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1 Einleitung

Seit Uber 5000 Jahren ist die Parodontitis der Menschheit als Krankheitsentitat
bekannt [1]. Heutzutage gehoren parodontale Erkrankungen zu den am
haufigsten vorkommenden Volkskrankheiten. Zwar ist die Pravalenz
entsprechend der aktuellen deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS V)
abnehmend. Die demografische Entwicklung und die Zunahme chronischer
Munderkrankungen im hoéherem Lebensalter erfordern einen erhdhten
Therapiebedarf. Zurzeit leiden circa 65% der jingeren Senioren an einer
parodontalen Erkrankung, bei den 75- bis 100-jahrigen sind neun von zehn
Menschen betroffen [2].

In aller Regel ist die Parodontitis eine progrediente Erkrankung, wobei die
zugrundeliegenden Mechanismen bis zum heutigen Zeitpunkt nicht vollstandig
geklart sind, jedoch scheint unter anderem Porphyromonas gingivalis, ein
gramnegatives anaerobes Bakterium, das in der Mundhohle vorkommt, eine
Schlisselrolle bei der Entstehung zu spielen [3-5].

Schon in der Mitte des 19. Jahrhunderts hat Rudolf Virchow auf den
Zusammenhang zwischen entziindlichen Geschehen und Tumoren hingewiesen
[6, 7]. Mittlerweile hat sich diese Theorie fur eine Vielzahl von Malignomen
bestétigt [8-10]. In der Umgebung von chronisch entziindetem Gewebe
akkumulieren Chemokine, Zytokine, Prostaglandine und freie Radikale und
haben bei Persistenz die Fahigkeit, Zellproliferation zu induzieren und tber die
Aktivierung von Onkogenen bzw. Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen den
Zellzyklus zu beeinflussen. Dies kann zu einer genetischen Instabilitat fihren und
somit die Entstehung eines Karzinoms begunstigen [10, 11]. Epidemiologische
Studien haben auf einen Zusammenhang zwischen Parodontitis und oralem
Plattenepithelkarzinom hingewiesen [12-15].

Bei der Induktion von Entziindungsreaktionen und der Erkennung von
Fremdkorpern sind die Toll-like-Rezeptoren (TLR) 2, 4 und deren Signalmolekdil
Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase 1 (IRAK1) beteiligt.

Die Zielsetzung der hier vorgelegten Studie war es zu klaren, ob die TLRs 2, 4
und IRAK1 in oralen malignen und nicht-malignen Epithelzellen exprimiert sind
und welchen Effekt eine Infektion mit Komponenten des Parodontalpathogens P.

gingivalis auf die Expression austibt. Die Ergebnisse dieser Studie sollten weitere



Einblicke geben, inwieweit die genannten Rezeptoren und Signalmolekiile eine
Rolle bei Parodontopathien, bzw. oralen Entzindungen spielen.
Hierzu wurde die Expression der TLRs 2, 4 und deren Signalmolekil IRAK1 auf
einer oralen Plattenepithelkarzinomzelllinie sowie immortalisierten humanen
gingivalen Keratinozyten vor und nach Stimulation mit deren Agonisten und nach
Infektion mit der Membranfraktion von Porphyromonas gingivalis nachgewiesen.
In einem weiteren Schritt wurde die Modifikation der Expression von IRAK1 nach

Zugabe eines Inhibitors gegen TLR2 und TLR4 gezeigt.

2 Wissenschaftliche Grundlagen

2.1 Parodontitis

Pierre Fauchard schrieb in der 2. franzésischen Auflage von Le Chirurgien
Dentiste 1746 erstmalig Uber die Parodontitis marginalis (Alveolarpyorrhoe) und
diskutierte Uiber Atiologie und Behandlungsmodalitaten [16].  Parodontitis ist
eine chronisch entzindliche Erkrankung des Zahnhalteapparats, die eine
destruktive Immunantwort auslost und zur Zerstérung von zahntragendem
Gewebe, einschlie3lich der Gingiva, des parodontalen Ligaments und des
Alveolarknochens, fihrt. Die klinischen Merkmale einer anhaltenden Parodontitis
sind Zahnfleischbluten, tiefe Parodontaltaschen, Attachmentverlust und
Zahnbeweglichkeit, die bei weiterem Fortschreiten zu Zahnverlust fiihren kann
[17]. In Entwicklungslandern ist die Pravalenz der Parodontitis im Vergleich zu
Industrielandern erhoht [18].

In den letzten 30 Jahren wurde die Klassifikation immer wieder revidiert. Um den
grof3en Wissenszuwachs gerecht zu werden, wurde auf dem 2017er- ,World
Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions® in Chicago ein neues Rahmenwerk zur Klassifikation der Parodontitis
entwickelt [19].

Aktuell wird zwischen drei Formen unterschieden: Parodontitis, nekrotisierende
Parodontitis und Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen [20,
21].

Des Weiteren gibt es die Neuerung, Parodontitis im Rahmen eines

multidimensionalen ,Staging and Grading“-Systems naher zu unterteilen. Hierbei
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bezieht sich Staging auf das Stadium der Erkrankung und ist abhangig vom
Schweregrad der Infektion und von der Komplexitat der Behandlung. Das Staging
ist in vier Kategorien unterteilt (Stadium | bis IV). Die Einordnung erfolgt Gber die
klinischen und rontgenologischen Befunde. Hierzu zahlen Klinischer
Attachmentverlust, rontgenologischer Knochenabbau, Sondierungstiefen,
vertikale Defekte, Furkationsbeteiligung, Zahnbeweglichkeit und Zahnverluste
aufgrund von Parodontitis.

Grading, also der Grad der Erkrankung, beinhaltet zusatzliche Informationen
bezlglich der Krankheitsprogression und weiterer Risiken. Das Grading der
Parodontitis ist in drei Kategorien unterteilt. Grad A bedeutet niedriges Risiko,
Grad B mittleres Risiko und Grad C hohes Risiko fur die Krankheitsprogression.
Das Grading wird auch durch Faktoren wie Rauchen oder der metabolischen
Kontrolle eines Diabetes mellitus bestimmt [19, 22].

Die Parodontitis hat einen multifaktoriellen Ursprung, wobei die Hauptursache
der bakterielle Biofilm ist, der sich auf den Zahnoberflachen befindet [23-25]. Loe
et al. 1965 bestatigte in ihrer bahnbrechenden Studie: "Experimentelle Gingivitis
beim Menschen" die Rolle von Zahnplague bei der Entstehung von Zahnfleisch-
und Parodontalerkrankungen. Innerhalb einer Zeitspanne von 7 bis 21 Tagen
nach Absetzen der MundhygienemalRnahmen kommt es zur Entwicklung einer
Gingivitis. Diese Entwicklung der Gingivitis ist ein reversibler Prozess innerhalb
von 7 bis 10 Tagen nach Wiederherstellung der Mundhygienemafl3nahmen [26].
Biofilme sind komplexe Gemeinschaften von Mikroorganismen. In der Mundhdhle
entsteht Zahnplaque, ein Biofilm der sich auf den Oberflachen der Zahne und der
Schleimhaut befindet und in dem mehr als 1200 Bakterienarten nachgewiesen
wurden [27]. Ein Grof3teil dieser Mikroorganismen sind kommensale Bakterien
der oropharyngealen Normalflora, mit einem meist geringen Anteil pathogener
vertreten. Die Keime sind von einer schitzenden Matrix, bestehend aus
extrazellularen Polysacchariden und Glykoproteinen umgeben [28]. Dieser
Schutzmechanismus des dentalen Biofilms macht ihn 1000- bis 1500-mal
widerstandsfahiger gegen antimikrobielle Wirkstoffe [5].

Eine weitere Fahigkeit zwischen den Mikrokolonien der Bakterien, bekannt als
"Quorum Sensing", ist die Moglichkeit die Zelldichte zu ermitteln und darauf durch
Genregulation zu reagieren. Dies resultiert in der Bildung vorteilhafter

Phanotypen [29].



Der Biofilm bietet physikalischen Schutz und einen Sauerstoffgradienten der das
Wachstum anaerober Spezies beginstigt. Die verschiedenen im Biofilm
vorhandenen Kreislaufkanéle unterstiitzen die Verteilung vieler Nahrstoffe und
die Ausscheidung der anfallenden Stoffwechselschlacken. Weiterhin kénnen
innerhalb eines Biofilms Stoffwechselnebenprodukte einer Spezies von anderen
Spezies, in einem als Crossfeeding bezeichneten Prozess, als Nahrstoffe
verwendet werden [27, 30].

Studien von Theilade et al. 1966 zeigten die bakteriologischen Grundlagen auf,
die fur die Verschiebung der grampositiven Bakterienpopulation zu einer
vorherrschenden gramnegativen Bakterienpopulation, die mit Parodontitis
assoziiert ist, verantwortlich sind [31].

Die Komplextheorie nach Socransky teilt die parodontopathogenen Bakterien je
nach Eigenschaften und Pathogenitat in verschieden farbige Komplexe ein,
welche in wechselseitigen Beziehungen zueinander stehen um eine geeignete
Lebensgrundlage zu schaffen. Hierbei wird zwischen den Frihkolonisierer, grin-
und orange-assoziierter Komplex mit moderater Pathogenitat, einer
Bruckenspezies, oranger Komplex, und den Spéatkolonisierern, roter Komplex
und Aa-Komplex, unterschieden [25].

Das Gleichgewicht des oralen Mikrobioms ist &uf3erst bedeutend fur die
Aufrechterhaltung der oralen und systemischen Gesundheit. Wird dieses
Gleichgewicht gestort kann es zu dem Zustand einer Dysbiose kommen [32].
Neure Untersuchungen von Hajishengallis und Lamont flhrten zur Theorie die
als polymikrobielle Synergie und Dysbiose bekannt wurde. Diese besagt, dass
Parodontitis durch eine synergistische polymikrobielle Gemeinschatft initiiert wird.
Dabei wirken innerhalb der bakteriellen Gemeinschaft verschiedene Spezies
zusammen um ein stabiles dysbiotisches, pathogenes Mikrobiom zu etablieren
[33].

Zusatzlich spielen Genetik, Umwelteinflusse, systemische Gesundheit des
Patienten und dessen Lebensgewohnheiten wie zum Beispiel Nikotinabusus,
schlechte Mundhygiene oder Ernahrung bei der Entstehung einer Parodontitis
eine Rolle [23]. Vor jeder Parodontitis steht die Gingivitis, jedoch nicht jede
Gingivitis entwickelt sich zu dem Krankheitsbild der Parodontitis, da dies von den
oben genannten spezifischen Faktoren des Wirts abhangt [23].

Die schadlichen Auswirkungen von parodontalpathogenen Keimen sind nicht auf



das Parodont beschrankt, sondern kdnnen sich auch negativ auf die systemische
Gesundheit des Patienten auswirken [34]. Verschiedene Studien deuten auf
einen moglichen Zusammenhang zwischen Parodontitis und Diabetesrisiko,
rheumatoide Arthritis, Arteriosklerose, Bluthochdruck und Alzheimer-Krankheit
14 hin [35-42].

2.2 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis, P.g.) ist ein gramnegatives anaerobes
Bakterium, welches in der Mundhdhle vorkommt und die Entstehung einer
Parodontitis beglnstigen kann [3, 4]. Hierbei scheint P. gingivalis laut
Hajishengallis et al., 2012 (Keystone-Pathogen Hypothese) eine Schlisselrolle
zu spielen. Aktuelle Studien zeigen, dass Porphyromonas gingivalis alleine in
keimfreien Mausen keine Parodontitis ausldsen kann. Allerdings geht man davon
aus, dass P. gingivalis zusammen mit anderen Keimen eine Umwandlung des
oralen Mikrobioms von einer symbiotischen Gemeinschaft in eine dysbiotische
Gemeinschaft einleitet, die eine destruktive parodontale Entziindung ausldésen
kann (Hajishengallis et al. 2011).

Dieses Pathogen hat die Fahigkeit in orale Epithel- und Endothelzellen
einzudringen, und es kann die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen
durch neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen induzieren [43-

45]. P. gingivalis kann Immunzellen in vitro und in vivo desensibilisieren [46, 47].
Interaktion Porphyromonas gingivalis mit Epithel- und Immunzellen

Epithelzellen, die die Mundschleimhaut auskleiden, dienen als Barriere
gegenuber bakteriellen Angriffen und verhindern als Teil des Abwehrsystems die
Invasion in tiefere Gewebsschichten [48]. Es wurde gezeigt das P. gingivalis in
vitro die Fahigkeit besitzt, in Epithelzellen, Fibroblasten und desmodontale Zellen
einzudringen und damit die Epithelbarriere zu durchbrechen [49, 50]. Viele
bakterielle Pathogene sind dafir bekannt, dass sie in nicht-phagozytierende
Zellen eindringen. Die Invasion kommt durch zellulare Aktin-Umordnung
zustande, welche durch spezifische Interaktionen zwischen bakteriellen
Liganden und Zell-Oberflachenrezeptoren induziert wird [51]. In mehreren

Studien wurden Lipid-Rafts der Plasmamembran als bakterielle Eintrittspforte



angenommen [52, 53]. Lipid-Rafts sind Membran-Subdomé&nen, die reich an
Cholesterin, Sphingolipiden und spezifischen Membranproteinen wie
Glykosylphosphatidylinositol-Anker und Caveolae sind. Caveolae sind
sackformige Einbuchtungen der Plasmamembran, die in Cholesterin-
Homoostase, Endozytose und Zellkommunikation involviert sind [54]. P.
gingivalis setzt extrazellular Membranstrukturen frei, die alle Bestandteile der
Membran besitzen (Proteine, Peptidoglykane und Fimbrien) [55, 56]. Es
exprimiert eine Reihe adhasiver Komponenten wie Fimbrien, Proteasen
(Gingipaine), Hamagglutinine und Lipopolysacharide (LPS) [57]. Zudem besitzt
es die Fahigkeit, Abwehrmechanismen zu inhibieren, unter anderen die IL-8-
Sekretion von Epithelzellen [58-62]. Dieses Phanomen wird als lokale Chemokin-
Paralyse bezeichnet. Durch diesen Virulenzmechanismus kann der IL-8-Gradient
im gesunden Gewebe verringert werden, was die Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten in das parodontale Gewebe beeintrachtigt [58]. Die
Phosphoserin-Phosphatase (SerB), ein Enzym das von P. gingivalis produziert
wird, scheint hierbei eine Rolle zu spielen [63]. Die Synthese von SerB wird bei
Kontakt mit Epithelzellen induziert [64]. P. gingivalis besitzt als Bestandteil der
Lipopolysacharide der &uf3eren Membran Lipid A, welche als TLR4-Antagonist
wirkt und somit die Immunantwort umgehen kann [65, 66]. Die Struktur von Lipid
Ain P. gingivalis ist heterogen [67-69]. Eine 5-Acyl-Monophosphatstruktur ist ein
schwacher TLR4 Agonist wahrend eine 4-Acyl-Monophosphat Struktur ein TLR4-
Antagonist ist [69]. Welche der beiden Varianten von Lipid A exprimiert wird, kann
durch die Haminkonzentration im Kulturmedium reguliert werden. Vermutlich sind
Lipid-A-Phosphatasen daran beteiligt [70, 71]. Es wurde gezeigt, dass der TLR4-
Antagonist in einem humanen in vitro-Gingiva-Epithelzellkulturmodell zu einer
verminderten Expression von B-Defensin fuhrt und die Unterbrechung des
epidermalen Wachstumsfaktor-abhangigen Signalwegs induziert, welcher bei
der Regeneration des parodontalen Gewebes eine Rolle spielt [72-76]. In
Makrophagen induziert P. gingivalis die Rekrutierung und Ko-Assoziation von
Lipid-Rafts, TLR2 und zwei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (dem CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4 und dem C5a-Rezeptor). Dies induziert eine anhaltend hohe
Konzentration von cyclischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) [75, 76]. Das
Bakterium ist selbst in der Lage, durch eine C5-Konvertase 4ahnliche

enzymatische Aktivitat, vermittelt durch Arginin-spezifische Zystein-Proteinasen



(RgpA Gingipaine), C5a abzuspalten [76]. Zuséatzlich kann P. gingivalis CXCR4
direkt durch seine Fimbrien aktivieren, ohne dass CXCL12 als Ligand benotigt
wird [75]. Die Aktivierung von TLR2 durch P. gingivalis allein verursacht nur eine
leichte Erh6hung des cAMP-Spiegels, wahrend eine alleinige Aktivierung von
CXCR4 oder C5aR keine Veranderung des cAMP-Spiegels bewirkt. Wenn durch
P. gingivalis aktivierter TLR2 mit aktivierten C5aR und CXCR4 interagiert, kommt
es zu einem synergistischen Effekt. Dies fuhrt zu einer Steigerung der Aktivitat
der Proteinkinase A, welche die Glykogensynthase-Kinase 3( inaktiviert, und
damit zur Induktion der von Stickstoffmonoxid-Synthase abhangigen T6tung von
Bakterien in vitro und in vivo [75, 76]. TLR2 kann sowohl mit C5aR als auch mit
CXCR-4 interagieren, um diesen Effekt zu verursachen, jedoch ist der Effekt am
starksten, wenn alle drei Rezeptoren interagieren [76]. P. gingivalis interagiert
auch mit TLR4, wobei TLR4 durch die Lipopolysaccharide entweder schwach
aktiviert (5-Acyl-Monophosphat-Lipid A) oder sogar antagonisiert (4-Acyl-
Monophosphat-Lipid A) wird [24]. Weiterhin wurde demonstriert, dass P.
gingivalis NOD1- und NOD2-Rezeptoren aktivieren kann. In parodontalen
Fibroblasten wurde dadurch eine erhdhte Expression von IL-6, IL-8 und
vaskularem Zelladh&sionsmolekil 1 nachgewiesen [77].

Fimbrien von P. Gingivalis und deren Interaktion mit Integrinen

Es ist bekannt, dass Fimbrien eine wichtige Rolle bei der Invasion von P.
gingivalis in die Wirtszelle spielen [78-80]. Fimbrien sind dinne, filamentose,
Oberflachenanhéangsel, die auf vielen Bakterienspezies vorkommen. Auf P.
gingivalis wurden sie erstmalig mittels Elektronenmikroskopie nachgewiesen
[81]. Die Fimbrien erlauben es dem Bakterium an Epithelzellen, Fibroblasten,
Speichelkomponenten und Proteine der extrazellularen Matrix zu binden und das
parodontale Gewebe zu infiltrieren [82]. Es befinden sich zwei verschiedene
Fimbrien auf der Oberflache von P. gingivalis, lange und kurze Fimbrien [49].
Lange Fimbrien bestehen aus einem 41 kDa grof3en Protein (FimA, Fimbrillin),
welches durch das fimA-Gen codiert wird [83]. Kurze Fimbrien bestehen aus aus
einem 67 kDa grol3en Protein (Mfal), welches durch das mfal-Gen codiert wird
[84, 85]. Eine Defizienz des fimA-Gens fiihrte in einem gnotobiotischen
Rattenmodell zur verminderten Fahigkeit, sich an gingivale Fibroblasten und
Epithelzellen zu binden und zum verminderten parodontalen Knochenabbau [86,

87]. Untersuchungen zeigten, dass Mutanten von P. gingivalis ohne lange



Fimbrien eine verminderte Fahigkeit besitzen, in gingivale Epithelzellen und KB-
Zellen einzudringen [88-90]. In Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
induzieren lange Fimbrien die Uberproduktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6, und Tumornekrosefaktor-a [91, 92].

Untersuchungen zeigten, dass die langen Fimbrien fur die Entwicklung von
Biofilmen aus P. gingivalis auf Streptokokken-Substraten benétigt werden [93].
Es wurde demonstriert, dass die kurzen Fimbrien fur die Autoaggregation von P.
gingivalis von Bedeutung sind [94]. Mfal induziert in Peritonealmakrophagen von
Mausen die Expression von IL-1a, IL-1B, und Tumornekrosefaktor-a [95]. Als
intrazellulares Pathogen besitzt P. gingivalis die Fahigkeit, zellulare
Signalmolekile zu zersetzen und zellulare Funktionen wie Adhasion, Migration
und Proliferation zu stéren [50, 78, 81]. Die Fimbrien ermdglichen es P. gingivalis,
mit verschiedenen korpereigenen Komponenten zu interagieren, darunter
Speichelproteine, Hamoglobin, Proteine der extrazellularen Matrix, gingivale
Epithelzellen und Fibroblasten [82]. Direkt nach Eintritt in die Mundhdohle reagiert
P. gingivalis als erstes mit dem Speichel. W&ahrend Komponenten wie Fibrinogen,
Histatin und Fibronektin die Adh&sion zum parodontalen Gewebe inhibieren,
fordern Speichelkomponenten wie Prolin-reiche Proteine, Prolin-reiche
Glykoproteine und Statherin die initiale Verankerung von P. gingivalis [96-99].
Nach der initialen Verankerung kolonisiert P. gingivalis die marginale Gingiva,
was vermutlich durch die Uber Fimbrien vermittelte Adhasion an Wirtsproteine
zustande kommt [100]. Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Interaktion
von Fimbrien mit gingivalen Epithelzellen eine wichtige Rolle bei der Etablierung
einer chronischen Parodontitis spielen kann [50, 101]. Es wurde gezeigt, dass
Fimbrien von P. gingivalis an zellulare a5B1-Integrine binden [102, 103]. Zellulare
Integrine sind ubiquitar exprimierte, heterodimere Rezeptoren fur Proteine der
extrazellularen Matrix, welche in physiologogische zellulare Prozesse involviert
sind, die mit Zellaktivierung, Proliferation, Metabolismus und Motilitdt assoziiert
sind [104]. Diese Zellfunktionen sind zum Teil abhangig von der Interaktion
zwischen a5B31-Integrin und seinem Liganden Fibronektin [105]. Eine Studie, in
der eine Zelllinie verwendet wurde, die a5B1-Integrin Uberexprimiert,
demonstriert, dass die Fimbrien von P. gingivalis mit Fibronektin um die a5B31-
Integrin-Bindungsstelle konkurrieren und die Uber Fibronektin/Integrin regulierten

zellularen Funktionen inhibiert wurden [106]. Der Komplement-Rezeptor 3 (CR3)



ist ein B2-Intergrin, der eine Rolle in der Phagozytose von apoptotischen Zellen,
der Leukozytenwanderung und der Regulation der Produktion von Zytokinen
spielt [107]. Seine Aktivitat ist strikt reguliert. Wahrend er in ruhenden Zellen eine
geringe Affinitat aufweist, kann er durch ein Signal vom Zellinneren (inside-out
signaling), vermittelt durch Chemokin- oder Anaphylatoxin-Rezeptoren, in einen
Zustand mit hoher Affinitat gebracht werden [108]. Wird durch P. gingivalis TLR2
oder TLR4 aktiviert, kann dieses via Aktivierung des Komplementfaktors C3 eine
gesteigerte Aufnahme der Bakterien in Makrophagen induzieren. CR3-defizitare
Makrophagen sind gegenuber Wildtyp-Mausmakrophagen hinsichtlich des
intrazellularen Abtotens von P. gingivalis Gberlegen [109, 110].

P. gingivalis kann mittels Fimbrien CR3 binden, was die ERK1- und ERK2
(extrazellular-signalregulierte Kinasen)-Signaltransduktion aktiviert und so die
TLR2 induzierte Produktion von IL-12 inhibiert [111]. Es wurde gezeigt, dass P.
gingivalis durch eine Wechselwirkung zwischen den Fimbrien und a531-
Integrinen an gingivalen Epithelzellen sowie Endothelzellen haftet und in diese
eindringt [79, 82, 112]. Das Zytoskelett der Wirtszelle ist ein nachgeschaltetes
Ziel Integrin-vermittelter Signaltransduktion [113]. Die durch Integrine vermittelte
bakterielle Invasion wird normalerweise mit minimalem und voriibergehendem
Zytoskelett-Remodeling assoziiert [114].

Die Invasion von P. gingivalis in gingivale Epithelzellen induziert die Nukleation
von Aktinfilamenten zu ,Microspike"-artigen Vorspringen und langen stabil
geformten Mikrofilamenten [115]. Ergebnisse aus Studien, die eine Infektion von
Osteoblasten mit P. gingivalis untersuchten, legen nahe, dass P. gingivalis Uber
seine langen Fimbrien an a5B1-Integrin der Osteoblasten bindet und Aktin-
Mikrofilamente reorganisiert, um in Osteoblasten einzudringen. In infizierten
Osteoblasten wurde die Aktivierung des JNK-Signalwegs (C-Jun-N-terminale
Kinase), sowie eine anfangliche Erhohung des zellularen Uberlebens mit
anschlieRend erhbhtem Zelltod nachgewiesen [116].

Es wurde gezeigt, dass Mutationen im fimA-Gen das Anheften der Bakterien an
Wirtszellen verhindern kénnen [86]. Frihere Studien zeigten, dass die Fimbrien
von P. gingivalis in der Lage sind in menschlichen gingivalen Fibroblasten und
murinen Peritonealmakrophagen die Expression von inflammatorisch wirkenden
Zytokinen (wie IL-1qa, IL-1B, TNF-a, JE/monocyte chemoattractant protein 1) zu
induzieren [117-120]. Vermutlich spielt N-Acetyl-D-Galaktosamin bei der



Interaktion von Fimbrien und Makrophagen eine funktionelle Rolle. Weiterhin
wurde gezeigt, dass P. gingivalis via B2-Integrin an murine
Peritonealmakrophagen bindet und die B-Kette (CD-18) bei der durch Fimbrien
induzierten Expression von Interleukin-13 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
eine zentrale Rolle spielt [121]. Es wurde demonstriert, dass die Fahigkeit von
murinen Makrophagen, Interleukin-12 als Reaktion auf Fimbrien von P. gingivalis
zu exprimieren, bei Integrin-B2-Defizienz hochreguliert wird, wahrend es bei einer
TLR2-Defizienz zur Hemmung der Ausschittung von Interleukin-12 kommt [122].
Weiterhin wurde gezeigt, dass die Fimbrien von P. gingivalis eine Ko-Assoziation
von TLR 2, B2-Integrin und CD14 induzieren [123]. Die Bindung der Fimbrien an
CD14 und Aktivierung des TLR2- und des Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Signalwegs koénnte zur Induktion einer Konformationsanderung der B2-Integrine
fuhren, welcher einen Zustand mit hoher Bindungsaffinitat gegentber P.
gingivalis aufweist. Somit konnten die Fimbrien von P. gingivalis als Aktivator
und als Ligand fur f2-Integrine fungieren [110].

Epidemiologische Studien haben Zusammenhénge zwischen der Parodontitis
und dem oralen Plattenepithelkarzinom demonstriert [12-15]. In einer Studie, die
das Vorliegen einer Parodontitis bei Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom
berticksichtigte, wurde Uber eine Odds-Ratio von 4,52 gegeniber parodontal
gesunden Patienten berichtet [13]. Die Entstehung eines Zungenkarzinoms bei
Patienten mit Parodontitis ist gemal3 den Ergebnissen von Tezal et al. (2007) um
das 5,23-fache begtinstigt [12]. Eine weitere Studie ergab, dass Parodontitis mit
der Mortalitdt von Karzinomen des Aerodigestivtrakts assoziiert ist, wobei P.
gingivalis als spezifischer und potentiell unabhangiger mikrobieller Risikofaktor
gilt [124]. P. gingivalis fordert die Invasivitat des oralen Plattenepithelkarzinoms
durch Aktivierung und Induktion von Pro-Matrix-Metalloprotease 9 [125]. Es
wurde gezeigt, dass die Expression von B7-H1- und B7-DC-Rezeptoren in oralen
Plattenepithelkarzinomzellen durch P. gingivalis hochreguliert wird [126]. P.
gingivalis ist in hohem MafR3e in malignem oralem Epithel nachweisbar, welches
eine potentielle Assoziation mit dem oralen Plattenepithelkarzinom vermuten
lasst [127].
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2.3 Zusammenhange zwischen Tumoren und Entzindung

Es gibt viele Beispiele fur eine Verbindung von entzindlichen Erkrankungen und
der Tumorgenese. So gilt eine chronische Infektion mit Helicobacter pylori als
Risikofaktor fir die Entwicklung eines Magenkarzinoms, eine chronische
Hepatitis B und C kann die Entstehung von Leberkrebs begunstigen und eine
chronische Prostatitis kann Prostatakrebs verursachen  [8-10]. Sowohl
dysregulierte entzindliche Prozesse durch autoimmune Reaktionen als auch
sich standig wiederholende Weichgewebstraumata kénnen das Krebsrisiko
steigern [128]. Die Transkriptionsfaktoren, welche die Gene flr
Entziindungsmediatoren regulieren, steuern zum Teil auch Proliferation [11]. In
genetisch veranderten Zellen kénnen somit die Mechanismen, welche das
Zellwachstum und Proliferation steuern, ebenfalls die Produktion von
Entzindungsmediatoren induzieren. Das entziindete Milieu wiederum unterhalt
die weitere Zellproliferation, begiinstigt das Uberleben der veranderten Zellen,
fordert Angiogenese und die Umgehung der Immunantwort [8-10]. Hat sich eine
entztindliche Tumormikroumgebung etabliert, so beglnstigen wechselseitige
Interaktionen zwischen den sich neu bildenden Tumorzellen und dem
Tumorstroma das Tumorwachstum [129, 130]. Dadurch lasst sich eine
Verbindung zwischen Tumorbildung und entzindlichen Geschehen herstellen.

Die Zusammenhange sind in Abb. 1 grafisch dargestellt.
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Abbildung 1: Interaktion zwischen Tumorentstehung und Entzindung.

[9]

Mitogene Faktoren und durch chronische Entzindungen aktivierte
Transkriptionsfaktoren konnen die Entwicklung und Progression eines Tumors
begilnstigen (Abbildung nach Mantovani et al., 2010).

Durch Tabak, Alkohol, Umwelteinflisse und entziindliche Noxen kann es zur
Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z.B. STAT-Proteine
(signal transducer and activator of transcription), Aktivator Protein 1 (AP-1), und
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) kommen.
Infolge dessen aktivieren die Tanskriptionsfaktoren Onkogene, welche
Zellproliferation, Apoptose und Angiogenese fordern, sowie Gene, welche die
Ausschittung von  Entzindungsmediatoren wie  Wachstumsfaktoren,
Prostaglandine, Zytokine und Proteinasen induzieren [8, 10, 131-133]. Die
Entziindungsreaktion beglnstigt eine unkontrollierte selbstunterhaltende
Proliferation. Die Tumorprogression und die entzindliche Tumorumgebung sind
eng miteinander vergesellschaftet, was auch erklart, warum in der Umgebung
vieler Tumoren Entziindungszellen und Mediatoren nachweisbar sind [8, 10]. Ein
weiteres Indiz hierfur ist, dass schnell wachsende Tumoren starke entziindliche
Infiltrate aufweisen [128]. In nicht karzinogenem entziindetem Gewebe kann es
durch die Transkriptionsfaktoren STAT-3, AP-1 und NF-kB zu vermehrter

Proliferation kommen, was die Entwicklung von Tumoren begtinstigt [8, 10, 132].
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TLR2 und TLR4 haben die Fahigkeit NF-kB zu aktivieren [50,51,55]. Durch
Immunzellen kommt es zur Bildung von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies, was die Entartung der Zellen begunstigen kann [10, 128, 129].
Reaktive Stickstoffspezies kdnnen zudem als intrazelluléare Botenstoffe wirken
und die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAPK) Signalkaskade aktivieren,
welche Proliferation und Zelldifferenzierung hochreguliert [131].

2.4 Das orale Plattenepithelkarzinom

Die Inzidenz des Mundho6hlenkarzinoms betragt 200.000-350.000
Neuerkrankungen/Jahr weltweit mit steigender Erkrankungshaufigkeit [134, 135].
In Deutschland liegt die Zahl der Neuerkrankungen bei circa 10.000 pro Jahr,
wobei Uberwiegend Manner betroffen sind. Damit steht das Mundhdhlenkarzinom
an 7. Stelle aller malignen Tumoren bei Mannern. Insgesamt betreffen 5 % aller
malignen Tumoren die Mundhdhle [136, 137]. In 95 % der Karzinome der
Mundhodhle handelt es sich um Plattenepithelkarzinome [137-139].
Als Risikofaktoren des oralen Plattenepithelkarzinoms gelten neben chronischem
Alkoholabusus und Tabakkonsum auch chronisch entzindliche Prozesse,
ausgelost durch bakterielle, virale oder chemische Noxen [8-10, 129, 131, 132,
140, 141].

Trotz Voranschreiten der therapeutischen Anséatze hat sich die Morbiditat und
Mortalitdt bezlglich des oralen Plattenepithelkarzinoms in den letzten 30 Jahren
nicht wesentlich geéndert. Bei Mannern liegt die Morbiditat bei 6,6/100.00 und
die Mortalitdt bei 3,1/100.000, wahrend bei den Frauen die Morbiditat
2,9/100.000 und die Mortalitat 1,4/100.00 betragt [142]. Die Inzidenz des oralen
Plattenepithelkarzinoms steigt in der Bevdlkerungsgruppe zwischen 18 und 44
Jahren vor allem unter den Frauen [143]. Haupt-Risikofaktoren fur die
Entstehung des oralen Plattenepithelkarzinoms sind der Konsum von Tabak und
Alkohol [144]. Vor allem die im Tabak enthaltenden Karzinogene wie Nitrosamine
[145] und aromatische Kohlenwasserstoffe kdnnen beim kombinierten Konsum
mit Alkohol, welcher die Mundschleimhautpermeabilitdt erhoht, besonders
effektiv das Gewebe penetrieren. Damit erh6éht sich beim Mischkonsum das
Risiko nochmals um ein Vielfaches [146]. Zu den ebenfalls beglinstigenden

Faktoren werden das Kauen von Betelnlssen, die Infektion mit humanen
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Papillomaviren und Hepatitis-C-Viren gezahlt [147-149]. Die orale Leukoplakie
gilt als Prékanzerose mit malignen Transformationsraten zwischen 0,9 und
17,5% [150, 151]. Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle zeigen sich
vielgestaltig, sie konnen auf der Basis einer Erythroplakie und Leukoplakie
entstehen, aber auch in Form eines nicht-heilenden Ulkus oder eines exophytisch
wachsenden Tumors auftreten [152]. Ein Grol3teil der Tumoren, etwa neun von
zehn, wird erst diagnostiziert, wenn der Patient bereits tumorassoziierte
Symptome zeigt. Lediglich 10 % der Tumoren werden im Rahmen einer
Routineuntersuchung entdeckt [153]. Veranderungen der Mundschleimhaut
werden in der Regel zun&chst durch Inspektion und Palpation beurteilt, da jedoch
auch makroskopisch harmlos wirkende Schleimhautveranderungen ein malignes
Geschehen verbergen konnen, sollten alle Mundschleimhautveranderungen,
welche langer als zwei Wochen persistieren, durch eine Biopsie abgeklart
werden [154-156]. Zwei Verfahren neben der klinischen Beurteilung sind die
Birstenbiopsie und das VEL-Scope (Vision Enhanced Lesion Scope) [157]. Die
Birstenbiopsie mit anschlieBender diagnostischer DNA-Zytometrie ist ein
Verfahren, mit dem am gewonnenen Zellmaterial entsprechende DNA-
Zytometrie zur Bestimmung der DNA-Aneuploide als Marker fir maligne
Transformation durchgefihrt wird [158]. Bei der Untersuchung mit dem VEL-
Scope wird die Fluoreszenz der intra- und extrazellularen Substanzen wie FAD,
Kollagen, NADPH, Keratine und Porphyrine genutzt. Es entstehen
Fluoreszenzausloschungen, die auf eine gestorte Gewebestruktur hinweisen, um
somit den Verdacht auf Malignitat zu erharten [159]. Ist die Diagnose gesichert,
mussen weitere Untersuchungen zur Stadienbestimmung erfolgen.

Das Therapiekonzept von Tumoren richtet sich nach Alter, Allgemeinzustand,
anatomischer Lage und dem Tumorgrading. Tumoren der Klassen | und Il lassen
sich in 80 bis 90 % durch die alleinige chirurgische Exzision behandeln. Ab dem
Stadium 11l sollte eine multimodale Behandlung, bestehend aus Tumorresektion,
Radiotherapie und Chemotherapie, erfolgen [160-163]. Die Prognose des
Patientenguts mit vorangeschrittenem Tumorwachstum liegt bei einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von nur 45 bis 53 %. Eine mogliche Ursache kénnte sein, dass
es nicht nur zu einer regionalen Progression des Tumors kommt, sondern in bis

zu 38 % der Falle zu Fernmetastasen, bevorzugt in der Lunge [164, 165].
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2.5 Toll-like Rezeptoren (TLRs) und ihre Signalmolekile

Insgesamt sind 10 humane TLRs, TLR1-TLR10 bekannt, bei Mausen wurden 12
identifiziert, TLR1-TLR9 und TLR11-TLR13 [166]. TLRs spielen eine wichtige
Rolle bei der initialen Immunantwort und werden durch eine groRe Bandbreite
exogener und endogener Antigene aktiviert. Sie erkennen sogenannte PAMPSs
(pathogen-associated molecular patterns) sowie doppelstrangige RNA Molekiile
[167, 168]. Man bezeichnet diese Gruppe von Rezeptoren daher auch als Pattern
Recognition Rezeptoren (PRRs). Neben den PAMPs kdnnen die Rezeptoren
auch von endogenen Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPS) aktiviert
werden. Zu den DAMPs, welche TLRs aktivieren kdnnen, z&hlen: HMGB1 (high
mobility group protein Bl), Hitzeschockproteine (HSP), S-100-Proteine und
Hyaluron [169-171]. Die Aktivierung von TLRs fuhrt zur vermehrten Expression
von pro-inflammatorischen Mediatoren [172]. Es ist davon auszugehen, dass
TLRs, bei der Entstehung und Progression von Tumoren involviert sind [172,
173]. TLRs werden auf Endothel-, Epithel- und Tumorzellen exprimiert, unter

anderem auch in Kopf-Hals-Karzinomen [173-177].

2.5.1 Toll-like Rezeptor 2

TLR2 erkennt seine Liganden Uber die Interaktion mit TLR1 oder TLR6 zu einem
Heterodimer. Bereits vor der Aktivierung durch einen Agonisten liegen die
TLR2/TLR1- und TLR2/TLR6- Rezeptorkomplexe schwach assoziiert auf der
Zelloberflache vor [178]. Durch die Fahigkeit von TLR2, Lipopeptide eigensténdig
zu erkennen, wird auch die Bildung von TLR2-Homodimeren in Betracht gezogen
[179]. Die TLR2/TLR1- und TLR2/TLR6-Komplexe binden ihre Liganden indem
sie M-férmige Strukturen bilden, in deren Einbuchtung die spezifischen Agonisten
gekoppelt werden [180]. TLR2 kann aktiviert werden durch Spirochaten, Pilze,
Bestandteile Gram-positiver Bakterien wie Peptidoglykan, Lipoteichonsaure,
Lipoarabinomannan und Lipoproteine sowie durch Lipopolysacharid (LPS) von
bestimmten gramnegativen Bakterien [181-187]. Wahrend die Aktivierung von
TLR2 mit Triacyl- und Diacyl-Lipoproteinen in Makrophagen die Bildung
entzindungsfordernder Zytokine verursacht, wurde bei viral stimulierten
Monozyten die Produktion von Interferon 1 nachgewiesen. Dies suggeriert einen

Zelltyp-abhangigen Reaktionsmechanismus [188].
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2.5.2 Toll-like Rezeptor 4

TLR-4 bildet mit dem Myeolid-Differenzierungsfaktor 2 (MD2) ein Komplex
welcher LPS bindet [189, 190]. Zunéchst bindet das Serumprotein
Lipopolysaccharide binding protein (LPB) an die Lipid A Komponente von LPS
und spaltet dieses auf [191]. Dadurch werden Einzelne LPS-Molekulle von LBP
auf CD14 transferiert und anschlieRend LPS auf den TLR4/MD-2-
Rezeptorkomplex Ubertragen. Hierbei dient ausschlie3lich MD-2 als LPS-
Bindungspartner, wobei TLR4 alleine kein LPS bindet [192-194]. TLR-4-MD2 mit
dem gebundenen LPS kann als kristalline Struktur dargestellt werden[195]. Die
nachfolgende Homodimerisierung von TLR4 stellt den letzten Schritt in der LPS
Signaltransduktion dar [189]. Zu den Agonisten von TLR4 =zadhlen: LPS
gramnegativer Bakterien, VSV (vesicular stomatitis virus) Glycoprotein G, RSV
(respiratorische  Synzytialviren), MMTV (Maus-Mammatumorvirus) virale
Hullenproteine, Mannan  (Candida albicans),  Glucuronoxylomannan
(Cryptococcus neoformans), Glycosylinositolphospholipide (Trypanosoma),
HSP60, HSP70, Fibrinogen, HMGBL1, Nickel und Poly-Inosin und Poly-Cytidyl-
Saure (Poly I:C) [166, 196]. Die Signalkasade von TLR 2 und TLR4 ist in
Abbildung 2 dargestellt:
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Abbildung 2: Schematischer Ablauf der Signalkaskaden von TLR 2 und TLR 4.
Abklrzungen: LPS = Lipopolysaccharid, MD2 = myeloid differentiation potein 2,
TIRAP/Mal = MyD88 adapter-like protein, MyD88 = myeloid differentiation
primary response 88, IRAK 1/2/4 = IL-1 Rezeptor assoziierte Proteinkinase 1/2/4,
Traf 6 = Tumornekrosefaktor—assoziierter Faktor 6, Ubcl3 und UevlA =
Ubiquitin-konjugierender Enzymkomplex, TAK 1 = transforming growth factor
beta-activated kinase 1, TAB 1/2/3 = TAK1-bindendes Protein 1/2/3, IKK-B =
inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase, NF-kB = nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells, SINTBAD = similar to NAP-1 TBK1 adaptor,
IRF3 = interferon regulatory factor 3, NEMO = NF-kB-essentieller Modulator, IkB
= nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
MAPK = Mitogen-aktivierte Proteinkinase, AP-1 = Aktivator-Protein 1, TRIF =
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g, TRAM = TRIF-related
adaptor molecule, RIP 1 = receptor-interacting protein 1, TBK1 = TANK-binding

kinase 1, IFNs = Interferone
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Die Aktivierung von TLR2 und TLR4 kann uber zwei Signalwege ablaufen, die
myeloid differentiation primary response (MyD88)-abhangige Signaltransduktion
und den TIR-domain-containing adaptor protein inducing interferon beta (TRIF)-
abhangigen Signalweg.

Der MyD88-Signalweg wird sowohl von TLR2 als auch von TLR4 aktiviert. MyD88
bestent aus einer Death-Domane (DD) und einer TIR-Domane. Fir die
Signaltransduktion an MyD88 bendtigen TLR2 und TLR4 das MyD88 adapter-
like protein (Mal) [198, 199]. MyD88 interagiert mit der IL-1R-assoziierten Kinase
(IRAK)-4, einer Serine/Threonine-Kinase mit einer N-terminalen Death-Domaéne.
Daraufhin bindet IRAK1 mit seiner Death-Doméne an MyD88 und IRAK4 [200].
IRAK4 phosphoryliert nun IRAK1, dies fuhrt zur Aktivierung der Kinaseaktivitat
von IRAK1, woraufhin sich  hyperphosphoryliertes IRAK1 durch
Autophosphorylierung bildet. Ebenfalls interagiert IRAK1 mit TRAF6. Daraufhin
erfolgt die Dislozierung von IRAK1 und TRAF6 von MyD88, welche mit dem
Tumornekrosefaktor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6) reagieren, der als E3-
Ubiquitin-Protein-Ligase agiert. Zusammen mit dem E2 Ubiquitin-
konjugierendem Enzymkomplex (Ubcl3 und UevlA) katalysiert TRAF6 die
Formation einer Lysin 63(K63)-gekoppelten Polyubiquitin-Kette an TRAF6 und
die Bildung einer freien unkonjugierten Polyubiquitinkette [201]. Die freie
unkonjugierte K63-Ubiquitinkette aktiviert einen Komplex aus transformierender
Wachstumsfaktor-b-aktivierter Kinase 1 (TAK1), TAK1l-bindendem Protein 1
(TAB1), TAB2 und TAB3, welches die IkB-Kinase (IKK)-b und die MAP -Kinase
6 (MAPK 6) phosphoryliert. AnschlieBend phosphoryliert der IKK Komplex
(bestehend aus: IKK-a, IKK-B, und NF-kB-essentiellen Modulator [NEMOY]), IkBa,
ein NF-kB-inhibitorisches Protein. Phosphoryliertes IkBa baut sich durch das
Ubiquitin-Proteasomsystem ab, wobei NF-kB frei wird, um in den Zellkern zu
translozieren und die Expression von Genen proinflammatorischer Zytokine zu
induzieren. Die Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade ist verantwortlich fur die
Bildung eines zusatzlichen Transkriptionsfaktorkomplexes, Aktivatorprotein 1
(AP-1), welches ebenfalls die Expression von Zytokin-induzierenden Genen
aktiviert [202].

Der TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f)-Signalweg wird
durch TLR4 aktiviert, jedoch nicht durch TLR2. TLR4 bendtigt zur Aktivierung von
TRIF als weiteres Adapterprotein TRAM (TRIF-related adaptor molecule). Eine
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SpleiRvariante von TRAM namens TRAM-Adaptor mit GOLD-Domaéane (TAG) gilt
als Inhibitor des TRIF-Signalwegs [203]. TRIF vereinigt sich mit TRAF3 und
TRAF6 durch TRAF-bindende Motive am N-terminalen Ende. TRIF beinhaltet
auch ein C-terminales Rezeptor-Interaktionsprotein (RIP) homotypisches
Interaktionsmotiv (RHIM) und interagiert dartber mit RIP1 und RIP3. In
Menschen inhibiert SARM (selective androgen receptor modulator) die TRIF-
abhangige Signaltransduktion [204]. Das TNFR-assoziierte death domain protein
(TRADD), ein wichtiger Adapter fur die TNFR-Signalkasade, ist an dem TRIF-
abhangigen Signalweg beteiligt [205]. TRADD bildet einen Komplex mit dem
FAS-assoziierten death domain containing protein (FADD) und RIP1, zuséatzlich
vermittelt TRADD die Ubiquitinierung von RIP1, welches flr die Aktivierung von
NF-kB bendtigt wird. FADD aktiviert die Caspase-8 oder Caspase-10 als
Reaktion auf Poly-Inosin-: Poly-Cytidyl-Saure (poly I:C) und die gespaltenen
Kaspasen aktivieren NF-kB [206]. TRAF3 wird bendétigt, um IKK (IkBa-Kinase-
Komplex)-verwandte Kinasen, TANK-bindende Kinase 1 (TBK1) und IKK-i (IKK-
3) zu aktivieren [207, 208]. An TRAF3 erfolgt eine K63-vermittelte auto-
Ubiquitination und es wirkt als E3-Ubiquitinligase. Die TRAF3-Aktivierung wird
inhibiert durch das Deubiquitinierungsenzym (DUBA) [209]. Proteasom-
vermittelter Abbau von TRAF3 ist essenziell fur die Aktivierung von MAP-Kinasen
und der Produktion von entziindungsfordernden Zytokinen [210]. Ubc5, eine E2-
Ubiquitinligase, wird fur die Aktivierung von IRF3 (Interferon-regulatorischer
Faktor 3) der fiur die Katalysierung der K63-type Polyubiquitin-Kettenbildung
bendtigt wird [211]. TBKI1-IKK-i-Phosphorylate und IRF3-IRF7-Dimere
translozieren in den Zellkern, induzieren die Bildung von Typ-I-Interferonen und
die Expression von IFN-induzierbaren Genen. IKK-i phosphoryliert auch STAT1,
um die Hochregulation einer Reihe von IFN-induzierbaren Genen wie Adarl, Ifit3,
und Irf7 auszuldsen [212].

2.5.3 IRAK-1

Insgesamt wurden vier verschiedene Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinasen
(IRAK1, IRAK2, IRAK3 [IRAK-M], und IRAK4) identifiziert. Sie sind
Serin/Threonin-Proteinkinasen, welche an der Signaltransduktion von Toll-like
Rezeptoren und Interleukin-1-Rezeptor 1 beteiligt sind [213-216]. IRAK2 und
IRAK3 sind Pseudokinasen ohne katalytische Aktivitat, wobei sie trotzdem eine
Rolle in der Signalkaskade spielen [214, 217].
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Das IRAK1-Protein besitzt eine N-terminale Death-Doméane, eine zentrale
Kinase-Domé&ne mit einer Aktivierungsschleife und eine C-terminale C1- und C2-
Domane. Wahrend IRAK1-IRAK4 ahnliche funktionelle Domanen besitzen, liegt
die Sequenzhomologie dieser Proteine bei nur circa 30—40 %. IRAK 1, 2 und 4
sind ubiquitar exprimiert, Irak 3 scheint nur in Makrophagen vorzukommen [218,
219]. IRAK1-defiziente Makrophagen produzieren verminderte Mengen von
TNF-a bei TLR2- und TLR4-Aktivierung. Diese Beeintrachtigung der TLR-
Funktion in IRAK1-defizienten Mausen fihrt zur Reduktion der letalen septischen
Wirkung von LPS oder Gram-negativen bakteriellen Infektionen [220]. Die
Signaltransduktion von IRAK1 ist in Abbildung 3 dargestellt:

Ligand

IRAK1 IRAK1
Rak) > [ypss pay > TRARS) " o @ (TRARS ®

TAKA ®
IRAKT <«—
MyD88 TRAF6 ® TAB1.2
Tollip
IRAK1 / /

Tollip

TRAF6 IRAK1
IRAK1
IRF7 QL Sumo " 5 ® TAKA Wb ® ®
@ TAB1,2 Ub
IFN-a Nukleare Translokation/ NF-kB /MAPK IRAK1 Degradation
Induktion  Transkriptionale Aktivierung Aktivierung

[221]

Abbildung 3: Signaltransduktion von IRAK1.

Abkirzungen: IFN-a = Interferon-a, IRAK = Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte
Kinase, IRF7 = Interferon-regulatorischer Faktor 7, MAPK = Mitogen-aktivierte
Proteinkinase, MyD88 = myeloid differentiation primary response 88, NF-kB =
nuclear factor, kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells, SUMO = small
ubiquitin-like modifier, TAB = transforming growth factor B-activated protein
kinase 1-binding protein, TAK 1 = transforming growth factor beta-activated
kinase 1, Tollip = toll interacting protein, Traf6 = Tumornekrosefaktor—assoziierter
Faktor 6, P = phophoroyliert, Ub = Ubiquitin

Inaktiv ist IRAK1 an Tollip (toll interacting protein) gebunden. IRAK4 und MyD88
liegen frei im Zytosol vor. Durch Aktivierung der Toll-like-/Interleukin-1-
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Rezeptoren (TLR/IL-1R), kommt es zur Interaktion von MyD88 mit dem Rezeptor
uber die TIR-Doméane, welche sowohl in TLR und MyD88 vorliegt. Daraufhin
bindet IRAK1 Uber seine Death Doméne an MyD88 und IRAK4. Ebenfalls
interagiert IRAK1 mit TRAF6. IRAK4 phosphoryliert nun IRAK1, was die
Kinaseaktivitat von IRAK1 aktiviert, woraufhin sich hyperphosphoryliertes IRAK1
durch Autophosphorylierung bildet. Nun l6st sich das hyperphosphorylierte
IRAK1 von Myd88 und Tollip, um einen zytosolischen IRAK1-Traf6-Komplex zu
bilden.

Durch Interaktion mit TAK1 und TAB1 und TAB2 bildet sich ein Komplex der
TAK1 aktiviert. Das aktivierte TAK1 wiederum fuhrt zur Aktivierung des NF-kB
und des MAPK-Signalwegs. Durch SUMO kann IRAK1 in den Zellkern
transloziert werden. Beim TLR7/9-Signalweg phosphoryliert IRAK1 IRF7,
welches in den Zellkern transloziert und IFN-a induziert. IRAK1 kann nach

Ubiquitinierung abgebaut werden.
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3 Ziele der Studie

Ziel dieser in vitro-Studie war es, die Protein-Expression der Toll-like Rezeptoren
2 und 4 sowie deren Signalprotein IRAK1 in einer oralen
Plattenepithelkarzinomzelllinie und in immortalisierten humanen gingivalen
Keratinozyten nachzuweisen.
Ein weiteres Ziel war der Vergleich der Expression von IRAK1 mit und ohne
Inhibierung des TLR2/4-Signalweges. Die folgenden Fragestellungen sollten
geklart werden:
1. Werden TLR2, TLR4 und IRAK1 auf dem oralen Plattenepithelkarzinom
exprimiert?
2. Wie verandert sich deren Expression unter Zugabe Rezeptor-spezifischer
Stimuli?
3. Wie veréandert sich die Expression nach Stimulation mit isolierten
Membranproteinen von Porphyromonas gingivalis?
4. Wie verhalt sich die Expression von IRAK1 nach Inhibition des Signalwegs
von TLR2 und TLR4?

Arbeitshypothesen
Daraus ergaben sich die folgenden zu testenden Hypothesen:
Hypothese 1

e HO: TLR2 wird nicht konstitutiv exprimiert.

e H1: TLR2 wird konstitutiv auf den zu testenden Zelllinien exprimiert.
Hypothese 2

e HO: TLR2 zeigt keine Hochregulation nach Stimulation mit dessen
spezifischen Agonist.

e HI1: TLR2 wird durch Stimulation mit dessen spezifischen Agonist
hochreguliert.
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Hypothese 3

e HO: TLR2 zeigt keine Hochregulation nach Stimulation mit isolierten
Membranproteinen von P. gingivalis.
e H1: TLR2 wird durch Stimulation mit Membranproteinen von P. gingivalis

hochreguliert.
Hypothese 4

e HO: TLR4 wird nicht konstitutiv exprimiert.

e H1: TLR4 wird konstitutiv auf den zu testenden Zelllinien exprimiert.
Hypothese 5

e HO: TLR4 zeigt keine Hochregulation nach Stimulation mit dessen
spezifischen Agonist.
e HI1: TLR4 wird durch Stimulation mit dessen spezifischen Agonist

hochreguliert.
Hypothese 6

e HO: TLR4 zeigt keine Hochregulation nach Stimulation mit isolierten
Membranproteinen von P. gingivalis.
e H1: TLR4 wird durch Stimulation mit Membranproteinen von P. gingivalis

hochreguliert.
Hypothese 7

e HO: IRAK1 wird nicht konstitutiv exprimiert.

e H1: IRAK1 wird konstitutiv auf den zu testenden Zelllinien exprimiert.
Hypothese 8

e HO: IRAK1 zeigt keine Hochregulation nach Stimulation mit TLR2/4
spezifischen Agonisten.
e H1: IRAK1 wird durch Stimulation mit TLR2/4 spezifischen Agonisten

hochreguliert.
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Hypothese 9

e HO: IRAK1 zeigt keine Hochregulation nach Stimulation mit isolierten
Membranproteinen von P. gingivalis.
e H1: IRAK1 wird durch Stimulation mit Membranproteinen von P. gingivalis

hochreguliert.
Hypothese 10

e HO: Die Inhibition des TLR2-Signalwegs hat keinerlei Einfluss auf die
Expression von IRAKL.

e H1: Die Inhibition des TLR2-Signalwegs verandert die Expression von
IRAK1.

Hypothese 11

e HO: Die Inhibition des TLR4-Signalwegs hat keinen Einfluss auf die
Expression von IRAK1.

e H1: Die Inhibition des TLR4-Signalwegs verandert die Expression von
IRAK1.
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Experimentelles Konzept

Das methodische Vorgehen bestand in folgenden Schritten:

Die zu untersuchenden Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen angeziichtet

und flr die Experimente entsprechend préapariert.

Die Zelllinien wurden mit dem zugehérigen Agonisten stimuliert.

Die Zelllinien wurden mit den isolierten Membranproteinen aus

Porphyromonas gingivalis infiziert.
Inhibition des TLR2/4-Signalwegs: Die Zelllinien wurden vor der

Stimulation mit den Agonisten mit einem blockierenden Antikdrper gegen
TLR2/4 behandelt.

Die Analysen wurden mittels Durchflusszytometrie und Western Blot

durchgefuhrt.
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4. Materialien und Methoden

4.1 Anzucht der Zellen und Kultur der verschiedenen Zelllinien

Es wurden 2 verschiede Zelllinien untersucht:
- SCC-25 (ATCC, Manassas, Va, U.S.A.) aus oralen Plattenepithelkarzinomen

- immortalisierte humane gingivale Keratinozyten (IHGK)

Zellkulturmedien und Losungen

Die spezifischen Kulturmedien fur die Zellllinien sind Tabelle 3 aufgelistet:

Tabelle 1: Spezifische Kulturmedien der verschiedenen Zelllinien

Zelllinie Zellkulturmedium

IHGK serumfreies Proliferationsmedium:
Material Menge
DMEM ohne Ca?* 145,05 ml
Ham’s F12 48,35 ml
Hydrocortison (10 pg/ml) 8 ul
1 M Hepes 2 ml
ITSX 2ml
rHu EGF 1 g/l 2 ul
Choleratoxin 0,2 ml

serumhaltiges Differenzierungsmedium:

DMEM mit Ca?* 146,96 ml
Ham’s F12 48,98 ml
1 M Hepes 2,02 ml
Penicillin/Streptomycin 2,02 mi
FCS 10%
SCC-25 DMEM 88 ml
Ham’s F12 88 ml
FCS 20 ml
1 M Hepes 2ml

Hydrocortison (10 pg/ml) 8 ul
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Hydrocortisonléosung (10 pg/ml)  wurde durch Auflésung von 0,05 mg
Hydrocortison in 50 ml Ethanol hergestellt.

Trypsin (0,5 %) wurde den Herstellerangaben entsprechend verdiunnt (5 ml
Trypsinkonzentrat auf 45 ml PBS -/-). Dies entspricht einer Endkonzentration von
0,05 %.

Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in 75 mm? Zellkulturflaschen bei konstant 37° C, 92 %
relativer Feuchte und 5 % CO2 mit 15 ml der jeweiligen Kulturmedien, inkubiert.
Alle zwei Tage wurden die Zellkulturen mit 10 ml PBS (phosphate-buffered
saline) gewaschen und 15 ml frisches Medium zugesetzt. Bei Erreichen einer
Konfluenz von Uber 75 % wurden die Zellen auf weitere Zellkulturflaschen
aufgeteilt. Hierfur wurden die Zellen nach Verwerfen des verbrauchten Mediums
mit 10 ml PBS gewaschen und danach mit 2 ml 0,05 % Trypsinldsung beschickt
und fir 5-10 min inkubiert, bis die Zellen sich vom Flaschenboden geldst hatten.
Der Ablésevorgang wurde sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch
konrolliert. AnschlieBend wurde das Trypsin mit 4 ml Kultivierungsmedium
abgestoppt. Jeweils 3 ml der Zellsuspension wurde in eine Zellkulturflasche

pipettiert und mit frischem Medium auf 15 ml aufgefullt.

Zellzdhlung mittels Neubauerkammer

Die Zellen wurden vorab mittels Trypsinlésung abgelost und mit der doppelten
Menge des Zellkulturmediums abgestoppt. Die Losung wurde zentrifugiert und
das Pellet resuspendiert. In der Sterilbbank wurden die jeweiligen
Zellsuspensionen erneut gemischt und 10 pl mit einer Eppendorf-Pipette
entnommen und in eine Kammer pipettiert. Die Kammern wurden unter ein
Inversmikroskop gelegt und mit einer zehnfachen Verg6Rerung im
Phasenkontrast-Objektiv gezahlt. Es wurden im oberen und unteren Zahlfeld alle
vier Eckquadrate ausgezahlt. Aus den Einzelwerten wurde ein Mittelwert gebildet
und die Zellzahl berechnet:

Zellzahl/ml = Mittelwert * Verdinnungsfaktor * 104 Zellen/ml.
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Aussaat der Zellen

Die Zellen wurden bei einer Zellzahl von 1 x 10% Zellen/ml/Probe in 6-Well-

Platten zur weiteren Behandlung ausgesat. Fur die IHGK wurde fur die Aussaat

das serumhaltige Differenzierungsmedium verwendet.

4.2 Stimulation der Zellen mit Rezeptor-Agonisten

Ein fur den jeweiligen Rezeptor spezifischer Stimulus (Tabelle 4) wurde den

Zellkulturen 1 h nach Aussaat zugesetzt und nach 24 h Inkubationszeit eine

Probe zur Bestimmung der induzierten Rezeptorexpression entnommen.

Die Inhibierungsversuche wurden mit spezifischen blockierenden Antikdrpern

durchgeflhrt, welche 1 h vor der Stimulierung zugesetzt wurden.

Tabelle 2: Rezeptoren mit ihren jeweiligen Agonisten :

Rezeptor Stimuli
TLR2 Pam3CSK4 10 ug
P.g Membran (TM) 100 ug
TLR4 LPS (E. coli) 10 pg
P.g. Membran 100 pg
IRAK1 Pam3CSK4 10 ug
Pam3CSK4 10 pg + Anti-
hTLR2-1gA 5 ug
P.g. Membran 100 pg
P.g. Membran 100 pg + Anti-
hTLR2-1gA 5 pg
P.g. Membran 100 pg + Anti-
hTLR4-IgG 5 pg
LPS (E. coli) 10 ug
LPS (E. coli) 10 ug + Anti-
hTLR4-IgG 5 pg
Anti-hTLR2-IgA 5 ug
Anti-hTLR4-IgG 5ug
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Herstellung der totalen Membranfraktion (TM) von P. gingivalis

Die Herstellung der Membranfraktion von P. gingivalis wurde in Zusammenarbeit
mit dem Forschungszentrum Borstel durchgefiihrt. Hierflir wurden die geernteten
Bakterien mittels French-Press aufgeschlossen. Die Membranfraktion wurde bei
150.000 x g fur 2 h bei 4 °C abzentrifugiert. Nach Zugabe von DNase und RNase
wurde der Uberstand (zytosolische Fraktion) isoliert. Die Membranfraktion wurde
dreifach gewaschen und in 10 mM HEPES, pH 7,4 bei -20 °C gelagert.

4.3 Analyse mittels Western-Blot

Der Western-Blot ist ein molekularbiologisches Verfahren, mit dem
elektophoretisch aufgetrennte Proteine aus dem Trenngel auf einen Trager wie
z. B. Nitrozelleulose ubertragen werden. Anschlie3end wird das Zielprotein mit
einem spezifischen Antikdrper gebunden und durch eine indirekte oder direkte

Farbung sichtbar gemacht.

Gelelektrophorese und Blot

Das Medium wurde aus den 6-Well-Platten abpipettiert und die Zellen zweifach
mit PBS -/- gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 200 pl 1X RIPA-Buffer
(Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) mit 1 % Protease-Inhibitor-Cocktail
lysiert (Thermo Scientific™, Halt™, Waltham, MA, USA), mit einem Zellschaber
abgeldst und in ein 1,5 ml Probenréhrchen Ubertragen. Die Proben wurden
danach bei 14.000 rpm fur 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Probenrdhrchen pipettiert. Mit dem Pierce BCA Protein Essay
Kit (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) wurde die Proteinkonzentration
nach Herstellerangaben ermittelt. Hierzu wurden je 30 ul Probe mit 600 pl Assay-
Reagenz bei 37 °C fur 30 min im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden die
Absorption der Proben im Photometer (Hach DR/2000, Loveland, CO, USA) bei
einer Wellenlange von 562 nm gemessen. Aus den Standardwerten bekannter
Proteinkonzentrationen konnte anhand einer Regressionsgeraden die
Proteinkonzentration der Proteinproben errechnet werden. Nun wurden die
Proben mit 1X RIPA-Puffer (+1 % PIC) auf 1 pg/ul (20 pg Protein/Bahn)
eingestellt und 100 pl Probe zusammen mit 20 pl (5x) SDS-Ladepuffer in ein
frisches Probenrohrchen dberfuhrt. Die Proben wurden fir 5 min bei 95 °C im

Wasserbad erhitzt und danach auf Eis abgekuhlt und fir 10 sec in einer
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Tischzentrifuge zentrifugiert. Fur die SDS-Gelelektrophorese wurden pro Bahn
20 pg Probe in ein 10 % Gel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) geladen. Als
GroRRenstandard wurde je Gel die erste Bahn mit einer Proteinleiter (PageRuler™
Plus, Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) beladen. Die Gele liefen bei einer
Spannung von 80 Volt (BioRad PowerPac HC) 30 min, danach bei 130 Volt fur
1,5 Stunden in einer Elektrophorese Zelle (BioRad Mini-PROTEAN Hercules, CA,
USA). Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurden die Proteine aus dem Gel
mittels Semi-Dry-Blotting 10 Minuten bei 25V und einer Stromstarke von
maximal 2,5 A (Trans-Blot Turbo, BioRad, Hercules, CA, USA) auf eine
Nitrozellulosemembran ubertragen. Die Membran wurde anschlieend mit
Ponceau S (Sigma St. Louis, MO, USA) gefarbt und auf einen erfolgreichen
Proteintransfer Uberprift. Vor dem Immunoblot wurde die Membran mit

destilliertem Wasser gewaschen bis der tiberschiissige Farbstoff entfernt wurde.

Antikdrpermarkierung

Die Nitrozellulosemembran wurde fir 1 h mit 2 % Milchpulver (MP) in TBST (Tris-
buffered saline with Tween) préainkubiert. Hiernach wurde die Membran Uber
Nacht bei 4 °C mit den primaren Antikérpern (zu Konzentrationen siehe Tabelle
5) inkubiert.

Tabelle Nr. 3: Primér- und Sekundéarantikdrperkonzentrationen

Primarantikdrper | Konzentration Sekundarantikorper | Konzentration
Primarantikorper Sekundarantikodrper
in 2 % MP/TBST in 2 % MP/TBST

anti-TLR2 1:500 Goat anti-Mouse 1:500
lgG

anti-TLR4 1:10 000 Goat anti-Mouse 1:1000
lgG

anti-IRAK1 1:1000 Goat anti-Rabbit 1:500
fo[€}

Die Membran wurde mit TBST dreimal fur 10 min bei Raumtemperatur
gewaschen. Sie wurde dann in die verdinnte LOsung mit dem

Sekundarantikérper gelegt und fur 1 h auf einem Taumelrollenmischer bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde erneut mit TBST dreimal far 10
min bei Raumtemperatur gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran auf
Klarsichtfolie platziert und fir 5 min mit ECL-L6sung (BioRad, Hercules, CA,
USA) inkubiert. Es erfolgte das Einschlagen in die Klarsichtfolie und die
Inkubation mit Rontgenfilmen im Dunkeln fir 1 min, 5 min, 10 min und 15 min.
Anschliel3end wurden die Filme entwickelt und eingescannt. Die Auswertung der
eingescannten Rontgenbilder erfolgte mit dem Bildverarbeitungsprogramm
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Alle Experimente
wurden mit mindestens 3 biologischen Replikaten durchgefihrt.

4.4 Analyse im Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Zellen in einer
Zellsuspension. Die an den Zellen nachzuweisenden Oberflachenmolekile,
intrazellularen Proteinen und DNA werden mit Antikorpern, die mit einem

Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind, markiert.

Analyse der durch die Infektion ausgeldsten Rezeptorexpression

Die Zellen wurden nach 24 h entnommen, um sie im Durchflusszytometer zu
analysieren. Um die Zellen fur die Immunfarbung zu ernten, wurden sie mittels
eines Zell-Schabers von dem Boden der 6-Well-Platte geldst und mit je 1 ml
FACS-Farbepuffer gewaschen, fiir 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert und in einem
1,5 ml Probenréhrchen mit 100 pl Farbepuffer resuspendiert. Fur die
Antikdrperfarbung von TLR2 und TLR4 wurden die Zelllésungen mit 5 ul eines
mit Alexa Fluor 488 markierten Antikorpers gegen TLR2 (#53-9922-42,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) und TLR4 (sc-293072, Santa Cruz Biotech,
Dallas, TX, USA) fir 60 min bei 4 °C inkubiert. Eine Probe wurde jeweils mit einem
Isotyp-Kontrollantikérper inkubiert (#1C002G, R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA). AnschlieBend wurden die Zellen mit Farbepuffer zweifach gewaschen, in
PBS -/- resuspendiert und durch einen Filter mit einer Porengréf3e von 50 um
gegeben. Fur die Antikdrperfarbung von IRAK1 wurden die Proben mit je 1 ml
FACS-Farbepuffer gewaschen, fir 5 min bei 5000 rpm zentigugiert und in ein
1,5 ml Probenréhrchen mit 100 pl BD Cytofix/Cytoperm Fixierungs- und

Permeabilisierungspuffer nach Herstellerangaben resuspendiert und 50 min
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inkubiert. Danach wurden die Proben 3 x mit Permeabilisierungspuffer per
Zentrifugation/Resuspension gewaschen. Die Inkubation dauert mind. 45-50 min.
(eBioscience™,San Diego, CA, USA). Die Zellldésungen wurden dann je mit 2 pl
des primaren Antikorpers (#38-5600, Invitrogen,) fir 60 min bei 4 °C in Dunkelheit
inkubiert. Eine Probe wurde jeweils mit einem Isotyp-Kontrollantikdrper inkubiert
(#16-4714-82, eBioscience). Nach zweimaligem Waschen mit Farbepuffer
wurden die Proben mit 1:500 eines mit Alexa Fluor 488 markierten sekundaren
Antikérpers  (ab150077, Abcam, Cambridge, UK) fir 60 min bei 4 °C in
Dunkelheit inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit Farbepuffer
gewaschen, in PBS -/- resuspendiert und durch einen 50 um Filter gegeben.

Fur die Messungen wurde das Durchflusszytometer CyanADP (Beckmann-
Coulter, Brea, CA, USA) verwendet, dessen Anregungswellenlange dem

Fluorophor entsprechend eingestellt wurde.

Auswertung der Durchflusszytometer-Analyse der Zellen

Das Gerat und die Software Summit® verwalten alle Messereignisse. Die
Ergebnisse sind u.a. unter Verwendung von Auswertefenstern (Gates)
darstellbar. Die Ergebnisse wurden als Histogramme dargestellt, auf der Ordinate
die die analysierten Ereignisse (Counts), und auf der Abszisse die
Fluoreszenzintensitat in logarythmischer Darstellung. Zur Ermittlung der mittleren
Fluoreszenzintensitat der in Zellkulturflaschen angeziichteten Zellen wurde ein
Gate um die Glockenkurve gelegt (R1) und die Werte ausgelesen. Die Analyse
kann so gezielt auf ausgewahlte Ereignispopulationen ausgerichtet werden . Die
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus 3 unabhdngigen
Experimenten errechnet.

Die statistische Analyse erfolgte mittels zweiseitigem t-Test fir unverbundene
Stichproben. Die Art der Analyse war explorativ, der p-Wert wurde bei einem Wert
von kleiner 0,1 (*) als Trend, kleiner 0,05 (**) als signifikant und kleiner 0,01 als

hochsignifikant (***) definiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Durchflusszytometrie

5.1.1 Expression von IRAK1 in IHGK
Die durchflusszytometrische Analyse der IHGK ergab eine um das 1.66-fache
hdhere Expression von IRAK1 nach Stimulation mit LPS und eine um das 1,67-

fach hohere Expression nach Stimulation mit TM (Abbildungen 4 und 5).
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Abbildung 4: Durchflusszytometrische Messung der IRAK1-Expression in IHGK.

a-d: Dotplot der IRAK1-Expression in IHGK. Abszisse = Fluoreszenzintensitéat als
Readout der Expression (FITC Log), Ordinate = Zellgranularitat (SS Log). a =
Isotyp-Kontrolle, b = negativ, c = LPS, d = TM.

e: Overlay der Histogramme der IRAK1-Expression in IHGK. Counts (Ordinate)
versus Fluoreszenzintensitat als Readout der Expression (Abszisse) Turkis =

Isotyp-Kontrolle, Griin = negativ, Rot = LPS, Blau = TM.
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Abbildung 5: Relative Expression von IRAK1 in IHGK nach Stimulation mit LPS
oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n = 3), *** = p < 0,01.
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5.1.2 Expression von IRAK1 in SCC-25
Bei den SCC-25 Zellen lag die IRAK1-Expression nach Stimulation mit LPS bei
dem 1.31-fachen und nach Stimulation mit TM bei dem 1,13-fachen der nicht-

stimulierten Kontrolle (Abbildungen 6 und 7).

* 100 162
FTC Log FTC Log

245+

Counts

814

100

FL 1 Log

Abbildung 6: Durchflusszytometrische Messung der IRAK1-Expression in SCC-25.

a-d: Dotplot der IRAK1-Expression in SCC-25. Abszisse = Fluoreszenzintensitat als Readout
der Expression (FITC Log), Ordinate = Zellgranularitat (SS Log) a = Isotyp-Kontrolle, b =
negativ, c = LPS, d = TM.

e: Overlay der Histogramme der IRAK1-Expression in SCC-25. Counts (Ordinate) versus
Fluoreszenzintensitat als Readout der Expression (Abszisse) Turkis = Isotyp-Kontrolle, Griin
= negativ, Rot = LPS, Blau = TM.
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Abbildung 7: Relative Expression von IRAK1 in SCC25-Zellen nach Stimulation
mit LPS oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n = 3).
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5.1.3 Expression von TLR2 auf SCC-25
Die Expression von TLR2 lag bei SCC-25 nach Stimulation mit Pam3CSK4 bei
dem 1.05-fachen und nach Stimulation mit TM bei dem 1,16-fachen der nicht-

stimulierten Kontrolle. (Abbildungen 8 und 9).

Counts

FL 1 Log
Abbildung 8: Durchflusszytometrische Messung der TLR2-Expression auf SCC-25.

a-d: Dotplot der TLR2-Expression auf SCC-25. Abszisse = Fluoreszenzintensitat als
Readout der Expression (FITC Log), Ordinate = Zellgranularitat (SS Log) a = Isotyp-
Kontrolle, b = negativ, c = LPS, d = TM.

e: Overlay der Histogramme der TLR2-Expression auf SCC-25. Counts (Ordinate)
versus Fluoreszenzintensitat als Readout der Expression (Abszisse) Turkis =

Isotyp-Kontrolle, Griin = negativ, Rot = LPS, Blau = TM.
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Abbildung 9: Relative Expression von TLR2 auf SCC25-Zellen nach Stimulation
mit LPS oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n=4), *** = p < 0,01.
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5.1.4 Expression von TLR2 auf IHGK

Die Expression von TLR2 lag bei den IHGK nach Stimulation mit Pam3CSK4
bei dem 1.15-fachen und nach Stimulation mit TM bei dem 1,14-fachen der

nicht-stimulierten Kontrolle (Abbildungen 10 und 11).
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Messung der TLR2-Expression auf IHGK.

a-d: Dotplot der TLR2-Expression auf IHGK. Abszisse = Fluoreszenzintensitat als

Readout der Expression (FITC Log), Ordinate = Zellgranularitat (SS Log) a =

Isotyp-Kontrolle, b = negativ, c = LPS,d=TM

e: Overlay der Histogramme der TLR2-Expression auf IHGK. Counts (Ordinate)

versus Fluoreszenzintensitdt als Readout der Expression (Abszisse) Turkis

Isotyp-Kontrolle, Griin = negativ, Rot = LPS, Blau = TM.
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Abbildung 11: Relative Expression von TLR2 auf IHGK nach Stimulation mit LPS
oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n=4).
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5.1.5 Expression von TLR4 auf IHGK

Die Analyse von TLR4 auf IHGK ergab nach Stimulation mit LPS eine 1.04-fache
und nach Stimulation mit TM eine 1,24-fache Expression im Vergleich zur
Negativkontrolle (Abbildungen 12 und 13).
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Messung der TLR4-Expression auf
IHGK.

a-d: Dotplot der TLR4-Expression auf IHGK. Abszisse = Fluoreszenzintensitat
als Readout der Expression (FITC Log), Ordinate= Zellgranularitat (SS Log)
a = Isotyp-Kontrolle, b = negativ, c = LPS,d =TM

e: Overlay der Histogramme der TLR4-Expression auf IHGK. Counts (Ordinate)
versus Fluoreszenzintensitat als Readout der Expression (Abszisse) Tirkis =

Isotyp-Kontrolle, Griin = negativ, Rot = LPS, Blau = TM.
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Abbildung 13: Relative Expression von TLR4 auf IHGK nach Stimulation mit LPS

oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n=4).
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5.1.6 Expression von TLR4 auf SCC-25

Bei den SCC-25 Zellen lag die TLR4-Expression nach Stimulation mit LPS bei
dem 1.02-fachen und nach Stimulation mit TM bei dem 1,11-fachen der nicht-
stimulierten Kontrolle (Abbildungen 14 und 15).
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Messung der TLR4-Expression auf
SCC-25.

a-d: Dotplot der TLR4-Expression auf SCC-25. Abszisse = Fluoreszenzintensitat
als Readout der Expression (FITC Log), Ordinate = Zellgranularitéat (SS Log)
a = Isotyp-Kontrolle, b = negativ, c = LPS, d = TM.

e: Overlay der Histogramme der TLR4-Expression auf SCC-25. Counts
(Ordinate) versus Fluoreszenzintensitat als Readout der Expression (Abszisse)

Turkis = Isotyp-Kontrolle, Griin = negativ, Rot = LPS, Blau = TM.
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Abbildung 15: Relative Expression von TLR4 auf SCC-25-Zellen nach

Stimulation mit LPS oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n=4).

44



5.2 Western-Blot

5.2.1 IRAK1-Expression in SCC-25 bei Inhibierung von TLR2
Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse von IRAK1 bei Inhibierung von TLR2
auf SCC-25 Zellen sind in Tabelle 6 und Abbildung 16 gezeigt.

Tabelle 4: Expression von IRAK1 bei Inhibierung von TLR2 auf SCC-25-Zellen,

quantifiziert durch Western-Blot.

Probe Relative Expression
neg + Anti-hTLR2-IgA (12) 2,30
™ 6,34
™ +12 4,52
Pam3CSK4 1,83
Pam3CSK4 + 12 5,59
neg neg + 12 ™ TM+12 Pam3CSK4 Pam3CSK4 + 12

anti-IRAK1 | —— - % s | -75kDa
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8 4
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neg neg + 12 T™ + 12 Pam3CSK4 Pam3CSK4 + 12

Abbildung 16: Relative Proteinexpression von IRAK1 in SCC-25-Zellen £
Anti-hTLR2-1gA (12) bei Stimulation mit Pam3CSK4 oder TM im Vergleich

zur unbehandelten Kontrolle (n=3), ** = p < 0,05.
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5.2.2 IRAK1-Expression in SCC-25 bei Inhibierung von TLR4
Tabelle 7 und Abbildung 17 zeigen die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse der
IRAK1-Expression mit Inhibierung von TLR4 in SCC-25-Zellen.

Tabelle 5: Expression von IRAK1 bei Inhibierung von TLR4 auf SCC-25-Zellen,

quantifiziert durch Western-Blot.

Probe Relative Expression
neg + Anti-hTLR4-1gG (14) 3,06
™ 6,34
™ + 14 12,52
LPS 5,03
LPS + 14 8,20
neg neg + 14 ™ ™ + 14 LPS  LPS+l4
anti-IRAK1 ——— e ¢ s | - 75kDa
25
20
*%k

S 15 ' '
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neg neg + 14 ™ ™ + 14 LPS LPS + 14

Abbildung 17: Relative Proteinexpression von IRAK1 in SCC-25-Zellen +
Anti-hTLR4-IgG (14) bei Stimulation mit LPS oder TM im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (n=3), ** = p < 0,05.
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5.2.3 IRAK1-Expression in IHGK

Die Banden fur IRAK1 der stimulierten IHGK waren bei den Versuchsreihen zur
IRAK1-Expression mit den TLR2- und TLRA4-Inhibitoren vergleichsweise
schwach und die Negativkontrolle zeigte keinerlei detektierbare Aktivitat, sodass

eine Auswertung mittels ImageJ nicht moglich war.

Bei einer Versuchsreihe ohne Inhibitoren mit IHGK-Stimulation lag die IRAK1-
Expression nach Stimulation mit LPS bei dem 2,55-fachen und nach Stimulation
mit TM bei dem 4,91-fachen der nicht-stimulierten Kontrolle (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Relative Proteinexpression von IRAK1 in IHGK nach Stimulation
mit LPS oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n=10), *** = p < 0,01.
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5.2.4 TLR2-Expression auf SCC-25
Die Expression von TLR2 lag bei SCC-25 nach Stimulation mit Pam3CSK4 bei
dem 1.22-fachen und nach Stimulation mit TM bei dem 1,56-fachen der nicht-

stimulierten Kontrolle (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Relative Proteinexpression von TLR2 auf SCC-25-Zellen nach
Stimulation mit Pam3CSK4 und TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(n=4).
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5.2.5 TLR2-Expression auf IHGK
Die TLR2-Expression betrug auf den IHGK nach Stimulation mit Pam3CSK4 das
0,9-fache der Expression ohne Stimulation. Nach Stimulation mit TM verringerte

sich die Expression auf das 0,31-fache (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Relative Proteinexpression von TLR2 auf IHGK-Zellen nach
Stimulation mit Pam3CSK4 und TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

(n=4)** = p < 0,01.
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5.2.6 TLR4-Expression auf SCC-25
Die Expression von TLR4 lag bei SCC-25 nach Stimulation mit LPS bei dem 1.11-
fachen und nach Stimulation mit TM bei dem 1,01-fachen der nicht-stimulierten

Kontrolle (Abbildung 15).
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Abbildung 21: Relative Proteinexpression von TLR4 auf SCC-25-Zellen nach
Stimulation mit LPS und TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle n=13.
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5.2.7 TLR4-Expression auf IHGK
Die Expression von TLR4 lag bei den IHGK nach Stimulation mit LPS bei dem
1.14-fachen und nach Stimulation mit TM bei dem 1,03-fachen der nicht-

stimulierten Kontrolle (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Relative Proteinexpression von TLR4 auf IHGK nach Stimulation
mit LPS oder TM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n=11),** = p <
0,05.
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6. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die Expression der Toll-like Rezeptoren TLR 2 und 4
sowie deren Signalmolekil IRAK1 (Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase 1)
nach Inkubation mit spezifischen Agonisten, Inhibitoren und der Membranfraktion
von P. gingivalis mittels Durchflusszytometrie und Western-Blot auf oralen
Epithelzellen zu untersuchen.

Wahrend sich die im Rahmen dieser Arbeit gemessene Expression von TLR2 auf
den IHGK in der durchflusszytometrischen Untersuchung nach Stimulation durch
die Membranfraktion von P. gingivalis (TM) und Pam3CSK4 nicht veranderte,
ergab die Analyse mittels Western-Blot eine durch TM induzierte
Herunterregulation von TLR2. Die Expression von TLR2 auf SCC-25-Zellen war
in den Analysen der Western-Blots und der durchflusszytometrischen Analyse
unverandert. Eine Studie, die aus Patientenproben entnommene Larynx-
Plattenepithelkarzinomzellen und nicht tumordse Epithelzellen untersuchte,
zeigte eine Erhéhung der Menge an TLR2-mRNA und eine hohere
Proteinexpression auf den Karzinomzellen im Vergleich zum benachbartem
normalen Epithelgewebe [222]. Mdglicherweise sind die Unterschiede der
gemessenen Expression zwischen den immortalisierten humanen gingivalen
Keratinozyten (IHGK) und den Plattenepithelkarzinomzellen (SCC-25) mit einer
fur Tumorzellen spezifischen Regulierung als Reaktion auf bakterielle Reize im
Vergleich zu nicht malignen Zellen erklarbar.

Die mittels Western-Blot ermittelte 0,31-fach verminderte TRL2-Expression,
induziert durch TM auf den IHGK, gegenuber der nicht veranderten Expression
nach durchflusszytometrischer Analyse, koénnte zum Teil methodische
Hintergrinde haben. Western-Blot und die durchflusszytometrische
Untersuchung unterscheiden sich sehr stark vom methodischen Ansatz.
Wahrend in der Durchflusszytometrie native antigene Strukturen mittels
Antikdrpermarkierung auf Zellebene nachgewiesen werden kénnen, erfasst der
Western-Blot denaturierte Proteine, die nach ihrer molaren Masse aufgetrennt
wurden. Die Durchflusszytometrie hat den Vorteil, dass die nachzuweisenden
Antigene auf zellularer Ebene und im unveranderten Zustand dargestellt werden
konnen. Der Western-Blot hat den Vorteil, dass er sehr sensitiv ist und selbst
geringe Antigenmengen detektieren kann [223, 224]. Beide Methoden ergénzen

sich daher im Prinzip sehr gut.
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In anderen in vitro Versuchen wurden aus Patientenblut gewonnene Monozyten,
welche zu dendritischen Zellen differenziert wurden, fir 24 und 48 h mit
verschiedenen Stadmmen von P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans
stimuliert [225]. Danach wurde die Expression von TLR2 und TLR4 mittels
Durchflusszytometrie und Polymerase-Kettenreaktion quantifiziert. Die
durchflusszytometrische Analyse ergab im Einklang mit der hier vorliegenden
Arbeit ebenfalls keine wesentliche Erh6hung der Expression von TLR2 nach
Stimulation mit beiden Bakterienarten. Die Analyse mittels PCR ergab eine
Hochregulation der TLR2-mRNA-Expression nur bei den Zellen, welche mit
Stammen von A. actinomycetemcomitans stimuliert wurden, nicht aber mit
Stdmmen von P. gingivalis. Die Ergebnisse der PCR-Analyse sind somit in
Ubereinstimmung mit denen der vorliegenden Studie. Interessanterweise zeigten
sich  Unterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen von A.
actinomycetemcomitans. Die  TLR2-Expression  wurde  durch A.
actinomycetemcomitans ATCC 43718 starker hochreguliert als durch die
Stdmme A. actinomycetemcomitans ATCC 43717 und ATCC 43719. Die Autoren
betrachten als méglichen Grund fiir dieses Phanomen die unterschiedlichen O-
polysaccharid-Strukturen im LPS von A. actinomycetemcomitans ATCC 43718
im Vergleich zu den beiden anderen Stammen.

Untersuchungen legen nahe, dass das LPS von P. gingivalis ebenfalls
strukturelle Unterschiede aufweist und multiple Lipid-A-Spezies gebildet werden,
welche alternativ TLR2 oder TLR4 binden kénnen [226]. Die Reaktionen auf LPS
von P. gingivalis konnten als heterogen bezeichnet werden, da sowohl
agonistische als auch antagonistische Effekte auf TLR2 und TLR4 demonstriert
wurden [226-228]. Die Diversitat von P. gingivalis kdnnte auch erklaren, warum
die im Folgenden vorgestellten Studien zu gegensatzlichen Ergebnissen im
Vergleich zu der hier vorgestellten Studie kommen.

In den Studien von Aswarpati (2013) und Lu et al. (2018) wurde der gering
virulente Labor-Referenzstamm P. gingivalis ATCC 33277 im Gegensatz zu dem
hier verwendeten hochvirulenten Stamm W83 zur Stimulation benutzt. Hierbei
wurden humane gingivale Fibroblasten fur 2 bzw. 24 Stunden mit P. gingivalis
ATCC 33277 und LPS von P. gingivalis stimuliert. Die Ergebnisse zeigten nach
PCR-Analyse eine dosisabhange Hochregulierung der TLR2-mRNA [229].
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Eine weitere Studie von Lu et al. (2018) untersuchte die Expression von TLR2
und TLR4 auf THP-1 Zellen [230]. Hierbei wurden THP-1 Zellen, eine humane
monozytische Zelllinie, die von einem Patienten mit akuter monozytischer
Leukdmie stammt, fr 24 h mit P. gingivalis ATCC 33277, P. gingivalis-lsolaten
aus Patienten mit chronischer Parodontitis und E. coli ATCC 25922 stimuliert. Ein
Teil der Zellen wurde nach 24 h zur Analyse geerntet der andere Teil wurde
restimuliert und nach weiteren 24 h geerntet. Die durchflusszytometrische
Analyse ergab eine erhdhte Expression von TLR2 fur alle Stimulantien, wobei E.
coli ATCC 25922 zu einer héheren Expression fuhrte als P. gingivalis ATCC
33277 und P. gingivalis aus klinischen Isolaten. Ein Unterschied zwischen P.
gingivalis ATCC 33277 und den klinischen Isolaten wurde nicht gezeigt. Die Re-
Stimulation nach 24 h fiihrte zu keiner nennenswerten Anderung der Expression.
Die Ergebnisse zeigten im Gegensatz zu den hier vorgestellten Untersuchungen
eine Hochregulierung von TLR2 nach Stimulation. Eine mogliche Erklarung
hierfir kbnnte in den unterschiedlichen verwendeten Stdmmen von P. gingivalis
liegen.

Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Stamm W83 unterscheidet sich vom
Stamm ATCC 3327 in mehreren Eigenschaften. So verfuigt P. gingivalis ATCC
33277 Uber keine extrazellulare Kapsel und weist eine geringere Virulenz im
Vergleich zu P. gingivalis W83 auf. Microarray-Analysen, welche das Genom der
Stamme ATCC 33277 und W83 verglichen, ergaben eine 7%ige
Sequenzdifferenz ~ [231]. Wahrend  GenomgroRe und  GC-Gehalt
Ubereinstimmten, wurden umfangreiche genomische Rearrangements zwischen
den beiden Stammen nachgewiesen [232]. Unterschiedliche Ergebnisse kénnten
auch durch die Form, in der P. gingivalis zur Stimulation verwendet worden ist,
bedingt sein. Wahrend Aswarpati et al. LPS aus P. gingivalis und Lu et al. P.
gingvalis als lebendes Bakterium verwendeten, nutzte die hier vorgestellte Studie
die Membranfraktion von P. gingivalis. Eine Studie von Ji et al. 2007 mit einer
humanen oralen Keratinozyten-Zelllinie (HOK-16B) zeigte unterschiedliche
Zytokinproduktion als Reaktion auf lebende im Vergleich zu lysierten
parodontalpathogene Keime [60].

Die Studie von Kwon et al. (2010), in der equine Monozyten fur 1 h, 4 h, 8 h,

12 h und 20 h mit Pam3CSK4 stimuliert wurden, demonstrierte eine

zeitabhangige Veranderung der Expression von TLR2 [233]. Die Untersuchung
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mittels PCR ergab, dass die Genexpression von TLR2 nach Stimulation mit
Pam3CSK4 nach 4 h am hochsten war. Die Genexpression sank danach
kontinuierlich Uber die folgenden 8-12 h. Nach 20 h hatte sich die gemessene
Expression der nicht-stimulierten Kontrolle angenahert. Die hier vorgestellte
Studie, in der die Proben 24 h nach Stimulation entnommen wurden, zeigte auf
Proteinebene und auf der Zelloberflache keine Hochregulation der TLR2-
Expression nach Stimulation mit Pam3CSK4. Daher kénnte auch bei den hier
untersuchten Zellen die Expression zunachst angestiegen und nach 24 h wieder
auf das Niveau vor der Stimulation abgefallen sein.

Weitere Griinde fur die unterschiedliche Expression kdnnten in den verwendeten
Zelltypen liegen. Wahrend in der hier vorgestellten Arbeit Epithelzellen verwendet
worden sind, wurden in den zum Vergleich herangezogenen Studien dendritische
Zellen, Monozyten und Fibroblasten verwendet. Untersuchungen an erkranktem
parodontalen Gewebe zeigten, dass vor allem Antigen-prasentierende Zellen wie
Makrophagen und dendritische Zellen mit einer erhéhten TLR2- und TLR4-
Expression assoziiert sind [234, 235].

Die durchflusszytometrischen Messungen ergaben, dass die Stimulation mit LPS
und TM keinen Einfluss auf die Expression von TLR4 auf der Zellmembran von
IHGK und SCC-25-Zellen hatte. Die Western-Blots zeigten gleichfalls keine
Erhdéhung der Proteinexpression von TLR4 in IHGK und SCC-25-Zellen nach
Stimulation. Wahrend bei den Versuchen von Zuniga et al. (2015) die
durchflusszytometrische Analyse ebenfalls keine Erh6hung der Expression von
TLR4 nach Stimulation durch verschiedene Stdmme von P. gingivalis und A.
actinomycetemcomitans ergab, zeigten die Ergebnisse von Lu et al. (2018) eine
Hochregulierung von TLR4 auf der Zellmembran von THP-1-Zellen nach 24-
stindiger Stimulation mit P. gingivalis ATCC 33277, P. gingivalis-Isolaten aus
Patienten mit chronischer Paradontitis und E. coli ATCC 25922 [225, 230]. Die
Re-Stimulation fur weitere 24 h fihrte zu keiner weiteren Erhéhung der
Expression. Auf mRNA-Ebene wurde in den Versuchen von Diaz-Zuniga et al.
(2015) bei der Analyse mittels PCR ebenfalls eine Zunahme der TRL4-
Expression gezeigt. Hierbei stellte sich heraus, dass die Stamme W83 und
HG184 eine starkere Hochregulation der Expression induzieren als die Stamme
ATCC 33277, A7TA1-28, ATCC 49417, HG1690 und HG1691.
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Eine mdgliche Erklarung konnte neben den verschiedenen verwendeten
Zelltypen, eine unterschiedliche Interaktion zwischen Lipid A von P. gingivalis
und TLR4 sein. Der Aufbau von Lipid A ist abhangig vom Nahrstoffangebot. So
kobnnen Unterschiede in den Wachstumsbedingungen der Bakterien zur
Synthese von Lipid A mit differierenden molekularen Strukturen fuhren [226]. Je
nach Wachstumsbedingungen wurden 4 verschiedene Varianten von Lipid A
nachgewiesen. Es wurde gezeigt das vor allem die Haminkonzentration im
Nahrmedium fur die Bildung unterschiedlicher Varianten verantwortlich ist. Ist die
Haminkonzentration unter 1 pg/ml, wird vor allem die 5-Acyl-Monophosphat-Lipid
A variante gebildet. Ist die Haminkonzentration hoch mit Uber 10 pg/ml so wird
Uberwiegend 4-Acyl-Monophosphat-Lipid A und zu unterschiedlichen Anteilen
die 5-Acyl-Diphosphat-Lipid A Variante gebildet. Ist die Haminkonzentration
zwischen 1 und 10 pg/ml wird 4-Acyl-non-Phosphat-Lipid A gebildet. Dies ist die
haufigste Form des Wildtyp-Stammes von P. gingivalis, welche unter
Bedingungen mit geringer Haminkonzentration gebildet wird. LPS angereichert
mit 5-Acyl-Monophosphat-Lipid A und 5-Acyl-Diphosphat-Lipid A bindet an
TLR4 als Agonist. LPS-Praparationen, welche mit 4-Acyl-Nonphosphat-Lipid A
und einer geringen Menge an 5-Acyl-Monophosphat-Lipid angereichert sind, sind
schwach TLR4 agonistisch. Dies deutet darauf hin, dass die 4-Acyl-
Nonphosphat-Lipid A Variante keine Affinitat zu TLR4 besitzt. Die 4-Acyl-
Monophosphat-Lipid A Variante wirkt hingegen als TLR4-Antagonist.

Im entziindeten Gewebe kommt es bedingt durch die Erhéhung der Vaskularitat
auch zu einer erhéhten Haminkonzentration, hierdurch konnte sich der Anteil der
4-Acyl-Monophosphat-Lipid A Variante erhéhen und eine immunsupressive
Wirkung durch einen TLR4-Antagonismus beginstigt werden. Dies wiederum
konnte zur Immunevasion von P. gingivalis beitragen.

Wahrend die Ergebnisse einer Studie von Wu et. al. (2018) auf mRNA-Ebene mit
denen der hier vorgestellten Studie fir einen Teil der verwendeten Zelltypen
konform sind, wurde bei einem Teil der Zellen sowohl eine verminderte als auch
eine erhohte TLRA4-Expression nach Stimulation festgestellt [236]. In den
Untersuchungen von Wu et al. wurde die mRNA-Expression von TLR4 in aus
Hasen entnommenen mononukleéren Zellen, Kupfferzellen,
Alveolarmakrophagen und Peritonealmakrophagen, die fir 24 h mit LPS von P.

gingivalis und E. coli stimuliert wurden, mittels quantitativer Real Time PCR
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analysiert. Die Ergebnisse zeigten eine verminderte TLR4-mRNA-Expression
nach Stimulation in mononukleéren Zellen und den Peritonealmakrophagen. Bei
den Kupfferzellen und Alveolarmakrophagen kam es zu keiner Hochregulierung
der Expression nach Stimulation. Im Rahmen der Studie wurden die gleichen
Zelltypen aus hyperlipiddmischen Hasen gewonnen. Dabei reagierten die
Kupfferzellen und Peritonealmakrophagen mit einer verminderten TLR4-
Expression nach Stimulation mit LPS aus E. coli, wahrend die Expression nach
Stimulation mit LPS aus P. gingivalis unverandert blieb. Die mononuklearen
Zellen, die aus den hyperlipidamischen Hasen gewonnen wurden, reagierten mit
verstarkter TLR4-Expression nach Stimulation mit LPS von P. gingivalis. LPS von
E. coli hingegen flihrte zu einer verminderten Expression von TLR4-mRNA. Die
Alveolarmakrophagen reagierten mit erhdohter TLR4-Expression sowohl nach
Stimulation mit LPS von P. gingivalis als auch mit LPS von E. coli. Die
unterschiedlichen Expressionslevels lassen auf einen komplexen Mechanismus
schlieBen, welcher nicht nur vom Zelltyp abhangig ist, sondern auch von
systemischen Erkrankungen beeinflusst werden kann. Die hier gezeigte Studie
analysierte im Gegensatz zu den vorher genannten Vergleichsstudien, die
Expression auf Proteinebene. Nachgewiesene mRNA Quantifizierungen lassen
zum einen nicht unbedingt auf die gebildete Proteinmenge schlieBen, zum

anderen ist auch ein Proteinabbau im Verlauf der Inkubationszeit denkbar.

In Gegensatz zu den hier vorgestellten Ergebnissen in Bezug auf LPS aus E. coli
zeigten andere Studien eine Erhéhung der TLR4-Expression nach Stimulation
mit E. coli LPS. Wang et al. (2017) untersuchten mittels Western-Blot und PCR
aus Ratten gewonnene glatte Lungenmuskelzellen, welche fir 24 h mit LPS aus
E. coli, dem TLR4-Inhibitor TAK 242 und mit beiden Komponenten kombiniert
inkubiert wurden [237]. Bei der alleinigen Inkubation mit LPS wurde eine erhéhte
TLR4-Proteinexpression festgestellt, nach Zugabe von TAK242 und LPS war die
Proteinexpression hingegen vermindert. Untersuchungen von Kwon et al. (2010)
an equinen Monozyten zeigten nach Stimulation mit LPS aus E. coli einen
kontinuierlichen Anstieg der TLR4-mRNA-Expression tber einen Zeitraum von
20h [233]. Eine Studie von Li et al. (2007) untersuchte humane glatte
GefalBmuskelzellen, die mit LPS aus E. coli fur 2h, 4h, 6h, 12h, 24h und 48h in

verschiedenen Konzentrationen stimuliert wurden [238]. Die Expression von
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TLR4 wurde hierbei mittels Real Time PCR, Western-Blot und
Durchflusszytometrie analysiert. Die Ergebnisse zeigten einen Anstieg der TLR4-
Expression sowohl auf der mRNA- als auch auf der Proteinebene. Wurden die
Zellen mit 10 bzw. 100 ng LPS stimuliert, stieg die Expression zeitabhangig an
und hatte nach 24 h das Maximum erreicht. Konzentrationen von 0,1 und 1 ng
LPS hingegen hatten keinen Einfluss auf die Expression.

Ein Erklarungsansatz fur die fehlende Regulation von TLR4 durch LPS aus E.
coli in der hier vorgestellten Studie konnte sein, dass im Gegensatz zu
Vergleichsstudien, in welchen Muskel- und immunkompetente Zellen
verwendeten wurden, hier maligne und benigne transformierte Epithelzellen
untersucht wurden. Ein weiterer mdoglicher Einflussfaktor kénnte die LPS-
Konzentration sein. Wahrend in dieser Studie eine Konzentration von 10 pg/mi
zur Stimulation verwendet wurden, kamen in anderen Studien Konzentrationen
zwischen 100 pg/ml und 1 pg/ml zum Einsatz, dies allerdings bei
immunkompetenten Zellen. Zu hohe Konzentrationen an Stimulanzien kénnen
bei diesen Zellen, insbesondere bei T-Zellen, zu einem Effekt fihren, welcher als
T Cell Exhaustion bekannt ist. Hierbei verlieren Zellen die Fahigkeit auf einen
Stimulus zu reagieren [239]. Es bleibt zu diskutieren, inwieweit ein solcher Effekt
auch bei Epithelzellen moéglicherweise zum Tragen kommt. Die in dieser Studie
verwendete Konzentration wurde auf Grundlage von Vorversuchen und der

Herstellerempfehlungen gewahlt.

Die Western-Blot-Analysen ergaben, dass IRAK1l in SCC-25-Zellen nach
Stimulation mit TM, TM plus TLR2-Inhibitor, hochreguliert wurde.

Stimulation mit Pam3CSK4 plus TLR2-Inhibitor und LPS plus TLR4-Inhibitor
|oste eine Expressionsverdnderung aus welche als statistischer Trend
einzuordnen war. Stimulation mit LPS und Pam3CSK4 ohne Inhibitoren
induzierte keine signifikante Veranderung der Expression. Die Versuchsreihe zur
IRAK1-Expression auf IHGK Zellen mit Inhibitoren von TLR2 und TLR4 konnte
aufgrund der sehr schwachen Expression in den IHGK nicht quantifiziert werden.
Jedoch ergaben die im Vorfeld durchgefihrten Western-Blot-Versuche ohne
Einsatz von Inhibitoren eine Induktion von IRAK1 nach Stimulation mit TM. Die
durch LPS ausgeloste Expressionsveranderung stellte statistisch einen Trend

dar. Dies konnte ein Indiz fur eine hohere Expression von IRAK1 auf den
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Plattenepithelkarzinomzellen (SCC-25) als auf den Keratinozyten (IHGK) sein.
Die Analyse mittels Durchflusszytometrie ergab eine schwache Hochregulation
von IRAK1 in IHGK und in SCC-25-Zellen einen Trend in Richtung einer
Expressionsveranderung nach Stimulation mit LPS und TM. Eine vergleichbare
in vitro-Studie zeigte nach Stimulation mit LPS von E. coli (3h) eine
Hochregulation der Proteinexpression von IRAK1 in THP1-Zellen [240]. Eine
weitere Studie, die die immunkompetente, Mausmakrophagen-ahnliche Zelllinie
RAW 264.7 fur Untersuchungen verwendete, zeigte eine Kkurzzeitige
Hochregulierung der Proteinexpression nach drei- bzw. sechsminitiger
Stimulation mit LPS von E. coli, welche 7 min nach Stimulation wieder auf die
Ausgangsexpression zurlickging [241]. Die geringeren Zeitintervalle, in der die
Hochregulierung auf diesen Zellen nachgewiesen wurde, kénnte im Vergleich zu
den hier verwendeten Epithelzellen auf eine schnellere Regulation der
Rezeptorexpression in Makrophagen im Vergleich zu Epithelzellen hindeuten.
Andere in vivo-Studien, welche Proben aus muriner GrofR3hirnrinde nach
Stimulation mit LPS von E. coli und P. gingivalis untersuchten, zeigten ebenfalls
eine erhohte IRAK1-Expression, sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene
im Vergleich zur nicht-stimulierten Kontrolle [242, 243].

Untersuchungen von Liu et al. (2012) mit murinen dendritischen Zellen weisen
auf eine Uber TLR2 vermittelte Degradation von IRAK1 hin. Anders als in der hier
vorgestellten Studie wurde in der Studie von Liu et al. IRAK1 90 min nach
Stimulation mit Pam3CSK4 herunterreguliert [244].

Im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen zeigten Untersuchungen
von Domon et al. (2008) eine verminderte IRAK1-Expression nach Stimulation
mit LPS von P. gingivalis und E. coli [245]. Bei den Versuchen wurden THP-1
Zellen zu Makrophagen-ahnlichen Zellen differenziert und fir 6 h, 9 h, 12 h, und
15 h mit LPS von P. gingivalis 381 und E. coli stimuliert. Die Analyse mittels
Western-Blot ergab eine stark verminderte IRAK1-Expression nach Stimulation
mit LPS aus E. coli zu allen Zeitpunkten. Dagegen war die Expression nach
Stimulation mit LPS aus P. gingivalis nach 6 h vermindert und néherte sich
danach kontinuierlich der Expression der nicht-stimulierten Kontrolle an [245].
Die Griunde fur die unterschiedliche gemessene Expression zu den hier
vorgestellten Ergebnissen kdnnten auch hier in den unterschiedlichen Zelltypen

liegen. So zeigten Untersuchungen der TLR2- und TRLA4-Signalwege eine
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Zelltyp-spezifische Abhangigkeit in MyD88-defizienten Mausen [246]. Hierbei
wurde unter anderem die lokale Zytokinproduktion in unterschiedlichen Organen
nach Sepsis-Induktion analysiert. Die Produktion der Zytokine TNF-a, IL-12 und
IL-10 erwies sich als organspezifisch unterschiedlich. Zuséatzlich wurden in Lunge
und Leber die Chemokine MIP-2 (macrophage-inflammatory protein 2), und KC
(Cytokine-induced Neutrophil Chemoattractant) MyD88-abhéngig synthetisiert,
wahrend die Produktion in der Milz MyD88-unabhangig war. Da die Gewebe der
verschiedenen Organe aus unterschiedlichen Zelltypen bestehen, lasst dies auf
eine zellspezifische TLR-vermittelte Signaltransduktion in der Immunantwort
schliel3en.

Unterschiedliche Stamme von P. gingivalis konnten ebenfalls ein Grund fur
Differenzen zwischen Ergebnissen verschiedener Untersuchungen sein. In
Versuchen von Domon et al. (2008) wurde, im Gegensatz zu dem hier
verwendeten W83-Stamm, P. gingivalis 381 verwendet. Nachweislich kénnen
unterschiedliche Stamme einer Bakterienspezies die akute adaptive
Immunantwort in variabler Weise modifizieren [247]. Auch die Inkubationsdauer
mit den Agonisten konnte beztiglich der IRAK1-Expression eine Rolle spielen. So
demonstrierten verschiedene Studien eine zeitabhé&ngige Veranderung der
Rezeptorexpression [241, 245].

Zusammengefasst zeigte die hier vorgestellte Studie erstmalig die Auswirkungen
verschiedener bakterieller Komponenten auf die Expression von TLR2, TLR4 und
IRAK1 in immortalisierten humanen gingivalen Keratinozyten und oralen
Plattenepithelkarzinomzellen. Die gezeigten Ergebnisse fihren zu der
Schlussfolgerung, dass Stimulation mit der Zellmembran von P. gingivalis eine
Hochregulation von IRAK1 induziert. Sowohl eine Inhibierung des TLR2- als auch
des TLRA4-Signalwegs mittels eines blockierenden Antikdrpers modifizierte
diesen Effekt nicht. Der Mechanismus, durch welchen dieser Effekt ausgeldst
wird, ist noch ungeklart. Ein moglicher Erklarungsansatz ware der Sachverhalt,
dass TLR2 mit TLR1/6 bei der Aktivierung Bindungskomplexe eingeht.
Mdglicherweise ist eine Inhibierung lediglich des TLR2 nicht ausreichend, um die
IRAK1 Hochregulation zu blockieren. TLR2 geht Interaktionen mit einer Vielfalt
an Bindungsproteinen ein [248]. TLR2 bildet mit den strukturell ahnlichem TLR1
und TLR6 Heterodimere, die vermutlich zwischen di- und triacylierten Agonisten

unterscheiden. Untersuchungen mit TLR6 defizienten Makrophagen aus Mausen
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zeigten, dass bei Zellen mit TLR6 Defizienz diacylierte Lipopeptide einen
schwachen Stimulus darstellten, wéahrend triacylierte Lipopeptide als starker
Stimulus fungierten [249]. TLR1-defiziente Maus-Makrophagen zeigen ein
entgegengesetztes Verhalten [184]. Weiterfihrende Untersuchungen sind daher
notwendig, um die zugrundeliegenden Mechanismen aufzuklaren. So kénnten in
weiteren Experimenten unter anderem die Zytokine quantifiziert werden, welche
von den Zellen produziert und in das Uberstehende Nahrmedium abgegeben
werden. Diese Untersuchungen kdnnten weitere Erkenntnisse im Hinblick auf
Aktivierung von Rezeptoren und deren Signalwege liefern. Unter
Berucksichtigung der hier verglichenen Studien waren  weiterhin
Probenentnahmen nach kiirzeren Zeitintervallen sinnvoll.

Die Ergebnisse vergleichbarer Studien sind nicht einheitlich. Die Expression von
IRAK1 und dessen Modulation durch infektiose Stimulanzien ist noch nicht
ausreichend untersucht. Studien, die sich mit epithelialen Zellen befassen, sind
rar. Vergangene Studien untersuchten im Wesentlichen die Reaktionen
immunkompetenter Zellen [230, 233, 236, 240, 241, 244, 245]. Deshalb waren
zukunftig weitere Untersuchungen hilfreich, welche die zugrundeliegenden

Vorgange und Mechanismen weiter aufklaren kdnnen.
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7. Zusammenfassung

Porphyromonas gingivalis ist ein gramnegatives anaerobes Bakterium, welches
in der Mundhéhle vorkommt und eine Schlisselrolle bei der Entstehung der
Parodontitis einnimmt [5]. Die Toll-like-Rezeptoren (TLR) 2 und 4 sind als Teil
der initialen Immunantwort an der Erkennung von pathogenen Keimen und der
daraus resultierenden Induktion von Entziindungsreaktionen beteiligt. Ein
moglicher Zusammenhang zwischen Parodontitis und oralen
Plattenepithelkarzinomen wird diskutiert [12, 13].

Ziel dieser in vitro-Studie war es, die Expression der Toll-like Rezeptoren 2 und
4 (TLR2 und TLR4) nach Stimulation auf immortalisierten humanen gingivalen
Keratinozyten (IHGK) und einer oralen Plattenepithelkarzinom-Zelllinie (SCC-25)
nachzuweisen. Nach 24-stiindiger Inkubation mit deren spezifischen Agonisten,
d. h. fur TLR2 das synthetische triacylierte Lipopeptid Pam3CSK4
(Pam3CysSerLys4), fur TLR4 das Lipopolysaccharid von E. coli (LPS) und
bakteriellen Bestandteilen von P. gingivalis, (Praparate von dessen
Zellmembran), wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie und Western-Blot
untersucht.

Zur weiteren Aufklarung des Signalmechanismus wurde die Expression des TLR-
Signalmolekuls Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase 1 (IRAK1) analysiert.
Hierzu wurden die Zellen ebenfalls mit den TLR2- und TLR4-Agonisten und der
Zellmembran von P. gingivalis stimuliert und nach 24 h mittels
Durchflusszytometrie und Western-Blot analysiert. Weiterhin wurden spezifische
Inhibitoren gegen TLR2 und TLR4 eingesetzt, um deren Einfluss auf die
Expression von IRAK1 zu zeigen.

Die Expression von TLR4 anderte sich im Vergleich zur Negativkontrolle nicht
oder nur sehr geringfugig. Die Expression von TLR2 nach Stimulation mit der
Zellmembran von P. gingivalis war ebenfalls im Wesentlichen unveréandert.

Die Expression von IRAK1 in SCC-25 Zellen hingegen wurde signifikant induziert
durch die Zellmembran von P. gingivalis plus + TLR2-Inhibitor. Die Stimulation
mit der Zellmembran von P. gingivalis plus TLR4-Inhibitor I6ste keine signifikante
Expressionsveranderung aus.

Die Analyse der IHGK ergab eine statistisch signifikante Induktion von IRAK1

nach Stimulation mit der Zellmembran von P. gingivalis.
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Aus den hier gezeigten Ergebnissen lasst sich schlie3en, dass die Zellmembran
von P. gingivalis eine Hochregulation von IRAK1 induziert. Der Rezeptor, in
dessen Signalweg IRAK1 involviert ist, konnte nicht eindeutig geklart werden, da
weder der TLR2 noch der TLR4 Ligand eine Hochregulation von IRAK1 ausléste
und eine Inhibierung weder von TLR2 noch von TLR4 mittels blockierender
Antikorper diesen Effekt wesentlich beeinflussen konnte. Dieses Resultat liel3e
sich damit erklaren, dass TLR2 mit TLR1/6 bei der Aktivierung
Bindungskomplexe eingeht [180]. Mdglicherweise ist eine Inhibierung des TLR2
bzw. TLR4 als einzelne Proteine nicht ausreichend, um die IRAK1

Hochregulation zu blockieren.
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8.Summary

Porphyromonas gingivalis is a gram-negative anaerobic bacterium which is
present in the oral cavity and plays a key role in the development of periodontitis
[5]. As part of the innate immune response, toll-like receptors (TLR) 2 and 4 are
involved in the recognition of pathogenic germs and the resulting induction of
inflammatory reactions. A possible connection between periodontitis and oral
squamous cell carcinoma has been discussed [12, 13].

The aim of this in vitro study was to demonstrate the expression of toll-like
receptors 2 and 4 (TLR2 and TLR4) after stimulation on immortalized human
gingival keratinocytes (IHGK) and an oral squamous cell carcinoma cell line
(SCC-25). After 24 hours of incubation with their specific agonists, for TLR2 the
synthetic triacylated lipopeptide Pam3CSK4 (Pam3CysSerLys4), for TLR4 the
lipopolysaccharide of E. coli (LPS) and bacterial components of P. gingivalis
(preparations of its cell membrane) the cells were examined by means of flow
cytometry and Western blot.

To further elucidate the signaling mechanism, the expression of the TLR signaling
molecule interleukin-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1) was analyzed. For
this purpose, the cells were also stimulated with the TLR2 and TLR4 agonists
and the cell membrane of P. gingivalis and analyzed after 24 h by flow cytometry
and Western blot. Furthermore, specific inhibitors against TLR2 and TLR4 were
used to show their influence on the expression of IRAK1.

The expression of TLR4 did not change or changed only very slightly compared
to the negative control. The expression of TLR2 after stimulation with the P.
gingivalis cell membrane was also essentially unchanged.

The expression of IRAK1 in SCC-25 cells, however, was significantly induced by
the cell membrane of P. gingivalis plus + TLR2 inhibitor. The stimulation with the
cell membrane of P. gingivalis plus TLR4 inhibitor did not trigger any significant
changes in expression.

The analysis of the IHGK revealed a statistically significant induction of IRAK1
after stimulation with the cell membrane of P. gingivalis.

From the results demonstrated in this work it can be concluded, that the cell
membrane of P. gingivalis induces upregulation of IRAK1. The receptor, in
whose signaling pathway IRAK1 is involved, could not clearly be identified,

since neither the TLR2 nor the TLR4 ligand triggered an upregulation of IRAK1

64



and an inhibition of neither TLR2 nor TLR4 by means of blocking antibodies
could significantly influence this effect. Inhibition of TLR2 and TLR4 proteins

alone may not be sufficient to block the IRAK1 upregulation.
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9. Abkirzungsverzeichnis
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13. Anhang

Verbrauchsmaterialien, Apparate und Instrumente:

Aqua dest. (B. Braun, Melsungen, DE)

Choleratoxin Proliferationsfordernde Lésung (ListLab, Campbell, CA, USA)
Clarity Western ECL Blotting Substrate (BioRad, Hercules, CA, USA)

DMEM ohne Ca?+ Kalziumfreies Nahrmedium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
DMEM mit Ca?+ Kalziumhaltiges Nahrmedium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
Durchflusszytometer Cleaning and Rinse solution (Dako, Glostrup, DNK)
Durchflusszytometer Cyan ADP Flow Cytometer (Dako, Glostrup, DNK)

FCS inaktiviert fetales Kalberserum (Biochrom, Berlin, DE)

Glaspipetten Techcolor (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) (Hirschmann Eberstadt, DE)
Goat anti-Mouse IgG #32430 (Thermofisher, Waltham, MA, USA)

Goat anti-Rabbit IgG #3246 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Goat Anti-Rabbit IgG #ab150077 (Abcam, Cambridge, UK)

Ham’s F12 Nahrmedium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

1M HEPES Puffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

Inkubator BBD 6220 (Heraeus, Hanau, DE)

Inversmikroskop Diaphot Nikon (Nikon,Dusseldorf, DE)

IRAK1 Antikorper #38-5600 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Iso Flow Sheath Fluid Spullésung (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)

LPS E. coli (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Milchpulver (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)

Mini-PROTEAN precast gel 10 % (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Mouse IgG1 Isotype Control #1C002G (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
Neubauer Improved Bright Line (Labor Optik, BadHomburg, DE)

Page Ruler Plus (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
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Pam3CSK4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

PBS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Penicillin/Streptomycin Antibiotika (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
Permeabilisierungspuffer (eBioscience, San Diego, CA, USA)
Photometer (Hach DR/2000, Loveland, CO, USA)

Pierce BCA Protein Essay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Pipetten Eppendorf Reference Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, DE)
Ponceau S (Sigma, St. Louis, MO, USA)

PowerPac HC (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Reinraumwerkbank HeraSafe (Heraeus, Hanau, DE)

1X RIPA- Buffer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

Summit V4.3.01 (Dako, Glostrup, DNK)

TBST (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)

TLR2 Antikorper #Ma5-16189 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

TLR2 Antikorper #53-9922-42 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

TLR4 Antikorper #sc-293072 (SantaCruzBiotech, Dallas, TX, USA)
TLR4 Antikorper #sc-293072 AF488 (SantaCruzBiotech, Dallas, TX, USA)
Trans-Blot Turbo (BioRad, Hercules, CA, USA)

Trypsin-EDTA 0,5% Dissoziationslésung (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
Wasserbad GFL 1083 (GFL, Burgwedel, DE)

6 Well Zellkulturplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE)

50 nm Zellfilter (Dako, Glostrup, DNK, DE)

Zellkulturflaschen 75cm? (Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE)
Zellkulturflaschen 25cm? (Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE)

Zentrifuge EBA 12 R (HettichTuttlingen, DE)
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