnis erreichten sie in degy.dReihenfolge 90%, 100% bzw.

120%. E. coli, S. Minnesotaund P. aeruginosakonnten eine gegeniber dem
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Referenzstimulus leicht hohere Produktion von lle@eichen. TNE wurde nach
Stimulation mit E. coli in einer 2,2fach héheren Konzentration gebildet @dsh
Stimulation mit 100 ng/ml S-LPS. Minnesoteerreichte das Doppelte dieses Wertes,
wahrendP. aeruginosalie Bildung der 1,5fachen Menge an TaNlBewirkte.

Die gemessene Menge an TiNBzw. IL-8 nach Stimulation mit 100 ng/ml S-LPS
wurde zur besseren Vergleichbarkeit als Refererzaudr100% normiert (siehe Grafik
7.5 und 7.6). Die Negativkontrolle Medium ohne zgjeten Stimulus bedingte keine
Zytokinfreisetzung. Auch nach Stimulation mit LTAv. mit LPS vonP. gingivalis
jeweils in einer Konzentration von 10pg/ml, warreerelevante Freisetzung von TiNF
zu beobachten. Jedoch zeigte LTA eine Stimulaté@dngkeit im Bezug auf die
Freisetzung von IL-8, die diejenige durch S-LPSHeitbertraf. Das LPS voR.

gingivaliserreichte circa 40% des IL-8 Referenzwertes.

Zusammenfassend zeigten verschieden Bakterien geiffe Unterschiede in der
Freisetzung von Zytokinen bei Stimulation von husran Vollblut. Wie in
Zusammenfassung 4 dargestellt, zeigte sich bei Moamg auf S-LPS folgendes Bild:
Bei Stimulation mit Gram-positiven Bakterien und A'konnten gleiche oder hdhere
Freisetzungen von IL-8 als von Thilbeobachtet werden. Ausnahmen hierbei wéen
micros und S. sanguiswelche insgesamt sehr geringe Stimulation zeigtingegen
zeigten Gram-negative Bakterien ein umgekehrtes: Biler Gbertrafen die gemessenen
TNFa-Konzentrationen die von IL-8 (bei Neisserien wurdgleiche Mengen
freigesetzt). Auffallig abweichend hiervon zeigtdie Gram-negativen Bakterie.
gingivalis und F. nucleatumein Muster, das dem von Gram-positiven Bakterien
entsprach (TNé& < IL-8).

Zusammenfassung 4

Bakterium Gram- PAMP Zytokinfreisetzung
Ao, Am, Pa, Si, Sa, Ef Positiv LTA TN IL-8
Dp, Cr, Ecorr, Ec, Sm, Pyo Negativ LPS TNFo. > IL-8
Nm, Nf, Np Negativ TNE~=IL-8
Pg Negativ Pg-LPS TNé&< IL-8
Fn Negativ TNF < IL-8
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4.4, Stimulation von transient mit TLR-Plasmiden transfizierten Zellen

Die bisher dargestellten Befunde zeigen, dass zimeneGram-positive und Gram-
negative Bakterien Unterschiede bei der Sekretmn™Fo und IL-8, insbesondere im
Hinblick auf das Verhaltnis beider Zytokine, aufaem. Zum anderen zeigten einige
Gram-negative BakterierP( gingivalis, F. nucleatujreinen Stimulationseffekt, wie er
bei Gram-positiven Bakterien zu beobachten war.wksde postuliert, dass Gram-
negative Bakterien durch LPS vor allem TLR4 stirxdn, wahrend das LTA Gram-
positiver Bakterien TLR2 stimuliert. Ob dies auah dnterschiedlichen Zytokinmuster
bedingte sollte anhand isolierter Rezeptoraktingrum folgen Versuch gepruft
werden. Dazu wurden HEK-293-Zellen, welche endogeme TLRs exprimieren
jedoch aufgrund der IL-1R-Expression uber das notiige Signaltransduktionssystem
verfugen, mit TLR2 bzw. TLR4 (+MD2 Kofaktor) tramakrt. Die Aktivierung wurde
Uber ein gleichzeitig transfiziertes NB-Reporterplasmid getestet. Dieser Ansatz
erlaubte die selektive Untersuchung der Kapazit@nGpositiver und Gram-negativer
Bakterien hinsichtlich der Stimulation von TLR2 uhdR4.

Grafik 8.1 und 8.2 zeigen vergleichend fur TLR2 udR4 die Induktion von NkB
nach Stimulation mit Gram-positiven Bakterien. Dabeigte sich allgemein in den
TLR2-transfizierten Zellen eine starkere Erhéhung WHB als in den Zellen, welche
mit TLR4 transfiziert worden warem. odontolyticuswelcher via TLR2 die NEB-
Freisetzung um den Faktor 8 steigerte, zeigte KeeéB-Erhohung bei Stimulation der
TLRA4-transfizierten Zellen. Ebenso zeigtknmeyeri, S. intermedius, S, aureusl E.
faecaliskeine Induktion von N&B bei Stimulation Gber TLR4, wobei diese Spezies
Uber TLR2 sehr wohl stimulierters. sanguiszeigte sowie TLR4- als auch TLR2-
vermittelt eine Induktion um den Faktor 2, wasdieg TLR2-abhangige Stimulation die
schwachste, fur die TLR4 jedoch die starkste Aktivhg war.

Im Vergleich der Grafiken 8.3 und 8.4 stellen silrthi verschiedene Muster dar, nach
denen sich die Erreger einordnen lassen: Die &gsippe, zu deP. gingivalisund A.
actinomycetemcommitamgehotren, bewirkte Gber TLR2 eine sehr starke Indoktles
NFkB um den Faktor 12 bzw. 9, wahrend diese via TLRAxHationsweg nicht zu
beobachten war. Die zweite Gruppe zeigte ledigiehinge Unterschiede beziglich des
Induktionsfaktors bei TLR2- bzw. TLR4-abhangigein&tlation. Zu dieser lie3en sich
D. pneumosintes, C. rectus, E. corrodemsl E. coli zuordnen. Die dritte Gruppe,
bestehend au®. aeruginosaals einzigem Vertreter, zeigte den deutlich héhmere
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Induktionsfaktor von 7,5 bei Stimulation Gber debRB-Signalweg, im Vergleich zu
2,4 bei den TLR2-transfizierten Zellen.

Beim Einsatz der Kontrollstimuli zeigte sich, dasg LPS keine Induktion der N«B-
Freisetzung durch Stimulation der TLR2-transfizgartZellen mdglich war, was
zugleich bestatigt, dass das eingesetzte LPS fyai Kontaminationen mit TLR2-
Liganden war. In Zellen, welche mit TLR4 transfiziavorden waren, zeigte sich
erwartungsgemal nach LPS-Stimulation eine Erhold@ndNFB-Aktivierung um den
Faktor 3,5. Im Gegensatz dazu zeigte das eingeséffA-Stimulans in TLR4-
transfizierten Zellen nur eine sehr schwache Indoktm den Faktor 1,4 in den mit
TLR2 transfizierten Zellen jedoch eine starke Enighum den Faktor 5,5. Das LPS
von P. gingivalis verhielt sich beim Einsatz als Stimulus fur diansfizierten HEK-
293-Zellen ahnlich der Lipoteichonsaure: In TLR2Afizierten Zellen erhdhte Pg-LPS
die NFB-Freisetzung deutlich auf das 4,5fache. Hingegagte sich tber TLR4 nur
eine schwache Induktion um den Faktor 1,5. Die Melgantrolle zeigte unabhangig

von der Art des transfizierten Rezeptors keine Rung der NkB-Freisetzung.

Wie in Zusammenfassung 5 dargestellt, lieRen satdbr Untersuchung transfizierter
HEK-293-Zellen wie in den vorangegangenen Versudheterschiede zwischen Gram-
positiven und Gram-negativen Bakterien beobachteram-positive Bakterien und
LTA zeigten grol3es stimulatives Potential in TLRecht aber in TLR4-transfizierten
Zellen. Die Gram-negativen Bakterien lieBen sich 3n Gruppen einteilen:D.
pneumosintes, C. rectus, E. corrodensd E. coli zeigten Aktivitat an beiden
RezeptorenP. aeruginosastimulierte starker via TLR4, wahredd gingivalisund A.
actinomycetemcommitangleutlich starker via TLR2 stimulierten. LTA und)-BPS

verhielten sich gleich, indem sie stark via TLR&uk via TLR4 stimulierten.

Zusammenfassung 5

Bakterium / PAMP Gram- TLR2-Stimulation TLR4-Stimul ation
Ao, Am, Pm, Pa, Si, Sa, Ef Positiv ++ bis +++ -

Pg, Aa Negativ F+ _

Dp, Cr, Ecorr, Ec Negativ + +

Pyo Negativ — ++

LTA Positiv ++ -

LPS Negativ — +

Pg-LPS Negativ ++ —
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4.5.  Stimulation von Mauszellen mit Toll-like Rezeptormuationen

Durch die Stimulation transfizierter HEK-293-Zelldnnten Unterschiede, wie sie
auch auf Zytokinebene bei Stimulation von humanewilblut zwischen Gram-

positiven und Gram-negativen Bakterien zu beobacktaren, gezeigt werden. Die
erhaltenen Ergebnisse sollten nun in einem weit&gstem bestéatigt werden. Des
Weiteren sollte, nachdem die Stimulation an TLR#& WihR4 untersucht wurde, geprift
werden, inwieweit das stimulative Potential Gransipeer und Gram-negativer
Bakterien von diesen beiden TLRs abhéangig ist. Deztden Mauszellen mit Defekten
von TLR2 bzw. TLR4 mit den Bakterien stimuliert urahschlieBend die TNF

Konzentration im Stimulationstiberstand bestimmt.

4.5.1. Peritonealmakrophagen TLR2-defizienter Mause

Nach Stimulation von Mausperitonealmakrophagen Baiterien und Kontrollstimuli
wurde die TNI-Sekretion gemessen. Diese lag bei Einsatz Grarativeg Bakterien
fur den Grol3teil der eingesetzten Keime deutlicarider geringen TNkFreisetzung,
welche nach Stimulation mit Gram-positiven Baktemaessbar war. Im Vergleich des
Stimulationsergebnisses von TLR2-knockout-Mausrellnd Wildtypzellen zeigten
unter den Gram-positiven Bakterien (Grafiken 9.4 Qr2)S. aureus, E. faecalisnd S.
intermediuseine reduzierte Freisetzung von TNk Zellen, welche nicht Uber einen
funktionsfahigen TLR2 verfugten. Bei den einges®iziGram-negativen Bakterien
(Grafiken 9.3 und 9.4) hingegen wurde fur die Mahizeine deutliche Konzentration
von TNFu im Bereich tUber 500 pg/ml gemessen. Deutlich geri@ Mengen wurden
nach Stimulation mitP. gingivalis, P. intermediaind A. actinomycetemcommitans
gemessenk. gingivalisundF. nucleatumzeigten in Zellen mit Rezeptormutation eine
deutliche Verringerung der TNFKonzentration, bei den anderen eingesetzten Gram-
negativen Bakterien war dies schwéacher oder nichtbeobachtenP. aeruginosa
bewirkte sogar eine hohere TdHFreisetzung in TLRZ Zellen. Der Einsatz von
PAMPs als Kontrollstimuli (Grafiken 9.5 und 9.6gab bei negativer Mediumantwort
nach Stimulation mi§. Minnesotd PS unabhangig von einer Affektion des TLR2 eine
gleichwertige Freisetzung von TMFHingegen war sowohl bei LPS véh gingivalis
als auch beim Einsatz von LTA die Konzentration vidéFo im Stimulationsansatz,
welcher TLRZ™ Zellen benutzte, deutlich niedriger als jene, Wwelnach Stimulation
von Wildtypzellen messbar war.
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4.5.2. Peritonealmakrophagen TLR4-mutierter C3H/HeJ-Zellen

Die Stimulation von TLR4-mutierten Mausperitoneakmgphagen mit Gram-positiven
Erregern (Grafiken 10.1 und 10.2) zeigte fir dieistem Arten keine relevante
Produktion von TNE. Allenfalls zeigteE. faecaliseine Freisetzung von TNFaus
C3H/HeJ-Zellen, welche die Menge an freigesetztetFal von Zellen ohne
Rezeptormutation Ubertraf. Im Vergleich hierzu wareach Stimulation mit Gram-
negativen Bakterien (Grafiken 10.3 und 10.4) hoh&kerte der TNE-Konzentration
messbar: Hierbei zeigte die Stimulation n@t rectus und D. pneumosintesei
Wildtypzellen eine Produktion von ca. 1200 pg/mlFoiN wohingegen bei C3H/HeJ-
Zellen kein TNl messbar war. Ebenso war bei TLR4-Mutation die deteung von
TNFa nach Stimulation miE. coli, E. corrodensund P. aeruginosaleutlich reduziert.
Ein abweichendes Stimulationsverhalten zeigfergingivalisund F. nucleatum bei
deren Einsatz sich die Freisetzung von aNFotz Rezeptormutation nicht bzw. nur
leicht reduzierteP. intermediaund A. actinomycetemcommitaeszielten keine TNé
Freisetzung. Beim Einsatz von aufgereinigtem LP8 Rogingivalis zeigte sich eine
gleichwertige Freisetzung von TMFaus Zellen mit TLR4-Mutation, wéhrend der
Einsatz vonS. MinnesotaLPS kein TNk im Ansatz mit TLR4-mutierten Zellen
messbar war. Lipoteichonsdure zeigte als Stimuluk G3H/HeJ-Mauszellen eine

zweifach hohere TNk=Freisetzung als auf Wildtypzellen.

4.5.3. Zusammenfassung

Auch bei der Stimulation von Mauszellen mit TLR-Mtibnen zeigte sich das bereits in
den vorherigen Versuchen beobachtete Bild: Granainegy Bakterien weisen ein
hoheres Stimulationspotential auf als Gram-posiBakterien. Erneut unterschieden
sichP. gingivalisundF. nucleatumvom Muster anderer Gram-negativer Bakterien. Die
Auswirkungen der Mutationen von TLR2 oder TLR4 flie TNFa-Freisetzung durch
Stimulation sind in Zusammenfassung 6 dargest&liraus ergibt sich, dasB.
gingivalis und das zugehorige LPS die TiNFreisetzung komplett unabhangig vom
TLR4 lber TLR2 stimulieren. Ebenso scheint akchnucleatumwenig von TLRA4,
starker von TLR2 abhangig zu sein. Die ErgebnissehnStimulation mitD.
pneumosintesind C. rectuslegen den Verdacht nahe, dass ihre Stimulatiorggéét
komplett vom TLR4 abzuhangen schien, wahrdad corrodens E. coli und P.
aeruginoseaeine partielle TLR4-Abhéangigkeit zeigten.
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Zusammenfassung 6

Bakterium / PAMP Gram- Mutation TLR2 Mutation TLR4
Ao, Am, Pm, Pa, Ss, Si, Sa, Ef Positiv — PN

Pg Negativ l >

Fn Negativ l )

Dp, Cr Negativ > L
Ecorr, Ec, Pyo Negativ > l

LTA Positiv l >
LPS Negativ > L
Pg-LPS Negativ ! PN

Zeichenerklarung—- keine Reduktion der TNIFFreisetzung| - Reduktion der TNé&-Freisetzung| || - komplette Reduktion der
TNFo-Freisetzung
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5. Diskussion

Im Verlauf der Evolution haben Gram-positive und af@rnegative Bakterien
unterschiedliche Lebensweisen und Strukturmerknmelsgebildet (Gupta, 1998).
Molekular stellen sich diese insbesondere in sayetiea PAMPSs, wie Peptidoglykan,
Lipoteichonsauren und Lipopolysaccharide, dar, elkeinen wesentlichen Unterschied
im Aufbau der Zellwande ausmachen. In verschiedemenvivo und in vitro
Experimenten lieBen sich starke immunstimulatogsclEigenschaften dieser
Molekulmuster erkennen (Ellingsen et al., 2002; teawee & Nauciel, 1998; Mattsson
et al., 1993; Wang et al., 2000).

Bakterielle Infektionen l6sen Entzindungsreaktionbeim Wirt aus, welche
zusammenwirkend auf die Abwehr des schadigendem®geelen. Ein mdglicher
Erkennungs- und Angriffspunkt hierfir sind PAMPsakiBrienbestandteile, die
unabhangig von der Spezies bei unterschiedlichekieBan ein wiederkehrendes,
evolutionar konserviertes Muster darstellen. Statiahsversuche mit PAMPs haben es
ermoglicht, viele Signalwege und Abwehrmechanismates angeborenen
Immunsystems zu charakterisieren. Untersuchungeeiraelnen Rezeptoren und mit
einzelnen PAMPs haben jedoch das Problem, dastiesicomplexe Situation, wie sie
im infizierten Wirtsorganismus existiert, nur aussittsweise bzw. unvollstandig
abbilden kdonnen. Zum einen verfugt schon ein eimezeBakterium Uber verschiedene
PAMPs, zum anderen sind nicht ausschliel3lich PAMRagriffsziele von
Abwehrmechanismen. Sowohl die Wirkung der entspgredbn bakteriellen Molekiile
auf Zellen, als auch die Erkennung und Abwehr dgsidigenden Agens wird im
menschlichen Organismus niemals nur eine einzigerZ&etreffen. Des Weiteren ist
gerade im Hinblick auf Infektionen polymikrobielléenese die Kombination ganz

unterschiedlicher immunstimulatorischer Mechanismenkbar und wahrscheinlich.

Ziel dieser Arbeit war daher, mithilfe eines Testsyns auf Vollblutbasis die Situation
im infizierten Organismus zu untersuchen. Dazuteollhitzeinaktivierte bakterielle
Zellen von Arten, welche nachweislich an polymikedlen Infektionen der Mundhdhle
beteiligt sind, sowie einzelner PAMPs, welche zonKolle dienten, eingesetzt werden.
Hierdurch sollten verschiedene, potentiell vorhamede immunstimulatorische
Mechanismen und Muster, vermittelt durch die urdieiedlichen Bakterienbestandteile,

erfasst werden. Diese Untersuchung und Charalderisy der Effekte, die sich nach
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Stimulation von Vollblut mit einzelnen Bakterieramt beobachten lie3en, sollten des
weiteren Grundlage fur Versuche sein, die die 8dnabeim Einsatz mehrerer Keime
in Kombination untersuchen. Dies soll das Verstéimdier Genese von und der
Mechanismen in polymikrobiellen Infektionen verbess

Um eine Interpretation der Ergebnisse der Stimutativon Vollblut mit
hitzeinaktivierten Zellen im Lichte etablierter Erintnisse zur Signaltransduktion auf
molekularer Ebene zu ermdéglichen, wurde die Stitraaparallel auch an TLR-
transfizierten HEK-293 Zellen und Zellen mit TLR4ekten durchgefihrt.

5.1.  Eignung des Vollblutsystems

Die Entscheidung fir die Verwendung eines Vollbjatems basierte auf der
Uberlegung, dass bei Infektionen menschlicher Gewedle verschiedene Zellen lokal
und funktionell an der Vermittlung einer Entziindsagtwort beteiligt sind. Es wurde
bereits gezeigt, dass die Messung der Zytokinpribalukn frischem humanen Vollblut
prinzipiell geeignet ist, um die stimulatorischeffekte bakterieller Endotoxine und
Bestandteile (De Forge et al., 1991; Morath et20Q1; Hermann et al., 2002) sowie
immunmodulatorischer Behandlungen (Hartung etl&@95, 1999, 2000) nachzuweisen
und zu quantifizieren.

Zur Abschatzung inwieweit die beobachtbaren Stitmaeffekte interindividuell
variierten, wurden Stimulationen von Humanblut ebredener, klinisch gesunder
Spender mit identischen Stimuli durchgefihrt. Ebesdite dieser Versuchsansatz dazu
dienen, eventuelle ,non-responder® zu entdeckenr odlestunregelmalligkeiten
feststellen zu kdnnen (Freudenberg et al., 2008pebDzeigte sich, dass bei Betrachtung
der absoluten Werte der Stimulation UnterschiedeBezug auf die freigesetzten
Mengen auftraten, wobei jedoch ein einheitlicheendr feststellbar war. Betrachtete
man die Werte relativ, bezogen auf den Standard&isn100 ng/ml S-LPS, so zeigte
sich lediglich eine geringe bis maRige Variation Begebnisse (siehe Grafiken 3.1, 3.2
und 3.3). Bei keinem der Probanden war eine Mether dinderantwort auf bestimmte
Erreger zu erkennen. Die Untersuchung der Frad@stetiurch ein Vollbluttestsystem,
welches Blut gesunder Spender nutzt, war aufgrugrgleichbarer, reproduzierbarer
Ergebnisse maoglich.

In einem weiteren Vorversuch wurde die Kinetik &eeisetzung von Interleukin-8 und
TNFa untersucht, um einen optimalen Messzeitpunkt r&tanulation festzulegen. Es
zeigte sich, dass die grof3ten Anstiege der Zytaamkntration im Bereich der ersten
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12 Stunden zu beobachten waren und sich die gébiMenge an Zytokin nach 16 bis
22 Stunden auf einem annahernd konstanten Nivesiu Bs wurde daher entschieden,
die  Bestimmung der  Zytokinkonzentration nach  einen22stiindigen
Stimulationsintervall vorzunehmen.

FUr den gezielten Einsatz ganzer, hitzeinaktivieBakterien war zu Kklaren, ob
eventuelle Unterschiede zwischen dem Stimulatiomsleen durch die Art der
Inaktivierung bedingt sein konnten, in diesem Falleispielsweise durch eine
unterschiedliche thermische Resistenz der Molekilgoteichonsaure und
Lipopolysaccharid. Ein Vergleich der freigesetzt&ytokinmengen nach Stimulation
mit hitzeinaktivierten Bakterien bzw. mit Bakterjemelche durch ultraviolettes Licht
inaktiviert wurden, zeigte jedoch keine relevantémerschiede. Eine Affektion der fur
die Stimulationsfahigkeit bedeutsamen, bakteriel®@merflachenstrukturen durch die

vorgenommene Hitzeinaktivierungwurde somit ausgesskn.

5.2.  Stimulation mit Komponenten der bakteriellen Zellwand (PAMPS)

Eine schematische Zusammenfassung aller durchgeful8timulationsversuche mit
PAMPs gibt Tabelle 3.

Bei der Stimulation von Vollblut mit PAMPs war na&timulation mitS. Minnesota
LPS eine deutliche Induktion von TMRInd IL-8 zu erkennen. Durch den Einsatz von
Lipoteichonsaurevurde keine relevante Menge T&Frei, wohl aber eine deutliche
Freisetzung von IL-8 induzierR. gingivalisLipopolysaccharid konnte die Freisetzung
von TNFa nicht, die von IL-8 nur schwach induzieren.

Wahrend bei Stimulation von TLR4-transfizierten H2B3 Zellen mitS. Minnesota
LPS eine starke Induktion von NB erfolgte, war diese bei Einsatz vén gingivalis
LPS gering. Hingegen zeigte sich hierflir eine deutlh6here Aktivierung bei
Stimulation von TLR2-transfizierten Zellen, ebensar die TNF Freisetzung aus
Mausperitonealmakrophagen deutlich vermindert,reofiéese eine Mutation des TLR2
aufwiesen, wohingegen ein TLR4-Rezeptordefekt zmereigleichwertigen TNé&
Freisetzung fiihrte. Beide Punkte bestéatigen dies@haas®. gingivalisLPS vor allem
TLR2, weniger TLR4 zur Signalibertragung nutzt (@@au et al., 2004), wobei die
Aktivitat am TLR2 starker, am TLR4 schwacher alsge/onEnterobacteriacea&PS

ist (Coats et al., 2003). Ebenso sind diese Bedbagbkn ein weiterer Hinweis daftr,
dass nicht ausschlie3lich freigesetzte Gingipalihentan et al., 2004; Potempa et al.,
2003; Sugawara et al., 2000) durch Blockade des4c®ezeptors zur verminderten
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Stimulationsaktivitadt vonP. gingivalis LPS beitragen, sondern dass dartber hinaus
strukturelle Besonderheiten des LPS Wwgingivalis(Paramonov et al., 2001) ein im
Vergleich zuEnterobacteriacea&PS atypisches Bindungs- und Stimulationsverhalten
verursachen. Bei Stimulation von TLRZellen mit S. MinnesotaLPS zeigte sich
keine Veranderung der Zytokinfreisetzung gegenuWéidtypzellen. Bei TLRA4-
mutierten C3H/HeJ-Mauszellen liel3 sich im GegengatdVildtypzellen jedoch keine
Zytokinfreisetzung durch Stimulation nf&t. Minnesota_PS erreichen. Bei Inkubation
von TLR2-transfizierten-HEK-293 Zellen mit Lipot@iensaure vorS. aureuszeigte
sich, wie bereits beschrieben (Schroder et al, R08iBde Abhangigkeit vom TLR2,
welche sich durch eine reduzierte TiNFreisetzung aus TLR2Mauszellen bestatigen
lie3. Eine Mutation des TLR4 schréankte die Fahigkar Freisetzung von TNFnicht
ein, vielmehr war eine deutlich erhdhte Freisetzumg TNFo. zu beobachten (Tabelle 4
und 5).

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den bekanrBefunden, dass die
Vermittlung der Stimulationsantwort vdanterobacteriacea&PS-Stimuli Gber TLR4
geschieht (Poltorak et al., 1998), wahrend Lipdteiséaure Gram-positiver Bakterien
TLR2-abhangig stimuliert (Schwandner et al. 1999).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werdeassP. gingivalis LPS eine klare
Sonderstellung einnimmt: Unabhéngig davon, ob dis8ation von Vollblut, TLR-
transfizierten HEK-293 Zellen oder Peritonealmakmagen aus TLR-knockout-Mausen
erfolgte, zeigteP. gingivalisLPS stets ein Bild, dass dem nach LTA-Stimulasehr
ahnlich war, wobei es sich deutlich von den beottmsien Effekten nach Stimulation
mit S. MinnesotaLPS unterschied. Hierbei zeigte sich, dass ein@destens
gleichwertige, wenn nicht sogar starkere Stimufatidber TLR2 mdglich ist,
insbesondere in C3H/HeJ-Mauszellen, die eine TLR4#atbn aufweisen. Dies
bestatigt die Annahme, daBs gingivalisLPS Affinitat und Aktivitdt sowohl am TLR4
als auch am TLR2 besitzen muss (Darveau et al4;200awa et al., 2002), wobei die
Aktivitaten an beiden Rezeptoren ungleich ausgeiag. Dadurch liel3e sich erklaren,
dass P. gingivalis LPS durch Besetzung von TLR4-Rezeptoren bei gieitiy
geringerer intrinsischer Aktivitat eine Abschwacbuder Stimulationswirkung von
Enterobacteriacea&PS bewirken kann (Coats et al., 2003). Ebenso fiire P.
gingivalis LPS wurde auch fur LPS anderer Spezies, .Batermedia, L. interrogans
und H. pylorj eine Aktivierung von TLR2-abhangigen Signalwegbkeobachtet
(Kirikae et al., 1999; Smith et al.,, 2003; Wertsagt 2001). Diese Unterschiede im
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Stimulationsverhalten sind vermutlich auf Unterscla in der molekularen Struktur des
LPS und seiner Lipid-A Anteile zurickzufihren, woleee konische Konformation,
wie sie beiEnterobacteriaceaauftritt, eher TLR4, eine annahernd zylindriscloenk,
welche z. B. beP. gingivaliszu finden ist, hingegen TLR2 zu aktivieren schéihtea

et al., 2002). Zusammengefasst bestatigten dieblBrgge neuere Vermutungen, dass
die Gruppe bakterieller Lipopolysaccharide im Bezawgf Rezeptorbindung und —
aktivierung weitaus inhomogener ist, als bishereamognmen (Dehus et al., 2006).

Die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen legeiterhin die Vermutung nahe,
dass auch bdt. nucleatumein atypisches LPS vorliegen kénnte. Hierfur singitere
Untersuchungen, insbesondere auch Stimulationenanfgereinigtem LPS vork.

nucleatum notwendig.

5.3. Stimulation mit inaktivierten Bakterien

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurdear Stimulation ganze
Bakterienzellen verwendet. Dies geschah unter deraAme, dass PAMPs komplexe
Strukturen sind, die bereits fir sich unterschadi Stimulationsmuster bedingen
konnen und dabei in Bakterienzellen zusatzlich metschiedlicher Menge und Art
vorhanden sind. Ziel war es, zu untersuchen, iremef sich daher
Stimulationsergebnisse mit ganzen Bakterienzelleon wdenen durch PAMPs

unterscheiden.

Zusammenfassend stellt Tabelle 4 eine Ubersicht &lde Stimulationsversuche mit
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien dar.

Die Stimulation von Vollblut mit hitzeinaktivierteGram-positiven Bakterien bewirkte
eine Freisetzung von Zytokinen. Die hierbei gemassdlonzentrationen waren jedoch
deutlich geringer als jene nach Einsatz des Refstenulus 100 ng/mE. Minnesota
LPS oder Gram-negativer Bakterien. Es liel3 sichbhebten, dass relativ zur Antwort
auf den Stimulus 100 ng/n$. MinnesotaLPS bei Stimulation mit Gram-positiven
Bakterien die Werte fir freigesetztes Interleukidi® des produzierten TNFdeutlich
Ubertrafen. Die Stimulationsergebnisse mit Gramatiegn Bakterien auf Vollblut
zeigten 3 unterschiedliche Muster der Zytokinfreaeag: FurD. pneumosintes, C.
rectus, E. corrodens, E. coli, S. MinnesatalP. aeruginosdag die Konzentration von
TNFa deutlich héher als jene von IL-8. Die Gram-negati\BakterienF. nucleatum

und P. gingivalishingegen zeigten ein Induktionsmuster, welches éam von Gram-
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positiven Bakterien &ahnelte, da die IL-8 Konzembratiber der von TNé lag.
Interessanterweise nahmen Bakterien der GattuNgisseria dabei eine
Zwischenstellung ein, indem sie ahnliche MengenTala und IL-8 bildeten. Des
Weiteren zeigerP. intermediaund A. actinomycetemcommitansy Unterschied zu
anderen Gram-negativen fast keine Induktion von d Wé&er IL-8. Moglicherweise ist
diese Besonderheit der fehlenden Aktivierung detokinfreisetzung und damit der
Aktivierung von Immunreaktionen eine Erklarung fdie haufige Assoziation mit
langwierigen, polymikrobiellen Parodontalinfektion@/an Dyke et al., 2005).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Grem-positive und Gram-
negative Bakterien im Muster der Zytokinfreisetzumngelche sie bewirken, stark
unterscheiden. Auffallig im Rahmen der durchgeféhrtntersuchung ist der Befund,
dass sictP. gingivalisundF. nucleatunmhierbei kontrovers zu anderen Gram-negativen
verhalten und ein Stimulationsmuster &hnlich demm W@ram-positiven zeigen.
Mdogliche Ursache fur das besondere Stimulationarh vonP. gingivalisund F.
nucleatum kénnten neben strukturellen Besonderheiten desoplalysaccharids
(Paramonov et al., 2001) extrazellulare Cysteirginaisen, sogenannte Gingipains,
sein, welche mit den Lipopolysaccharidrezeptor CDitMeragieren und durch
Proteolyse zu dessen Verlust fuhren konnen, was wnminderte TNé&Freisetzung
zur Folge haben kann (Duncan et al., 2004; Poteetpal., 2003; Sugawara et al.,
2000).

Die Stimulation von Toll-like-Rezeptor-transfizient HEK-293 Zellen zeigte, dass
Gram-positive Bakterien eine MB-Induktion in solchen Zellen bewirkten, die tber
einen TLR2-Rezeptor verfiugten, was im Einklang det Zuordnung von LTA als
Liganden des TLR2 steht (Schwandner et al. 1999nhgéfjen war bei TLR4-
transfizierten Zellen keine bedeutendexdHnduktion zu erkennen, was bestatigt, dass
Gram-positive Bakterien kaum TLR4-Liganden besifzamdern dass vor allem TLR2
aktivierende PAMPs dominieren, welche eher IL-8 BNFa induzieren. Die meisten
Gram-negativen Bakterien hingegen bewirkten sowvitielr TLR4 als auch tber TLR2
eine Erh6hung des intrazellularen &8 was fir TLR4 durch das bakterielle LPS, fur
TLR2 durch bakterielles Peptidoglykan hervorgerugain kann (Schwandner et al.
1999). Abweichend davon konnte hier gezeigt werdessP. gingivaliseine deutlich
verminderte A. actinomycetemcommitassgar keine messbare fB-Induktion durch
Stimulation von TLR4 hervorrufen konnte, wobei teeiBakterien tUber den TLR2

deutlich hohere NEB-Werte als andere Gram-negative Bakterien ernelti@ies
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bestatigt die Besonderheit des LPS Wrgingivalis dass Affinitat zu TLR2 und TLR4
aufweist (Darveau et al., 2004; Ogawa et al., 20D®) besonders hohen Werte bei der
Stimulation von TLR2-transfizierten Zellen konntemf einen additiven Effekt der
Stimulationswirkung vorP. gingivalis LPS und Peptidoglykan zurtickzufihren sein.
Die Unterschiede im Ausmal der Stimulation via TLB&statigen die These, dass
bakterielle Lipopolysaccharide infolge strukturelldnterschiede auch verschiedene
Stimulationsfahigkeiten aufweisen (Dehus et alQ&8)0

Mauszellen mit einem Defekt des TLR2 zeigten im géeich zu Wildtypzellen eine
Verminderung der TN&Produktion, wenn sie mit Gram-positiven Baktersgéimuliert
wurden. Jedoch zeigte sich, aul3er Bir pneumosintesind P. aeruginosa auch bei
Stimulation mit Gram-negativen Bakterien eine Verdarung der TNé&Freisetzung in
Zellen mit Rezeptordefekt im Vergleich zu ZellennehDefekt des TLR2. Dies
bestatigt, dass sowohl Gram-positive als auch Gragative Bakterien Bestandteile
enthalten, welche Uber TLR2 eine Zytokinfreisetzuogyvirken. Bei Gram-positiven
Bakterien ist LTA als Ligand des TLR2 beschrieb&thwandner et al. 1999). Als
Erklarung fur die verminderte TNFFreisetzung in TLR2-Zellen nach Stimulation
mit Gram-negativen bleibt Peptidoglykan, welchegy@ringer Menge auch in Gram-
negativen Bakterien vorkommt, oder atypische Ligpgaccharide. Beide sind als
Liganden am TLR2 beschrieben worden (Schwandne.et999; Hirschfeld et al.,
2001; Werts et al., 2001). Im Gegensatz zu der Beiong, dasP. aeruginosa.PS
TLR2 zur Signalibertragung nutzt (Erridge et al042), zeigte sich beim Einsatz von
P. aeruginosaals Ganzkeim eine hohere Aktivitat in Zellen, didker keinen
funktionsfahigen TLR2 verfugten. In Mauszellen, deéne Mutation des TLR4
aufweisen, zeigte sich bei Stimulation mit Gramaiagn Bakterien eine deutlichere
Reduktion der TN&-Freisetzung als dies bei Stimulation mit Gram-fpesin der Fall
war. P. gingivalis zeigte jedoch unabhangig von der Mutation des Rerg eine
vergleichbare TNé&-Freisetzung. FUr F. nucleatum liel3 sich eine relative
Unabhangigkeit vom TLR4 beobachten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Stimulation ramzen Bakterien aufgrund
unterschiedlicher PAMPs auch dann immunstimulatbesEffekte zu beobachten sind,
wenn keine funktionsfahigen TLR2 bzw. TLR4 vorliag®ies mag daran liegen, dass
die hierbei gemessene Antwort eine Summation dévikkung verschiedener Toll-like
Rezeptoren und der daraus resultierenden Geneigrass (Nau et al., 2003). Jedoch

sind die Aussagemdglichkeiten hierzu begrenzt, digrand des Vorhandenseins
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mehrerer funktionsfahiger Rezeptoren und Liganden Tiestsystem, keine klare
Aussage zur Aktivierung und/oder Blockade von dimze Signaltransduktionswegen

maglich ist.

5.4. Periodontopathogene Bakterien

In dieser Arbeit wurden vorwiegend Parodontitiseagsrte Erreger eingesetzt, welche
in der Mundhohle Uber lange Zeit persistieren kdnn®ie Ergebnisse der
durchgefuhrten Versuche geben Hinweise daflr, dassverminderte Aktivierung des
Immunsystems Ursache dafiir sein kann, dass esizer lexfolgreichen Abwehr dieser
Erreger kommt. Eine verzogerte oder fehlende Abwetoch, ermdglicht eine lang
anhaltende, chronisch fortschreitende Destrukti@s @ahnhalteapparats, die bei
Parodontitis zu beobachten ist.

Es konnte beobachtet werden, dBsgyingivalisund F. nucleatumkeine Aktivierung
des Immunsystems lber TLR4 hervorrufen. Damit eh&m sie sich einem der
potentesten Erkennungs- und Abwehrmechanismen wigsbarenen Immunsystems
gegen Gram-negative Erregé. gingivalisscheint dariber hinaus sogar die Fahigkeit
Zu besitzen, die ILd Induktion durch andere Bakterien zu antagonisieEes wird
vermutet, dass dieser Effekt durch das atypisch® hérvorgerufen wird (Bostanci et
al., 2007). Ebenso kénnen durch eine vermindertevehlo von P. gingivalis durch
geringere Aktivierung des Immunsystems andere [gathititsfaktoren, wie Fimbrien,
von P. gingivalis zur Geltung kommen und somit die Adhasion, Invasimnd
Schadigung gingivaler Zeller erméglichen (Amand)20

Des Weiteren zeigte sich, dass Gram-positive Bektergenerell eine geringe
Aktivierung des Immunsystems durch Zytokinfreiseiguund TLR-Aktivierung
hervorrufen. Interessanterweise zeigten atkhgingivalis und F. nucleatumein
Zytokininduktionsmuster, dass dem von Gram-positiBakterien ahnelt: Die relative
TNFa Freisetzung ist niedriger als bei Gram-negativekt&ien, was ebenfalls ein
Uberleben dieser Bakterien in der Mundhohle bedggjnst

Die Gram-negativen Bakterieh. actinomycetemcommitansd P. intermedia welche
ebenfalls eine besondere Bedeutung im Rahmen pataddo Erkrankungen besitzen,
zeigten im Gegensatz zu den Ubrigen, stark immmuogiitorischen Gram-negativen

Bakterien keine Zytokinfreisetzung bei Stimulatimn humanem Vollblut.
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Die gro3e und heterogene Gruppe der Parodontdiszasrten Erreger zeigt grol3e
Unterschiede bei der Aktivierung von Toll-like Repmeren und Zytokinfreisetzung.
Diese Heterogenitat ist vermutlich eine wichtigerMessetzung der Persistenz dieser
chronischen, polymikrobiellen Infektion. Insbesorede die Interaktion der

Evasionsmethoden dieser Bakteriengruppe erfordeitergehende Untersuchungen.
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6. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass Sgistem auf Vollblutbasis
geeignet ist, die Zytokinproduktion nach Stimulatimit thermisch inaktivierten, oral-
pathogenen Bakterien zu messen. Dabei kbnnen nexisstiare Ergebnisse gewonnen
werden, welche bei relativer Betrachtung zu einesfefenzstimulus gut vergleichbar
sind.

In diesem System haben Gram-negative oral-pathoBekeerien eine héhere Potenz
zur Zytokinfreisetzung (TNé&; IL-8) als Gram-positive Bakterien. Bei relativer
Betrachtung bewirken Gram-positive Bakterien eitigkere Freisetzung von IL-8 als
TNFa, dies ist bei Gram-negativen Bakterien umgekdbig. Ursache hierflr ist in der
mangelnden Fahigkeit des TLR-Liganden LTA zur BNFeisetzung zu vermuten. Die
Stimulation der Produktion von IL-8 durch Minnesota PS undS. aureusLTA ist
vergleichbar, wohingegen n&. Minnesota PS, nicht aber LTA die Freisetzung von
TNFa bewirkt.

Die Zuordnung von PAMPs zu den TLR konnte in diesdbeit bestatigt werden:
Typische LPS-Molekile wie vonS. Minnesota bewirken eine pradominante
Signaltransduktion Gber TLR4, nicht aber tUber TLRBoteichonsaure nutzt TLR2
und nicht TLR4 zur Signalubertragung. Damit koeednd zeigte sich, dass Gram-
positive Bakterien v.a. Uber TLR2, nicht aber UBdrR4 eine NkB-Induktion
bewirken, da sie Uber keinen Liganden fir TLR4 ivgeih. Gram-negative Bakterien

hingegen besitzen Liganden sowohl fir TLR2 als dicA LR4.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Gregativen Bakterie?. gingivalis
undF. nucleatumeine Sonderstellung einnehmen: Beim Einsatz inbid| zeigte sich
relativ eine hdhere Freisetzung von IL-8 als BIN§0 wie dies sonst bei Stimulation mit
Gram-positiven zu beobachten wBr.gingivalisLPS kann sowohl Gber TLR2 als auch
Uber TLR4 eine N&B-Induktion bewirken, wobei diese bei transfiziertelEK-293
Zellen via TLR2 starker als Uber TLR4 erfolgte. Daibereinstimmend zeigte die
reduzierte, jedoch nicht komplett aufgehobene Zyfogisetzung aus Zellen mit TLR2-
bzw. TLR4-Defekt nach Stimulation mR. gingivalis LPS, dass dieses Affinitat und
Aktivitat an beiden TLRs besitzt. Als Ursache fiieses besondere Verhalten ist das
atypische Lipopolysaccharid véh gingivalisanzusehen.
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Bakterien, welche an einer chronischen Besiedlungr dviundhoéhle und
Parodontalerkrankungen beteiligt sind, zeigen soteedliche Muster der TNF und
IL-8-Freisetzung sowie unterschiedliche Stimulatison TLRs. Fir einige oral-
pathogene Bakterien, wk. gingivalis, F. nucleatum, A. actinomycetemcomnsitind
P. intermediawurden Besonderheiten beobachtet, die zu eimizrerten Aktivierung
von Abwehrmechanismen in der Mundhéhle fihren kénmed den genannten

Bakterien somit einen Uberlebensvorteil sichernngin
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7. Anhang

7.1.  Abbildungen
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Abb. 1: Multimerisation, Lokalisation und Ligandeon Toll-like-Rezeptoren.

Quelle:
Takeda K, Akira S. Toll-like receptors in innatenmanity. Int. Immunol. 2005 17(1); 1-
14, Fig. 1, p2
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Abb. 2: Signalwege der Toll-like-Rezeptoren.
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Quelle:
Takeda K, Akira S. Toll-like receptors in innatenmanity. Int. Immunol. 2005 17(1); 1-

14, Fig. 4, p7

73



7.2. Grafiken

IL-8
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Pm Sa Si Nm S-LPS 100ng med
B UV-inaktiviert 2% 11% 5% 67% 100% 3%
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Grafik 1: Die angegebenen Bakterien wurden in eikenzentration von fOKBE/ml hitze- oder UV-
inaktiviert und anschlieBend einmalig im Vollblstgm getestet (Stimulation mit® BE/ml). Bestimmt

wurde IL-8 im Uberstand, es erfolgte eine Normigranf LPS-Stimulation.

TNFa B UV-inaktiviert
04
100% 0O hitzeinaktiviert
80% -
60% -
40% -
20% -
0% - )t 1 —
Pm Sa Si Nm S-LPS 100ng med
B UV-inaktiviert 35% 24% 1% 62% 100% 2%
0O hitzeinaktiviert 1% 32% 3% 73%

Grafik 2: Die angegebenen Bakterien wurden in eikenzentration von TOKBE/ml hitze- oder UV-
inaktiviert und anschlieBend einmalig im Vollblggm getestet (Stimulation mit®IBE/ml). Bestimmt

wurde TNF im Uberstand, es erfolgte eine Normierung auf [S¥i@ulation.
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Grafik 3.1 — 3.3:

Vollblut von 6 verschiedenen Spendern wurde mif KBE/ml der angegebenen
Bakterien stimuliert. Dargestellt sind die Mitteltee und Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) nach Normierung auf 100 ng/mIS.FDie Abbildungen zeigen
einen von drei Versuchen, die gleichartige Ergedmimferten.
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Grafik 3.1: : Stimulation von Vollblut verschieden8pender (n=6) mit Gram-positiven Bakterien

(hitzeinaktiviert).
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Grafik 3.2: Stimulation von Vollblut verschieden&pender (n=6) mit Gram-negativen Bakterien

(hitzeinaktiviert).
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Grafik 3.3: Stimulation von Vollblut verschiederggender (n=6) mit Kontrollstimuli.
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Grafik 3.4 — 3.5:

Vollblut von 6 verschiedenen Spendern wurde mif KBE/ml der angegebenen
Bakterien stimuliert. Dargestellt sind die fiur di8pender (P1-6) gemessenen
Einzelwerte nach Normierung auf 100 ng/ml LPS. @gzst einer von 3 Versuchen,
welche gleichartige Ergebnisse lieferten.

160% - &Pl
X X m P2
140% -+ A P3
X P4
X X P5
120% -
V'S ® P6
100% | - . X E
® ()
A
80% - A X
|
60% -+
[ J
40% -
20% | X
*
: :
0% K - . = K
Pg Ec Dp Am Sa Pyo S-LPS LTA Pg-LPS  Medium

Grafik 3.4: Freisetzung von TNFhach Stimulation von Vollblut unterschiedlichee8ger (P1-6)
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Grafik 3.5: Freisetzung von IL-8 nach Stimulati@nwollblut unterschiedlicher Spender (P1-6)
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Grafik 4.1 — 4.3:

Humanes Vollblut wurde mit POKBE/mI hitzeinaktivierten Bakterien inkubiert und
alle 2 Stunden die Konzentration von Td\iln Stimulationsiiberstand bestimmt.
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Grafik 4.1: Zeitlicher Verlauf der Freisetzung voNFa nach Stimulation mit Gram-positiven Bakterien
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Grafik 4.2: Zeitlicher Verlauf der Freisetzung voNFa nach Stimulation mit Gram-negativen Bakterien
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Grafik 4.3: Zeitlicher Verlauf der Freisetzung voNFo nach Stimulation mit Kontrollstimuli
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Grafik 5.1 — 5.3:
Humanes Vollblut wurde mit fO0KBE/mI hitzeinaktivierten Bakterien inkubiert und
alle 2 Stunden die Menge von IL-8 im Stimulationsi#and bestimmt.
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Grafik 5.1: Zeitlicher Verlauf der Freisetzung viin8 nach Stimulation mit Gram-positiven Bakterien
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Grafik 5.2: Zeitlicher Verlauf der Freisetzung viin8 nach Stimulation mit Gram-negativen Bakterien
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Grafik 5.3: Zeitlicher Verlauf der Freisetzung viin8 nach Stimulation mit Kontrollstimuli
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Grafik 6.1 — 6.3

Humanes Vollblut wurde mit POKBE/mI hitzeinaktivierten Bakterien stimuliert und
nach 22stiindiger Inkubation die Zytokinkonzentratiom Uberstand bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler dégtelwertes (SEM) mehrerer
Versuche, die Anzahl der jeweils durchgefuhrtensdehe ist Tabelle 2 zu entnehmen.

T 4000 - m TNE| T+ 10000 =
2 3500 oi-g| T 9000 )
n + 8000 =
£ 3000 ©
£ + 7000 i
2500 - 1 6000
2000 - + 5000
1500 - T 4000
+ 3000
1000 -
+ 2000
500 - + 1000
0 A -0
Ao Am Mm Pa Ss Si Sa Ef
Grafik 6.1 TNFx und IL-8 Freisetzung nach Stimulation mit Gramifpiesn Bakterien.
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Grafik 6.2: TNFe und IL-8 Freisetzung nach Stimulation mit Gram-atégen Bakterien.
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Grafik 6.3: TNFx und IL-8 Freisetzung nach Stimulation mit Kontsbthuli.
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Grafik 7.1 — 7.6

Humanes Vollblut wurde mit POKBE/mI hitzeinaktivierten Bakterien stimuliert und
nach 22stindiger Inkubation wurden die Zytokinkanzaion im Uberstand bestimmt.

AnschlieRend erfolgte die Normierung an 100 ng/mlLPS. Dargestellt sind die

Ergebnisse mehrerer Versuche als Mittelwert unchdatadfehler des Mittelwertes

(SEM), wobei die Anzahl der jeweils durchgefuhriégrsuche Tabelle 2 zu entnehmen
ist.
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Grafik 7.1: Gram-positive Bakterien Grafik 7.2: Gram-positive Bakterien
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Grafik 7.3: Gram-negative Bakterien Grafik 7.4: Gram-negative Bakterien
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Grafik 7.5: Kontrollstimuli Grafik 7.6: Kontrollstimuli
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Grafik 8.1 — 8.6

HEK-293 Zellen wurden mit TLR2 bzw. TLR4 (plus K&tar MD2) sowie einem
NF«kB-Reporterplasmid transfiziert. AnschlieBend wur@eh* 10 Zellen pro well mit
10° KBE/ml Bakterien bzw. Kontrollstimuli inkubiert (6tunden, 37°C und 5% GD

Es erfolgte die Messung der NB-Induktion mithilfe eines Reportergenassays. Die
Abbildungen zeigen den Induktionsfaktor, dargestisii einer von 3 unabhéngigen
Versuchen mit gleichartigen Ergebnissen.
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Grafik 8.1: Gram-positive Bakterien Grafik 8.2: Gram-positive Bakterien
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Grafik 8.3: Gram-negative Bakterien Grafik 8.4: Gram-negative Bakterien
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Grafik 8.5: Kontrollstimuli Grafik 8.6: Kontrollstimuli
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Grafik 9.1 — 9.6

Mausperitonealmakrophagen (1,5 **12ellen/well) von Mausen mit TLR2-knockout
(TLR2") bzw. von Mausen mit funktionsfahigem TLR2 (Wilgfjywurden mit 16
KBE/ml hitzeinaktivierten Bakterien und Kontrolistuli 22h inkubiert (37°C, 5%
CO,). Anschlielend wurde mittels ELISA TNHpg/ml) im Stimulationstberstand
bestimmit.
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Grafik 9.1: Gram-positive Bakterien Grafik 9.2: Gram-positive Bakterien
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Grafik 9.3: Gram-negative Bakterien Grafik 9.4: Gram-negative Bakterien
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Grafik 9.5: Kontrollstimuli Grafik 9.6: Kontrollstimuli
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Grafik 10.1 — 10.6
Mausperitonealmakrophagen (1,5 *Zellen/well) von M&usen mit einer Mutation in
einem TLR4-Allel (C3H/HeJ) bzw. von Mausen ohnesdieMutation (C3H/HeN)

wurden mit 16 KBE/ml hitzeinaktivierten Bakterien und Kontrollsiuli 22h inkubiert

(37°C, 5% CQ.
Stimulationsiiberstand bestimmt.

Anschlieend wurde mittels ELISA TNF (pg/ml)

im
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Grafik 10.1: Gram-positive Bakterien
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Grafik 10.2: Gram-positive Bakterien
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Grafik 10.3: Gram-negative Bakterien Grafik 10.4: Gram-negative Bakterien
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Grafik 10.5: Kontrollstimuli

Grafik 10.6: Kontrollstimuli
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7.3. Tabellen

Rezeptor | Ligand Herkunft des Liganden Referenz

TLR1 Triacyl-Lipopeptide | Bakterien, Mykobakterien akeuchi et al., 2002

I6sliche Faktoren Neisseria meningitidis Whyllie et al., 2000

TLR2 LTA Gram-positive Bakterien Lehner et al. 2001
atypisches LPS Leptospira interrogans | Werts et al., 2001
atypisches LPS Porphyromonas gingivalig Hirschfeld et al., 2001

TLR3 ds-RNA Viren Alexopoulou et al., 2001
TLR4 LPS Gram-negative Bakterien  Poltorak et 98
TLR5 Flagellin Bakterien Hayashi et al., 2001
TLR6 Diacyl-Lipopeptide | Mykoplasmen Takeuchi et 2001
Zymosan Pilze Ozinsky et al., 2000
TLRY ss-RNA Viren Heil et al., 2004; Diebold et, @004
TLR8 ss-RNA Viren Heil et al., 2004
TLR9 CpG-DNA Bakterien, Viren Hemmi et al., 2000
TLR10 unklar unklar

Tabelle 1: Ubersicht tiber humane TLRs und dereardgn.

S-LPS LTA Pg-LPS med
TNF 21 11 10 21
IL-8 14 10 10 14

Ao Am Pm Pa Ss Si Sa Ef
TNF 7 10 12 7 8 9 15 4
IL-8 2 11 4 3 3 5 11 3

Pg Dp Fn Pi Aa Cr Ecorr Nm Nf Np Ec Sm Pyo
TNF 18 10 10 10 | 11| 7 7 5 3 7 8 3 8
IL-8 10 5 2 2 2 3 3 5 3 2 6 3 5

Tabelle 2: Anzahl der Versuche, auf deren Grundlsigieelwerte und Streumalf3e fir Grafik 6.1, 6.2 und
6.3, sowie 7.1, 7.2, 7.3, 7.4, 7.5 und 7.6 berettwurden.

84



TNFa aus | IL-8 aus | Stimulation | Stimulation | TNFa bei | TNFa  bei

Vollblut Vollblut via TLR2 via TLR4 TLR2-ko TLR4-ko
S-LPS +++ +++ — +++ PN 1l
Pg-LPS — + +++ — ! PN
LTA — +++ +++ — ! PN

Tabelle 3: AusmaBl der Zytokinfreisetzung aus MallbNFcB-Aktivierung bei Stimulation TLR-

transfizierter HEK-293 Zellen, Auswirkungen von épgarmutationen auf die TNFFreisetzung im

Vergleich zu Wildtypzellen.

TNFa aus| IL-8 aus | Stimulation | Stimulation | TNFa bei | TNFa bei
Vollblut Vollblut via TLR2 via TLR4 TLR2-ko | TLR4-ko
Gram-negativ +++ +++ + +++ > UL
Gram-positiv — + +++ — > >
P. gingivalis — ++ +++ — ! PN
F. nucleatum — ++ ! )

Tabelle 4: AusmalBl der Zytokinfreisetzung aus MallbNF<B-Aktivierung bei Stimulation TLR-

transfizierter HEK-293 Zellen, Auswirkungen von épgarmutationen auf die TNFFreisetzung im

Vergleich zu Wildtypzellen.
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8. Abklrzungsverzeichnis

Aa
Am
Ao
AP
AP1
APC

Aqua dest.

ATCC
CCUG
CD

Cr
CSR
Dp

Ec
Ecorr
Ef
ELISA
FCS
Fn
Foxp3
G-CSF
GFP
GM-CSF
HEK
HRP
Hsp
IFN
IKK

IPEX
IRAK
IRF

Aggregatibacter actinomycetemcommitans
Actinomyces meyeri
Actinomyces odontolyticus
Adulte Parodontitis
Activator protein 1
Antigen presenting cell
Aqua destillata
American type culture collection
Culture Collection, University of Goteborg, &en
Clusters of differentiation
Campylobacter rectus
Class switch recombination
Dialister pneumosintes
Escherichia coli
Eikenella corrodens
Enterococcus faecalis
Enzyme-linked immunosorbent assay
Fetales Kalberserum
Fusobacterium nucleatum
Forkhead box protein 3
Granulocyte colony-stimulating factor
Green fluorescent protein
Granulocyte-macrophage colony-stimulatirgida
Human embryonic kidney
Horse-radish peroxidase, Meerrettichperoxidase

Hitzeschockprotein

Interferon
| kB-Kinase

Interleukin

Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, Eopathy, X-linked

IL-1R-associated kinase

Interferon regulatory factor
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KBE
LIP
LPS
LTA
MAL
MAMP
MAPK
MASP
MBP
MCCM
med
MHC
MIP
MPS
MRSA
MyD88
Nf
NF«B
Nm
Np
oD
Pa
PAMP
PBS
Pg

Pi

Pm
PP
PRR
Pyo
RIP-1
RPM
RPP
RSV

Koloniebildende Einheiten

Lokalisierte juvenile Parodontitis
Lipopolysaccharid

Lipoteichonsaure
MyD88 adapter like

Microbial associated molecular pattern
Mitogen-activated protein kinase
Mannose-binding lectin-associated serine jpisEe
Mannose binding protein

Medical Culture Collection Marburg
Medium (Stimulus zur Negativkontrolle)
Major histocompatibility complex
Macrophage inflammatory protein
Mononuclear phagocyte system
Methicillin resistenteBtaphylococcus aureus
Myeloid differentiation primary-response pet 88
Neisseria flavescens

Nuclear factokB

Neisseria mucosa

Neisseria perflava

Optische Dichte

Peptoniphilius asaccharolyticus
Pathogen associated molecular pattern
Phosphate buffered saline
Porphyromonas gingivalis

Prevotella intermedia

Parvimonas micros

Prapubertéare Parodontitis

Pattern recognition receptor
Pseudomonas aeruginosa

Receptor interacting protein

Rotations per minute

Rapid progressive Parodontitis

Respiratory syncytial virus
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Sa
SARM
SD
SEM
Si
S-LPS
Sm
Smi
Ss
STAT
TAB
TAK-1
TANK
TBK-1
TGF$
TICAM
TIR
TIRAP
TLR
TNF
TRAF
TRAM
TRIF
uv
VRE
YFP

Staphylococcus aureus
Sterilea HEAT-Armadillo motif
Standard deviation

Standard error of the mean

Streptococcus intermedius

(smooth-form) Lipopolysaccharid vBnMinnesota

Streptococcus mutans

Salmonella Minnesota

Streptococcus sanguis

Signal transducer and activator of transavipti
TAK-binding protein
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