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1 Einleitung

Auch in der heutigen Zeit liegt trotz verbesserter Pridventions- und
Therapiemdglichkeiten immer noch eine hohe Pravalenz von Karieserkrankungen in
der Bevolkerung vor (Micheelis und Schiffner, 2006). Daher ist es, auch im Hinblick
auf die Okonomie des Gesundheitssystems von groBer Wichtigkeit, dass eine
Behandlung dieser Krankheit am individuellen Bedarf eines Patienten orientiert ist.
Dazu miissen allerdings funktionierende diagnostische Schemata vorhanden sein, die
eine Risikostratifizierung des Patienten ermoglichen (Konig, 1992). Ein
vielversprechender Anhaltspunkt in dieser Hinsicht sind die Wirkungen und
Eigenschaften von antimikrobiellen Peptiden (AMPs). Dies sind kleine, endogene,
zumeist kationische Peptide, die eine antimikrobielle Wirkung gegeniiber einer
Vielzahl von pathogenen Mikroorganismen zeigen. Die Wirkung dieser Peptide
scheint nicht bei allen Bakterien und Patienten identisch zu sein und bietet
moglicherweise einen Ansatzpunkt zur Beurteilung eines individuellen Kariesrisikos
(Phattarataratip et al., 2011). Diese Studie soll untersuchen, inwieweit Unterschiede in
der Empfindlichkeit von kariespathogenen Bakterien gegeniiber AMPs eine Aussage

iber das individuelle Kariesrisiko ermoglichen.

1.1 Definition und Epidemiologie der Karies

Als Karies bezeichnet man eine Infektionskrankheit, die durch die Einwirkung von
Sduren iiber einen lidngeren Zeitraum zu fortschreitender Demineralisation der
Zahnhartsubstanzen und schlieBlich zu ihrem Verlust fiihrt (Bibby und Mundorft,
1975). Die entscheidende Rolle fiir diesen Prozess spielen hierbei saure
Stoffwechselprodukte von oralen Bakterien in der Plaque (Orland et al., 1955; Keyes,
1962).

Trotz eines zu erkennenden Riickgangs der Kariesprivalenz um 38,5% seit 1999 bei
den 35- bis 44-jéhrigen, zeigte diese Gruppe im Jahr 2005 einen durchschnittlichen
DMFT-Wert von 14,4 (Micheelis und Schiffner, 2006). Das bedeutet, dass iiber die
Halfte der Zdhne der Patienten einen Kariesbefall zeigen oder in der Vergangenheit
davon betroffen waren. Ebenso verdeutlicht eine aktuelle Veroffentlichung, deren

Auswertung ebenso auf diese Studie zuriickgreift, einen Trend zu immer mehr
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restaurativ behandelten Zéhnen (Schiitzhold et al., 2013). Zwar ist ein Riickgang der
karios bedingten Zahnverluste zu erkennen was die Entwicklung zu immer mehr
restaurativ behandelten Zdhnen nochmals unterlegt. Besonders auffillig ist jedoch,
dass in der Gruppe der 65- bis 74- jahrigen die Pravalenz der Wurzelkaries deutlich
angestiegen ist (+14%). Dies ist unter anderem darauf zurlickzufiihren, dass auch in
der Gruppe der Senioren ein immer geringerer Zahnverlust zu beobachten ist

(Micheelis, 2011).

1.2 Pathomechanismus der Karies

Der entscheidende Faktor bei der Entstehung von Karies ist eine ldngere
Expositionszeit der Zahnhartsubstanzen in einem sauren Milieu (Marsh und Nyvad,
2008). Bei ldnger bestehendem niedrigen pH-Wert an der Schmelzoberfliche kommt
es zu einer initialen Entkalkung des Zahnschmelzes. In diesem Stadium, wo die Lasion
noch auf den Schmelz begrenzt bleibt, ist eine Remineralisation der

Zahnhartsubstanzen noch moglich (Lee et al., 2010).

Bei ldnger bestehender Erkrankung schreitet die Entkalkung im Schmelz bis zum
Dentin fort. Hat die Ausbreitung der Lasion die Schmelz-Dentin-Grenze erreicht,
kommt es zu einem raschen unterminierenden Fortschreiten des kariosen Defekts im
Dentin (Pilz, 1980). Dieser schnellere Verlauf wird bedingt durch dort vorhandenes,
weicheres organisches Material, wie Kollagen sowie die Tubulistruktur des Dentins
bedingt (Schroder, 1991). Erfolgt auch in diesem Stadium keine zahnmedizinische
Intervention, kommt es zu einer fortschreitenden, irreversiblen Destruktion der
Dentinmatrix durch Freisetzung von proteolytischen Enzymen (z.B. Kollagenasen),
beispielsweise durch Streptococcus mutans (Jackson et al., 1997). Erreicht der Defekt
die Zahnpulpa, fiihrt die bakterielle Besiedelung zu einer Entziindung der pulpalen
Gewebe (Pulpitis), was binnen kurzer Zeit zu irreversibler Gewebszerstorung fiihrt
(Reeves und Stanley, 1966). In der Folge kann sich die Infektion nach apikal
ausbreiten (Parodontitis apicalis) (Hellwig et al, 2009). Eine nun notige
Wurzelkanalbehandlung schwécht den Zahn durch Substanzverlust hinsichtlich seiner
Stabilitdt deutlich, jedoch kann so eine Extraktion in vielen Fillen umgangen werden

(Sedgley und Messer, 1992).



1.3 Atiologie der Karies

Generell ist Karies als eine chronische Infektionskrankheit zu betrachten (Takahashi
und Nyvad, 2008). Karies ist, wie viele Erkrankungen der Mundhohle, ein
multifaktorielles Geschehen (Ellwood et al., 1974). Durch eine Verschiebung des
Keimspektrums in der Zahnplaque, zugunsten von kariespathogenen Mikroorganismen
sinkt der pH-Wert in der Mundhdhle. Besteht dieser Zustand {iber einen lingeren
Zeitraum mit stetiger Zufuhr von niedrigmolekularen Kohlenhydraten tritt Karies als
Folgeerscheinung auf (Kneist et al., 2012). Weitere Kofaktoren sind unter anderem die
Zusammensetzung des Speichels, die Abwehrlage des Organismus sowie die
individuelle Oberflichenbeschaffenheit der Zahnhartsubstanzen (Konig, 1974; Larmas,
1985).

1.3.1 Mikrobielle Zahnplaque

Als Anfangspunkt der Kariesentstehung muss die Etablierung von bakteriellem
Zahnbelag (,,Zahnplaque®) gesehen werden (Rateitschak et al., 1998). Ausgangpunkt
fiir die Plaqueentstehung ist die Pellikel. Diese wird selbst bei griindlichster
Zahnreinigung niemals komplett entfernt. Die Pellikel besteht {iberwiegend aus einer
Schicht saurer, Prolin-reicher und phosphathaltiger Proteine, Glykoproteine (besonders

Muzine) und Lipiden (Riethe, 1994).

Die Entstehung einer reifen Plaque ist ein wichtiger é&tiologischer Faktor der
Kariesentwicklung. Es zeigt sich insbesondere an den Kariespriadilektionsstellen eine
vermehrte Plaqueanlagerung (Zuhrt ef al., 1971). Diese langer andauernde Bedeckung
der Zahnsubstanzen mit Plaque ist fiir die Kariesentstehung von grundlegender
Bedeutung: So fiihrt eine Besiedelung mit Laktat produzierenden Keimen zu einem
deutlichen Abfall des pH-Wertes in der Plaque. Schutzsysteme zur Remineralisation
von Schmelz, wie z.B. das Bikarbonatpuffersystem, konnen damit ihre Wirkung der
Saurepufferung am Ort des Geschehens nicht entfalten (Tatevossian und Newbrun,

1983).

Dies fiihrt zu einer fortschreitenden Entkalkung des Zahnschmelzes mit Herauslosen

von Hydroxylapatitkristallen (Silverstone, 1981).



1.3.1.1 Entstehung der Zahnplaque

Die Pellikel und deren mikrobielle Besiedelung ist der Ausgangspunkt flir die
Entstehung von Plaque (Sonju, 1986).

Die Plaqueentstehung kann in folgende Phasen eingeteilt werden: Inokulation/
Ubertragung von Mikroorganismen, Etablierung der Primirflora, Ausbildung einer

Folgeflora und anschlieBende Ausdifferenzierung (Marsh und Martin, 1999).

Die initial unbesiedelte Pellikel wird binnen weniger Minuten durch den Speichel
kontaminiert, was zu einer Kolonisation von Bakterien fiihrt (Lie, 1975). Uber 600
unterschiedliche Bakterienspezies wurden in der Mundhdhle gefunden, wobei sich bei
einem einzelnen Individuums ca. 100 oder mehr unterschiedliche Spezies gleichzeitig
in der Mundhohle befinden (Dewhirst ef al., 2010). Hierbei handelt es sich vor allem
initial um Aktinomyzeten, insbesondere Actinomyces naeslundii und Actinomyces
viscosus (Bjorn und Carlsson, 1964). Bereits nach vier Stunden kommen immer
hiufiger miteinander eng verwandte Streptokokkenarten vor, welche in mehreren
Schichten wachsen (Nyvad und Kilian, 1987). Vor allem sind hier Strep. mutans, Strep.
salivarius und Strep. sanguis anzutreffen. Es treten an Zahnkronen und im
Fissurenrelief in weiteren Stadien Laktobazillen (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus)
zur Flora hinzu (Theilade und Theilade, 1985). Durch die konstante Zufuhr von
Nahrstoffen und einem idealen, feuchten und warmen Milieu entsteht eine
dreidimensionale vernetzte Struktur, bestehend aus den genannten Mikroorganismen,
extrazelluldren Polysacchariden und Proteinbestandteilen des Speichels (Maiwald,

1995).

1.3.1.2 Organisation der Bakterien als Biofilm

Die mikrobiologische Organisationsform des Biofilms zeichnet sich insbesondere
dadurch aus, dass Bakterien bis hin zu 500 verschiedenen Spezies in einem festen
Verbund zusammen mit extrazelluldren Substanzen existieren (Whittaker et al., 1996,
Marsh, 2004). Es ist seit lingerem bekannt, dass Bakterien im Biofilm aufgrund ihrer
Anordnung und Organisation im Gegensatz zu mobilen, planktonischen Zellen
generell eine hohere Resistenz gegeniiber TherapiemaBBnahmen aufweisen (Mah und

O’Toole, 2001). Es hat sich dabei im Vergleich eine 10-1000-fach grofere Resistenz
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von Mikroorganismen im Biofilm gezeigt (Evans und Holmes, 1987; Huth et al.,
2011). Insbesondere im Bereich der nosokomialen Infektionen hat sich herausgestellt,
dass verschiedene biofilmbildende Bakterien fiir bis zu 65% der Infektionen
verantwortlich sind (Archibald und Gaynes, 1997). Diese Zahl ist auch
volkswirtschaftlich insbesondere fiir die gesetzlichen Krankenkassen ein enormer

Kostenfaktor und damit von groBter Relevanz (Licking, 1999).

Exopolysaccharide, welche von Bakterien sezerniert werden, bilden einen
Grundbestandteil der Biofilmmatrix. Die Barriere des festen Verbundes aus Bakterien
und extrazelluliren Substanzen verhindert einen direkten Kontakt und somit die
Wirkung von antimikrobiell wirksamen Substanzen (Steward, 1996; Gristina et al.,
1987). Ein weiterer Faktor fiir die erhohte Resistenz scheint das Vorhandensein von
einigen wenigen Bakterien eines besonders unempfindlichen Phéanotyps zu sein. Diese
sind beispielsweise in der Lage Antibiotika gezielt zu inaktivieren (Giwercman ef al.,
1991). Studien belegen, dass die meisten Bakterien innerhalb eines Biofilms durch
Antibiotika abgetotet werden konnen, jedoch iiberleben stets einige wenige. Diese

tragen zu einem Fortbestehen der Infektion bei (Goto et al., 1999).

Die Zahnplaque stellt eine besondere Formation des Biofilms dar, bei welchem einige
Besonderheiten hinzukommen. Insbesondere die Gattung Actinomyces spp. zeigt die
Fahigkeit iiber Adhédsine einen festen Verbund mit der Zahnhartsubstanz einzugehen
(Takahashi und Nyvad, 2008). Ein &hnliches Verhalten wurde fiir Bakterien der
Gattung Lactobacillus spp. beschrieben (Haukioja et al., 2006).

1.3.1.3 Spezielle Mikrobiologie der Plaque

Hinsichtlich der Entstehung von Karies haben sich verschiedene Spezies als besonders
pathogen erwiesen, insbesondere die Spezies Strep. mutans, aus der Gattung der
Gram-positiven Streptokokken (Loesche, 1986). Als Stoffwechselendprodukt des
Energiestoffwechsels von Strep. mutans sind vor allem einfache organische Sduren,
wie z.B. Milchsdure bzw. deren Anion Laktat zu nennen. Einerseits fiihren diese
Stoffwechselprodukte zu einem Sinken des pH-Werts im Zahnbelag, wobei zwischen
Werten von 5 und 5,5 ein kritischer Punkt fiir die Séurestabilitdt von Hydroxylapatit

erreicht wird (Kneist ef al., 2012). Andererseits liegen genau in diesem Bereich
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optimale Lebensbedingungen fiir Strep. mutans vor (Harper et al., 1983). Zusétzlich ist
Strep. mutans in der Lage, aus Mono- und Disacchariden grofere Polysaccharide zu
synthetisieren. Das so entstehende Netz aus unterschiedlichen Polysacchariden ist
malgeblich an der Plaqueentstehung beteiligt, was unter anderem dadurch verdeutlicht
wird, dass Strep. mutans als einer der Erstbesiedler bei der Plaqueformation auftritt.
Mutans-Streptokokken spielen somit eine Hauptrolle in der Kariesentstehung
(Takahashi und Nyvad, 2008). Zusétzlich exprimieren diese Bakterien verschiedene
Iso-Formen von Kollagenasen, welche in der Lage sind, die Bestandteile der
organischen Dentinmatrix aufzulosen (Jackson et al., 1997). Weiterhin kann Strep.
mutans bei einem Uberangebot an Zucker diesen intrazellulir speichern und bei einem
Néhrstoffmangel die gespeicherten Vorrdte weiterhin verstoffwechseln (Takahashi et
al., 1991; Hamilton, 1976). Wie oben bereits erwéhnt ist die Plaque mit verschiedenen
Spezies besiedelt, wobei fiir die Kariesentwicklung, neben Mutans-Streptokokken,
insbesondere Arten der Gattung Actinomyces spp. aus der Gruppe der Erstbesiedler
sowie Vertreter von Lactobacillus spp. eine wichtige Rolle spielen. Statistisch
signifikante Zusammenhénge wurden sowohl zwischen der Keimzahl von Strep.
mutans und Lactobacillus spp. bei Kindern ohne bisherige Karieserfahrung (» = 0,35, p
< 0,01) und bei Kindern mit Karies berichtet (» = 0,50, p < 0,001) (Tukia-Kulmala und
Tenovuo, 1993). Karies kann insofern als chronische, endogene Mischinfektion
betrachtet werden, da sie durch Verschiebungen in der Bakterienzusammensetzung der
Plaque hin zu einem Uberwiegen der siureproduzierenden Keime erklirt werden kann.
Dieses Ungleichgewicht fordert die Kariesentstehung (Marsh und Martin, 1999).
Besonders in aktiven Initialldsionen (,,white spots*) fanden sich mit hoher Priavalenz
Aktinomyzeten, insbesondere A. naeslundii und A. israelii (Aas et al., 2008). Dies ist
dadurch zu erkldren, dass besonders Spezies der Gattung Actinomyces spp. unter
anaeroben Bedingungen, wie sie in der Tiefe der Plaque vorherrschen, dazu {ibergehen
Kohlenhydrate zu Laktat zu fermentieren (Hogg, 1992). In einer weiteren Studie
wurden mittels Anzuchttechniken Keime der Gattung Lactobacillus spp. als dominante

Gattung in kariosen Lisionen identifiziert (Munson et al., 2004).
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Weiterhin sind der hochfrequente Konsum von Mono- und Disacchariden und damit
ein stindiges Substratangebot fiir den Stoffwechsel der Mikroorganismen

entscheidend (Gustafsson ef al., 1954; Lilienthal et al., 1953).

Zusammenfassend lassen sich somit neben Strep. mutans, A. naeslundii und
Lactobacillus spp. als Leitkeime der Kariesinfektion charakterisieren (Corby et al.,

2005).

1.3.2 Einfluss des Speichels

Die Funktionen des Speichels kdnnen in allgemeine und immunologische Funktionen

unterteilt werden.

1.3.2.1 Allgemeine Funktionen

Speichel ist ein exokrines, serdses bis mukoserdses Sekret der drei gepaart angelegten
Hauptspeicheldriisen Glandulae parotes, submandibulares, sublinguales und vieler
kleiner akzessorischer Speicheldriisen. Neben dem Hauptbestandteil Wasser besteht
der Speichel aus verschiedenen organischen Bestandteilen, wie z.B Proteinen oder
Glykoproteinen und anorganischen Substanzen. Die sezernierte Speichelmenge ist
individuell unterschiedlich, wobei als physiologisch eine tdgliche Produktion von etwa
700 ml angegeben wird (Sanderink et al., 2004). Je hoher die FlieBrate ist, desto
schneller erfolgt eine Neutralisation von Anderungen des pH-Wertes in der
Mundhdhle (Miura et al., 1991). Ebenfalls liegt bei einer hohen FlieBrate eine héhere
Pufferkapazitét vor (Birkhed und Heintze, 1989). Eine reduzierte SpeichelflieBrate und
somit ein vermindertes Schutz- und Abwehrsystems des Speichels kann die
Kariesentwicklung verstirken und zu Entziindungen in der Mundhohle fiithren (Daniels
et al., 1975, van der Reijden et al., 1999). Die Speichelsekretion kann stark durch
duBere Einfliisse wie z.B. Medikamenteneinnahme vermindert und veréndert werden.
Eine Xerostomie kann beispielsweise durch die Gabe von trizyklischen Antidepressiva
ausgelost werden. Dadurch wird das Kariesrisiko beeinflusst, was vor allem an
Patienten mit einer stark verminderten Speichelflussrate, z.B. nach Bestrahlung im
Bereich der groBen Speicheldriisen, auffdllt. So =zeigen Patienten mit einer
Speichelflussrate von weniger als 0,1 ml/min ein hohes Kariesrisiko mit Entwicklung

von mindestens einem neuen kariésen Defekts pro Jahr (Spak et al., 1994). Der pH-
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Wert des unstimulierten Speichels betriagt 6,4 bis 7,25, wohingegen der stimulierte
Speichel einen pH-Wert um 8,0 hat. SpeichelflieBrate und Pufferkapazitdt stehen in
einem signifikanten Zusammenhang (Spearman’s rank correlation, p < 0,001,
r=0,51 — 0,60). Ein niedriger pH-Wert (pH =< 4) wurde nicht im Zusammenhang mit
einer hohen FlieBrate (> 2,0 ml/min) gefunden, ein hoher pH-Wert (pH = 6) wurde
allerdings teilweise selbst bei einer niedrigen Fliefrate (< 1,0 ml/min) gemessen

(Tukia-Kulmala und Tenovuo, 1993).

Verschiedene Puffersysteme des Speichels dienen zum Schutz der Zahnhartsubstanzen
gegen Sdureangriffe. Der Speichel verfiigt tiiber drei Puffersysteme: dem
Bicarbonatpuffersystem, dem Phosphatpuffersystem und den Proteinpuffern. Das
Bicarbonat, welcher den grofften Anteil am Gesamtsystem hat, bildet mit den freien
Oxoniumionen der zugefiihrten Séuren die schwache Kohlensdure, welche leicht in
Wasser und Kohlenstoffdioxid dissoziiert. Somit wird die Séure neutralisiert.

HCO; + H;0" = 2 H,0 + CO,

1.3.2.2 Immunologische Funktionen

Generell kann, wie im gesamten Organismus, das Immunsystem des Speichels in ein
angeborenes unspezifisches sowie in ein erworbenes adaptives System eingeteilt

werden.

Als wichtigster Teil des erworbenen Immunsystems sind hier Gruppen von
Plasmazellen zu nennen, welche in der Lamina propria der Mukosa liegen. Diese
produzieren nach Antigenkontakt unter Modulation von Ty2-Helferzellen spezifische
Antikorper gegen diese Antigene. Der so entstandene Antigen-Antikdrperkomplex
kann nun von Abwehrzellen als korperfremd erkannt werden. Als Besonderheit im
Speichel ist die Sekretion der Antikorper als Dimer in Kombination mit einem
sekretorischen Peptid zu nennen. So ist der Organismus in der Lage sich an verdnderte
Umweltbedingungen, wie z.B. eine Neuinfektion mit einem pathogenen

Bakterienstamm anzupassen (Arastéh und Baenkler, 2009).

Das angeborene Immunsystem besteht aus einem weiteren System zur Erkennung von
korperfremden Substanzen (Komplementsystem). Dieses System ist eine Kaskade von

Plasmaproteinen, welche insbesondere bei der Abwehr bakterieller Infektionen zum
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Tragen kommt. Dabei markieren die beteiligten Proteine das pathogene Antigen und
ermoglichen so die Phagozytose durch spezialisierte Zellen (Opsonierung). Dariiber
hinaus stimuliert das Komplementsystem das Immunsystem dahingehen, da einige
Bestandteile als proinflammatorische Chemokine wirken und so zu einer

Entziindungsantwort beitragen.

Eine weitaus wichtigere Rolle spielt in der Mundhohle allerdings die Sekretion von
antimikrobiell wirksamen Stoffen. Diese konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden:
Zum einen sind antimikrobiell wirksame Enzyme anzutreffen (Peroxidasen,
Lactoferrin, Lysozyme, Phospholipasen, Calprotectine). Diese spielen eine wichtige

Rolle bei der Abwehr bakterieller Infektionen (Tenovuo ef al., 1991).

Zum anderen existieren kleine, aus ca. 30 — 50 Aminosduren bestehende Peptide.
Diese werden als ,,antimikrobielle Peptide® (AMP) bezeichnet. AMPs scheinen eine
entscheidende Rolle bei der Abwehr und Kontrolle oralpathogener Keime zu spielen
und sind somit ein essenzieller Bestandteil des angeborenen Immunsystems im

Speichel (Dale et al., 2006).

1.4 Antimikrobielle Peptide

Die Expression von AMPs wurde, neben vielen anderen Geweben, wie der Haut, und
der Mukosa des Magen-Darm-Trakts, auch im Speichel und somit im Bereich der
Mundhdhle nachgewiesen. Dies legt den Schluss nahe, dass sie eine Schutzfunktion

gegeniiber oralpathogenen Keimen ausiiben.
1.4.1 Wirkungsweise

AMPs iiben antimikrobielle Funktionen aus, wobei ihre Wirkung synergistisch
gegeniiber anderen antimikrobiellen Substanzen im Speichel ist. Unter anderem
stimulieren sie das erworbene Immunsystem und sind in der Lage die Produktion von
IgA und IgG zu erhohen (Dale und Fredericks, 2004, Nagaoka et al., 2000). AMPs
iibernehmen zudem eine Schutzfunktion gegeniiber der Zahnhartsubstanz vor
bakterieller Besiedelung. Dies erfolgt einerseits durch Abtotung der Bakterien und
andererseits durch Verhinderung der Ansiedelung kariesfordernden Mikroorganismen

im Biofilm auf der Zahnhartsubstanz (Dale und Fredericks, 2005). Die antibakterielle
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Aktivitit der AMPs wirkt auf die Bakterienmembranen ein (Weinberg et al. 1998).
Positiv geladene AMPs binden an Lipopolysaccharide in gram-negativen Bakterien, an
Polysaccharide in gram-positiven Bakterien und an membranreiche Phospholipide,
welche sich mit einer negativen Ladung in der Bakterienmembran befinden (Weinberg
et al. 1998). Es hat sich gezeigt, dass alle AMPs, die eine a-Helix-Struktur enthalten,
Poren in die Lipid-Doppelmembran einbauen, was zur Zelllyse fiihrt (DeGrado ef al.,
1982, Christensen et al., 1988, Agawa ef al., 1991). Nach einer Untersuchung von
Lehrer und Mitarbeitern konnen AMPs Bakterien des Stammes Escherichia coli
abtdten, indem die Permeabilitit der Bakterienmembran gesteigert wird. Somit wird
die Strukturintegritdt dieser Membranen beschédigt (Lehrer ef al. 1998). Durch eine
Ionenverschiebung entlang des osmotischen Gradienten zwischen Extra- und
Intrazellularraum kommt es zur Ruptur der Bakterienzellen. So sind viele AMPs in der
Lage durch den Einbau von Poren in die Bakterienmembran die Permeabilitit dieser
zu erhohen. Die Porenbildung wird induziert durch elektrostatische Wechselwirkungen

der AMPs mit anionischen Lipiden der Membran (Hancock 1997, Hoover et al., 2003).

1.4.2 Einteilung der AMPs

AMPs konnen aufgrund unterschiedlicher Strukturen in verschiedene Gruppen
unterteilt werden. Dazu gehoren die Peptide aus der Familie der Cathelecidine und
Defensine, die beim Menschen vorkommen und auch in der Mundhdhle relevant

vorhanden sind.

14.2.1 Cathelicidine

Aus der Gruppe der Cathelicidine wurde LL-37/hCAP-18 bisher als einziges AMP
beim Menschen nachgewiesen (Bals und Wilson, 2003, Abbildung 1). Es gibt nur
einen genetisch codierenden Abschnitt fiir LL-37, der sich auf dem 3. Chromosom
befindet (Dale et al., 2006). LL-37 wird in neutrophilen Granulozyten und
Epithelzellen gebildet, ist linear aufgebaut und besteht aus a-helikalen Peptiden ohne
die Aminosdure Cystein (Bals und Wilson, 2003; Tanaka et al., 2000; Weinberg et al.,
1998).
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Abbildung 1: Struktur von LL-37 (nach Tomasinsig und Zanetti, 2005)

AuBlerdem wurde LL-37 auch im Speichel entdeckt (Tao et al., 2005). Die mRNA des
Cathelicidine-Peptids wurde in Speicheldrisen und in submandibuldren
Ausfiihrungsgingen beim Menschen nachgewiesen (Woo et al, 2003).
Immunohistochemische  Versuche bestitigen, dass sich LL-37 in den
Ausfiihrungsgingen der Gl. submandibularis befindet (Tao et al., 2005). LL-37 wird
als Propeptid (pre-pro-peptid) synthetisiert und nach der Entfernung des Signal-
Peptids bevorzugt in den Granula von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in
einer Vorstufe gespeichert. Die genetische Struktur der Cathelicidine besteht aus vier
Exons. Die ersten drei Exons codieren fiir das Signal-Peptid und die pro-Sequenz. Das
vierte Exon codiert fiir das Carboxyl-terminale Peptid (Bals und Wilson, 2003). Der
variable Carboxyl-Abschnitt, welcher eine Sequenzlinge von 20 — 100 Molekiilen hat,
tragt die Abschnitte der antimikrobiellen Aktivitit. Die aktiven Doménen liegen im C-
terminus von hCAP-18 (Vorlduferpeptid). Das pro-Peptid besteht aus 99 — 114
Aminoséuren (Zanetti et al., 1995) und muss vom C-terminalen Ende entfernt werden,
sodass sich die antimikrobielle Aktivitidt entfalten kann. Die durchschnittliche
Konzentration von LL-37 im Speichel lag bei 15,81 + 10,43 ng/ml (Phattarataratip et
al.,2011). Ebenso wurde fiir LL-37 auf der Oberfldche der Schleimhaut mittels ELISA
eine Konzentration von 0,2 — 1,1 pM gemessen (Bowdish ef al., 2005). Eine
Konzentration von 0,3 - 0,7 uM konnte bei gesunden Patienten im Sulkusfluid
gemessen werden. Im Gegensatz dazu lag die Konzentration bei Patienten mit einer
chronischen Parodontitis bei 0,7 — 1,8 uM (Turkoglu et al., 2009). Eine weitere Studie
kam zu einem Wert von 30,5 ng/ml fiir gesunde Patienten, 22,5 ng/ml fiir Patienten
mit einer chronischen Parodontitis und 1,8 ng/ml fiir zahnlose Patienten
(Davidopoulou et al., 2013). Dies verdeutlicht die Konzentrationsunterschiede von
zahnlosen gegeniiber bezahnten Patienten und somit den Zusammenhang der

Expression von LL-37 und dem Zustand des stomatognathen Systems. AuBerdem
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wurde festgestellt, dass Frauen gegeniiber Minnern eine wesentlich hohere

Konzentration von LL-37 hatten (Davidopoulou ef al., 2013).

Cathelicidine besitzen die Fihigkeit, das Wachstum der Bakterien zu hemmen (Bals
und Wilson, 2003, Guthmiller ef al., 2001). Dabei wurde ein breites antimikrobielles
Spektrum sowohl gegen Gram-negative und Gram-positive Bakterienstimme als auch
gegen verschiedene Pilzstimme und Protozoen beschrieben (Soravia et al., 1988).
Eine Untersuchung von Agerberth und Mitarbeitern zeigte eine hohe Effektivitit
gegeniiber Bakterien der Spezies E. coli und Bacillus megatarium (Agerberth et al.,

1995; Frohm et al., 1997).

1.4.2.2 Defensine

Defensine sind kleine, arginin-reiche, kationische, 33 — 47 Aminosduren lange AMPs,
mit einem Gewicht von 3,5 — 4,5 kDa (Abbildungen 2 und 3). Die Gruppe der
Defensine kann weiterhin in a- und B-Defensine eingeteilt werden, wobei Vertreter
beider Untergruppen im Speichel entdeckt wurden. Der Unterschied dieser beiden
Gruppen liegt in der Anordnung der drei Disulfid-Briicken (Ganz und Lehrer, 1995).
Im Unterschied zu den Cathelicidinen liegen die codierenden Gene fiir a- und (-
Defensine auf dem 8. menschlichen Chromosom (Dale et al., 2006). Teilweise sind

Genabschnitte in dieser Region als multiple wiederholende Kopien vorhanden.

Defensine besitzen sechs Cystein-Molekiile, die intramolekular drei Disulfid-Briicken
bilden und die Molekiilstruktur stabilisieren (Ganz und Lehrer, 1995; Ganz et al.,
1985).
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Abbildung 2 und 3: HNP-3 (nach Hill et al., 1991) HBD-2 (nach Bauer et al., 2001)

Die durchschnittlichen Konzentrationen lagen fiir das a-Defensin HNP 1-3 (human
neutrophil peptide 1-3) bei 1,913 = 1,157 ng/ml und fiir das B-Defensin HBD-2 bei
0,734 = 0,811 ng/ml (Phattarataratip et al., 2011). Verschiedene Studien lieferten

unterschiedlich hohe Konzentrationen fiir AMPs.

Die unterschiedlichen Konzentrationen sind durch das Vorhandensein verschiedener
Polymorphismen in den entsprechenden Genabschnitten teilweise genetisch bedingt.
So zeigte eine Untersuchung aus dem Jahr 2010, dass fiir HBD-1 verschiedene
genetische Polymorphismen beschrieben werden kdnnen, deren Auftreten mit hohem

bzw. niedrigem Kariesbefall korrelierte (Ozturk et al., 2010).

In der Gruppe der a-Defensine hat man bisher vier unterschiedliche Isoformen, HNP-1
bis -4, entdeckt (human neutrophil peptide, HNP). Alle vier AMPs aus dieser Gruppe
sind im Speichel nachweisbar (Abiko et al., 2003). Ebenso wie bei LL-37 wurde HNP-
1 bis -3 in den Ausfiihrungsgingen der Gl. submandibularis durch
immunohistochemische Untersuchungen gefunden (Tao ef al., 2005). a-Defensine
werden als Vorldufer synthetisiert und bevor sie in der Granula der neutrophilen
Granulozyten gespeichert werden, proteolytisch gespalten. Die AMPs aus der Gruppe
der a-Defensine konnen zu groferer Kariesresistenz durch ihr Vorhandensein und die
damit verbundene antimikrobielle Aktivitit im Speichel fithren. AuBerdem kdnnen sie
die Anlagerung des Biofilms auf der Zahnoberfliche verhindern, indem sie an die
duBere Bakterienmembran binden und somit die Formation der Bakterien im Biofilm

verhindern (Dale et al., 2006).
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Humane p-Defensine werden in Epithelzellen von mehreren Organen, wie der Haut,
Lunge, Niere, Pankreas, Uterus, Auge und nasaler und oraler Mukosa (Harder et al.,
1997) sowie von Speicheldriisen und deren Ausfiihrungsgingen (Sahasrabudhe et al.,
2000) synthetisiert. Somit stellen sie eine erste Barriere gegen Infektionen dar, da sie
in Epithelzellen synthetisiert und an die Oberfliche sezerniert werden (Bals, 2000). Es
gibt mehr als 30 unterschiedliche B-Defensine, wobei die Defensine HBD-1 — HBD-6
(human beta defensin) bisher beim Menschen entdeckt wurden. HBD-1 wird in vielen
Epithelzellen synthetisiert, wohingegen HBD-2 vermehrt in Epithelzellen der Gingiva
synthetisiert wird, nachdem sie vorher mit Zytokinen, wie IL-1f, Tumornekrose-
Faktor (TNF-a) und Interferon-gamma (IFN-y) stimuliert wurden (Mathews et al.,
1999; Abiko et al., 2003). Eine geringe HBD-2 mRNA-Expression findet auch in
gingivalen Keratozyten statt (Mathews et al., 1999). Aullerdem stellte sich heraus,
dass die fiir HBD-2 codierende mRNA besonders in entziindetem Gingivaepithel
vorhanden ist (Mathews et al., 1999). B-Defensine iiben ihre bakterizide Wirkung aus,
indem sie die Bakterienmembran angreifen (Lehrer et al., 1998, Joly et al., 2004).
Zudem wird in oralen Epithelzellen immunregulatorisch die Expression von HBD-2
und -3 nach Stimulation mit bakteriellen Endotoxinen gesteigert (Nishimura et al.,
2004). Fiir HBD-2 ist insbesondere eine bakterizide Wirkung gegeniiber Strep. mutans
beschrieben worden (Nishimura ef al., 2004). Defensine leisten somit einen groflen
Beitrag zum angeborenen Immunsystem, sei es iber direkt bakterientdtende
Mechanismen oder iiber regulatorische Einfliisse auf das erworbene Immunsystem

(Pereira et al., 2013).

1.4.3 Effekte von AMPs auf oralpathogene Bakterien

Empfindlichkeitsstudien zeigen, dass Mutans-Streptokokken von kariesfreien
Patienten eine deutlich hohere Anfilligkeit gegeniiber LL-37 haben als von Patienten
mit aktiver Karies. Zudem zeigte sich eine erhohte Resistenz der Stamme von
Patienten mit erhdhtem Kariesbefall (Phattarataratip et al., 2011). Die Ergebnisse
dieser Studie verdeutlichen somit, dass Strep. mutans unterschiedliche Sensibilitdten
gegeniiber den oben genannten AMPs zeigt. Weiterhin zeigt LL-37 unterschiedlich
starke Wirkungen gegeniiber verschiedenen Spezies bzw. Stdmmen von
oralpathogenen Bakterien, wie unter anderem A. naeslundii (Ji et al., 2007). Im
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Gegensatz dazu zeigten andere Studien, dass LL-37 das Wachstum von bestimmten

bakteriellen Spezies nicht inhibiert (Altman et al., 2006).

Betrachtet man die Gruppe der Defensine, so ist man zu folgenden Ergebnissen
gekommen: Strep. mutans zeigt eine nahezu 50%-ig geringere Anfilligkeit auf HNP-3
im Gegensatz zu HNP-1 (Phattarataratip et al., 2011). Mutans-Streptokokken von
kariesfreien Patienten zeigen eine wesentlich hohere Sensibilitit gegeniiber HBD-2 als
HBD-3. Zusitzlich scheint es einen Zusammenhang zwischen dem Kariesbefall eines
Patienten und der Konzentration der AMPs zu geben. So zeigte eine Studie von Tao
und Mitarbeitern aus dem Jahr 2005 an 11-15-jdhrigen Kindern, dass hohere
Konzentrationen von HNP-1 — 3 und LL-37 in der kariesfreien, im Gegensatz zu den
untersuchten Gruppen mit Karies vorliegen. Der Wert von HNP 1-3 lag bei 0,89 pg/ml
bei Patienten ohne Karies, wohingegen der Wert bei Patienten mit aktuellem
Kariesgeschehen bei 0,5 ng/ml lag. Eine Korrelationsanalyse des Kariesindex und der
HNP 1-3 Konzentration lieferte eine hochsignifikante negative Korrelation dieser
beiden Parameter (Spearman’s rank correlation, p = 0,001, » = -0,281). Die gleiche
Tendenz zeigten Untersuchungen mit LL-37. Somit bestétigte sich, dass das

Kariesrisiko negativ mit der a-Defensin-Konzentration korreliert (Tao et al., 2005).

Die Gruppe der P—Defensine, insbesondere HBD-2, zeigte ebenfalls eine gute
Wirksamkeit gegeniiber Spezies der Gattung Streptococcus spp. (Nishimura et al.,
2004). So wurde eine gute antibakterielle Wirksamkeit fiir hohere Konzentrationen
nachgewiesen. Ebenso zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied der
Sensibilitit von Stimmen aus kariesfreien bzw. kariesbefallenen Patienten gegeniiber
HBD-2 (Phattarataratip et al., 2011). Patienten mit marginaler Parodontitis wiesen im
Vergleich zu gesunden Patienten wesentlich hohere Konzentrationen an HBD-2 auf.
Dies verdeutlicht, dass eine Infektion in der Mundhohle zu einer hoheren Produktion
von AMPs fiihrt (Pereira et al., 2013). Die bereits beschriebenen in vitro Ergebnisse
werden dadurch gestiitzt. Ebenso steht die Wirkung der AMPs in einem
Zusammenhang mit ihrer Konzentration. Bei einer Konzentration von > 10 mg/L
zeigen sowohl LL-37 als auch HBD-2 eine bakterizide Wirkung von 100% (Ouhara et
al., 2005). Bei einer Konzentration von 500 mM NaCl erzielten die AMPs eine

Einschrankung von 22 — 50% der antibakteriellen Aktivitit gegen Strep. mutans. In
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Verbindung mit Speichel zeigte HBD-2 eine antibakterielle Aktivitit von 11% und
LL-37 keine Wirkung. Ahnliche Ergebnisse lieferte diese Studie fiir Bakterien der
Gattung Lactobacillus spp..

Alle diese Studien verdeutlichen, dass es keine einheitlichen Studienergebnisse,
insbesondere im Hinblick auf die Sensibilitdt kariespathogener Keime gegeniiber

AMPs gibt.

2 Fragestellung und Studienziel

Im mikrobiologischen Teil dieser Studie soll an von Patienten isolierten
kariespathogenen Keimen die Wirkung unterschiedlicher AMPs in verschiedenen
Konzentrationen getestet werden. Dazu soll ein orales Biofilmmodell verwendet
werden, um die Verhiltnisse in der Mundhdhle moglichst realistisch nachzustellen.
Als zweiter Schritt sollen Speichelparameter, unter anderem die Konzentration von
verschiedenen AMPs im Speichel sowohl zu klinischen als auch mikrobiologischen
Befunden korreliert werden, um die Interaktionen zwischen diesen Faktoren zu
analysieren.

Dazu sollen von den Patienten anamnestische Daten sowie zahnmedizinische Befunde
erhoben werden. Anhand einer Speichelprobe der Probanden sollen die individuelle
AMP-Konzentration und unterschiedliche Speichelparameter (Speichelmenge, pH-
Wert, Pufferkapazitit) gemessen werden. Der Vergleich von klinischen Befunden der
Patienten mit den mikrobiologischen und molekularbiologischen Ergebnissen soll
Hinweise auf Zusammenhinge zwischen diesen Parametern liefern.

Es wird somit die Hypothese aufgestellt, dass es signifikante Zusammenhinge
zwischen dem Auftreten von Stimmen mit niedriger Empfindlichkeit gegeniiber
AMPs und dem individuellen Kariesrisiko gibt. So liegt der Verdacht nahe, dass das
Auftreten von solchen Stimmen mit erhohter Resistenz gegeniiber AMPs, sich auch in
der Schwere der Erkrankung des Patienten &uflert und auch andere Parameter des
Speichels einen entscheidenden Einfluss auf das Kariesrisiko des Patienten haben.
Diese Studie soll somit einen Beitrag zum Verstindnis der unterschiedlichen
Empfindlichkeiten von kariespathogenen Bakterien gegeniiber AMPs im Hinblick auf

das individuelle Kariesrisiko von Patienten leisten.
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3 Material und Methode

Im Folgenden werden alle Methoden beschrieben, die jeweils fiir den klinischen,

mikrobiologischen und molekularbiologischen Teil dieser Arbeit notig waren.

Zuerst wurden zur Einordnung des Kariesrisikos in einer klinischen Untersuchung der
Patienten verschiedene Indizes erhoben sowie Plaque- und Speichelproben

entnommen.

Zur mikrobiologischen Auswertung der Plaqueproben erfolgte eine Bakterienkultur
auf  Selektivndhrmedien mit anschlieBender Speziesidentifizierung  mittels
massenspektrometrischer Analyse. Nun wurde eine Stammgenotypisierung fiir jede
Bakterienspezies durch AP-PCR vorgenommen, gefolgt von einer Gelelektrophorese,
mittels vorher gewonnener genomischer DNA. Daraufhin wurden Biofilmkulturen
aller isolierten, genetisch unterschiedlichen Stimme auf die gewéhlten AMPs hin

getestet und analysiert.

Die Speichelproben wurden molekularbiologisch hinsichtlich ihres AMP- und
Proteingehalts untersucht. Der Proteingehalt diente hierbei einer Normalisierung der

AMP-Konzentrationen in Bezug auf die Gesamtproteinmenge.

Korrelationsanalysen zwischen all diesen Parametern, erfolgten zur Identifizierung
moglicher Zusammenhinge. Eine graphische Darstellung des Versuchsablaufs ist der

folgenden Abbildung zu entnehmen (Abbildung 4).
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3.1 Patientenkollektiv

Das Studienprotokoll wurde der Ethikkommission der medizinischen Fakultit der

Universitdt Miinchen zur Begutachtung vorgelegt. Diese bestitigte die ethisch-

v

Bradford-Assay

J!

| AMP-ELISAS |

rechtliche Unbedenklichkeit (Nr. 476-12, Votum in Anhang 3).

Das Patientengut rekrutierte sich wihrend des Studienzeitraumes von Januar — Juni
2013 aus Teilnehmern des Phantomkurses der Zahnerhaltung sowie der allgemeinen
Ambulanz der Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie der Universitét
Miinchen. Grundsitzlich kamen alle Patienten unabhingig von ihrer Karieserfahrung

fiir die Teilnahme an der Studie infrage. So wurden sowohl Patienten mit akuter oder
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vergangener Karieserkrankung, als auch gesunde Patienten eingeschlossen. Die
Patienten wurden nach Alter und Geschlecht stratifiziert (0-10, 11-20, 21-30, 31-40,
41-50, 51-60, 61-70, 71-80 Jahre). Ausschlusskriterien waren schwere
Allgemeinerkrankungen (insbesondere bekannte Infektionskrankheiten, wie HBV,
HCV, HIV, TBC), eine systemische oder lokale Antibiotikatherapie in den letzten 6
Monaten, Storungen der Speichelsekretion (Xerostomie, auch medikamentds bedingt,
wie z.B. durch trizyklische Antidepressiva wie Amitriptylin), eine vorangegangene
Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich oder Chemotherapie sowie eine aktuelle

Immunsupression, z.B. nach einer Transplantation.

3.2 Anamneseerhebung und Befundung

Nach ausfiihrlicher miindlicher und schriftlicher Aufklérung iiber die Teilnahme an
der Studie und Einwilligung des Patienten erfolgte eine genaue Befragung anhand
eines standardisierten Anamnese- und Befundbogens. Ein Muster von diesem sowie
der Patienteninformation und Einwilligungserkldrung befindet sich im Anhang
(Anhdnge 1 und 2). Dabei galt es verschiedene Aspekte, wie die jeweiligen
Essgewohnheiten, Angaben zur tdglichen Zuckeraufnahme durch Lebensmittel und
Getréinke, Mundhygiene-Mallnahmen (Zahnputzgewohnheiten,
FluoridierungsmaBBnahmen sowie die Benutzung von Zahnseide) zu erfragen. Ebenso
wurde ein zahndrztlicher Befund erhoben, um die aktuellen oder bisherigen
Erkrankungen in der Mundhohle zu notieren (aktive oder inaktive Karies,
erneuerungsbediirftiger Zahnersatz, Parodontitis). Des Weiteren wurden mehrere
Indizes, wie der Plaque Control Record (PCR nach O’Leary et al., 1972), der
Parodontale Screening Index (PSI), der DMFT-Index und der Karies-Aktivitats-Index
erhoben. Der PCR-Index dient zur Beurteilung der Mundhygiene. Die Erhebung
erfolgte durch Anfirben aller Zéhne mit MIRA-2-Ton (Hager Werken, Duisburg,
Deutschland). Durch die Darstellung in zwei Farben, neuere Beldge erscheinen rosa,
dltere blau, konnte die aktuelle Plaque-Situation auf den Zdhnen notiert werden. Fiir
den PCR-Index wurde jeder Zahn in vier Flichen (mesial, distal, oral, buccal)

eingeteilt. Die Angabe erfolgte in Prozent und berechnete sich nach folgender Formel:
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Anzahl der plaquebedeckten Flachen
PCR — Index = - x100%
Gesamtzahl der Flachen

Der Parodontale Screening Index (PSI) diente zur orientierenden Untersuchung der
Gingiva und des Parodonts. Zusitzlich wurde zur Charakterisierung des aktuellen und
vergangenen Kariesbefalls des Patienten, der DMFT-Index bestimmt. Dieser ist der
von der WHO eingesetzte Index zur Kariesbestimmung. Zur Erfassung des DMFT-
Index wurden alle kavitierten, fehlenden und gefiillten Zéhne notiert und folgende

Formel zur Berechnung verwendet:

DMFT= Kariose Zihne + fehlende Zdhne + restaurierte Zihne

Der Karies-Aktivitdts-Index gibt Auskunft dariiber, ob aktuell Karies vorhanden ist.
Um diesen Index zu bestimmen, wurde die Summe der aktiven und inaktiven Lésionen

sowie der insuffizienten Restaurationen gebildet.

3.3 Probenentnahme

Fiir die Gewinnung der Speichelprobe wurde der Patient aufgefordert 3 min lang auf
Paraffinwachs zu kauen, welches Bestandteil eines Kits zur Bestimmung der
Pufferkapazitit war (CRT-Buffer Set; Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein). Der
iiber die 3 min entstandene Speichel wurde komplett in einem 50-ml-Falcon-Gefal3
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gesammelt. Die entstandene Menge
des Speichels in ml wurde notiert und der pH-Wert des Speichels, auf 0,2 Einheiten
genau, mittels Teststreifen (pH-Fix 6,0 - 10; Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland,
Abbildung 5) ermittelt.
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Abbildung 5: pH-Teststreifen

Zudem wurde die Puffer-Kapazitit ebenfalls mit Teststreifen bestimmt, die Bestandteil
des CRT-Buffer Sets waren. Die Puffer-Kapazitit wurde den Gruppen hoch, mittel

oder niedrig zugeordnet und erfolgte unter optischem Vergleich mit einer
Referenzfarbskala (Abbildung 6).
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Abbildung 6: CRT-Buffer-Kit
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Der restliche Speichelanteil wurde zeitnah in einem Cryo-Roéhrchen (Greiner Bio-One)
bei -80°C eingefroren, um die Konzentrationen der enthaltenen AMPs zu einem

spateren Zeitpunkt untersuchen zu konnen.

Die Plaqueprobe, zur Isolierung der kariespathogenen Bakterien, erfolgte nach
Trocknung der Zihne mit dem Luftpuster, durch Streichen von zwei sterilen
Wattepellets (Coltene/Whaledent, Langenau, Deutschland) sowohl okklusal als auch
bukkal iiber den ersten und zweiten Molaren des Oberkiefers (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Entnahme der Plaqueprobe

Die Wattepellets wurden sofort in 1000 pl eines Probeentnahmemediums (VMG-II,
nach Moller, 1966) in ein Eppendorfgefdll gegeben. Das entsprechende Medium
verhindert sowohl das Wachstum als auch das Absterben der entnommenen Bakterien,

sodass eine exakte Quantifizierung moglich wurde (Syed und Loesche, 1972).

34 Kultivierung und Isolierung der Bakterien

Zunichst mussten die flir diese Studie relevanten Bakterien, bevorzugt gram-positive
Keime, wie Strep. mutans, Lactobacillus spp. und A. naeslundii aus der Gesamtflora
der Plaque isoliert werden. Zur Anzucht der Bakterien wurden fiir die jeweiligen

Spezies feste Selektivndhrmedien verwendet. Die Wirkung der unterschiedlichen

27



Medien beruhte darauf, dass das Wachstum moglichst aller anderen Keime, auller dem
gewiinschten, unterdriickt wurde. Zur Anzucht von Strep. mutans wurde Mitis-
Salivarius-Bacitracin Agar (MSB-Agar; BD, Heidelberg, Deutschland, nach Wan et al.,
2002) verwendet. Dem MSB-Agar wurde Kalium-Tellurit und Saccharose zugegeben.
Zur Hemmung des Wachstums anderer Keime wurde das Antibiotikum
Kanamycinmonosulfat hinzugefiigt, welches ein bakterizides Antibiotikum gegen
Gram-negative Erreger und Staphylococcus aureus ist. Zur Hemmung der
Zellwandsynthese anderer Gram-positiver Bakterien wurde Bacitracin supplementiert.
Bei dem zweiten Agar, zur Isolierung von A. naeslundii, dem Cadmium Sulfate
Fluoride Acridine Trypticase Agar (CFAT-Agar), wurde als Basis Tryptic Soy Broth
mit Zusatz von D-Glucose verwendet. Zusdtzlich wurde Cadmiumsulfat, Acriflavin,
Natriumfluorid, Parafuchsin, 5% v/v defibriniertes Pferdeblut und Kalium-Tellurit
hinzugegeben (Zylber und Jordan, 1982). Der Lactobacillus-Selection-Agar (Rogosa-
Agar, BD) beinhaltet neben Essigsdure das Antibiotikum Vancomycin, gegen das
Bakterien der Spezies Lactobacillus spp. generell resistent sind (Neumeister et al.,
2009). Zusitzlich wurden zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl Columbia Agarplatten
(BD) verwendet. Diese ermdglichten ein gutes Wachstum sehr vieler oraler Bakterien
und dienten der Erstisolierung, Anzucht und Kultivierung der Reinkulturen. Die

genaue Zusammensetzung aller verwendeten Nahrmedien ist Anhang 4 zu entnehmen.

Damit sich die gewonnenen Bakterien aus der Plaqueprobe gleichméBig in dem
Probeentnahmemedium verteilten, wurde dieses zundchst eine Minute gevortext.
Danach erfolgte eine serielle Verdiinnung in 900 ul 0,9%-iger Natriumchloridlésung
(B. Braun, Melsungen, Deutschland) jeweils von 1:10, bis zu einer Verdiinnung von
1:10*. Die Verdiinnungsserie wurde vorgenommen, um eine optisch quantifizierbare
Koloniezahl auf den Agarplatten zu erzielen. 100 pl jeder Verdiinnung wurden auf den
einzelnen Agarplatten ausplattiert und danach individuell fiir 48 — 96 h in einem CO,.
Inkubator (Steri-Cult CO, Incubator HEPA CLASS 100 Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA), bei einer Temperatur von 37°C, einer CO,-Konzentration von
5,8% und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60% inkubiert. Abbildung 8 zeigt 3

Beispiele fiir Priméirkulturen der Plaquebakterien auf den Selektiv-Néhrboden.
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Abbildung 8: Bebriitete Platten

3.5 Quantifizierung der Bakterienlast

Um die Koloniezahlen (Colony Forming Units, CFU/ml) zu bestimmen, wurde je
Selektivmedium eine Platte ausgewihlt, von der auch die Keime isoliert wurden. Die
Bestimmung erfolgte mit Hilfe einer Software zur optischen Erfassung der
Koloniezahl (Bio-1D-Software, V11.8, Vilber, Eberhardzell, Deutschland). Dazu
wurde die Platte in ein fiir Chemilumineszenz-geeignetes Auswertgerdt (Chemie-
Smart 5000; peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) gestellt und ein
Foto der auszuwertenden Platte unter Weilllicht erstellt. Es folgte eine genaue und
Platten-individuelle Eingrenzung des zu zdhlenden Bereichs und eine automatische
Auswertung anhand der Graustufen der fotografierten Keime. Nun konnte die

Software einen Zahlenwert fiir die Koloniezahl auf der jeweiligen Platte bestimmen.
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3.6 Speziesbestimmung der Bakterien

Nachdem unterschiedliche Kolonien auf den jeweiligen Ndhrmedien gewachsen waren,
galt es zundchst Einzelkolonien herzustellen. Dazu wurden morphologisch
unterschiedliche Kolonien von der Agarplatte isoliert und mit einer Impfose, nach der
Dreifelderausstrich-Methode, auf eine neue Columbia-Agarplatte ausgestrichen. Die
nach ca. 48 h neu gewachsenen Keime wurden optisch kontrolliert um festzustellen,

ob es Reinkulturen waren (Abbildungen 9 und 10).

Abbildung 9 und 10: Reinkulturen von A. naeslundii

3.6.1 Prinzip der Keimbestimmung mittels MALDI-TOF MS

Die Speziesbestimmung wurde im Max-von-Pettenkofer Institut der Universitét
Miinchen (Abteilung fiir Medizinische Mikrobiologie, Prof. Dr. Séren Schubert)
durchgefiihrt.

Um die Keime einer Spezies zuzuordnen, wurde eine Untersuchung mit Hilfe einer
Matrix-assisted Laser Desorption/lonization time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS; Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland, Abbildung 11)
durchgefiihrt (Wieser et al., 2012). Dieses Verfahren beruht auf dem Laserbeschuss
eines Mischkristalls im Hochvakuum. Dieser Kristall besteht aus Anteilen der
mikrobiologischen Probe und einer organischen Matrix. AnschlieBend werden die
Ionisationsprodukte in einem elektrischen Feld (Beschleunigungsspannung U = 10 —
30 kV) beschleunigt. Entsprechend ihrer Ladung und Masse ergeben sich
unterschiedliche Flugzeiten zum Detektor. Somit entsteht ein fiir den Keim
spezifisches Spektrum, welches insbesondere im Massenbereich von 4000 — 12000 Da

besonders aussagekriftig ist, da in diesem Bereich hauptsidchlich ribosomale Proteine
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nachgewiesen werden konnen. Diese Proteine eignen sich zur Spezieszuordnung von
Bakterien. Dies ist bei der 16S-rRNA-Genotypisierung schon seit langer Zeit ein
hiufig angewandtes Standardverfahren. Das so entstandene Spektrum des zu
analysierenden Keims wird im Folgenden mit einer sténdig aktualisierten Datenbank
abgeglichen und einer Spezies zugeordnet. Dabei erstellt die Software einen Faktor fiir
die Validitdt der Zuordnung, welcher einen Wert grofler als zwei annehmen muss, um

von einer sicheren Zuordnung ausgehen zu kénnen (MALDI Biotyper V3.1, Bruker

Daltonic).
T —————————
Abbildung 11: MALDI-TOF-MS
3.6.2 Verfahren der MALDI-TOF MS

Auf eine MALDI-Probenplatte aus Metall fiir insgesamt 96 Proben wurde eine
stecknadelkopf-groBe Menge einer frisch gewachsenen Einzelkolonie auf eine
markierte, etwa 6 mm durchmessende Analyseposition gegeben. Dies wurde fiir jeden
Keim doppelt durchgefiihrt. Da in dieser Studie ausschlieBlich Gram-positive
Bakterien analysiert wurden, erfolgte ein zusétzlicher Lyseschritt mittels 70%-iger
Ameisensdure. Dazu wurde jeweils 1 ul Ameisensdure auf das aufgetragene Analyt
pipettiert, getrocknet und anschlieend mit 1 pl eines Zimtsdurederivats (a-Cyano-4-
hydroxy-Zimtsdure; Sigma) als organische Matrix iiberschichtet (Abbildungen 13 und
14).

31



N
AN 9)
HO / OH

Abbildung 12: a-Cyano-4-hydroxy-Zimtsdure; HOCsH,CH=C(CN)COH

Wiéhrend des Trocknens bildete sich ein Mischkristall aus der Matrix und der
mikrobiologischen Probe. Nun wurde die MALDI-Probenplatte in das Messgerét

eingeschleust und nach Aufbau eines Hochvakuums automatisch gemessen.
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Abbildung 13 und 14: MALDI-Target mit aufgetragenen Proben

Nach erfolgter Spezifizierung wurden alle Spezies verworfen, die nicht den
Zielkeimen entsprachen. Bei gewissen Keimen konnte kein eindeutiges Ergebnis
mittels MALDI-TOF MS erzielt werden. Grund dafiir ist z.B. eine nicht ausreichende
Zelllyse oder eine zu geringe Menge an aufgetragener Probe. Diese Keime wurden

nach einem speziellen Protokoll extrahiert und erneut analysiert.

In einem Eppendorf-Gefall wurde eine ca. streichholzkopf-grole Menge des Keims in
300 pl HyO-dest eingerieben und im Anschluss gevortext, sodass eine ausreichend
homogene Verteilung des Keims gewéhrleistet war. Nach der Zugabe von 900 pl
unvergélltem Ethanol (reinst, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurde das Gefal3
erneut gut gevortext und im Anschluss daran 120s bei 14000 revolutions per minute
(Umdrehungen pro Minute, rpm) zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
verworfen, das Eppendorf-Gefal auf Zellstoff ausgeklopft und danach erneut fiir 120 s
bei 14000 rpm zentrifugiert. Der restliche Uberstand wurde erneut verworfen und das
Eppendorf-Gefa3 fiir ca. 60 s offen stehengelassen, sodass das restliche Ethanol
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verdampfen konnte. Je nach entstandener PelletgroBe wurden 10 — 50 pl 70%-ige
Ameisensdure (30 Teile H,O-dest mit 70 Teilen Sdure gemischt) zugegeben und das
Pellet darin resuspendiert. AnschlieBend wurde die gleiche Menge Acetonitril (100%;
Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutschland) hinzugegeben,
gevortext und im Anschluss daran fiir 120 s bei 14000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand enthielt nun die extrahierten ribosomalen Zielproteine fiir die MALDI-TOF
MS Analyse. Dazu wurde ca. 1 pl dieses Uberstands auf das MALDI-Target

aufgetragen und mit Matrix iiberschichtet.

3.7 Stammerhaltung der Zielkeime

Um eine Stammerhaltung der Zielkeime zu gewéhrleisten, wurden mehrere Kolonien
in ein Cryo-Rohrchen, gefiillt mit 1000 pl der unterschiedlichen Medien, gegeben und
gevortext, sodass sich das Material gut in dem Medium verteilte. Dafiir wurden
folgende Medien verwendet: Strep. mutans wurde in Trypticase Soy Yeast Broth
(TSYB), Lactobacillus spp. in Lactobacilli MRS Broth und 4. naeslundii in Brain
Heart Infusion (BHI) gelost. Allen Medien wurde 10% Glycerin (Sigma)
hinzugegeben, um eine Beschddigung der Zellmembran wéhrend des Einfrierprozesses

zu verhindern. Es wurden alle Keime doppelt bei -196°C eingefroren.

3.8 DNA-Extraktion

Nach erfolgter Speziesbestimmung wurde die genomische DNA mittels eines Kits
(DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert, welches mit
einem speziellen Lyseprotokoll fiir Gram-positive Bakterien kombiniert wurde. Um
dies durchzufithren, wurde eine Fliissigkultur des Bakteriums hergestellt. Strep.
mutans wurde in TSYB, Lactobacillus spp. in Lacto MSB und A. naeslundii in BHI
angezilichtet. Es wurden dazu 5 ml des jeweiligen Mediums und zusétzlich 200 pl der
aufgetauten Bakteriensuspension in ein 15-ml-Falcon-Gefdfl gegeben und iiber Nacht
bei 37°C in einem Orbital Shaker (Thermo Scientific) inkubiert. 100 pl dieser
Suspension wurden am néchsten Tag in ein 1,5-ml-Eppendorf-Gefd3 (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) gegeben und fiir 10 min bei 7500 rpm in einer Tischzentrifuge
(Microfuge 18 Centrifuge; Beckman Coulter, Brea, CA, USA) zentrifugiert. Der

entstandene Uberstand wurde abpipettiert, verworfen und das iibriggebliebene Pellet in
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180 ul Lyse-Puffer fiir Gram-positive Bakterien resuspendiert. Der Lyse-Puffer
enthielt Lysozym und Detergenzien zur Lyse der Bakterienzellen. 4. naeslundii und
Lactobacillus spp. wurden im folgenden Schritt fiir 30 min, Strep. mutans fiir 60 min,
bei 37°C in einem Eppendorf-Heizblock (Thermo Scientific) inkubiert. Danach
wurden 25 pl Proteinase K und anschlieBend 200 pl Buffer AL in das Eppendorf-
GefaBl hinzugegeben und gevortext, um alle Substanzen gut miteinander zu
vermischen. Es erfolgte eine erneute Inkubation {iber 30 min, allerdings bei 56°C.
Nach der Zugabe von 200 pl Ethanol reinst (Carl Roth) wurden die Gefille erneut
ausreichend gevortext. Die Zugabe von Ethanol fiihrte bei manchen Proben zu einem
weillen, sichtbaren Prézipitat, welches der ausgefillten DNA entsprach. Als néichstes
wurde die gesamte Losung mit dem Prézipitat auf Sdulchen pipettiert, die in einem 2-
ml-Eppendorf-Gefall standen. Danach galt es jedes Sdaulchen mitsamt dem Eppendort-
Gefal fir 60 s bei 8000 rpm zu zentrifugieren und die abzentrifugierte Fliissigkeit
inklusive des Gefilles zu verwerfen. Die DNA blieb bei diesem Schritt auf der
Membran des Séulchens zuriick. Im Anschluss daran wurden die Sdulchen in ein neues
2ml-Eppendorf-Gefdll iiberfiihrt und es folgte eine Zugabe von 500 pl eines
ethanolhaltigen Waschpuffer (Buffer AW1). Nach erneutem Zentrifugieren bei 8000
rpm fiir 60 s, dem Verwerfen der abzentrifugierten Losung, inklusive des Gefales,
wurden die Sdulchen in ein neues 2 ml-Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt. Diesmal folgte
eine Zugabe von 500 pl eines weiteren ethanolhaltigen Waschpuffers (Buffers AW?2).
Beim einem erneuten Zentrifugierschritt fiir 180s bei einer Drehzahl von 14000 rpm
erfolgte die komplette Trocknung der Membran. Auch nach diesem Schritt wurde die
abzentrifugierte Losung mitsamt dem Gefdll verworfen, und die Séulchen wurden in
ein neues 2 ml-Eppendorf-Gefa3 gegeben. Darauf folgte die Zugabe von 200 ul
Elutionspuffer (Buffer AE) direkt auf die Membran und eine anschlieBende Inkubation
fiir 60 s bei Raumtemperatur. Der Elutionspuffer 1oste die DNA von der Membran,
sodass das anschlieBende Zentrifugieren von 60 s bei 8000 rpm dazu fiihrte, dass die

abzentrifugierte Losung die extrahierte DNA enthielt.

3.9 Messung des DNA-Gehalts

Der DNA-Gehalt der Losung wurde mittels eines NanoDrop-Systems gemessen

(NanoDrop 1000 spectrophotometer, V3.7, Thermo Scientific, Abbildung 15 und 16).
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Dieses Gerét kann in sehr kleinen Probenvolumina (1 pl) photometrische Messungen
durchfiihren. Mittels eines magnetischen Messarms wird ein Fliissigkeitssdulchen der

zu messenden Probe generiert, was zu einer Messpfadlange von 0,2 mm fiihrt.

Abbildung 15 und 16: NanoDrop

Desoxyribonukleinsduren zeigen eine charakteristische Extinktion bei 230 nm. Die
Hohe dieser Extinktion ist proportional zur Konzentration in der Losung. Die DNA-

Konzentration cp,, kann {iber das Lambert-Beer’sche Gesetz nach folgender

Gleichung berechnet werden:

A23Onm

C
DNA
Epna b

wobei 4,,,,, der Absorption bei 230 nm, ¢,,, dem Extinktionskoeffizienten fiir DNA

und » der Pfadlédnge der zu messenden Probe entspricht.

Als Indikator fiir die Reinheit der extrahierten DNA wurde das Verhiltnis der
Extinktionen bei 260 und 280 nm gebildet, welches laut Herstellerangaben in etwa bei
1,8 liegen sollte, um verunreinigungsfreie DNA-Proben nachzuweisen. Lag eine zu

groB3e Verunreinigung der DNA vor, erfolgte eine erneute Extraktion.

3.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Bestimmung der genetischen Unterschiede zwischen den einzelnen Stimmen einer
Spezies wurde fiir jeden Keim eine arbitrarily primed Polymerase-Kettenreaktion (AP-
PCR) durchgefiihrt. Hierbei handelte es sich um eine PCR unter Verwendung eines
beliebigen Primers (10 bp), welche in der anschlieBenden Gelelektrophorese zu einem
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spezifischen Bandenmuster fiir jeden untersuchten Stamm fiihrte. So konnten

genetisch eng verwandte Stimme identifiziert werden.

Die AnsatzgroBe fiir die PCR betrug 25 ul, in denen 2,0 pl 10-fach PCR-Puffer
(entspricht 2,0 mM in 25ul), 2,0 ul MgCl, (25 mM), 1,0 pul 360 GC Enhancer, 0,2 ul
Taq-Polymerase (entspricht 1 U/Ansatz bei 5 U/ul der Stammlosung) und 0,5 pl
dNTP-Mix (Endkonzentration von dATP, dTTP, dGTP und dCTP je 50 uM) enthalten
waren. Alle Bestandteile waren Teil des ,,AmpliTaq 360“ DNA-Polymerase Sets (Life
technologies/Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), welches sich insbesondere fiir
die Amplifizierung von GC-reichen DNA-Fragmenten, wie sie bei Bakterien
regelmiBig vorkommen, besonders gut eignete. Mit dieser Zusammensetzung wurde
ein Mastermix hergestellt, dem fiir jede Spezies verschiedene Primer, mit einer
Konzentration von 50 pmol/Ansatz je Primer, hinzugegeben wurden. Alle Primer
wurden individuell synthetisiert (Life technologies/Invitrogen), in einer individuell
bestimmten Menge H,0O-bidest geldst, um eine Stammldsung der Konzentration 100
nmol/ml zu erhalten, anschlieBend aliquotiert und bei -20°C gelagert. Fiir Strep.
mutans wurde eine Kombination aus zwei Primern, 970-11 und OPA-18 fiir A.
naeslundii OPB-07 und fiir Lactobacillus spp. OPA-05 verwendet. Die Basensequenz

der Primer ist in Tabelle 1 dargestellt.

Primer Sequenz (5’2 3")
970-11 (Strep. mutans) 5’-GTA AGG CCG-3’
OPA-18 (Strep. mutans) 5"-AGG TGA CCG T-3°
OPB-07 (4. naeslundir) 5’-GGT GAC GCA G-3’
OPA-05 (Lactobacillus spp.) 5’-AGC GGT CTT G-3’

Tabelle 1: Basensequenzen der AP-PCR-Primer

Diese Primer wurden im Vorfeld hinsichtlich ihrer Funktionalitit fiir die jeweiligen
Spezies getestet. Um alle Ansédtze mit gleichen Mengen der jeweiligen DNA zu laden,
mussten die DNA-Losungen individuell in Buffer AE verdiinnt werden, sodass stets
eine Menge von 35 ng DNA zu dem Mastermix pipettiert werden konnte. Mastermix,
Primer und Template-DNA wurden in entsprechender Menge in ein 200 ul PCR-Tube
(Kisker, Steinfurt, Deutschland) gegeben und auf 25 pl mit H,O-bidest aufgefiillt. Alle
Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt.
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Die PCR-Reaktionen wurden in einem automatisierten PCR-Reaktionssystem
(peqLab) durchgefiihrt, welches eine exakte Zeit- und Temperatursteuerung
ermoglichte. Es folgte eine initiale Denaturierungsphase bei 94°C fiir 120 s. In dieser
Phase schmolzen die DNA-Doppelstringe zu Einzelstrangen. Nun folgten 35 Zyklen
zur DNA-Amplifikation: Nach einem Denaturierungschritt bei 95°C fiir 30 s folgte die
Primerhybridisierung mit den DNA-Einzelstringen bei 36°C fiir 45 s. AnschlieBend
folgte die Elongation bei 72°C fiir 120 s. Wéhrend dieser Zeit synthetisierte die DNA-
Polymerase die neuen DNA-Molekiile. Die finale Elongation wurde bei einer

Temperatur von 72°C fiir weitere 7 min durchgefiihrt.

Nach Abschluss der PCR wurde dem PCR-Produkt 5 pl eines 6-fach konzentrierten
DNA-Ladepuffer hinzugegeben (Fermentas / Thermo Scientific). Anschliefend wurde
eine Ethidiumbromid-Gelelektrophorese durchgefiihrt, um die PCR-Produkte nach
ihrer GrofBe aufzutrennen. Das Gel bestand aus 3% Agarose 3:1 (Nu-Sieve, Biozym,
Hessisch Oldendorf, Deutschland) in 1-fachem Tris-Borate-EDTA-Puffer, welchem
zusitzlich Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) mit einer Endkonzentration von 1 pg/ml,
zugegeben wurde. Ethidiumbromid ist ein interkalierender DNA-Farbstoff, der sich

zwischen die Purin-/ Pyrimidinbasen einlagert und unter UV-Licht fluoresziert.

Nach Aushértung des Gels wurde dieses in eine mit 1-fachem TBE-Puffer gefiillte
Elektrophoresekammer gelegt und 15 pl des DNA/DNA-Auftragspuffergemisches
eines jeden PCR-Produkts in eine Geltasche pipettiert. Fiir jedes Gel wurden zwei
Standart-DNA-Leitern (Low-Range und 100 bp; Fermentas) zusitzlich aufgetragen,
um spater das exakte Molekulargewicht der Banden der PCR-Produkte ermitteln zu
konnen. Nun wurde fiir 90 min eine Spannung angelegt (U = 10 V/cm, bezogen auf
den Abstand zwischen Kathode und Anode), sodass die negativ-geladene DNA in
Richtung der Anode lief (Abbildung 17).

37



Abbildung 17: Elektrophoresekammer

AnschlieBend wurden die Gele unter UV-Licht der Wellenldnge 260 nm fotografiert
und als Bilddatei gespeichert (Chemie-Smart 5000, peqlLab). Ein beispielhaftes
Elektrophorese-Ergebnis zeigt Abbildung 18. Um eine Stammzuordnung vornehmen
zu konnen, wurden die Elektrophoreseergebnisse der einzelnen Keime mittels der Bio-
1D Software (V11.8; Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Frankreich) analysiert. Es
wurden Dendrogramme flir jedes Spezies erstellt, wobei das Verfahren der
,2unweighted Pair Group Method” mit arithmetischem Mittel verwendet wurde
(UPGMA, Otlewska et al, 2013). Dabei wurde die Ahnlichkeit der Abstinde
zwischen den einzelnen Banden verglichen, um genetisch &dhnliche Muster

zusammenzufassen (Ahnlichkeitskoeffizient nach Dice 95%).

Abbildung 18: Elektrophorese-Auswertung
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3.11 Anzucht der Biofilme

Fiir das Medium zur Biofilmanzucht zur Sensibilitdtstestung (BMM nach Wong und
Sissons, 2001) wurden folgende Feststoffe verwendet: pig gastric mucin, Peptone No.
3, Trypticase, Hefeextrakt und Kaliumchlorid. Im Anschluss daran erfolgte die Zugabe
von Haemin-, Menadione-, Harnstoff- und Arginin-Losung. Es wurde ein weiteres
Medium, wie oben aufgelistet, hergestellt. Dieses enthielt zusétzlich 1% Saccharose.
Um die Anzucht der Bakterien in der Biofilm-Kultur durchzufiihren, wurde die
eingefrorene Bakteriensuspension zundchst aufgetaut und gevortext. Danach wurden
200 pl der aufgetauten Bakterien-Suspension in 5 ml des jeweiligen Keim-
spezifischen Mediums gegeben, BHI fiir 4. naeslundii, MSB Lactobacilli Broth fiir
Lactobacillus spp. und TSYB fiir Strep. mutans und {iiber Nacht in den
Schiittelinkubator bei 37°C und 100 rpm gestellt. Daran anschlieBend wurde die
Suspension fiir 5 min bei 3000 x g in der Zentrifuge (Allegra X-22R Zentrifuge;
Beckman Coulter) zentrifugiert und das entstandene Pellet in 2 ml BMM resuspendiert.
Es wurde eine 48-well-Platte (greiner bio-one) verwendet, welche pro Well mit einer
Hydroxylapatit-Scheibe (Clarkson Chromatography Products Inc., South Williamsport,
PA, USA), 1,0 ml BMM und 200 pl Bakteriensuspension gefiillt wurde (Abbildungen
19 und 20). Die so vollstindig gefiillte 48-well-Platte wurde {iber Nacht in den CO,-
Inkubator (37°C, CO,-Konzentration 5,8%, relative Luftfeuchtigkeit 60%) gestellt.
Tagsiiber fand ein Mediumwechsel mit Hilfe einer Absauganlage (biovac 104; Ilmvac,
Ilmenau, Deutschland) statt, und die 48-well-Platte wurde fiir 6 h mit 1,2 ml BMM-
1%-Saccharose-Medium pro Well in den CO,-Inkubator gestellt. Dieser Zyklus wurde
insgesamt an flinf aufeinander folgenden Tagen wiederholt, sodass in dieser Zeit ein

reifer Biofilm entstehen konnte.

Abbildung 19 und 20: 48-well-Platte mit Biofilm-Disc
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3.12

Sensibilitatstestung der Biofilme

Fir den Empfindlichkeitstest der Biofilme gegeniiber Antimikrobiellen Peptiden
(AMP) wurden folgende Vertreter der AMPs verwendet: das Cathelecidin LL-37, das

B-Defensin

und die

o-Defensine HNP-1 und HNP-3. Die

Aminosduresequenzen der Peptide sind in Tabelle 2 dargestellt.

Name des

AMPs

Substanzklasse

Aminosiuresequenz

LL-37

Cathelecidin

Leu-Leu-Gly-Asp-Phe-Phe-Arg-Lys-Ser-Lys-
Glu-Lys-Ile-Gly-Lys-Glu-Phe-Lys-Arg-lle-Val-
GlIn-Arg-Ile-Lys-Asp-Phe-Leu-Arg-Asn-Leu-
Val-Pro-Arg-Thr-Glu-Ser

HBD-2

B-Defensin

Gly-Ile-Gly-Asp-Pro-Val-Thr-Cys-Leu-Lys-Ser-
Gly-Ala-lle-Cys-His-Pro-Val-Phe-Cys-Pro-Arg-
Arg-Tyr-Lys-Gln-Ile-Gly-Thr-Cys-Gly-Leu-Pro-
Gly-Thr-Lys-Cys-Cys-Lys-Lys-Pro

HNP-1

a-Defensin

Ala-Cys-Tyr-Cys-Arg-Ile-Pro-Ala-Cys-Ile-Ala-
Gly-Glu-Arg-Arg-Tyr-Gly-Thr-Cys-Ile-Tyr-Gln-
Gly-Arg-Leu-Trp-Ala-Phe-Cys-Cys

HNP-3

o-Defensin

Asp-Cys-Tyr-Cys-Arg-lle-Pro-Ala-Cys-Ile-Ala-
Gly-Glu-Arg-Arg-Tyr-Gly-Thr-Cys-Ile-Tyr-Gln-

Gly-Arg-Leu-Trp-Ala-Phe-Cys-Cys

Tabelle 2: Aminosduresequenzen der AMPs

Alle AMPs wurden von Peptide Institute (Osaka, Japan) geliefert.

Um den Test der antimikrobiellen Wirkung von Substanzen durchzufiihren, mussten
diese zundchst pripariert werden. Die vier AMPs wurden in lyophilisierter Form
geliefert, darauthin in PBS (ohne Calcium, Magnesium; pH = 7,4) gelost und
Stammlosungen mit den Konzentration 5 pg/ml, 1,5 pg/ml und 0,5 pg/ml hergestellt.
Diese Losungen konnten maximal vier Wochen bei -20°C gelagert werden. Fiir die
Positivkontrolle wurde Chlorhexidin-Digluconat (CHX, Sigma) und fiir die
Negativkontrolle PBS verwendet. CHX wurde in H,O-bidest verdiinnt, sodass eine
2%-ige und eine 0,2%-ige CHX-Losung vorlagen. Die Negativkontrolle bestand aus

PBS ohne eine Zugabe von antimikrobiellen Substanzen. Zunichst wurde die mit
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Biofilm bewachsene Hydroxylapatit-Scheibe in eine neue 48-well-Platte iiberfiihrt, mit
PBS gewaschen und danach mit 1,2 ml der zu testenden Substanz pro Biofilm-Disc fiir
10 min inkubiert. Im Anschluss daran wurde eine Stopper-Losung (0,3% Lecithin;
Carl Roth, 3% Tween 80 Polysorbat; Merck, gelost in H,O-bidest) auf jede Biofilm-
Disc pipettiert, nach 60 s wieder abpipettiert und jede Biofilm-Disc in ein 15-ml-
Falcon-Gefdl mit 1,5 ml PBS gegeben. Nach einer Inkubation fiir 120 min und
anschlieBendem kréftigen Vortexten zur Ruptur und Lésung des Biofilms, wurden 100
ul dieser Suspension in eine neue 96-well-Platte (greiner bio-one) pipettiert, um
mittels eines biochemischen Nachweisverfahrens die Uberlebensrate der Bakterien zu

bestimmen. Dabei wurde jede zu testende Kombination doppelt pipettiert.

3.12.1 alamarBlue®-Assay

Das alamarBlue®-Assay zur Bestimmung der Uberlebensrate der Bakterien beruht auf
dem Nachweis der metabolischen Aktivitdt von Zellen. Es ist dabei gleichermafen fiir
eukaryontische und prokaryontische Zellen einsetzbar. Dabei wird als Redox-Farbstoff
Resazurin von zelleigenen Dehydrogenasen zu Resorufin reduziert. Diese Reaktion
findet nur in metabolisch aktiven, lebenden Zellen statt. Damit ist die Menge des
Reaktionsprodukts proportional zu der Anzahl an lebenden Zellen (Page et al., 1993).
Das Reaktionsprodukt Resorufin zeigt bei einer Anregung mit Licht der Wellenlénge
570 nm eine Fluoreszenz-Emission bei 585 nm. Je mehr Resorufin entstanden war,
desto hoher war die Lichtemission. Die Reaktionsgleichung ist Abbildung 21 und 22

zu entnehmen.

Resazurin Resorufin

Abbildung 21 und 22: Reaktion des alamarBlue®-Assays

Um das Assay zu starten, wurden 10 pl des alamarBlue®-Reagens (Invitrogen) zu 100
ul jeder zu testenden Probe hinzupipettiert. Es folgte eine Inkubation von 2 h bei 37°C
(Ergebnis siche Abbildung 23). Die fluorometrische Messung erfolgte anschlieend im
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Fluorometer (Anregungswellenlinge 570 nm; Emissionswellenlinge 585 nm;

Vaioscan Thermo, Skantl software V2.2).

Abbildung 23: alamarBlue®-Platte nach abgeschlossener Reaktion

3.13 Risikostratifizierung der Bakterienstimme und Patienten

Um eine Risikostratifizierung hinsichtlich der Sensibilitit der einzelnen Keime
gegeniiber den AMPs vorzunehmen, wurden diese in drei Gruppen (hohes Risiko,
mittleres Risiko, geringes Risiko) eingeteilt. Es wurde der Mittelwert der
Bakterienreduktion fiir jede Keimgruppe gebildet. Der Gruppe ,mittleres
Risiko* wurden alle Keime zugeordnet, deren Bakterienreduktion im Bereich des
Mittelwerts plus/minus der halben Standardabweichung lag. Die Gruppe
,hohes/geringes Risiko® schloss alle Keime ein, die iliber/unter dem Mittelwert

plus/minus der halben Standartabweichung lagen.

Um ein individuelles mikrobiologisches Risiko fiir jeden Patienten anzugeben, wurde
eine Risikozahl aus der Summe der Einzelrisiken der von dem Patienten isolierten
Keime ermittelt (hoch = 5, mittel = 3, niedrig = 1). Aus dieser Zahl und der Anzahl der
Staimme wurde ein Quotient gebildet, sodass analog zu oben (Mittelwert + halbe

Standardabweichung) eine Risikostratifizierung vorgenommen werden konnte. Dies
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wurde sowohl fiir die Gesamtheit der Keime, als auch fiir Strep. mutans und

Lactobacillus spp. einzeln, durchgefiihrt.

3.14 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentration im Speichel der entnommenen Proben zu messen, wurde
ein Protein Assay nach Bradford (Bradford, 1976) durchgefiihrt. Dies diente zum
Ausschluss  einer  Verfilschung der Ergebnisse durch unterschiedliche
Proteinkonzentrationen. Dafiir wurden 245 pl Quick Start'™ Bradford 1x Dye Reagent
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA USA) in ein Eppendorf-Gefall gegeben. Danach
folgte die Zugabe von 5 pl der zu testenden Probe. Zusdtzlich wurden 7 Standards
(Rinder Albumin; 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml,
0,125 mg/ml) zur Erstellung einer Kalibrierungskurve in gleicher Weise verdiinnt. Es
wurden 100 pl des Reaktionsgemisches in eine 96-well-Platte (Greiner Bio-One)
gegeben. Jede Probe wurde doppelt bestimmt. Im Anschluss daran erfolgte die
photometrische Messung der Absorption bei 650 nm (Beispiel einer 96-Well-Platte
mit Bradford-Assay, siche Abbildung 24).

Anhand der Geradengleichung der Eichkurve konnten ausgehend von den

Extinktionswerten der gemessenen Proben die Proteinkonzentrationen berechnet

werden.

Abbildung 24: 96-well-Platte mit Bradford-Assay (Standart-Reihe und Proben)
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3.15 Bestimmung der AMP-Konzentrationen

Im Folgenden galt es die Konzentrationen der vier AMPs LL-37, HBD-1, HNP-1 und
HNP-3 im Speichel zu messen. Dazu kamen ELISA-Assays zum Einsatz. Enzyme
Linked Immunosorbent Assays (ELISA) gehoren zu der Gruppe der Immunassay-

Verfahren, diese entsprechen einem antikdrperbasierten Nachweisverfahren.

Die verwendeten ELISA-Kits beruhten alle auf dem Prinzip des ,,Sandwich-ELISAs*.
Sowohl das DEF1 Kit fiir HNP-1 (MyBioSource; San Diego, CA, USA) als auch das
DEFB2 Kit fir HBD-2 (MyBioSource) beinhaltete eine 96-Mikrotiter-well-Platte
sowie ein Enzym-Konjugat, Standards, Stopper-Losung, Wasch-Puffer und eine
Puffer-Losung zur Einstellung eines optimalen pH-Wertes der Probe fiir das Assay.
Die Mikrotiterplatte war mit einem monoklonalen Antikorper, jeweils speziell gegen
HNP-1 und HBD-2 vorbeschichtet worden. Zunédchst wurden 50 ul aller Standards und
zu testenden Proben je doppelt auf die Mikrotitierplatte gegeben. Danach wurden 5 pl
der Puffer-Losung auf jede Speichelprobe pipettiert und 100 pl eines Enzym-
Konjugats (Meerrettich-peroxidase (HRP)-konjugierter polyklonaler Anitkorper)
hinzugegeben. Wiahrend einer Inkubationszeit von 60 min (bei 37°C) banden die
Antikorper an die Antigene, in diesem Fall die AMPs. Entsprechend der Konzentration
der AMPs in jeder Probe band individuell eine unterschiedliche Menge an Antikdrpern
und somit auch an konjugierten Enzymen. Dieser Schritt fiihrt zu dem Namen
»Sandwich ELISAs“. Nun wurde ein fiir das Enzym passendes Substrat, 3,3°,5,5'-
Tetramethylbenzidin (TMB), in dquivalenter Menge jeder Probe zugegeben. Wahrend
der folgenden Inkubationszeit von 15 min erfolgte die enzymatisch katalysierte
Reaktion zwischen den Substratbestandteilen, die zu einer unterschiedlich starken
Blauféarbung, entsprechend der Konzentrationen des Reaktionsprodukts, fiihrte
(Reaktionsgleichung Abbildungen 25 und 26). Um die Reaktion zu beenden, wurde
eine Stopper-Losung (Schwefelsdure) hinzupipettiert. Dadurch erfolgte ein erneuter
Farbumschlag von blau nach gelb. AnschlieBend wurde unmittelbar die

Lichtabsorption der Proben bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen.
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Abbildung 25 und 26: Reaktionsgleichung der Farbreaktion

Der Test fiir HNP-3 verlief nach dem gleichen Prinzip, jedoch kam hier ein
Biotin/Avidin-basiertes System zum Einsatz (MyBioSource). Ebenfalls war hier die
96- Mikrotiter-well-Platte mit einem monoklonalen Antikérper gegen HNP-3 vom
Hersteller vorbeschichtet worden. Nachdem die Standards und zu testenden Proben in
die Mikrotiter-Platte doppelt pipettiert und fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert
worden waren, wurden die ungebundenen Mengen der Antikorper abgeschiittet (nicht
gewaschen), damit nur die gebundenen vorlagen. Danach wurde ein Biotin-
konjugierter Antikorper, spezifisch gegen HNP-3, hinzugefiigt. In der folgenden
Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C banden die Antikorper an die Antigene.
Danach wurde die 96-Mikrotiter-well-Platte mit einem Waschpuffer drei Mal
gewaschen. Im Anschluss daran folgte das Hinzupipettieren einer Avidin-konjugierten
Meerrettich-Peroxidase (HRP). Nach einer erneuten Inkubationszeit von einer Stunde
bei 37°C folgte ein weiterer Waschvorgang, um alle ungebundenen Enzymkomplexe
zu entfernen. Nun wurde 3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat fiir die
HRP hinzugegeben. Es fand wiederum proportional zu dem Verhéltnis der Menge von
HNP-3 eine Blaufirbung statt. Im darauf folgenden Schritt wurde Schwefelsdure
hinzugegeben, um die Farbreaktion zu stoppen. Anschlielend konnten die
Lichtabsorptionen der Proben bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen werden

(Ergebnis siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: ELISA-Platte nach abgeschlossener Farbreaktion

Fiir LL-37 wurde ein Biotin-Streptavidin basiertes ELISA-Assay verwendet (Hycult
biotech, Plymouth Meeting, PA, USA). Dabei band ebenso nach Zugabe der Standards
und der zu untersuchenden Proben das Antigen (LL-37) an den Antikrper, mit
welchem vorher die 96-Mikrotiter-well-Platte beschichtet worden war. Nach einer
Inkubationszeit von 60 min bei Raumtemperatur folgte ein viermaliges Waschen der
Mikrotiter-Platte. Danach wurde ein biotinierter Antikorper (ebenso gegen LL-37
gerichtet) hinzupipettiert, welcher an den zuvor entstandenen Antigen-Antikorper-
Komplex band. Nach derselben Inkubationszeit und Temperatur wie vorher folgte ein
viermaliges Waschen der Platte. Der im folgenden Schritt hinzupipettierte Komplex
aus Streptavidin und HRP band wihrend der folgenden Inkubationszeit von 60 min bei
Raumtemperatur nun an den biotinierten Antikdrper. Nach viermaligem Waschen
wurde als Substratlosung TMB hinzugegeben. Wihrend der erneuten Inkubationszeit
von 30 min bei Raumtemperatur wurde, entsprechend der vorhandenen Menge an
Enzym, das Substrat oxidiert. Dieses Oxidationsprodukt zeigte eine blaue Firbung.
Die Enzymreaktion wurde durch das Hinzugeben von Oxalsdure gestoppt, was zu
einem Farbumschlag von blau nach gelb fiihrte. Auch hier erfolgte im Anschluss daran

die Messung der Lichtabsorption der Proben bei 450 nm im ELISA-Reader.

Es wurden Mittelwerte aus den doppelt bestimmten Ergebnissen gebildet und der
Leerwert von jeder Zahl subtrahiert. Danach wurden die Wertepaare der Standards in
ein Diagramm eingetragen, eine Ausgleichsgerade durch diese Punkte gelegt und die

Geradengleichung bestimmt (Microsoft Excel 2003; Microsoft, Redmond, WA, USA).
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Anhand dieser Gleichung konnte nun fiir die gemessenen Absorptionen der

Speichelproben die Konzentration der AMPs berechnet werden.

3.16 Statistische Auswertung

Die Darstellung der am Patienten erhobenen Werte, wie Bakterienreduktion und AMP-
Konzentration, erfolgte deskriptiv. Um den Einfluss verschiedener Faktoren auf die
Bakterienreduktion zu untersuchen wurde, nach Nachweis der Varianzhomogenitit
nach Levene, eine univariate Varianzanalyse (oneway ANOVA; Signifikanzniveau o =
0,05, EffektgroBe mittels n’-Statistik) mit anschlieBendem Post-Hoc-Test (Least
Significant difference LSD-Test; a = 0,05) durchgefiihrt.

Um eine Aussage liber die Zusammenhidnge der einzelnen erhobenen Daten treffen zu
konnen, wurde aufgrund der nicht normalverteilten Daten eine Korrelation nach
Spearman durchgefiihrt (Spearman-Rank-Korrelationskoeffizient r, signifikant wenn p
< 0,05, hoch signifikant wenn p < 0,01). Dieser Test zeigt bei Signifikanz eine
entweder positive oder negative Korrelation der iiberpriiften Datenmengen. Alle
statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe einer Statistik-Software durchgefiihrt

(SPSS, Version 21, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4 Ergebnisse

Um einen Uberblick aller Ergebnisse zu liefern, folgt zunichst eine kurze Ubersicht

derselben.

Zunichst werden die Anamnese- und Befundbogen sowie die klinischen Indizes
dargestellt. AnschlieBend werden die Ergebnisse der Speichelanalyse inklusive der

AMP-Konzentrationen dargestellt

Im mikrobiologischen Teil erfolgen zunéchst die Pridsentation der Ergebnisse der
Stammgenotypisierung sowie die Keimzahlbestimmung. Weiter werden die
Analyseergebnisse der Sensibilititstestung deskriptiv und mittels ANOVA dargestellt.
Dies ist gefolgt von den Ergebnissen der Risikostratifizierung sowohl fiir die einzelnen

Bakterienstimme als auch fiir die einzelnen Patienten.

Im jeweiligen Ergebnisteil sind zusétzlich immer die Korrelationen zwischen den
einzelnen Parametern angegeben, um signifikante Zusammenhénge aufzuzeigen.

4.1 Deskriptive Ergebnisse der klinischen Untersuchung

In dieser Studie wurden 105 Probanden untersucht, unter denen 67 weiblichen und 38
minnlichen Geschlechts waren. Das durchschnittliche Alter der Patienten lag bei 41,7

+ 18,9 Jahren. Die Verteilung nach Altersgruppen ist in Abbildung 28 dargestellt.

Insgesamt befanden sich unter den 105 Patienten 17 Raucher, was 16,2% entspricht.

Der durchschnittliche Tabakkonsum der Raucher lag bei 16,3 + 12,1 pack years.
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Abbildung 28: Altersverteilung der Patienten

4.1.1 Erndhrungsgewohnheiten

Um mogliche Einflussfaktoren aus den Erndhrungsgewohnheiten auf die aktuelle
Mundgesundheitssituation bestimmen zu konnen, wurden unter diesem Aspekt vier
Parameter ermittelt. Zur genaueren Einteilung des jeweiligen Patienten, wurde die
Anzahl der Zwischenmahlzeiten und der Konsum von zuckerhaltigen Getrinken
erfragt (0-2 / 3-5 / >5). Zudem wurde der tdgliche Kaugummikonsum und der Kaffee-
und Teekonsum notiert (0 / 1-2 / >2). Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 und 30
dargestellt.
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Abbildung 29: Zwischenmahlzeiten und zuckerhaltige Getrdnke
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Abbildung 30: Kaffee-/ Teekonsum und Kaugummikauen

4.1.2 Mundhygienemafinahmen des Patienten

Die MundhygienemaB3nahmen der Patienten wurden anhand verschiedener Aspekte
bestimmt. Anamnestisch wurde die Haufigkeit des tiglichen Zdhneputzens (<1x / 1x /
2x / 3x) und die tigliche Frequenz von Zahnseide erfragt (nie / 2-3x/Woche / 1x/Tag /
>1x/Tag; sieche Abbildung 31 und 32). Zusédtzlich wurde der Patient nach der

Verwendung von fluoridhaltiger Zahnpaste (ja / nein) sowie zusétzlicher
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Fluoridierungsmafnahmen gefragt (keine zusétzlichen / 1 zusétzliche / 2 zusétzliche /

3 zusitzliche). Dies ist in Abbildung 33 und 34 dargestellt.
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Abbildung 32: Verwendung von Zahnseide
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Abbildung 33: Verwendung von fluoridhaltiger Zahnpasta
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Abbildung 34: Weitere Fluoridierungsmafinahmen

4.1.3 Vergangene Zahnarzterfahrung

Um die vergangene Zahnarzterfahrung der Patienten einzuordnen, wurde der Patient
gefragt, ob in der Vergangenheit eine Parodontitisbehandlung stattgefunden hatte (ja /
nein; siche Abbildung 35). Zudem wurde anhand eines zahnédrztlichen Befundes

festgestellt, ob der Patient mit Zahnersatz prothetisch versorgt war (keiner / festsitzend
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/ herausnehmbar; siehe Abbildung 36). Des Weiteren wurde notiert, ob ein

Zahnverlust vorlag (nein / durch Karies / durch Parodontitis), was aus Abbildung 37

ersichtlich ist.
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bbildung 35: Friihere Parodontitisbehandlung
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Abbildung 36: Vorhandener Zahnersatz
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Zahnverlust
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Abbildung 37: Griinde fiir Zahnverlust

4.1.4 Parodontaler Zustand und aktuelle Mundhygiene

Zur genauen Befundung des parodontalen Zustandes und der aktuellen Mundhygiene
wurden sowohl der PSI (1 /2 /3 /4 ; siche Abbildung 38) als auch der PCR-Index
erhoben. Der Mittelwert des PCR-Index lag bei 8,5% + 10,6%.

PSI

(03
o

[£3)

~
o

[}
o

(42
o

N (Patienten)
N
o

w
o

19

Z
. , ||

0 1 2 3 4
PSI-Code

N
o

-
o

o

Abbildung 38: PSI-Code
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4.1.5 Kariesbefundung

Eine genaue Erhebung des Kariesbefundes im gesamten Patientenkollektiv konnte
anhand des DMFT-Wertes vorgenommen werden. Der Mittelwert des DMFT-Wertes
betrug 11,4 £ 8,7. Durch die Angaben des DMFT-Wertes konnten die Patienten in
unterschiedliche Kariesrisiko-Gruppen eingestuft werden (niedrig DMFT 0 - 4 / mittel

DMEFT 5 - 8 / hoch DMFT > 9; siche Abbildung 39) (nach Tao et al., 2005).
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Abbildung 39: Verteilung des Kariesrisikos

Des Weiteren wurde ein Karies-Aktivitdts-Index erstellt, welcher die drei Faktoren
»aktive Lésionen®, ,inaktive Lasionen* und ,,insuffiziente Versorgung* einschloss.
Der Mittelwert des Karies-Aktivitits-Index, setzte sich aus der Summe der ,,aktiven
Karies®, ,,inaktiven Karies* und aller ,,insuffizienten Versorgungen* zusammen und
lag bei 5,1 + 6,9. Zudem folgte anhand des Karies-Aktivitdts-Index eine Einteilung, ob

aktuell aktive kariose Liasionen vorlagen oder nicht. Dies ist aus Abbildung 40

ersichtlich.
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Abbildung 40: Anzahl der aktiven kariosen Ldsionen

4.1.6 Speichelparameter

Der Mittelwert des durchschnittlich produzierten Speichels lag bei 1,4 = 0,6 ml/min.
Nach diesem Mittelwert erfolgte die Patienteneinteilung je nach Speichelproduktion

(hoch > 1,7 ml/min, mittel 1,1 - 1,7 ml/min, niedrig < 1,1 ml/min; siche Abbildung 41).
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Abbildung 41: Speichelflussrate

Ebenso wurde der Mittelwert fiir den pH-Wert des Speichels ermittelt, welcher bei 7,5
+ 0,5 lag, sowie die Pufferkapazitit gemessen. Die Verteilung der Pufferkapazitét ist

aus Abbildung 42 zu entnehmen.
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Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration im Speichel erfolgte mit Hilfe eines
Bradford-Assays. Der Mittelwert betrug 0,56 + 0,29 pg/ml. Eine Ubersicht iiber diese
deskriptiven Ergebnisse liefert Tabelle 3.

Patientenalter
Codierung | 0-10 | 11-20 | 21-30 | 31-40 | 41-50 | 51-60 | 61-70 | 71-80 | MW | SD
N 0 3 41 10 13 11 19 8 41,7 | 18,9
Anzahl der Zwischenmahlzeiten / Tag
Codierung 0-2 3-5 >5
N 76 25 4

Anzahl der Zuckerhaltigen Getriinke / Tag

Codierung 0-2 3-5 >5
N 91 10 4
Kaffeekonsum / Tag
Codierung 0 1-2 >2
N 22 41 42

Teekonsum / Tag

Codierung 0 1-2 >2

N 57 5 23

Kaugummikauen / Tag

Codierung 0 1-2 >2
N 57 35 13
Zihneputzen / Tag
Codierung <1 1 2 3
N 0 8 86 11
Zahnseide
Codierung nie 2-3 / Woche 1x / Tag > 1x/ Tag
N 24 33 39 9

Fluoridhaltige Zahnpasta

Codierung Ja Nein

N 105 0

Anzahl weiterer Fluoridierungsmafinahmen

Codierung keine 1 zusitzliche 2 zusétzliche 3 zusitzliche
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N 36 51 17 1
Parodontitisbehandlung
Codierung Ja Nein
N 30 75
Zahnersatz
Codierung keiner festsitzend herausnehmbar
N 52 47 6
Zahnverlust
Codierung nein durch Karies durch Parodontits
N 66 27 12
PSI-Code
Codierung 0 1 2 3 4
N 1 6 75 19 4
Kariesrisiko
Codierung niedrig mittel hoch
N 32 14 57
Aktive kariose Lisionen
Codierung Ja Nein
N 54 51
Speichelflussrate
Codierung > 1,7 ml/min 1,1 — 1,7 ml/min < 1,1 ml/min
N 18 57 30
Pufferkapazitit
Codierung niedrig mittel hoch
N 4 27 74

Tabelle 3: Zusammenfassung der deskriptiven, klinischen Parameter

4.2

Zur Betrachtung der Zusammenhénge zwischen den einzelnen erhobenen Parametern

Korrelationen der erhobenen Parameter

wurde eine Spearman-Rank Korrelation durchgefiihrt (Korrelationskoeffizient ).

Die Korrelation wurde ab p < 0,05 als signifikant und ab p < 0,01 als hoch signifikant
angesehen. Korreliert man den DMFT-Wert und den Karies-Aktivitits-Index so zeigte
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sich eine signifikant positive Korrelation zwischen diesen beiden Parametern
(r = 0,208). Ahnlich verhilt sich die Korrelation zwischen dem Karies-Aktivitts-
Index und dem Kariesrisiko (» = 0,323, hoch signifikant). Dies verdeutlicht, dass
Patienten mit einer groBen Karieserfahrung ein deutlich erhohtes Risiko fiir neue

kariose Lisionen aufweisen.

Betrachtet man die Speichelparameter, so zeigt sich eine hoch signifikante, allerdings
negative, Korrelation zwischen dem DMFT-Wert [Kariesrisiko] und sowohl der
Pufferkapazitit des Speichels als auch der Speichelmenge (» = -0,261, [r = -0,253];
r=-0,361, [r =-0,374]). Es bestitigte sich, dass eine geringe Pufferkapazitit und eine
niedrige Speichelflussrate mit einem hohen Kariesrisiko einhergingen. Analog dazu
ergab sich eine weitere hoch signifikant negative Korrelation zwischen dem Karies-

Aktivitats-Index und der Pufferkapazitit (» = -0,359).

Innerhalb der Speichelparameter zeigte sich zwischen der Pufferkapazitit und
einerseits der Speichelmenge, andererseits dem pH-Wert, eine signifikante positive
Korrelation (» = 0,194; » = 0,355). Dies verdeutlicht, dass eine hohe Pufferkapazitit
sowohl mit einem hohen Speichelfluss als auch mit einem hohen pH-Wert
vergesellschaftet, vorliegt. Zudem wies der Parameter der Speichelmenge eine hoch

signifikant positive Korrelation zum pH-Wert des Speichels auf (» = 0,271).

4.3 AMP-Konzentrationen im Speichel

Mittels ELISA wurden die jeweiligen AMP-Konzentrationen der entnommenen
Speichelproben gemessen. Die Konzentrationen der AMPs im Speichel sind aus

Tabelle 4 zu entnehmen.

AMP Mittelwert [ng/ml] £ SD
LL-37 2,17+ 1,81
HBD-2 0,56 £ 0,28
HNP-1 0,33+ 0,26
HNP-3 8,80 + 8,17

Tabelle 4: AMP-Konzentrationen im Speichel

Betrachtet man die Korrelation zwischen den gemessenen Konzentrationen der AMPs

der Patienten, so zeigten sich hoch signifikante positive Korrelationen zwischen den
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Werten fiir HNP-1 und sowohl LL-37 als auch HBD-2 ( = 0,297; » = 0,728) und eine
signifikante positive Korrelation zwischen HNP-1 und HNP-3 (» = 0,241). Zwischen
HNP-3 und HBD-2 bestand ebenfalls eine hochst signifikante positive Korrelation
(r = 0,401). Zusétzlich wurden die AMP-Konzentrationen zum Alter der Patienten
korreliert, hierbei zeigten sich hoch signifikante positive Korrelationen des
Patientenalters mit der Konzentration von sowohl HBD-2 als auch HNP-1 (» = 0,301,
r=0,346).

4.4 Mikrobiologische Auswertung

Der mikrobiologische Teil der Auswertung umfasst die Speziesbestimmung und
Stammzuordnung der isolierten Bakterien, die quantitative Erfassung der Keimzahlen

sowie Korrelationen zwischen den unterschiedlichen Parametern.

4.4.1 Speziesbestimmung und Stammgenotypisierung

Insgesamt wurden 444 einzelne Keime von den Selektivmedien fiir 4. naeslundii, 160
fiir Strep. mutans und 100 fir Lactobacillus spp. isoliert. Diese 704 Keime wurden im
Anschluss  mittels MALDI-TOF  analysiert, sodass eine  bestimmte
Spezieszugehorigkeit nachgewiesen werden konnte. Die Analyse ergab, dass 105
Keime der Spezies Strep. mutans, 206 A. naeslundii und 84 Lactobacillus spp.

zugehorig waren.

Nach einer Genotypisierung mittels AP-PCR, anschlieBender Elektrophorese und
Auswertung mittels UPGMA-Clusteranalyse (Dice-Koeffizient 95%) ergaben sich fiir
A. naeslundii 47, fir Strep. mutans 8 und fiir Lactobacillus spp. 30 genetisch
unterschiedliche Bakterienstimme. Alle folgenden Versuche wurden mit diesen 85

Stimmen durchgefiihrt.

4.4.2 Bestimmung der Keimzahlen

Der Mittelwert der koloniebildenden Einheiten von allen Keimen pro Patient (CFU)
lag bei 5,5 x 10° + 5,4 x 10° CFU/ml auf den Columbia-Agarplatten. Der Mittelwert
der koloniebildenden Einheiten fiir Strep. mutans lag bei 3,7 x 10* + 1,2 x 10° CFU/ml
und fiir Lactobacillus spp. bei 1,2 x 10* + 7.4 x 10* CFU/ml. Die CFU-Werte von den

Platten mit dem Selektivmedium fiir A. naeslundii sind weniger aussagekriftig, da die
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Speziesbestimmung der von diesen Platten isolierten Keime nur in ca. 50% die Spezies

A. naeslundii bestitigte.

4.4.3 Korrelationsanalysen zwischen den einzelnen Paramtern

Aufgrund der Annahme, dass die Zusammenhinge zwischen den Koloniezahlen und
der klinischen Patientendaten nicht streng linear sind, wurden sdmtliche Korrelationen
mit dem Spearman-Rank-Korrelationskoeffizient ausgewertet. Ab einer zweiseitigen
Signifikanz von p < 0,05 wurde das Ergebnis als signifikant, bei p < 0,01 als hoch
signifikant betrachtet.

Es zeigte sich eine hoch signifikant positive Korrelation zwischen den Keimzahlen

von Strep. mutans und Lactobacillus spp. (r = 0,353).

Bei der Betrachtung der Keimzahlen im Vergleich zu den Kariesrisiko-Indizes, zeigte
sich fiir die Zahl der Laktobazillen sowohl zum DMFT-Wert, als auch zum Karies-
Aktivitats-Index eine hochst signifikante positive Korrelation (» = 0,286; » = 0,295),
was den groBlen Einfluss dieser Bakterienspezies auf das Kariesgeschehen bestitigt.
Fiir die Keimzahlen von Strep. mutans zeigte sich keine signifikante Korrelation zum
DMFT-Wert, jedoch eine schwach signifikante Korrelation zum Karies-Aktivitéts-
Index (p = 0,074, » = 0,175). Eine signifikant positive Korrelation zeigte sich zwischen
der Keimzahl der Laktobazillen und dem Kariesrisiko (» = 0,246), wohin die
Korrelation zwischen der Keimzahl von Strep. mutans und dem Kariesrisiko eine
schwach signifikante Korrelation ergab (p = 0,082, » = 0,171). Zwischen den
Keimzahlen der Laktobazillen und der Pufferkapazitit des Speichels spiegelte sich
eine hochst signifikante negative Korrelation wieder (» = -0,281). Dies zeigt, je
niedriger die Pufferkapazitit der Patienten war, desto hoher war die Anzahl der
gewachsenen Keimzahlen der Laktobazillen. Im Umkehrschluss lag bei einer hohen
Pufferkapazitit eine niedrige Keimzahl vor. Ein &hnliches Verhalten zeigte die
Korrelation sowohl zwischen der Keimzahl der Laktobazillen und der gemessenen
Speichelmenge als auch der Keimzahl und dem pH-Wert des Speichels. Diese stellten
sich als signifikant negative Korrelationen dar (r = -0,197; » = -0,209). Diese
Korrelationen zeigen, dass eine niedrige Speichelmenge und ein niedriger pH-Wert

mit hohen Keimzahlen von Laktobazillen einhergingen.

62



Beziiglich der mikrobiologischen Daten zeigte sich im Hinblick auf die
Gesamtkeimzahl sowohl eine signifikante positive Korrelation zwischen dieser und
der Konzentration von LL-37 (r = 0,213, signifikant), als auch von HBD-2 (» = 0,259,
hoch signifikant). Interessanterweise zeigte sich eine negative signifikante Korrelation
zwischen der Konzentration von HNP-3 und der Keimzahl von Mutans-Streptokokken

(r = -0,196).

Zudem zeigte sich eine positive signifikante Korrelation zwischen dem Kariesrisiko
und der Konzentration an HBD-2 (» = 0,195). Ebenfalls konnte eine hoch signifikante
positive Korrelation fiir das Kariesrisiko und der HNP-1-Konzentration nachgewiesen

werden (» = 0,270).

4.4.4 Sensibilitatspriifung der Bakterienstimme gegeniiber AMPs

Die deskriptive Darstellung der Bakterienreduktion abhingig von Keim,

Konzentration und AMP ist in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 43: Bakterienreduktion abhdngig von Keim, AMP und Konzentration

Generell zeigte sich mittels der univariaten Varianzanalyse (ANOVA, a-Level 0,05),
dass bei allen Keimen eine hohere Keimreduktion stattgefunden hatte, je hoher die

AMP-Konzentration war.

Sowohl die Art des AMPs (LL-37, HBD-2, HNP-1, HNP-3), als auch die

verschiedenen Konzentrationen (5 mg/ml, 1,5 mg/ml, 0,5 mg/ml), iibten einen Einfluss
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auf die Reduktion von Lactobacillus spp. aus (p = 0,029, i° = 0,026; p < 0,0001,
1’ = 0,147). Die Post-Hoc-Analyse mittels LSD-Test zeigte, dass bei diesem Keim
sowohl HBD-2, als auch HNP-1 eine signifikant bessere Bakterienreduktion als HNP-
3 aufwies (p = 0,005; p = 0,028, siche Abbildung 44). Bei genauerer Betrachtung, mit
Inklusion der Konzentrationen, gilt dies insbesondere fiir HBD-2 (5 mg/ml), zu allen
Konzentrationen von HNP-3 (p = 0,076; p = 0,004; p < 0,0001) und fiir HNP-1
(5 mg/ml) zu allen Konzentrationen von HNP-3 (p = 0,068; p = 0,003; p < 0,0001).
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Abbildung 44: Signifikante Unterschiede der Bakterienreduktion bei Lactobacillus spp. fiir
verschiedene AMPs, Post-hoc-LSD-Test (“ p = 0,005; " p = 0,028)

Im Gegensatz dazu zeigten sich fiir die Keime Strep. mutans und A. naeslundii keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Keimreduktion fiir die AMPs bei den Post-
Hoc Tests. Ebenfalls zeigten sich bei Strep. mutans keine signifikanten Ergebnisse bei
Betrachtung der unterschiedlichen Kombinationen von AMP und Konzentration. Die
Betrachtung dieser Kombinationen bei Lactobacillus spp. zeigte allerdings einen
hochst signifikanten Einfluss auf die Bakterienreduktion (p < 0,0001, 172 =0,167). Der
LSD Post-Hoc-Test fiir die Kombination von LL-37 mit 5 mg/ml zeigte signifikant
besser Reduktionsraten als HNP-3 mit 1,5 mg/ml (p = 0,030). Die Univariate
Varianzanalyse flir die Kombinationen bei 4. naeslundii zeigte einen hochst

signifikanten Einfluss auf die Bakterienreduktion (p < 0,0001, 1]2 =0,094). LL-37 mit
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0,5 mg/ml iibte eine groBere Bakterienreduktion als HNP-3 (0,5 mg/ml; p = 0,029).
HNP-1 (0,5 mg/ml) iibte bei A. naeslundii ebenfalls eine groflere Bakterienreduktion
sowohl gegeniiber HBD-2 (0,5 mg/ml) als auch HNP-3 (0,5 mg/ml) aus (p = 0,034;
p =0,006).

Unter Einbeziehung aller Parameter (Keim, AMP, Konzentration) ergab die Post-Hoc-
Analyse eine signifikant bessere Bakterienreduktion fiir LL-37 und HNP-1 mit den
Konzentrationen 5 mg/ml und 1,5 mg/ml fiir Lactobacillus spp. als fiir A. naeslundii
(» <0,0001; p = 0,005; p < 0,0001; p < 0,0001). HBD-2 und HNP-3 zeigten fiir alle
drei Konzentrationen (5 mg/ml; 1,5 mg/ml; 0,5 mg/ml) eine signifikant bessere
Reduktion bei Lactobacillus spp. als bei A. naeslundii (p < 0,0001; p < 0,0001;
p <0,0001; p=0,003; p=0,012; p=0,017) (siche Abbildung 45).

Ebenfalls zeigte die Analyse, dass bei LL-37 (5 mg/ml) eine deutlich hohere
Bakterienreduktion bei Lactobacillus spp. als bei Strep. mutans stattfand (p = 0,0006).
Alle drei Konzentrationen des AMPs HBD-2 zeigten eine signifikant bessere
Reduktion der Laktobazillen als der Mutans-Streptokokken (p < 0,001; p = 0,002;
p = 0,021). HNP-1 und HNP-3 (5 mg/ml; 1,5 mg/ml) iibten ebenfalls eine signifikant
hohere Bakterienreduktion auf Lactobacillus spp. als auf Strep. mutans aus

(p < 0,0001; p = 0,022; p = 0,007; p = 0,023).
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Abbildung 45: Signifikante Unterschiede der Bakterienreduktion aller Keime abhdngig von
den AMPs, Post-Hoc-LSD-Test (“ p < 0.0001; " p < 0.0001; © p = 0.006; “ p = 0.001;
“p<0.0001;" p=0.007)

4.4.5 Risikostratifizierung der Bakterienstimme

Die Risikostratifizierung der isolierten Bakterienstimme, beruhend auf dem

unterschiedlichen Ansprechen der Stimme auf die AMPs, ist aus Tabelle 5 ersichtlich.

Keim Hohes Risiko Mittleres Risiko Niedriges Risiko
A. naeslundii 17 18 12
Strep. mutans 2 4 2
Lactobacillus spp. 6 15 9

Tabelle 5: Risikostratifizierung der Bakterienstimme

4.4.6

Mikrobiologische Risikostratifizierung der Patienten

Hinsichtlich des individuellen mikrobiologischen Risikos fiir den Patienten ergab sich

ausgehend von der Anzahl der auftretenden Hochrisikostimme folgendes Ergebnis

(Tabelle 6).
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N (Patienten) N (Patienten) N (Patienten)
Alle Keime Strep. mutans Lactobacillus spp.
Hohes Risiko 21 16 6
Mittleres Risiko 67 30 15
Niedriges Risiko 17 59 84

Tabelle 6: Risikostratifizierung der einzelnen Patienten hinsichtlich verschiedener Spezies

Es zeigten sich keine signifikanten Korrelationen zwischen dem mikrobiologischen
Risiko und einerseits dem Kariesrisiko und andererseits den AMP-Konzentrationen.
Auffillig war eine signifikante positive Korrelation des Karies-Aktivitdts-Index und
dem mikrobiologischen Risiko fiir Strep. Mutans (r = 0,225), welche den
Zusammenhang zwischen aggressiven Bakterienstimmen und aktiven Karieslésionen
darstellt. Des Weiteren zeigte sich eine positive signifikante Korrelation zwischen dem
DMFT-Index und dem individuellen Risiko der Laktobazillen (» = 0,211). Eine
negative signifikante Korrelation zeigte sich zwischen der Konzentration von HNP-3

und dem Laktobazillen-Risiko (» = -0,247).
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5 Diskussion

Ziel dieser Studie war die Isolierung und Testung von kariespathogenen Keimen
gegeniiber unterschiedlichen AMPs. Mit diesen Ergebnissen sollte eine Korrelation
zum Kariesrisiko der Patienten hergestellt werden, um mdogliche Risikofaktoren

hinsichtlich des Bakterienspektrums herauszufinden.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte eine relativ heterogene Altersverteilung des
Patientenguts, was aus der Rekrutierungspraxis {iber eine allgemeine
Schmerzambulanz und aus den studentischen Kursen der klinischen Ausbildung an der
Zahnklinik resultierte. Es konnten durch die Untersuchung von 105 Probanden
aussagekriftige Schliisse gezogen werden. Das gewihlte Patientenkollektiv entspricht
einer typischen Situation von Patienten mit guter Mundhygiene in einer
mitteleuropdischen GrofBstadt dar. Der Durchschnitt putzte sich mindestens zwei Mal
am Tag die Zdhne, verwendete fluoridhaltige Zahnpasta und fiihrte teilweise weitere
Fluoridierungsmafinahmen durch. 54% des Patientenguts gaben an, mindestens einmal
oder mehrmals tdglich Zahnseide zu verwenden, 37% mindestens 2-3 Mal die Woche.
Ein Drittel der 105 Patienten hatte bereits eine Parodontitis-Behandlung in der
Vergangenheit, ein Viertel der Probanden wies behandlungsbediirftige

Parodontalverhiltnisse auf.

Die Einschlusskriterien fiihrten zu einem Patientenkollektiv, in dem eine gleichméBige
Verteilung des Kariesrisikos zu beobachten war (DMFT-Wert 11,4 + 8,7). Innerhalb
des Patientenspektrums war eine deutliche Divergenz des Kariesbefalls festzustellen,
was sich anhand der Verteilung des Kariesrisikos zeigte (vgl. Abbildung 35
Kariesrisiko). Der DMFT-Index stellt eine besonders gute Verkniipfung zwischen
vergangenen und zukiinftigen Kariesldsionen dar und ist somit ein aussagekriftiger
Faktor zur Analyse des individuellen Kariesrisikos (Russell et al., 1990). Um eine
genauere Einteilung der Werte vornehmen zu kénnen, wurde ein Risikoprofil fiir die
Kariesanalyse anhand der errechneten DMFT-Werte erstellt. Die Einteilung wurde wie
folgt vorgenommen: ein niedriges Risiko bestand bei einem DMFT von 0-4, ein
mittleres Risiko bei Werten von 5-8 und ein hohes Kariesrisiko bei einem DMFT-Wert
> 8. Die Ergebnisse zeigten, dass iiber die Hailfte ein hohes Kariesrisikoprofil
aufgewiesen hat. Unsere Auswertung bestdtigte die Ergebnisse hinsichtlich der
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Zahnverluste, analog zu den Untersuchungen der DMS IV. Zusitzlich wurde die
Anzahl der aktiven kariosen Lésionen bestimmt, um eine Aussage iiber das aktuelle
Kariesgeschehen treffen zu konnen. In etwa die Hélfte der Patienten wiesen zu dem

Untersuchungszeitpunkt aktive karidse Lédsionen auf.

Ein weiterer Outcome-Parameter waren verschiedene Untersuchungen beziiglich des
Speichels der Probanden, anhand dessen pH-Wert, Speichelmenge (7,47 + 0,49; 1,44 +
0,6 ml/min) und Puffer-Kapazitit gemessen wurden. Eine Studie aus dem Jahr 2010
ergab, dass es keinen Zusammenhang zwischen diesen Parametern und dem
Kariesrisiko gab (Martinez-Pabon et al., 2010). Im Gegensatz dazu zeigte eine weitere
Studie einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem pH-Wert und dem DMFT-
Wert (ANOVA mit Chi-Square-Test p < 0,0001) (Farsi, 2008). Unsere Ergebnisse
bestdtigten zusdtzlich jeweils hoch signifikante negative Korrelation zwischen der
Pufferkapazitit des Speichels und der Speichelflussrate (» = -0,261; r = -0,361).
Zusitzlich zeigte sich zwischen der Pufferkapazitit und der Speichelmenge eine
signifikant positive Korrelation (» = 0,194). Dies wurde ebenfalls in einer anderen
Studie bestitigt, wo eine positive signifikante Korrelation (» = 0,51 — 0,60, p < 0,001)
dieser beiden Parameter bei Madchen und Jungen im Alter von 11 Jahren bestimmt
wurde. Weiterhin belegt diese Studie einen hoch signifikanten inversen
Zusammenhang zwischen dem Kariesindex und sowohl der Speichelflussrate als auch
der Pufferkapazitit (p < 0,0001) (Tukia-Kulmala und Tenovuo, 1993). Diese Daten
belegen, dass es aktuell keine einheitliche Studienlage hinsichtlich des
Zusammenhanges zwischen dem pH-Wert, der Speichelflussrate, der Pufferkapazitit
und dem Kariesbefall gibt. Eine hohere Pufferkapazitit ist in der Lage, eine grofere
Menge an Sduren zu neutralisieren und trdgt damit zur Aufrechterhaltung eines
konstanten pH-Wertes bei. Ahnliches gilt fiir die Speichelflussrate, die bei hoheren
Werten eine hohere Clearence ermoglicht. Somit sind alle drei Parameter in der
Entwicklung von karidsen Lisionen beteiligt. Unsere Ergebnisse verdeutlichen einen

statistisch signifikanten Einfluss all dieser Faktoren auf das Kariesgeschehen.

Beziiglich der mikrobiologischen Auswertung muss generell festgestellt werden, dass
das Probenmaterial in dieser Studie Plaque von Kariespradilektionsstellen war. Da in

dieser Studie keine Intervention erfolgte und auch gesunde Patienten mit
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eingeschlossen werden sollten, fand keine zusdtzliche Probenentnahme aus eréffneten

karidsen Lisionen statt.

Hinsichtlich der Betrachtung der Keimzahlen haben wir in unserer Studie festgestellt,
dass es im gesamten Patientengut zu sehr groBen Differenzen kam. Dies ldsst sich auf
die bereits erwdhnten groBen Unterschiede im Bezug auf die Kariesaktivitit sowie auf
die unterschiedliche Plaquesituation zuriickfiihren. Es zeigte sich eine hoch signifikant
positive Korrelation zwischen den Keimzahlen von Strep. mutans und Lactobacillus
spp. (r=0,353), was auf einen synergistischen Effekt dieser beiden Spezies hindeutet.
Ein moglicher Grund dafiir ist ein niedriger pH-Wert, welcher fiir beide Spezies
optimale Wachstumsbedingungen darstellt (Harper et al., 1983).

Weiterhin ergab die Betrachtung der Keimzahlen im Bezug auf das Kariesrisiko, dass
die Anzahl der Laktobazillen sowohl zum DMFT-Wert als auch zum Karies-
Aktivitdts-Index eine hochst signifikante positive Korrelation aufwiesen (r = 0,286
und » = 0,295). Dies stiitzt die Ergebnisse von Munson und Mitarbeiter aus dem Jahr
2004, nach denen die Gattung Lactobacillus spp. die dominante Spezies in karidsen
Lisionen darstellt (Munson et al, 2004). Im Gegensatz dazu zeigte sich keine
signifikante Korrelation zwischen der Keimzahl von Strep. mutans und dem DMFT-
Wert, jedoch war sie schwach signifikant positiv zwischen der Anzahl dieser Spezies
und dem Kariesrisiko (p = 0,082, » = 0,171). Dies legt den Schluss nahe, dass das
Auftreten von Strep. mutans mit dem Vorhandensein von aktiven karidsen Lédsionen
einhergeht. Andererseits belegt eine andere Studie einen signifikanten Zusammenhang
dieser beiden Parameter (p = 0,04) (Phattarataratip et al., 2011). Dies wurde ebenso
von Al Shukairy und Mitarbeitern bei der Untersuchung von Kindern mit
frithkindlicher Karies festgestellt (Al Shukairy et al., 2006). Die von uns bestimmten
Keimzahlen von den CFAT-Platten, welche 4. naeslundii représentieren, eigneten sich
nicht zur statistischen Auswertung, da die MALDI-TOF-Analyse dieser Keime nur in

ca. 50% ein zutreffendes Ergebnis ergab.

Weiterhin wurde als wichtiger Parameter in dieser Studie die Konzentration von
verschiedenen AMPs im Speichel gemessen. Dies erfolgte mittels eines fiir das AMP

spezifischen enzymgekoppelten Immunoassays (ELISA). Erstmalig erfolgte eine
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separate Betrachtung der Konzentrationen von HNP-1 und HNP-3, durch die
Verfiigbarkeit von spezifischen ELISA-Kits.

Durch das breite Patientenspektrum konnten fiir bestimmte AMPs durchschnittliche
Speichelkonzentrationen der Probanden angegeben werden. Zieht man das
Patientenalter in Betracht, zeigte sich jedoch eine signifikante positive Korrelation
zwischen dem Alter und sowohl der Konzentration von HBD-2 als auch von HNP-1 (

=0,301; » = 0,346).

Der Mittelwert fiir LL.-37 lag bei 2,17 = 1,81 ng/ml, fiir HBD-2 bei 0,56 + 0,28 ng/ml,
fir HNP-1 bei 0,33 £ 0,26 ng/ml und fir HNP-3 bei 8,8 + 8,17 ng/ml. Die
Bestimmung des Mittelwerts erfolgte unabhédngig des Infektionsstatus des Patienten
sowohl in Bezug auf Karies als auch Parodontitis. Eine dhnliche Studie zur
Untersuchung der AMP-Speichelkonzentrationen ergab fiir LL-37 15,81 = 10,43 ng/ml,
fiir HBD-2 0,734 + 0,811 ng/ml und fiir HNP-1-3 1,913 + 1,157 ng/ml (Phattarataratip
et al., 2011). Dabei ist zu beachten, dass auch diese Messungen mittels ELISA
durchgefiihrt wurden, zu dem Zeitpunkt der Studie allerdings nur ein ELISA fiir HNP-
1 und -3 zusammen existierte. Somit ist dieser Wert mit unseren Werten nicht
vergleichbar, jedoch wurden &hnliche Konzentrationen fiir HBD-2 ermittelt. Ferraz de
Brito Penna Forte und Mitarbeiter nahmen eine Unterteilung in ihrer Studie zwischen
stressfreien und Patienten in aktueller Stresssituation vor. Die Ergebnisse zeigten, dass
stressfreie Patienten eine HBD-2-Konzentration von 0,242 + 0,144 ng/ml und
Patienten mit Stress von 0,210 + 0,115 ng/ml erreichten (Ferraz de Brito Penna Forte
et. al.,, 2010). Der Zusammenhang zwischen diesen beiden Gruppen war allerdings
nicht signifikant. Die Konzentrationen bewegten sich jedoch in einem &hnlichen
Spektrum, wie die von uns gemessenen. Eine weitere Studie nahm ebenfalls eine
Messung der AMP-Konzentration vor, wobei die Ergebnisse zur Proteinkonzentration
im Speichel normalisiert wurden. Es ergab sich fiir HNP-1-3 eine durchschnittliche
Konzentration von 0,94 pg/ml und fiir LL-37 3,36 ug/ml, allerdings mit sehr groBen
Standardabweichungen. Die um mehrere Zehnerpotenzen hoheren Konzentrationen
lassen sich mdglicherweise mit einem vollig unterschiedlichen Nachweisverfahren,
beruhend auf dem Verfahren der Flissigkeitschromatographie (HPLC), erklédren
(Mizukawa et al, 1999). AuBlerdem belegten Studien, dass sowohl die
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Speichelkonzentration von HNP1-3 als auch die von LL-37 bei kariesfreien Patienten

hoher waren, als bei Patienten mit aktueller Karies (Dale ef al., 2006).

In einer Studie aus dem Jahr 2009 wurden die Konzentrationen von LL-37 im
Sulkusfluid von Patienten mit Gingivitis und chronischer Parodontitis gemessen. Die
Ergebnisse zeigten deutlich hohere Werte bei Probanden mit chronischer Parodontitis
(Turkoglu et al., 2009). Eine mogliche Erkldrung fiir die gesteigerte Expression von
HBD-2 und HNP-1-3, konnte die Stimulation von gingivalen Fibroblasten und
Epithelzellen, durch von Bakterien ausgeschiittete pro-inflammatorischen Zytokinen
sein. Dies wurde in Zellkulturexperimenten bereits nachgewiesen (Liu ef al., 2013).
Ahnliche Ansitze zeigen sich in unserer Studie fiir die Konzentrationen von HBD-2
und HNP-1, die signifikant positiv mit dem Kariesrisiko und damit dem
Vorhandensein von pathogenen Bakterienstimmen korrelierten (» = 0,195; » = 0,270).
Dies wurde in einer Studie aus dem Jahr 2005 wiederlegt, wo sich fiir hohe
Konzentrationen von HNPI-3 niedrigere Karieswerte widerspiegelten (Tao et al.,
2005). Im Gegensatz dazu zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen

AMP-Konzentrationen und Karieserfahrungen (Phattarataratip ez al., 2011).

Hinsichtlich der Gesamtkeimzahl zeigte sich in unserer Studie eine positiv signifikante
Korrelation zu der Konzentration von LL-37 (r = 0,213), zusétzlich ergab sich eine
hoch signifikante Korrelation zwischen der Gesamtkeimzahl und der Konzentration
von HBD-2 (r = 0,259). Im Gegensatz dazu korrelierte die Konzentration von HNP-3
negativ mit der Keimzahl der Mutans-Streptokokken (r = -0,196). Dies konnte ein
Erklarungsansatz fiir das erhohte Kariesrisiko bei einer erhohten Anzahl von Strep.

mutans und erniedrigten HNP-3-Konzentrationen sein.

Das Hauptziel unserer Studie war es, die Empfindlichkeit von aus Patienten isolierten
kariespathogenen Bakterienstimmen hinsichtlich unterschiedlicher AMPs und
Konzentrationen dieser zu testen. Wir kamen zu der Erkenntnis, dass eine deutlich
hohere Reduktionsrate bei AMP-Konzentrationen von 5 pg/ml im Vergleich zu 0,5
png/ml, (Univariate ANOVA, p < 0,0001, i° = 0,147) zu erkennen war. Insbesondere
fiir die Keime der Gattung Lactobacillus spp. zeigte sich zusétzlich ein Einfluss der
Art des AMPs auf die Reduktionsrate der Bakterien (p = 0,029, 172 = 0,026). Die Post-
Hoc-Analyse mittels LSD-Test ergab fiir HBD-2 als auch HNP-1 signifikant bessere
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Reduktionsraten als fiir HNP-3 (p = 0,005; p = 0,028). Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass die Bakterienreduktionen fiir Strep. mutans und A. naeslundii
unabhingig von den verwendeten AMPs waren. Allerdings lieB sich fiir die
Kombination aus AMP und Konzentration stets ein signifikanter Einfluss auf die
Bakterienreduktion aller getesteten Spezies erkennen (Univariate Varianzanalyse).
Unter Einbeziehung der Parameter Keim, AMP und Konzentration ergab sich bei
Lactobacillus spp. eine bessere Reduktionsrate fiir alle AMPs als fiir A. naeslundii und
Strep. mutans. Ebenfalls belegt eine Studie, dass HBD-3 und LL-37 die hochste
Aktivitit gegeniiber Strep. mutans zeigten. Innerhalb der a-Defensine zeigte Strep.
mutans die hochste Anfilligkeit zundchst auf HNP-1, danach auf HNP-2 und HNP-3
(Phattarataratip et al., 2011).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass keine eindeutige Tendenz in Richtung eines
gegen alle Keime besonders wirksamen AMPs zu erkennen ist. Ahnliche Ergebnisse
lieferte die Studie von Phattarataratip und Mitarbeitern, wobei die AMP-
Konzentrationen einen bedeutenden Faktor hinsichtlich der Reduktionsrate darstellten.
Weiterhin zeigten sie, dass die Reduktionen bei 5 pg/ml HNP-1 (p = 0,01) eine
signifikante Korrelation zu 0,5 pg/ml HNP-1 (p = 0,03) bildeten (Phattarataratip et al.,
2011).

Hierbei muss jedoch angemerkt werden, dass simtliche Studien lediglich die Wirkung
auf planktonische Bakterien untersucht haben. Dies entspricht jedoch nicht den
klinischen Gegebenheiten einer Biofilm-assoziierten Erkrankung wie Karies. Aus
diesem Grund haben wir die Wirkung von AMPs auf Biofilmkulturen getestet. Jedoch
gilt es zu beachten, dass unser Versuchsaufbau anhand eines Monospezies-
Biofilmmodells durchgefiihrt wurde, welches natiirlicherweise nicht exakt die
Verhéltnisse in der Mundhdhle nachahmt. Dieses Vorgehen liegt darin begriindet, dass
das Hauptaugenmerk in unserer Studie auf der Empfindlichkeitstestung einzelner

Stamme lag.

Autbauend auf der Hypothese, dass unterschiedliche Stimme der gleichen Spezies ein
differenziertes Ansprechen gegeniiber AMPs aufweisen, haben wir die mittels AP-
PCR identifizierten Bakterienstimme hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit getestet.

Anhand der Ergebnisse erfolgte eine Risikostratifizierung der Stimme im Hinblick auf
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die Wirksamkeit der AMPs. Ausgehend von dem Mittelwert der bakteriellen
Reduktion iiber alle Stidmme einer Spezies wurden die einzelnen Stimme
Risikogruppen zugeordnet. Stimme mit Reduktionsraten unter dem Mittelwert plus
der halben Standartabweichung wurden als Hochrisikostimme, jene mit
Reduktionsraten iiber dem Mittelwert minus der halben Standartabweichung als
Stimme mit niedrigem Risiko eingeteilt. Durch den gebildeten Mittelwert erschienen

uns diese Bereiche als sinnvoll, insbesondere da sich eine gleichmiBige Anzahl an

Stamme fiir jede Risikogruppe ergab.

Um fiir den individuellen Patienten ein bakterielles Risiko angeben zu konnen, wurde
ausgehend von den bei einem Patienten isolierten Keimen eine Riskostratifizierung
erstellt. Dies erfolgte isoliert fiir die Gesamtheit der Keime und fiir Strep. mutans und
Lactobacillus spp.. Dabei erwiesen sich ca. 25% als Hochrisikopatienten. Ergebnis
dieses Prozesses war die Erstellung eines individuellen mikrobiologischen Risikos

hinsichtlich der AMPs fiir jeden untersuchten Patienten.

Hierbei traten keine generell signifikanten Zusammenhédnge zwischen dem
mikrobiologischen Risiko und einerseits dem Kariesrisiko und andererseits den AMP-
Konzentrationen auf. Jedoch ergab sich sowohl eine signifikante positive Korrelation
zwischen dem Karies-Aktivitits-Index und dem mikrobiologischen Risiko fiir Strep.
mutans (r = 0,225) als auch zwischen dem DMFT-Index und dem individuellen Risiko
fiir die Laktobazillen (» = 0,211). Das bedeutet, dass Patienten mit einem aktuell
aktiven kariosen Geschehen tendenziell ein Spektrum von Strep. mutans zeigen, die
gegeniiber AMPs resistenter sind. Im Hinblick auf die Kariesvergangenheit ldsst sich

eine dhnliche Schlussfolgerung fiir Keime der Gattung Lactobacillus spp. ziehen.

Phattarataratip und Mitarbeiter kamen zu dem Ergebnis, dass unterschiedliche Stimme
von Strep. mutans unterschiedliche Empfindlichkeiten gegeniiber verschiedenen
AMPs zeigen. Diese Forschergruppe postuliert somit, dass es einen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von hochpathogenen Stimmen von Strep. mutans und dem

Kariesgeschehen gibt, ohne jedoch konkrete Zahlen zu nennen.

Unsere Studie liefert erstmals eine belastbare Korrelation zwischen klinischen und
mikrobiologischen Parametern. Anscheinend besitzen bestimmte Stdmme von Strep.

mutans und Lactobacillus spp. natiirliche Resistenzen gegeniiber manchen AMPs, oder
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sind in der Lage diese zu entwickeln. Jene Stdmme hitten somit einen
Selektionsvorteil gegeniiber anderen, da sie vom Immunsystem des Patienten nicht
addquat bekampft werden konnen. Das Auftreten von Hochrisikostimmen der Spezies
A. naeslundii scheint keinen signifikanten Einfluss auf das Kariesgeschehen zu haben.
Dies ist ein weiterer Aspekt, welcher die Pathogenitit von Strep. mutans und

Lactobacillus spp. hinsichtlich Karieserkrankungen demonstriert.

Hinsichtlich der zu Anfang gestellten Hypothese kann festgestellt werden, dass diese
in weiten Teilen akzeptiert werden kann. Es wurden, wie vermutet, signifikante
Zusammenhédnge zwischen dem Auftreten von gegeniiber AMPs wenig empfindlichen
Bakterienstimmen und dem klinischen Kariesstatus gefunden. So zeigte sich sowohl
fiir Lactobacillus spp. und Strep. mutans ein solcher Zusammenhang in Bezug auf den

Karies-Aktivitiats-Index und den DMFT.

Zieht man all diese Gesichtspunkte in Betracht, konnte die unterschiedliche
Resistenzlage des Bakterienspektrums eines Patienten ein Ansatzpunkt sein
unterschiedliche Auspragungen von Karieserkrankungen trotz eines auf Speziesebene

dhnlichen Spektrums, zu erkléren.

Diese Ergebnisse konnen somit einen ersten Schritt zur Verbesserung in der
Kariesdiagnostik darstellen. So ist zum Beispiel ein Screening-Test auf besonders
resistente Bakterien gegeniiber AMPs denkbar. Damit konnten Patienten mit einem
hoheren, unbeeinflussbarem, Kariesrisiko identifiziert werden und beispielsweise in
ein engmaschigeres Recall-Programm aufgenommen werden. Sollten sich nun einige
AMPs in weiteren Studien als besonders wirksam erweisen, wére ein therapeutischer

Einsatz als adjuvante Kariestherapie denkbar.
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6 Ausblick

Durch die Ergebnisse dieser Studie ist eine Verwendung von mikrobiologischen
Risikoprofilen zur Bestimmung des Kariesrisikos denkbar. Auch wenn die Erkennung
der Hochrisikostimme mit derzeitigen Methoden aufwéndig ist, konnte doch ein
diagnostischer Mehrwert dadurch erzielt werden. Moglich sind beispielsweise
Verfahren, die auf dem Nachweis der DNA von hochpathogenen Bakterien beruhen.
Klinisch betrachtet wére es denkbar, Hochrisikopatienten hinsichtlich Karies besser zu
identifizieren und in ein engmaschiges Recall-Regime einzubinden, um friihzeitig die
Entwicklung von neuen kariosen Lésionen zu erkennen. In diesem Stadium wire
moglicherweise sogar noch eine nicht- bzw. minimal-invasive Therapie moglich.
Diese Studie zeigt unter anderem auch, dass die Expression von AMPs im Speichel
eine Rolle in der Abwehr oralpathogener Bakterien spielt. Diese Erkenntnis legt den
Schluss nahe, dass sich AMPs als iatrogen eingebrachte antimikrobielle Substanzen
eignen wiirden. Denkbar wire beispielsweise der Zusatz von AMPs zu Produkten, die
zur Fluoridierung verwendet werden. Durch ihre Eigenschaften als endogene
Substanzen ist mit einer exzellenten Vertrdglichkeit zu rechnen, da es zu keiner
Immunreaktion des Korpers gegen AMPs kommen wiirde. Auch an der Schnittstelle
zur Medizin und hier insbesondere im Bereich der Dermatologie, ist eine rege
Forschungstitigkeit auf dem Gebiet der AMPs zu beobachten. Diese Entwicklung wird
in der Zukunft moglicherweise einen groflen Anteil am Versténdnis von Erkrankungen

und damit zu einer Verbesserung der Therapiemoglichkeiten fiir den Patienten fiihren.
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7 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Auftreten
von hoch pathogenen Stdmmen im Hinblick auf die Resistenzlage gegeniiber AMPs
und der Karieserkrankung des Patienten. Zusitzlich wurde der Einfluss von
verschiedenen Speichelparametern, unter anderem die Konzentration von

verschiedenen AMPs auf das Kariesgeschehen untersucht.

Hierbei wurden aus Patienten isolierte kariespathogene Bakterien isoliert, quantifiziert
und mittels eines Biofilmmodells hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniiber den
AMPs LL-37, HBD-2, HNP-1 und HNP-3 getestet. Dies lieferte verschiedene
Risikogruppen von Bakterienstimmen, deren Auftreten einzelnen Patienten
zugeordnet werden konnte. Weiterhin wurden, neben einer ausfiihrlichen klinischen
Untersuchung des Patienten, in einer Speichelprobe die Konzentration der oben
genannten AMPs gemessen sowie die Speichelmenge, der pH-Wert und die

Pufferkapazitit gemessen.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass das Auftreten von Bakterienstimmen die gegen
AMPs resistenter sind, tendenziell mit einem hoheren Kariesrisiko des betroffenen
Patienten einhergeht. Dabei hat sich das Verhalten von Strep. mutans und
Lactobacillus spp. als besonders relevant fiir das Kariesgeschehen erwiesen. Das
Vorhandensein von 2 bestimmten Stimmen von Strep. mutans und 6 Stimmen von
Lactobacillus spp., die sich als besonders resistent gegeniiber AMPs erwiesen haben,
korrelierten mit einem erhohten Kariesrisiko. Somit ist das Auftreten dieser Stimme

als Risikofaktor der Kariesentstehung zu betrachten.

Im Bereich der Speichelparameter zeigten sich signifikante Zusammenhénge zwischen
der Menge und dem pH-Wert des Speichels und dem DMFT-Index. Eine weitere
interessante Korrelation wurde fiir die Pufferkapazitit und die Konzentration von
HBD-2 und HNP-1 gefunden. Dies unterstreicht die Abhéngigkeit der Integritdt und
damit Aktivitit der AMPs von den chemisch-physikalischen Bedingungen der
Umgebung.

Im Rahmen einer klinischen Kariesrisiko-Analyse sind all dies zusdtzliche Parameter,

die es zu beriicksichtigen gilt. Weitere klinische Studien werden in der Zukunft notig
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sein, um die Spezifitdt und Sensitivitit dieser Parameter hinsichtlich der Erkrankung

zu untersuchen.

Zusammenfassend leistet diese Studie einen Beitrag zum besseren Verstindnis der
Funktionen des korpereigenen Immunsystems gegen oralpathogene Bakterien. Jedoch
sind weiterfilhrende Studien nétig, um einen detaillierteren Einblick in die
Wirkungsmechanismen von AMPs, insbesondere auf zelluldrer Ebene, erhalten zu

konnen.
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Anhang 1 (Patientenaufklirung)

Version I vom 01.10.2012
Klinikum der Universitat Miunchen

o LMU

Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie — Maximilians—
Campus Innenstadt Universitat
tinchen_____
Direktor: Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel Miinchen
Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie, OA Priv.-Doz. Dr. K. C. Huth, M. KollmuB, S. Kist
GoethestraBe 70, 80336 Miinchen Tel.: 089/ 5160-9411
Studientitel:

wuntersuchungen zur Wirksamkeit antimikrobieller Peptide
auf oralpathogene Keime im Biofilm “

Patienteninformation und Einverstdndniserklarung

Liebe Patientin, lieber Patient, liebe Erziechungsberechtigte!

Antimikrobielle Peptide des Speichels haben einen grofen Einfluss auf die Bakterienflora der
Mundhoéhle. Insbesondere die Kontrolle des Wachstums von oralpathogenen Bakterien ist fiir die
Entwicklung und Verhinderung einer Karies- bzw. Parodontitiserkrankung von grofter Wichtigkeit.
Im Rahmen dieser Studie sollen verschiedene aus supra- bzw. subgingivalem Zahnbelag (Plaque,
iber- bzw. unterhalb des Zahnfleisches) gewonnene Bakterienstimme hinsichtlich ihrer
Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen antimikrobiellen Peptiden getestet werden. Zusitzlich
sollen in einer Speichelprobe die Konzentrationen von diesen Peptiden gemessen werden. Das
langfristige Ziel ist das genaue Verstindnis des Wirkungsmechanismus und Einflusses der
antimikrobiellen Peptide auf die Entstehung von Karies bzw. Parodontitis, um die Entwicklung

neuartiger Substanzen zur Pravention zu ermoglichen.

Hierfiir werden bei Thnen im Rahmen der Studie zwei Plaqueproben (mit einem sterilen Wattepellet
von der Zahnoberfldche bzw. einer sterilen Papierspitze aus einer Zahnfleischtasche) genommen sowie

eine Speichelprobe iiber 3 Minuten gesammelt.

Die Ergebnisse der zahnérztlichen Untersuchung unterliegen der érztlichen Schweigepflicht und
werden vertraulich behandelt. Eine Weitergabe der gespeicherten erhobenen persénlichen
Daten und Befunde erfolgt ausschlieBlich in verschliisselter Form, wobei Kkeine
personenbezogenen Elemente wie Initialen oder Geburtsdaten erscheinen. Der Zugang zu den

Originaldaten und zum Verschliisselungscode ist auf die folgenden Personen beschrinkt: OA
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PD Dr. K.C. Huth (Studienleiterin), M. KollmuBl und S. Kist. Diese Personen unterliegen der

Schweigepflicht und sind zur Beachtung des Datenschutzes verpflichtet.

Die Verschliisselung der erhobenen Daten gilt auch fiir etwaige Veroffentlichungen der Daten
der Laborexperimente. Im Falle Ihres Widerrufs der Einwilligung zu diesem Zeitpunkt werden

die anonymisierten Daten weiter verwendet.

Ich wurde vollstindig iiber die Bedeutung und Tragweite der Plaque- und Speichelprobenentnahme
aufgeklart. Ich habe den Aufklarungstext gelesen und verstanden. Ich hatte die Moglichkeit, Fragen zu
stellen und habe die Antworten verstanden und akzeptiere sie. Es wurde keine Wege-, Unfall-

Versicherung abgeschlossen.

Ich weiB}, dass die Teilnahme an dieser Studie freiwillig ist und dass ich jederzeit ohne Angabe von
Griinden diese Zustimmung widerrufen kann, ohne dass sich dieser Entschluss nachteilig auf die

spatere Behandlung durch meinen Arzt auswirken wird.

Hiermit willige ich in die Teilnahme an der beschriebenen Studie ein.

Ich bin mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten nach

Maligabe der Patienteninformation einverstanden

Minchen, den .............cooiiiiiiiiiien,

Aufklarender Arzt: ..., Patient: ....ooovvvvveeeiieeeees

Erziehungsberechtigter (bei minderjéhrigen Patienten): .............c.oooviiiiiiiiiii i,
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Anhang 2 (Anamnese- und Befundbogen)

Klinikum der Universitiat Miinchen

o LMU

Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie — Maximilians—

Campus Innenstadt Universitdt___
Miinchen_____

Direktor: Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel unctien

Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie, OA Priv.-Doz. Dr. K. C. Huth

Goethestrae 70, 80336 Miinchen M. KollmuB, S. Kist Tel.: 089/ 5160-9411

Klinische Studie zur Wirksamkeit antimikrobieller Peptide

auf kariespathogene Bakterien im Biofilm

Dokumentationsbogen

Codeaufkleber Patientenaufkleber
Name + Geb. Datum
Bitte eintragen

Behandler: 0 Schein 1 0 Schein I1

Assistent:

Datum der Probenentnahme:

Folgende Proben/Tests miissen abgenommen werden:

Plaqueprobe (Wattepellets in Kunststoffgefdl klein)

Speichelprobe (groBes Kunststoffgefil3)

Pufferkapazitit des Speichels (Ergebnis bitte auf dem Befundbogen eintragen!)
pH-Wert des Speichels (Teststreifen)
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Anamnesebogen

Alter:

Geschlecht: O weiblich O minnlich

Raucher: O ja O nein

Seit wann? Stiick/Tag? Pack years:

Wie viele kleine Zwischenmalzeiten nehmen Sie pro Tag ein (Schokoriegel, Bonbons, Kekse, etc.)?

o0-2 o3-5 o>5

Wie oft trinken Sie zuckerhaltige Getranke pro Tag (Cola, Fruchtsdfte, etc.)?
00-2 o3-5 o>5

Wie viele Tassen Kaffee trinken Sie pro Tag?

o0 ol-2 o>2

Wie viele Tassen Tee trinken Sie pro Tag?

o0 ol-2 o>2

Gibt es etwas was Sie sehr hdufig essen bzw. trinken?

Wie oft am Tag putzen Sie Ihre Zdhne?
o<lIx o 1x O 2x O 3x

Wie oft benutzen Sie Hilfsmittel fiir die Zahnpflege (Zahnseide, Interdentalbiirsten, etc.)?
O nie olx/d o>1x/d

Verwenden Sie fluoridhaltige Zahnpasta?
OJja O nein

Welche sonstigen FluoridierungsmaBBnahmen wenden Sie an?
O elmex gelee (0. 4.) O fluoridiertes Speisesalz O

Wie oft am Tag kauen Sie Kaugummi?

o0 ol-2 o>2

Wurde bei Thnen einmal eine Parodontitis-Behandlung durchgefiihrt?
O nein O ja, ca. (Angabe des Jahres)

Beobachten Sie bei sich 6fter Zahnfleischbluten (z. B. beim Zihneputzen)?
OJja O nein

Tragen Sie Zahnersatz, wenn ja, seit wann?
0 nein O festsitzend, seit ca. 0 herausnehmbar, seit ca.
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Haben Sie schon Zihne verloren, wenn ja, wie viele und aus welchen Griinden?
O nein O ja, durch Kariesfolgen O ja, durch Parodontitis

Befundbogen

Bestehen derzeit aktive karidose Lasion (white spot, neu aufgetretene Kavitation, etc.)?
Oonein 0Oja, (Anzahl der Lasionen)

Bestehen derzeit inaktive karidse Lasionen, bei denen kein Restaurationsbedarf besteht?
Oonein 0O ja, (Anzahl der Lasionen)

Bestehen derzeit erneuerungsbediirftige, insuffiziente Versorgungen (Sekunddrkaries, Fiillungsfraktur,

etc.)?
Onein 0O]a, (Anzahl der Lasionen)

Plaque-Control-Record (PCR nach O’Leary et al.)

18 (17 | 16| 15| 14| 13| 12| 11| 21} 22 23| 24| 25| 26| 27| 28

48 |47 (46 |45 (44 |43 |42 (41 |31 (32 |33 (34 |35 (36 |37 |38

Jeder Zahn wird in 4 Fldchen (mesial, distal, oral, buccal) eingeteilt. Wenn eine Flache plaquebedeckt ist, wird diese im obigen
Schema markiert.

PCR-Index: % (Anzahl der plaquebedeckten Flachen x 100)/(4 x Anzahl der Zéhne)

Parodontaler Screening Index (PSI)

17-14 13-23 24-27

44-47 44-33 34-37

DMFT-Index
kariose fehlende restaurierte DMFT
Zahne + Zahne + Zahne =

97



Karies-Aktivitats-Index
Anzahl nicht restaurierter Lasionen=

Pufferkapazitat des Speichels (CRT-Test, Ivoclar Vivadent)
O niedrig 0 mittel o0 hoch

Gesamtmenge des Speichels (abgelesen auf dem Sammelgefif})

ml

pH-Wert des Speichels (Teststreifen)
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Anhang 3 (Votum der Ethikkommision)
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Anhang 4 (Rezepte und Versuchsansatze)

Aufbewahrung der Plaqueprobe

Wattepellet in 1000 pl eines Probeentnahmemediums (VMG-II, pH = 7,5) nach
Syed und Loesche 1972)

0,03g Phenylquecksilberacetat in 800ml H20-bidest 16sen

2,4g CaCl2 x 6H20

4,2¢ KCI

10g NaCl

lg MgS0O4 x TH20

100g Natriumglycerophosphat

Auffiillen auf 1000ml mit H20-bidest = Salt Stock Solution II

0,1g mikrobiologischen Agar in 900ml H2O-bidest 16sen
10g Bacto-Gelatin

0,5g Tryptose

0,5g Thiotone

0,5g Cystein-HCl

0,5ml Thioglykolséaure

10g Aktivkohle (fiir die Mikrobiologie)

100ml Salt Stock solution II zugeben

Anzucht von Strep. mutans

Mitis-Salivarius-Bacitrain Agar (MSB-Agar nach Wan et al., 2002)
90 ¢ MSB-Agar
1000 pl 1% Kalium-Tellurit-Losung, Endkonzentration 10 pg/ml
200 g Saccharose
100 pl 1% Kanamycinmonosulfat-Losung, Endkonzentration 1 pg/ml
600 pl Bacitracin-Stock-Losung, Endkonzentration 0,2 U/ml
gelost in 1000 ml Aqua bidest

Anzucht von A. naeslundii

Cadmium Sulfate Fluoride Acridine Trypticase Agar (CFAT-Agar nach Zylber
und Jordan, 1982)
15 g mikrobiologischer Agar
30 g Tryptic Soy Broth
5 g D-Glucose
1 ml CFAT-Stock Solution, bestehen aus: 1,3 g Cadmiumsulfat, 0,12 g
Acriflavin, 8,0 g Natriumfluorid und 0,025 g Parafuchsin in 100 ml H,O-
bidest gelost
50 ml von 5% vol/vol defibriniertes Pferdeblut
250 pl 1% Kalium-Tellurit-Lésung, Endkonzentration 2,5 mg/1
gelost in 1000 ml Aqua bidest
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Anzucht von Lactobacillus spp.

Lactobacillus-Selection-Agar (Rogosa-Agar, modifiziert nach Neumeister et al.,
2009)
75 g Rogosa-SL-Agar
1,32 ml Essigsdure, Endkonzentration 0,132%
2000 pl Vancomycin, 1% Stocklosung, Endkonzentration 20 pg/ml
gelost in 1000 ml Aqua bidest

Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Columbia Agar mit Schafsblut
5% Schafsblut
12 g pankreatisch abgebautes Casein
5 g peptisch abgebautes Tiergewebe, Hefe- und Rindfleischextrakte
13,5 g Agar

Stammerhaltung von Strep. mutans

Trypticase Soy Yeast extract Broth (TSYB)
30 g Tryptic Soy Broth
3 g Hefeextrakt auf 1000 ml
10% vol/vol Glycerin

Stammerhaltung von Lactobacillus spp.

Lactobacilli MRS Broth
55 g Lactobacilli MRS Broth auf 1000 ml
10% vol/vol Glycerin

Stammerhaltung von 4. naeslundii

Brain Heart Infusion (BHI)
37 g Brain Heart Infusion auf 1000 ml
10% vol/vol Glycerin

Lyse-Puffer bei der DNA-Extraktion von gram-positiven Bakterien

20 ml einer 100 mM TRIS-HCI Stamm-Losung, Endkonzentration 20
mM, pH= 8,0

400 pl einer 0,5 mM Natrium-EDTA-Stammldsung

12 ml einer 10%-igen Triton X-100 Stammldsung, Endkonzentration
1,2%

10 ml einer Lysozym-Stammlosung, Endkonzentration 200 mg/ml
mit 57,6 ml H,O-bidest aufgefiillt
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AP-PCR-Ansatz (Grofle: 25 ul)

2,0 ul 10-fach PCR-Puffer (entspricht 2,0 mM in 25pul)

2,0 ul MgCl, (25 mM)

1,0 ul 360 GC Enhancer

0,2 ul Tag-Polymerase (entspricht 1 U/Ansatz bei 5 U/ul der
Stammldsung)

0,5 ul ANTP-Mix (Endkonzentration von dATP, dTTP, dGTP und dCTP
je 50 uM)

Gel der Ethidiumbromid-Gelelektrophorese

3% Nu-Sieve Agarose 3:1 in 1-fach Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-
Puffer)

89 mM Tris-Borat

2mM EDTA, pH =8.3

Ethidiumbromid, Endkonzentration 1 pg/ml

Medium zur Biofilmanzucht

BMM (nach Wong et al. 2001)
2,5 g pig gastric mucin
10 g Peptone No. 3
5 g Trypticas
5 g Hefeextrakt
2,5 g Kaliumchlorid
unter Erhitzung in 1000ul H,O geldst
Autoklavieren bei 121° C fiir 15 min
100 pul Haemin-Stammlosung, Endkonzentration 5 pg/ml in Ethanol
gelost
100 pl Menadione-Stammlosung, Endkonzentration 1 pg/ml in Ethanol
gelost
1000 pl Harnstoff-Losung, Endkonzentration 1 pmol/ml in Wasser geldst
1000 pl Arginin-Lésung, Endkonzentration 1 pmol/ml in Wasser gelost
Zugabe von:
10 g Saccharose / 1000 pl fiir 6 h/d

Stopper-Losung fiir CHX und AMPs

0,3% Lecithin
3% Tween 80 Polysorbat
gelost in H,O-bidest
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Eidesstattliche Versicherung

Goeke, Julia Eliette

Ich erklére hiermit an Eides statt,

dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Thema

»Klinische Studie iiber den Zusammenhang von Kariesindizes und dem
Auftreten gegeniiber antimikrobiellen Peptiden unterschiedlich
empfindlichen kariespathogenen Bakterienstimmen*

selbstiandig verfasst, mich auller der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel
bedient und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annédhernd
tibernommen sind, als solche kenntlich gemacht und nach ithrer Herkunft unter
Bezeichnung der Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.

Ich erkliare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher
oder in dhnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines
akademischen Grades eingereicht wurde.
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