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1 Einleitung

1.1 Parodontitis

Die Parodontitis ist eine multifaktorielle, entzindliche Erkrankung des
Zahnhalteapparates, ausgelost durch spezifische, Uberwiegend anaerobe (1)
parodontalpathogene Keime und die komplexe immunologische Reaktion des

Korpers hierauf (2-4).

1.1.1 Epidemiologie

Die Parodontitis gilt als eine der haufigsten Krankheiten weltweit (5). Dem
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) zufolge, liegt die
Gesamtpravalenz milder, moderater und schwerer Parodontitiden in den USA bei
47 %, in der Bevolkerungsgruppe der Uber 65-Jahrigen, sind sogar Uber 64 %
betroffen (6). Im Rahmen der 5. Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS) von
2014, wurde die Pravalenz moderater und schwerer Parodontitiden
verschiedener Altersklassen bestimmt. Demnach leiden auch in Deutschland
etwa 52 % der 35- bis 44-Jahrigen und sogar 65 % der 65- bis 74-Jahrigen an
einer Parodontitis (7, 8). Im Vergleich zu den Zahlen der 4. DMS lasst sich zwar
ein rucklaufiger Trend der Pravalenzen sowohl bei ,Jungeren Erwachsenen® (35-
bis 44-Jahrige), als auch bei ,Jungeren Senioren® (65- bis 74-Jahrige)
beobachten (8). In Anbetracht des demographischen Wandels und der
»verlagerung chronischer Munderkrankungen in ein hdheres Lebensalter” (8), ist
allerdings mit konstant hoher Pravalenz und einem weiterhin gesteigerten

Behandlungsbedarf zu rechnen.

1.1.2 Atiologie

Der zentrale atiologische Faktor ist die polymikrobielle Infektion mit
parodontalpathogenen Keimen, die sich in der subgingivalen Plaque befinden
und durch die Freisetzung von Enzymen, Toxinen, Stoffwechsel- und
Zerfallsprodukte eine entziindliche Reaktion des Koérpers auslésen. Lange Zeit
galt die unspezifische Plaquehypothese (9, 10), der zufolge alleine die Menge an
subgingivaler bakterieller Plaque die Entstehung und das Ausmal} einer
Parodontitis bestimmt. Die genauere Untersuchung des Keimspektrums der

subgingivalen Plaque zeigte allerdings, dass nicht alle Bakterienspezies



gleichermal’en an der parodontalen Entzindung beteiligt sind, sondern nur
bestimmte, sogenannte parodontalpathogene Keime mit der Ausbildung und der
Schwere der Parodontitis assoziiert sind (11). Socransky et al. zeigten dartber
hinaus, dass bestimmte parodontalpathogene Keime bevorzugt zusammen, als
Komplexe organisiert, in der subgingivalen Plaque vorkommen und hier mit
einander interagieren (12). Wahrend die junge supra- und subgingivale Plaque
mit gram-positiven aeroben Streptokokken des gelben Komplexes assoziiert ist,
zeigt sich im weiteren Verlauf ein vertikales Wachstum der reifenden Plaque und
eine Verschiebung des Keimspektrums zu gram-negativen zunachst fakultativen
spater obligaten anaeroben Stabchenarten des orangen und roten Komplexes
(13, 14). Die Keime des orangen Komplexes (Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens) nehmen eine herausragende Rolle
bei der Interaktion zwischen den Fruhkolonialisten des gelben Komplexes und
den hochpathogenen obligaten Anaerobiern des roten Komplexes ein und sind
somit mafldgeblich flr Etablierung des roten Komplexes verantwortlich (13). Die
Besiedelung der Plaque mit dem roten Komplex (Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia und Treponema denticola) kann sich klinisch in einer
starken Progression der Parodontitis aul3ern und zeigt eine enge Korrelation zu
gesteigertem Attachment- und Knochenabbau, weshalb sein Nachweis als

Marker eine gesonderte Stellung in der Parodontitisdiagnostik einnimmt (13).

1.1.2.1 Fusobacterium nucleatum

Das Fusobacterium nucleatum (Fn) ist ein gram-negatives, anaerobes, langes
Stabchenbakterium des orangen Komplexes, das in den Mundhohlen von
gesunden und erkrankten Patienten zu finden ist (15). Fn gilt als wichtiges
,Briickenbakterium®, das mittels spezieller Adhasine, den Ubergang von
frihkolonialisierenden aeroben Streptokokken zu den hochpathogenen
anaeroben Erregern des roten Komplexes ermoglicht und somit eine

entscheidende Rolle im Verlauf parodontaler Erkrankungen einnimmt (15, 16).

1.1.2.2 Prevotella intermedia

Leitkeim des orangen Komplexes ist das gram-negative, anaerobe,
schwarzpigmentierte Stabchenbakterium Prevotella intermedia (Pi), das eine
starke Interaktion mit Fn und Keimen des roten Komplexes zeigt (12). Pi ist eng
mit der chronischen Parodontitis assoziiert (12, 17), aber auch an anderen oralen



und extraoralen Infektionen beteiligt (18, 19). Die Virulenzfaktoren von Pi
verursachen eine reduzierte granulozytare Chemotaxis im Rahmen der
immunologischen Reaktion des Wirtes (20), stimulieren den Abbau kollagener
Fasern und wirken Uber die Steigerung der Prostaglandinsynthese

knochenresorptiv (21).

1.1.2.3 Aggregatibacter actinomycetemcommitans

Der Aggregatibacter actinomycetemcommitans (Aa) nimmt eine Sonderrolle
neben den Erregern des roten Komplexes ein. Es handelt sich um ein gram-
negatives, fakultativ anaerobes, unbewegliches Stabchenbakterium (22), das
bevorzugt die menschliche Mundhohle besiedelt und hier sowohl in der supra-
und subgingivalen Plaque, im Speichel, der Sulkusflissigkeit und den
Schleimhauten nachweisbar ist (23, 24). Aa wird dem grinen Keimkomplex
zugeordnet und gilt als Haupterreger der aggressiven Parodontitis, findet sich
aber auch in akuten Phasen chronischer Parodontitiden, bei der in kurzer Zeit ein
massiver Gewebeabbau festzustellen ist (25, 26). Von den sechs bekannten
Serotypen (a-f) (27) zeigen nicht alle eine gleichermalien ausgepragte
parodontalpathogene Wirkung, dies gilt als Erklarung flir den regelmafigen

Nachweis von Aa auch in parodontal gesunden Patienten (22).

1.1.2.4 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (Pg) ist ein gram-negatives, obligat anaerobes,
unbewegliches, schwarzpigmentiertes Stabchen des roten Komplexes, das eng
mit destruktiven parodontalen Lasionen assoziiert ist (28, 29). Die hohe
Pathogenitat des Erregers geht von seinen zahlreichen Virulenzfaktoren aus.
Neben der starken Gewebeinvasivitat (30) und proteolytischen Enzymen, die
eine direkte kollagenolytisch Wirkung zeigen, den Abbau der extrazellularen
Matrix aber auch indirekt durch Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen
katalysieren, zahlen die Lipopolysaccharide (LPS) der auf’eren Membran zu den
wichtigsten Virulenzfaktoren. Durch direkte Osteoklastenaktivierung und
Stimulation von Prostaglandin E2 (PGEz2), Interleukin-1 (IL-1) und des
Tumornekrosefaktors (TNF), sind die LPS von Pg malgeblich an der
Knochenresorption wahrend der Parodontitis beteiligt (31). Die Studie von Griffen
et al. (29) zeigte, dass Pg auch in parodontal gesunden Patienten nachgewiesen
werden kann. Diese Erkenntnis fuhrt zu der Annahme, dass moglicherweise nicht
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nur Aa, sondern auch Pg verschiedene Genotypen ausbildet, die eine
unterschiedlich stark ausgepragte Parodontalpathogenitat aufweisen.

1.1.2.5 Tannerella forsythia

Tannerella forsythia (Tf) ist ein gram-negatives, obligat anaerobes, fusiformes
Stabchenbakterium, das eng mit Attachmentverlust, Knochendefekten und
schweren Formen der chronischen Parodontitis in Verbindung gebracht wird (13,
17). Mit der Spaltung von Proteinen des Wirtsorganismus durch proteolytische
Enzyme, sorgt Tf flr die Aufrechterhaltung der Substratzufuhr und tragt somit
zum Wachstum der subgingivalen Plaque bei (32). Dartber hinaus fihrt die
Interaktion spezieller Lipoproteine von Tf mit Zellen des Wirtes (33) und eine aus
Tf freigesetzte Cystein-Proteinase (34) zur Apoptose von Leukozyten und

Lymphozyten (35).

1.1.2.6 Treponema denticola

Treponema denticola (Td) ist ein beweglicher, gram-negativer, obligat anaerober
Erreger aus der Klasse der Spirochaten des roten Komplexes, dessen
Anwesenheit eng mit fortgeschrittenen parodontalen Lasionen assoziiert ist (36,
37). Die zahlreichen Virulenzfaktoren des Erregers, die den parodontalen
Gewebeabbau fordern (28), aber auch seine Beweglichkeit und die besondere
Interaktion und wechselseitige Abhangigkeit mit Pg, im Rahmen der Aggregation,
des Stoffwechsels und des Wachstums (38-40), machen Td zu einem weiteren

wichtigen Vertreter der parodontalpathogenen Erreger (41).

1.1.3 Klinische und histopathologische Veranderungen

Klinisch zeichnet sich die Parodontitis durch gingivale Entzindung, Blutung,
Attachmentverlust und Reduktion des Alveolarknochens, im fortgeschrittenen
Stadium aber auch durch Rezessionen, Zahnlockerung, -wanderung und -verlust
aus (42). Nach Ausbildung einer parodontalen Tasche ist die Erkrankung
uberwiegend irreversibel, da eine vollstandige Regeneration des pathogen
zerstorten Parodontiums nur unzureichend maglich ist (2).

Hierin liegt der entscheidende Unterschied zur Gingivitis, bei der eine Restitutio
ad integrum nach Entfernung der Ursache hergestellt werden kann (2, 43, 44).
Pathohistologisch ist neben der Ausbildung parodontaler Taschen, die apikale

Verlagerung des Saumepithels, die Zerstorung kollagenen Bindegewebes, eine
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massive Leukozytenmigration und ein entzindliches Infiltrat, das reich an
Plasmazellen, Lymphozyten und Makrophagen ist, erkennbar (45-47).

Page und Schroeder veréffentlichten bereits 1976 eine Ubersicht Uber die
verschiedenen histopathologischen Stadien der  plaque-induzierten
entzundlichen Veranderung des Zahnhalteapparates und der jeweiligen
klinischen Manifestation (48). Die hier beschriebene Initiallasion entsteht nach
Ausbildung einer dentalen Plaque in etwa zwei bis vier Tagen und ist durch die
Reaktion lokaler Leukozyten und Endothelzellen auf den bakteriellen Biofilm
gekennzeichnet. Die Veranderungen sind histologisch nachweisbar, zeigen
jedoch keine klinischen Anzeichen einer Entzundungsreaktion. Bakterielle
Enzyme und Stoffwechselprodukte stimulieren die Freisetzung von Zytokinen
aus dem Saumepithel und Neuropeptiden, die eine Vasodilatation der lokalen
GefalRe auslosen. Das gesteigerte GefalBlumen und die erhohte
Gefallpermeabilitat fihren anschlie3end zur Migration vorzugsweise neutrophiler
Granulozyten.

Im Stadium der frihen Lasion nach etwa 4 bis 10 Tagen kommt es neben der
Steigerung der Anzahl neutrophiler Granulozyten auch zur Einwanderung von
Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen, Mastzellen und zur
Komplementaktivierung. Klinisch deuten die gingivale bzw. parodontale Blutung
und eine gesteigerte Flussrate des Sulkusfluids auf eine entzindliche
Komponente hin. Histologisch sind eine Epithelproliferation und die Ausbildung
von Reteleisten als Reaktion auf einen entzindlichen Stimulus nachweisbar.
Nach etwa zwei bis drei Wochen verlagert sich das Spektrum der Immunantwort
vom angeborenen zum erworbenen Immunsystem und es entsteht eine etablierte
Lasion, in der Makrophagen, Plasmazelle, T- und B-Lymphozyten dominieren.
Die Steigerung der Aktivitat verschiedener Kollagenasen sorgt fur den fast
vollstandigen Abbau des gingivalen Stutzgewebes, die Destruktion von
Knochengewebe hingegen ist noch nicht anzutreffen. Klinisch zeigt sich
entsprechend eine moderate bis schwere Gingivitis mit Blutung, Schwellung und
Farbveranderung.

Fortgeschrittene Lasionen sind, anders als die vorangegangenen Stadien nicht
langer reversibel, sie werden von Plasmazellen dominiert und manifestieren sich
klinisch durch eine Fibrose, irreversiblen Knochen- und Attachmentverlust mit

Ausbildung einer parodontalen Tasche und Tiefenwachstum des Saumepithels.
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1.1.4 Klassifikation

Die aktuelle allgemeingultige Klassifikation parodontaler Erkrankungen wurde
1999 von der American Academy of Periodontology sowie der European
Federation of Periodontology veroffentlicht (49) und differenziert zunachst
zwischen rein gingivabezogenen Erkrankungen, den Gingivopathien und den
Parodontopathien mit Attachment- und Knochenbeteiligung. Neben dieser
Erweiterung, wurden sowohl die Gingivopathien, als auch die Parodontopathien
hinsichtlich ihrer Atiologie, des klinischen Erscheinungsbildes und des
Krankheitsverlaufes klassifiziert. Diese deutlich umfassendere Kategorisierung
tragt nicht nur der Komplexitat der Erkrankung Rechnung, sie ersetzt auch die
zuvor bestehenden Klassifikationen.

Innerhalb dieser Klassifikation der Parodontopathien wird die aggressive von der
chronischen Form unterschieden, wobei der nekrotisierend-ulzerierenden
Parodontitis als gesonderte Auspragung gefuhrt wird.

Die chronische Parodontitis ist die haufigste Form der Parodontitiden, sie verlauft
in der Regel langsam fortschreitend, kann aber auch mit akuten Phasen
einhergehen (45, 50, 51) und wird nach ihrer Schwere, gemessen am klinischen
Attachmentverlust (CAL, clinical attachment loss), in eine milde (1-2 mm CAL),
moderate (3-4 mm CAL) und eine schwere Form (= 5 mm CAL) unterteilt.
Aulerdem wird die lokale (< 30% involvierte Stellen) von der generalisierten (>

30% involvierte Stellen) Form unterschieden (49).

1.1.5 Risikofaktoren

Neben der primaren obligaten bakteriellen Infektion, ist die Anfalligkeit des Wirtes
zur Ausbildung einer Parodontitis entscheidend (1, 2, 52), weshalb ein
besonderes Augenmerk auf die vielfaltigen und zahlreich beschriebenen
Risikofaktoren dieser Erkrankung gelegt werden muss.

Da der subgingivale bakterielle Biofilm der wichtigste atiologische Faktor ist, gilt
eine mangelnde Mundhygiene als entscheidender Risikofaktor fur die Ausbildung
einer Parodontitis (53, 54). Des Weiteren beschreiben viele Autoren
Tabakkonsum (54-58), die Erkrankung an Diabetes mellitus, das mannliche
Geschlecht (55, 56) die ethnische Herkunft (54) und ein hohes Alter (59) als
Risikofaktoren.
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Studien haben gezeigt, dass Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern, ein um das
Funffache gesteigertes Risiko zur Ausbildung einer Parodontitis haben (60),
wobei das Ausmald der parodontalen Destruktion und die gesteigerte
Zahnverlustrate bei Rauchern stark mit der Menge des Tabakkonsums zu
korrelieren scheint (61, 62). Die Pathophysiologie geht einerseits von der
vasokonstriktorischen Wirkung des in Tabakwaren enthaltenen Nikotins aus, das
zu einer verringerten Zirkulation und einer verminderten Transsudation von
Sulkusflussigkeit und somit zu einer reduzierten Immunantwort auf
Parodontalpathogene und einer herabgesetzten Wundheilungsfahigkeit fuhrt
(63-65). Andererseits kommt es auf zellularer Ebene in Gegenwart von Nikotin
zu einer gestdrten Chemotaxis neutrophiler Granulozyten (66), einer verstarkten
Exprimierung von Interleukin-1 durch Keratinozyten (67) und einer verminderten
Produktion von Antikorpern (68), wodurch die Abwehrleistung des Wirtes und die
Fahigkeit zur Wundheilung nochmals reduziert wird.

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor parodontaler Erkrankungen ist das mannliche
Geschlecht. Dem NHANES zufolge zeigen Manner in den Vereinigten Staaten
eine um 50 % hohere Pravalenz als Frauen (6). Auch Zahlreiche Studien haben
in der Vergangenheit belegt, dass Manner deutlich haufiger an einer Parodontitis
erkranken bzw. schwerere Formen aufweisen, als Frauen in vergleichbarem Alter
(6, 69, 70). Der Hintergrund fur die Korrelation zwischen der Pravalenz
parodontaler Erkrankungen und dem Geschlecht ist allerdings bis heute noch
nicht vollstandig geklart (55). Genco et al. sagen, dass das biologische
Geschlecht genetisch determiniert ist und grundsatzlich keine kongenitalen
Unterschiede zwischen den beiden Geschlechtern in Bezug auf die Anfalligkeit
fur parodontale Erkrankungen bestehen, sondern vielmehr soziale, kulturelle und
verhaltensbezogene Geschlechterunterschiede einen Einfluss auf die Zunahme
umweltbedingter Risikofaktoren haben (56). Zwar weisen Manner tatsachlich
allgemein eine schlechtere Mundhygiene als Frauen auf, allerdings zeigen sie
bei Korrektur dieser Hygienedefizite nichtsdestotrotz bei Vergleich der klinischen
Attachmentlevels eine groRere Assoziation zu schweren Parodontitiden (55),
weshalb der geschlechterunterschiedliche Lebenswandel moéglicherweise nicht

als alleinige Begrindung fur die hdhere Pravalenz dienen kann.
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1.2 Konventionelle Parodontitistherapie

Da der bakterielle Biofilm als atiologischer Hauptfaktor flr die Entstehung einer
Parodontitis gilt, ist der Erfolg einer Therapie neben einer exzellenten hauslichen
Mundhygiene des Patienten maflgeblich von der konsequenten Entfernung
supragingivaler Belage und der subgingivalen Plaque abhangig (71-73).
Unbehandelte Parodontitispatienten weisen eine drei- bis viermal hdhere
jahrliche Zahnverlustrate auf, als Patienten, die einer Therapie zugefuhrt werden
(74). Aufgrund dieser Erkenntnisse gilt die mechanische Plague- und
Zahnsteinreduktion mittels Scaling und Rootplanning (SRP), unabhangig davon,
ob mit Hand- oder Schall- bzw. Ultraschallinstrumenten ausgefihrt, als
Goldstandard in der nichtchirurgischen Parodontitistherapie und wird in der Regel
als Primartherapie durchgefuhrt, da es sowohl die Inflammation, als auch die
Sondierungstiefen reduziert und den Erhalt des Knochenniveaus sichert (74-76).
Die Instrumentierung des gesunden Parodonts (ST 1-3 mm) ist hingegen
kontraindiziert, da es hierbei zu Attachmentverlust kommt (74).

Auf zellularer Ebene verschiebt sich nach mechanischer Therapie die
pathologische mikrobielle Flora sowohl quantitativ als auch qualitativ zu Gunsten
einer physiologisch assoziierten Flora und einer raschen Wiederbesiedelung wird
vorgebeugt (77). So weichen Anaerobier Aerobiern, gram-negative Keime gram-
positiven und Spirochaten und bewegliche Stabchen nichtbeweglichen Kokken
(78). DarlUber hinaus sinkt die Fliedrate der Sulkusflissigkeit und die Zahl
immunologischer Zellen (78, 79).

Klinisch auldert sich diese Verschiebung in einer Reduktion der Blutung auf
Sondierung um bis zu 60 %. Aulderdem konnte in zahlreichen Studien nach SRP-
Therapie ein klinischer Attachmentgewinn belegt werden, wobei moderate
Taschen (4-6 mm) mit vergleichsweise moderatem, tiefe Taschen (> 7mm) mit
starkerem Attachmentgewinn reagieren (74).

Wie histologische Untersuchungen zeigen, handelt es sich hierbei nicht um
bindegewebiges Attachment, welches zuvor verloren gegangen ist, sondern um
die Ausbildung eines langen Saumepithels (80). Diese Epithelialisierung ist
bereits circa eine Woche nach SRP abgeschlossen und verhindert somit die

Wiederherstellung bindegewebiger parodontaler Fasern (80, 81).
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Prognostisch muss vor Therapiebeginn beachtet werden, dass es sich um ein
technisch anspruchsvolles und zeitaufwandiges Verfahren handelt, das an
mehrwurzligen Zahnen, insbesondere mit bereits ausgepragtem Furkationsbefall
und solchen mit besonderer Wurzelanatomie grundsatzlich weniger erfolgreich

ist, als an einwurzeligen Zahnen (82, 83).

1.3 Die Sulkusflussigkeit

Die Sulkusflissigkeit (GCF, gingival crevicular fluid) ist ein komplexes
Serumfiltrat, das durch das Saumepithel in den gingivalen Sulkus, bzw. in die
parodontalen Tasche gelangt (52, 84-86) und hier eine zentrale Rolle in der
Aufrechterhaltung der Struktur des Saumepithels und der antimikrobiellen
Abwehrleistung darstellt (86).

Durch die Fahigkeit, Bakterien und Partikel aus dem Sulkus heraus zu spulen,
wird ihr einerseits eine mechanische Schutzwirkung zugesprochen (87-89),
andererseits wirkt sie als Transportmechanismus flr Immunglobuline in die
Mundhdhle (90, 91).

Das GCF setzt sich aus uber 65 Bestandteilen zusammen (92), hauptsachlich
finden sich hier Serumelektrolyte, kdrpereigene Enzyme und deren Inhibitoren,
Immunglobuline, Lipoproteine, Fibrinogen, zellulare Bestandteile,
Entzindungsmediatoren und Antikdrper gegen Bakterien der dentalen Plaque
sowie Gewebeabbauprodukte. (92-94)

Die zellularen Bestandteile rekrutieren sich allen voran aus neutrophilen
Granulozyten, die den wichtigsten Teil des zellularen Abwehrmechanismus im
gingivalen Sulkus darstellen (86).

Zahlreiche Autoren befassten sich insbesondere in den 1960er Jahren, aber
auch danach, mit der Fragstellung, ob die Sulkusfllssigkeit ein rein entziindliches
Exsudat ist, oder ob sie sich auch in parodontal gesunden Geweben findet.

So beschreiben einige Autoren das GCF als Exsudat, das sich im Sulkus oder
der parodontalen Tasche entzindlich veranderter Gingiva findet, nicht jedoch in
der gesunden Gingiva (85, 95, 96).

Zahlreiche andere Autoren (84, 94, 97-99) hingegen bezeichnen die
Sulkusflussigkeit als eine Flussigkeit, die physiologischer Weise auch in

gesundem nicht entzindetem Gewebe zu finden ist.
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In klinischen und histologischen Studien wiesen Loe et al. nach, dass das GCF
bereits auftritt, bevor klinische Anzeichen einer Inflammation sichtbar sind,
histologisch hingegen sei die entzindliche Gewebeveranderung zu diesem
Zeitpunkt bereits erkennbar. Laut Loe et al. hat es daher nur den Anschein, dass
auch die gesunde Gingiva Sulkusflussigkeit produzieren wurde (95, 96).

Sowohl die ionische, als auch die zellulare Zusammensetzung des GCF aus
klinisch gesunden Geweben ahnelt der des entzindlichen Exsudates bei
Inflammation (84, 94, 98), was die These von Loée et al. stutzt. Die
Proteinzusammensetzung hingegen unterscheidet sich, wobei sich in dem GCF
klinisch gesunder Gewebe geringere Proteinkonzentrationen finden, als bei
entzindlichen Veranderungen (84). Der niedrigere Proteingehalt des GCF bei
klinisch gesunden Verhaltnissen spricht fur ein Transsudat, weniger flr ein
Exsudat.

Alfano sieht aullerdem in der zeitlichen Verzogerung zwischen Kklinischen
Anzeichen einer Inflammation und dem Auftreten von Sulkusflissigkeit als
entzindliches Exsudat einen Widerspruch und geht auf Grundlage der Arbeit von
Diamond et al. (100) davon aus, dass es verschiedene Mechanismen zur
Freisetzung der Sulkusflussigkeit geben muss.

Er ist der Meinung, die Sulkusflissigkeit sei sowohl physiologischer, als auch
pathologischer Natur und beschreibt hierzu zwei unterschiedliche Mechanismen,
die die Entstehung und Steigerung der Sulkusflussigkeit erklaren.

Im nicht entzdndlich veranderten Sulkus kommt es durch Ablagerung von
bakteriellen Stoffwechselprodukten aus dem dentalen Biofilm an der
Basalmembran des Saumepithels zur Generation eines osmotischen
Gradienten. Dem Gefalle folgend, wird intrazellulare FlUssigkeit aus dem
Saumepithel in den Sulkus abgegeben, die Sulkusflissigkeit (84).

Sofern die bakterielle Plaque nicht entfernt wird, kommt es zur Anreicherung der
Stoffwechselprodukte, die schlussendlich die Basalmembran durchbrechen
konnen. Dies wiederum flhrt in Abhangigkeit von den Eigenschaften der
Stoffwechselprodukte zur Bildung eines klassischen entziundlichen Exsudates
(84).

In einer bemerkenswerten Studie an parodontal gesunden Hunden konnten Brill

et al. (101) zeigen, dass eine chemische oder mechanische Irritation die
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Produktion von Sulkusflussigkeit initiiert. So bewirkt bereits der Kauvorgang eine
Anregung der GCF-Produktion.

Zusammenfassend sprechen viele Anzeichen daflr, dass die Sulkusflissigkeit
eine sehr komplex zusammengestellte Gewebeflussigkeit ist, die sich im
gesunden gingivalen Sulkus als Transsudat und in einer entzindlich bedingten
parodontalen Tasche als Exsudat befindet (84, 94, 97-99, 102).

Trotz der unterschiedlichen Auffassungen bezlglich der Genese, ist es
unumestritten, dass die Sulkusfllssigkeit ein einzigartiges diagnostisches Medium
darstellt (86), dass bereits frih als Indikator zur Analyse des parodontalen
Zustandes herangezogen wurde (86, 95).

Die Menge an GCF steht im direkten Verhaltnis zur gesteigerten
Gefallpermeabilitat und zum Ausmal} der Ulzerationen des Taschenepithels des
entzundlich veranderten Sulkus (92). Oliver et al. (103) sehen eine starke
Korrelation zwischen SulkusflieBrate und klinischen Entzindungszeichen,
wohingegen Hancock et al. (104) die Wertigkeit Menge an Exsudat zur
Vorhersage der Schwere der Inflammation nicht unterstitzen.

Demnach konnte die Menge an Sulkusflussigkeit als ein klinischer Parameter fur
die Anwesenheit einer entzindlichen Veranderung herangezogen werden,
jedoch nicht zur Beurteilung des Schweregrades.

Durch die fortschreitende Technologie konnten im weiteren Verlauf auch eine
Vielzahl der Bestandteile der Sulkusflussigkeit hinsichtlich ihrer Eignung als
Biomarker zur Abbildung der Progression einer Parodontitis untersucht werden,
wobei sich bei vielen potentiellen Markern der Nachweis als nicht Uberaus
spezifisch darstellte. Weder ist es den meisten Markern mdglich, die Schwere der
parodontalen Erkrankung korrekt abzubilden, noch lasst sich durch die eher
unprazise Entnahme des diagnostischen Mediums eine erkrankte Stelle
eindeutig von einer benachbarten, nicht erkrankten Stelle unterschieden (92).
Wie zahlreich belegt, nehmen Prostaglandin E2 und die Matrixmetalloproteinase-
8 als Biomarker, aufgrund ihrer hohen Spezifitdt jedoch eine herausragende
Stellung in der Parodontitisdiagnostik ein (52, 105), weshalb sie im Rahmen

dieser Studie verwendet wurden und im Folgenden naher erlautert werden sollen.
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1.4 Prostaglandin E>

1.4.1 Synthese

Prostaglandin Ez: ist ein Entzindungsmediator aus der Reihe der Eikosanoiden
und wird aus der Arachidonsaure gebildet. Die Arachidonsaure ist eine vierfach
ungesattigte Fettsaure, die als Membranbestandteil in nahezu jeder Zelle
vorkommt. Zu Beginn wird die Arachidonsaure durch die Phospholipase A2 aus
Phospholipiden der Membran mobilisiert. Sie wird dann einerseits von der
Lipoxygenase (LOX) zu den Leukotrienen, andererseits durch die
Cyclooxygenasen (COX-1, COX-2) zu den Prostaglandinen, Prostacyclinen und
Thromboxanen umgewandelt. Die bioaktiven Prostanoide PGlz2, PGD2, PGF2q,
TXA2 und PGE2 werden schlieBlich aus PGH2 durch die Prostaglandin-E-
Synthase synthetisiert (106, 107).

1.4.2 Wirkung und Regulation

PGE-2 hat ein komplexes Wirkungsspektrum im menschlichen Korper, das Uber
die vier Subtypen des membranstandigen G-Protein-gekoppelten Rezeptors EP
vermittelt wird (106, 107). Wahrend die Cyclooxygenase-1 dauerhaft synthetisiert
wird, kommt die Cyclooxygenase-2 ausschliellich in entzindlich veranderten
Geweben vor, weshalb ihr eine gesonderte Rolle zukommt (108). So hat PGEz,
dass durch den COX-2-Typ gebildet wird, von allen Prostaglandinen die starkste
proiflammatorische und schmerzverstarkende Wirkung (107).

Neben der Verstarkung von Schmerzmediatoren wie Bradykinin und Histamin
(109), wirkt PGE2 hyperalgetisch, indem es die Schwellengrenze von
Natriumkanalen an sensorischen Nervenenden herabsetzt (110). Seine
pyretische Wirkung vermittelt PGE2 Uber den EP3 Rezeptor der Endothelzellen
des Hypothalamus, der die Erhéhung der Koérpertemperatur reguliert (111, 112).
Zahlreich belegt ist aulRerdem die vasodilatierende Wirkung von PGE2 (106,
113), die durch den EP2-Rezeptor vermittelt wird (114) und zur Auspragung der
klassischen Entzindungszeichen beitragt. Je nach Gefallbett kann PGE2 durch
Kontraktion der glatten Muskulatur allerdings auch gefaldverengend wirken (115).
Durch Stimulation der Osteoklastenbildung Uber den EP4-Rezeptor wirkt PGE2
darUber hinaus knochenresorptiv (106, 116-120), weshalb es im Rahmen der
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Parodontitis mit Knochen- und folglich Attachmentverlust eine Schlusselrolle
einnimmt (106).

Hierzu interagieren PGEz2, Interleukin-1 (IL-1) und Tumor Nekrose Faktor (TNF)
synergistisch und stimulieren die Ausbildung des receptor activator of nuclear
factor-kB ligand (RANKL) an der Oberflache von Osteoblasten und Stromazellen,
was die Proliferation von Praosteoklasten zu Osteoklasten tber die Bindung an
den receptor activator of nuclear factor-kB (RANK) im Rahmen des
OPG/RANK/RANKL-Systems vermittelt (121). So induzieren beispielsweise
Parodontale Ligamentzellen (PDL-Zellen) unter mechanischer Belastung die
Differenzierung von Osteoklasten Uber RANKL, indem sie vermehrt PGE2
synthetisieren (122).

PGE2, IL-1 und TNFa verstarken zudem die Sekretion von
Matrixmetalloproteinasen aus Monozyten und sind somit als terminale
Effektormolekile mal3geblich an der Bindegewebsdestruktion in parodontalen
Geweben beteiligt (52, 123).

Andererseits zeigt durch Makrophagen synthetisiertes PGE2 eine
immunsupprimierende Wirkung durch Erhdhung des intrazellularen cAMP-Levels
und hemmt die T-Lymphozyten-vermittelte Interleukin-2 (IL-2) und Interferon y
(IFNy) Produktion sowie das durch Makrophagen freigesetzte IL-1 und TNF (107,
124). Diese negative Riuckkoppelung ist der selbstlimitierende Faktor, der eine

unbegrenzt Uberschiellende Entzindungsreaktion durch PGE2 verhindert.

1.4.3 Diagnostikum

Diverse Studien belegen, dass die Konzentration von PGE2 im GCF gesunder
Patienten gering oder nicht messbar ist, parodontal erkrankte Patienten hingegen
weisen auch vor klinisch messbarem Attachmentverlust deutlich erhdhte
Konzentrationen auf (52, 125-127).

Offenbacher et al. (128) beschreiben in parodontal erkrankten Geweben zwei-
bis dreimal hohere, in aktiven Phasen mit Progression funf- bis sechsmal hohere
PGE2-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Geweben, wobei in
experimentellen Gingivitismodellen binnen vier Wochen ein Anstieg von 20,5
ng/ml auf 53,5 ng/ml festgestellt wurde (129). Aktive Taschen chronischer
Parodontitispatienten weisen PGE2-Konzentrationen von 305,6+£56,5 ng/ml auf.
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Offenbacher et al. nehmen an, dass eine Konzentration von 300 ng/ml mit einem
Attachmentverlust von 0,5 — 1,0 mm/Jahr einhergeht (128).

Der zahlreich belegte korrelierende Attachment- und Knochenverlust, machen
PGE2 nicht nur zu einem wichtigen pathogenen Faktor parodontaler
Erkrankungen, sondern auch zu einem spezifischen Biomarker, der die Schwere
und die Aktivitat einer Parodontalerkrankung widerspiegelt (52, 117, 125, 130,
131). In bestimmten Hochrisikopatienten sind auch in klinisch gesunden
Geweben deutlich erhdhte PGE2-Konzentrationen festzustellen, hierzu gehéren
vornehmlich Patienten mit nicht eingestelltem Diabetes mellitus, aber auch
Patienten mit refraktaren Lasionen und aggressiver Parodontitis (52).

Hieraus wird abgeleitet, dass die GCF-Konzentration von PGE2 nicht nur als
lokaler Entzindungsmarker dient, sondern auch mit der allgemeinen
Reaktionsbereitschaft eines Organismus auf einen inflammatorischen Prozess
korreliert (52).

1.5 Matrixmetalloproteinase-8

1.5.1 Synthese

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sind  kalziumabhangige, zinkhaltige
Endopeptidasen, die in der Regel als Zymogene exprimiert werden (132, 133).
Die Aktivierung erfolgt Uber die Abspaltung der Pro-Domane entweder
autoproteolytisch, durch andere MMPs oder durch Serinproteasen. Im Rahmen
des physiologischen Gewebeumbaus katalysieren sie den Abbau von
Kollagenen, Elastin, Gelatine, Glykoproteinen und Proteoglykanen aus der

extrazellularen Matrix (133, 134).

1.5.2 Wirkung und Regulation

Als Reaktion auf einen entziindlichen Reiz und auf mikrobielle Pathogene, die
sich im oralen Biofilm befinden (135) schutten Zellen des PDL vermehrt MMPs
aus, die wiederum den Abbau von Kollagen-Typ-I katalysieren. Dies gilt als
Hauptursache fur klinischen Attachmentverlust (136), da Typ-I-Kollagen den
groliten Bestandteil der extrazellularen Matrix (ECM) der parodontalen Gewebe

darstellt (137, 138) und sich die zunehmende Progression der Parodontitis durch
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die Degeneration parodontaler Fasern und des hiermit verbundenen
Alveolarknochens auszeichnet (139, 140).

Die Matrixmetalloproteinase-8 (MMP-8) qilt als eine der wichtigsten interstitiellen
Kollagenasen im Rahmen der parodontalen Gewebedestruktion, die sich bei
parodontal erkrankten Patienten nicht nur im Speichel, sondern auch im
GCF/PISF und in den gingivalen Geweben selbst finden lasst (140, 141). Sie ist
als einziges Enzym der MMP-Familie dazu in der Lage, sowohl Typ |, als auch
Typ Il Kollagen zu spalten (142) und daher zu einem hohen Mal} mit der Schwere
der parodontalen Entzindung assoziiert (140).

Die Regulation der Aktivierung und Inhibition von MMPs ist sehr komplex, wobei
die wichtigsten endogenen Inhibitoren die tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs) sind. Hierzu gehoéren das Plasmaprotein alpha-2 Makroglobulin, der
tissue factor pathway inhibitor 2 (TFPI2), Prokollagen Typ | C-terminales
Propeptid (PICP), RECK und das beta-amyloid precursor protein (143).

Das Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs ist entscheidend zur
Aufrechterhaltung der Integritat gesunder parodontaler Gewebe, entsprechend
fuhrt eine Verschiebung dieses Gleichgewichts zu Gunsten der MMPs zum
Abbau von Bindegewebe und Alvoelarknochen (136).

1.5.3 Diagnostikum

Die Synthese und Ausschuttung der MMP-8 geht von verschiedenen Zelltypen
wie Endothelzellen, Fibroblasten und neutrophilen Granulozyten aus, wobei
letzteren eine entscheidende Bedeutung zugesprochen wird. So korreliert die
Konzentration von MMP-8 im GCF deutlich mit der Zahl neutrophiler
Granulozyten, weshalb man davon ausgeht, dass deren ubermafige Migration
im Rahmen des inflammatorischen Prozesses einen entscheidenden Faktor fur
die Gewebedestruktion des Parodonts darstellt (144).

Die Korrelation erhdhter Konzentrationen von MMP-8 in Speichel, GCF und den
betroffenen Geweben bei Patienten, die an einer chronischen Parodontitis leiden,
haben in den letzten Jahren dazu gefuhrt, dass sich MMP-8 als Biomarker
etabliert hat (136).

Marcaccini et al. und Kinane et al. belegen die Sensitivitat von MMP-8 als
Biomarker in ihren Studien. Sie zeigen, dass die MMP-8-Konzentrationen bei

Patienten mit chronischer Parodontitis vor Initialtherapie deutlich héher waren,
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als nach erfolgreicher Therapie, ohne jedoch ein Konzentrationslevel im
Normbereich zu erreichen (139, 145).

Besonders erhohte MMP-8-Konzentrationen im GCF zeigen sich in Gegenwart
von Treponema denticola und Tannerella forsythia, wofur die Virulenzfaktoren
der Keime verantwortlich gemacht werden (146), aber auch in
Hochrisikopatienten  mit  Diabetes  mellitus fuhrt die  chronische
Hypercholesterinamie zu einer verstarken Ausschuttung pro-inflammatorischer
Zytokine, welche wiederum flir die vermehrte Expression von MMP-8
verantwortlich gemacht wird. Ein bestehender Diabetes mellitus korreliert
demnach nicht nur mit erhohten PGE2- sondern auch mit erhdhten MMP-8-

Konzentrationen (147).
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2 Zielsetzung der Studie

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss einer nicht-chirurgischen Therapie
auf PGE2 und MMP-8 und die wechselseitigen Abhangigkeiten mit klinischen

Parametern und sechs parodontalpathogenen Keimen zu untersuchen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektiv beobachtende
multiple Kohortenstudie, deren Ziel die Herausstellung von Zusammenhangen
zwischen den verschiedenen klinischen und laborchemischen Parametern
innerhalb und zwischen den verschiedenen, im Folgenden naher beschriebenen
Gruppen nach SRP-Therapie war. Im Vorfeld wurde die Studie durch die
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat

Munchen gepruft und bewilligt (Referenznummer: 025-11).

3.2 Studienpopulation

Im Rahmen dieser Studie wurden 152 Patienten, davon 70 weiblich und 82
mannlich zum Zeitpunkt Null (Initial) sowie 6 Monate spater (Recall) in den
klinischen Kursen der Konservierenden Zahnheilkunde der Poliklinik far
Zahnerhaltung und Parodontologie des Klinikums der Universitat Muanchen
untersucht. Der Altersdurchschnitt der Patienten betrug 52,3 £ 9,61 Jahre (18-
65). Innerhalb der Studienpopulation befanden sich in der Initialgruppe 93
Nichtraucher und 56 Raucher, in der Recallgruppe 94 Nichtraucher und 56
Raucher. Schwangere Patientinnen und Patienten mit Diabetes mellitus wurden
von der Studie ausgeschlossen.

3.3 Klinische Parameter

Die klinische Parodontitisdiagnostik umfasst das Messen der Sondierungstiefe
und des entsprechenden Attachmentverlustes, die Erfassung des BOP, des
Gingival Index sowie eine rontgenologische Analyse zur Beurteilung des
Alveolarknochenabbaus (148).

Das zu Beginn der Initialtherapie angefertigte Orthopantomogramm (OPG) wurde
einer rontgenologischen Analyse zur Beurteilung des Alveolarknochenabbaus
unterzogen, wobei der jeweilige Knochenabbau durch zwei unabhangige
Untersucher vermessen und anschliellend als Prozentwert erfasst wurde. Bei
unterschiedlichen Messergebnissen der Untersucher wurde ein Mittelwert
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gebildet. Zum Zeitpunkt null sowie nach sechs Monaten wurde eine 6-Punkt-
Messung durchgefuhrt, die Blutung auf Sondieren und der Plaque-Index erfasst
und eine Entfernung der supragingivalen Plaque vorgenommen. Bei
vorhandenen Parodontaltaschen mit ST= 4mm erfolgte zudem eine SRP-

Therapie.

3.3.1 Sondierungstiefe

Die Messung der Sondierungstiefen mit kalibrierten Parodontalsonden
(Millimeterskalierung 3-6-9-12) ist ein Standardverfahren zur Beurteilung der
Ausdehnung parodontaler Gewebedestruktion. Im Rahmen der 6-Punkt-
Messung (mesiobukkal, bukkal, distobukkal, = mesionlingual/-palatinal,
lingual/palatinal, distolingual/-palatinal) eines jeden Zahnes, wurde eine PCP 10
Parodontalsonde (Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland) drucklos in den
Sulkus eingefuhrt und die Strecke zwischen Taschenboden und dem hdchsten

Punkt der marginalen Gingiva gemessen (148).

3.3.2 Blutung auf Sondieren

Entzundlich verandertes Parodontalgewebe beginnt bei Sondierung des Sulkus,
bzw. der parodontalen Tasche, aufgrund von Mikroulzerationen im
Taschenepithel und der Fragilitdt, des darunterliegenden Gefaldsystems, zu
bluten, weshalb die Blutung auf Sondieren (BOP=bleeding on probing) ein
objektives Anzeichen fur das Vorhandensein einer entziundlichen Veranderung
darstellt (148).

Die Erstellung eines BOP-Index (Messpunkte mit Blutung/Messpunkte gesamt)
erfolgte im Rahmen der 6-Punkt-Messung und stellt eine gute Grundlage zur
Feststellung der Ausdehnung des entzindlichen Prozesses dar. Ein BOP-Index
ist daher sowohl fur den Behandler, als auch fur den Patienten ein hilfreiches
Diagnostikum (148).

3.3.3 Plaque-Index

Der Sulkus-Blutungs-Index (SBI) dient der Beurteilung der gingivalen
Inflammation und wurde in Kombination mit dem Plaque-Index (PI) erstellt. Zur
Erfassung des SBI wurde die Parodontalsonde drucklos durch den Sulkus der
vestibularen und oralen Zahnflachen, abweichend von der Modifikation durch
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Lange (149), aller Zahne gestrichen, eine auftretende Blutung vermerkt und ein
Index erstellt. Analog hierzu wurde, zur Beurteilung der Mundhygiene, jede
Zahnflache mithilfe eines Plaquerelevators (Mira-2-Ton, Hager & Werken,

Deutschland) bestrichen und anschliel3end der Pl erhoben.

3.4 Probenentnahme

Zum Zeitpunkt Null sowie nach 6 Monaten wurde nach Aufnahme der klinischen
Parameter die Sulkusflissigkeit mithilfe steriler GFC/PISF Collection Stripes
(Dentognostics GmbH, D-Jena), die Bakterienproben mittels steriler
Papierspitzen der GrofRe 1ISO 40 (VDW GmbH, Minchen, Deutschland) in jedem
Quadranten aus der jeweils tiefsten parodontalen Taschen gewonnen. Nach
schonender Trocknung des betreffenden Zahnes mithilfe von Luft und
Watterollen, wurden die GCF-Streifen 2 mm in den jeweiligen Sulkus eingefuhrt
und fur 30 Sekunden belassen. Anschlieltend wurden die Papierspitzen in den
Sulkus der gleichen Entnahmestelle bis zum Taschenfundus eingefuhrt und
wiederum fur 10 Sekunden belassen. Zur Lagerung und Transport wurden je
Patient insgesamt vier GCF-Streifen in Cryo.s Einfrierrohrchen (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Osterreich) und insgesamt vier Papierspitzen in 1,5 ml-
Reagiergefalle  (Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland) gegeben. Alle
Probenréhrchen wurden mit einer anonymisierten Identifikationsnummer des

Patienten versehen und anschlief3end bei -80° C eingelagert.

3.5 PGE:-Analyse

Die Messung der PGE2-Konzentrationen in den Patientenproben erfolgte uber
ein kompetitives ELISA-Verfahren unter Zuhilfenahme des ,PGE-2 high sensitivity
ElA-Kits* (Enzo Life Science, Lorrach, Deutschland).

Die im Folgenden beschriebenen Messungen wurden nach dem vom Hersteller
zur Verfigung gestellten Protokoll durchgefuhrt. Alle Proben und verwendeten
Reagenzien wurden unter Zuhilfenahme von verstellbaren Einkanalpipetten
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und dem Aufnahmevolumen
entsprechenden Pipettenspitzen (Biozyme Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland), bzw. elektronischen Multikanalpipetten (Thermo Fisher Scientific,
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Massachusetts, USA) und elektronischen Multipipetten mit 5 pl-Combitip
(Eppendorf AG) verarbeitet.

Standard: Zunachst erfolgte die Herstellung einer Standardreihe, anhand deren
optischer Dichte (OD) die PGE2-Konzentrationen der Patientenproben am Ende
einer jeden Versuchsreihe bestimmt wurden. Es wurden fur jede Versuchsreihe
je acht Standardldsungen in absteigender, genormter Verdunnung des
,Prostaglandine E2 Standard® in 1,5 ml-Reagenzgefallen (Sarstedt) hergestellt
und anschlie3end in zweifacher Ausfuhrung pipettiert.

Proben: Die zuvor in 400 pl phosphate buffered saline (PBS) gelosten
Patientenproben wurden zunachst mit dem mitgelieferten Probenpuffer (,Assay
Buffer) im Verhaltnis 1:10 verdinnt, mithilfe eines Vortexers (Thermo Fisher
Scientific) vermischt und anschlief3end in je zweifacher Ausflhrung pipettiert,
sodass bei einer Versuchsreihe mit einer 96-Well-Platte 36x2 Patientenproben
gemessen werden konnten.

Dem Protokoll folgend, blieben 4x2 Wells zur Bestimmung des Leerwertes
(Blank), der nicht-spezifischen Bindung (NSB), der Positiv- und der
Negativkontrolle frei von Standards und Proben.

Im Rahmen der Positivkontrolle wurde ausschlieRlich die Reaktionsfahigkeit der
alkalischen Phosphatase wahrend der Dephosphorylierung von Para-
Nitrophenylphosphat zu Para-Nitrophenyl Gberpruft, die Negativkontrolle erfolgte
uber die Messung der Bindung des ,Antibody“ mit dem ,Conjugate®, was im
Rahmen eines kompetitiven ELISA einer Bindung von 100 % entspricht. Es folgte
die Zugabe von ,PGE2 ELISA Conjugate®.

Durch Pipettieren des ,PGE2 HS-ELISA Antibody“, banden sowohl die PGE2-
Molekule aus den Patientenproben und die Enzym-konjugierten PGE2-Molekile
(,PGE2 ELISA Conjugate®) in einer kompetitiven Antigen-Antikorper-Reaktion an
die monoklonalen Mouse-Anti-PGE2-Antikorper. Letztere wurden wiederum von
den Goat-Anti-Mouse-IgG-Antikérpern  gebunden und somit auf der
Microtiterplatte fixiert. Je zwei Wells blieben frei von ,PGE2 HS-ELISA Antibody*“
und dienten der Erfassung der nicht spezifischen Bindung (NSB). Nach einer
Inkubationszeit von 18-24 h bei 4° C, wurden Uberschissige Reagenzien aus den
Wells unter Verwendung des mitgelieferten Waschpuffers (,wash buffer
concentrate) herausgewaschen und Para-Nitrophenylphosphat (,pNpp-

Substrate®) hinzu pipettiert. Die konjugiert gebundene alkalische Phosphatase
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dephosphorylierte die Para-Nitrophenylphosphate wahrend einer Inkubationszeit
von 60 min bei 37° C in einem Brutschrank (Thermo Fisher Scientific) zu Para-
Nitrophenolen, dessen pH-unabhangiges Absorptionsmaximum bei 405 nm liegt.
Die Reaktion wurde anschlielend durch Zugabe von Natriumphosphat (,stop
solution) beendet und die OD der Proben bei 405 nm durch ein
Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Abweichungen der
gemessenen OD durch etwaige Lichtabsorption der Oberflachenbeschaffenheit
der Microtiterplatte, wurden nach einer Korrekturmessung bei 590 nm von der

Erstmessung subtrahiert und die Ergebnisse digital ausgewertet.

3.6 MMP8-Analyse

Die Messung der MMP-8-Konzentrationen in den Patientenproben erfolgte uber
ein Sandwich-ELISA-Verfahren unter Zuhilfenahme des ,dentoELISA aMMP8
EIA-Kits“ (Dentognostics, Jena, Deutschland).

Alle Messungen wurden nach dem vom Hersteller zu Verfigung gestellten
Protokoll durchgefuhrt. Samtliche Proben und verwendeten Reagenzien wurden
unter Zuhilfenahme von verstellbaren Einkanalpipetten (Eppendorf AG) und dem
Aufnahmevolumen entsprechenden Pipettenspitzen (Biozyme Scientific GmbH),
bzw. elektronischen Multikanalpipetten (Thermo Fisher Scientific) und
elektronischen Multipipetten mit 5 yl-Combitip (Eppendorf AG) verarbeitet.
Standard: Fur jede Versuchsreihe wurden die funf mitgelieferten Kalibratoren
(,CAL1-5%), anhand deren OD die MMP-8-Konzentrationen der Patientenproben
am Ende einer jeden Versuchsreihe bestimmt wurden, in zweifacher Ausfluihrung
und in absteigender Konzentration pipettiert.

Proben: Die zuvor in 400 pl PBS geldsten Patientenproben wurden zunachst mit
dem mitgelieferten Probenpuffer (,DIL) im Verhaltnis 1:400 verdinnt, mithilfe
eines Vortexers (Thermo Fisher Scientific) vermischt und anschlielend in je
zweifacher Ausfuhrung pipettiert, sodass bei einer Versuchsreihe mit einer 96-
Well-Platte 40x2 Patientenproben gemessen wurden. In zwei Wells, die frei von
Standards und Proben blieben, wurde die mitgelieferte Positivkontrolle
(,LCONTROL") pipettiert. Zur Bestimmung des Nullwertes wurden nochmals zwei
Wells frei von Standards und Proben belassen und der mitgelieferte Probenpuffer
(,DIL") pipettiert.
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AnschlieBend wurde die Microtiterplatte bei 37° C fur 60 min in einem
Brutschrank (Thermo Fisher Scientific) inkubiert, woraufhin Uberschussige
Reagenzien unter Verwendung des mitgelieferten Waschpuffers (,WASHBUF*)
aus den Wells herausgewaschen wurden. Durch Zugabe von ,CONJ HRP“ und
einer erneuten Inkubation bei 37 ° fir 30 min konnte der monoklonale,
peroxidasegekoppelter anti-aMMP-8-Antikorper an die aMMP-8-Molekule der
Proben und Standards, im Sinne des Sandwich-ELISA-Verfahrens, binden. Es
folgte die Zugabe des ,SUBSTR TMBY, das wahrend einer Inkubation bei
Raumtemperatur fur 15 min auf einem Plattenschuttler (IKA-Werke GmbH & Co.
KG, Staufen, Deutschland) durch die anti-aMMP-8-Antikorper-gebundene
Peroxidase oxidiert wurde wund anschliefend ein pH-unabhangiges
Absorptionsmaximum von 450 nm aufwies. Die Reaktion wurde im Folgenden
durch Zugabe von Schwefelsaure (,STOP*) beendet und die OD der Proben mit
einem Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific) bei 450 nm gemessen.
Abweichungen der OD durch etwaige Lichtabsorptionen der
Oberflachenbeschaffenheit der  Microtiterplatte, wurden nach einer
Korrekturmessung bei 620 nm von der Erstmessung subtrahiert und die
Ergebnisse digital ausgewertet.

3.7 Analyse der parodontalpathogenen Erreger

Die Messung der Konzentrationen der parodontalpathogenen Keime Aa, Pg, Td,
Tf, Pi und Fn wurde stets nach den vom Hersteller zu Verfligung gestellten
Protokollen durchgeflhrt und erfolgte Uber den spezifischen Nachweis von
Desoxyribonukleinsauren in drei aufeinander folgenden Schritten:

= DNA-Isolation

=  DNA-Amplifikation

= DNA-Hybridisierung und ELISA-Detektion

3.7.1 DNA-Isolation

Aus den gewonnenen Patientenproben wurde zunachst mithilfe des ,MagNA
Pure LC DNA Isolation Kit Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) und einem vollautomatisierten Nukleinsaure-Aufreinigungssystems
(MagNA Pure LC, Roche Diagnostics GmbH) bakterielle DNA isoliert.
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Nukleinsauren neigen zur ladungsabhangigen Akkumulation an porosen
Glasoberflachen, dieses Phanomen wird durch das MagNa Pure LC-System zur
Extraktion von DNA genutzt. Das System verwendet glasbeschichtete
Silicapartikel mit einem magnetitbeschichteten Eisenkern. Die Nukleinsauren
binden an die Silicapartikel und konnen anschliefend mithilfe eines Magneten
extrahiert werden.

Zunachst wurden die Patientenproben mit Proteinkinase K und dem
mitgeliefertem Lysis Buffer versetzt, wahrend der Erhitzung auf zunachst 65° C,
dann 95° C im Wasserbad (Thermo Fisher Scientific) wurden die bakteriellen
Zellen lysiert und die Nukleinsauren freigelegt. AnschlieRend wurden die Proben
fur eine Minute bei 10 000 rpm zentrifugiert und auf Eis gelegt. Vollautomatisch
wurden im Folgenden die magnetischen Silicapartikel (MGP), an deren
Oberflache die freien Nukleinsduren binden, hinzu pipettiert und durch
stringentes dreistufiges Waschen von Uberresten und Verunreinigungen befreit.
Am Ende eines Extraktionslaufes wurden die Proben bei hoher Temperatur
inkubiert wodurch sich die Nukleinsduren wiederum von den Silicapartikeln
ablésten und nach Entfernung der MGPs aufgereinigt zurtckblieben. Die
nunmehr gereinigte DNA wurde im folgenden Schritt vervielfaltigt.

3.7.2 DNA-Amplifikation

Die DNA-Amplifikation erfolgte mittels einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
unter Zuhilfenahme eines Thermocyclers (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Mianchen, Deutschland) und des ,Parident-Multiplex-PCR-Systems* (Amplex
Diagnostics GmbH, Gars am Inn, Deutschland).

Der Primer-Mix (,PRIMER PAF*) enthalt markierte Oligonukleotidprimer zur
Amplifikation und spateren Hybridisierung von DNA der Erreger Pg, Aa und Fn,
wahrend der Primer-Mix (,PRIMER PMT®) Oligonukleotidprimer fur die
Vervielfaltigung und Hybridisierung von DNA der Keime Tf, Pi und Td bereitstellt.
Zunachst wurden 5 pl einer jeden Probe aufgereinigter DNA in einem 1,5 ml-
Reagenzrohrchen (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) mit dem Nukleotid-Mix
(,dNTP®), einem PCR-Puffer, einer DNA-Polymerase und dem Primer-Mix
(,PRIMER PAF), beziehungsweise (,PRIMER PMT") gemischt und
anschlie3end in eine 96-Well-Microtiterplatte pipettiert. Die
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Amplifikationsreaktion wurde vollautomatisch mithilfe eines Thermocyclers (Bio-
Rad Laboratories GmbH) durchgefinhrt.

3.7.3 DNA-Hybridisierung und ELISA-Detektion

Unter Verwendung des ,Parident-Multiplex-PCR-Systems® wurden die
einzelstrangigen Amplifikate einer jeden Probe anschlielend zur sequenz-
spezifischen Detektion in farbkodierte Wells mit immobilisierten, fur die sechs
genannten Erreger spezifischen Sonden pipettiert (,MTS BR XX*) und durch
Zugabe des Hybridisierungspuffers (,HYBUF*) hybridisiert.

Nach dreiBigminatiger Inkubation bei 50° C, folgte das Waschen der Wells
zunachst mit der vorgewarmten stringenten Waschlosung (,STRGWASH®), dann
mit dem Waschpuffer (,WASHBUF®). Das anschlieRend pipettierte Peroxidase-
Konjugat (,CONJ“) band wahrend einer Inkubationszeit von drei3ig Minuten bei
Raumtemperatur an die Markierungen der Sonden. Nach einem weiteren
Waschgang mit dem Waschpuffer wurde das Substrat TMB (,SUBS TMB*) zu
pipettiert, das nun wahrend einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37° C im
Brutschrank (Thermo Fisher Scientific) durch das Peroxidase-Konjugate oxidiert
wurde und anschliefend ein pH-unabhangiges Absorptionsmaximum von 450
nm aufwies. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Phosphorsaure (,STOP*)
beendet und die OD der Proben mit einem Spektralphotometer (Thermo Fisher
Scientific) bei 450 nm gemessen. Abweichungen der gemessenen OD durch
etwaige Lichtabsorption der Oberflachenbeschaffenheit der Microtiterplatte,
wurden nach einer Korrekturmessung bei 620 nm von der Erstmessung

subtrahiert und die Ergebnisse digital ausgewertet.

3.8 Statistische Auswertung

3.8.1 Kolmogorov-Smirnov-Test

Mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde zunachst untersucht, wie die
betrachteten klinischen Daten (Sondierungstiefe, BOP, Plaqueindex) und die
GFC-Konzentrationen von PGE2 und MMP-8, in den beiden Gruppen (Initial,
Recall) verteilt sind. Bei signifikanten Ergebnissen (p<0,05) wurde die

Nullhypothese einer Normalverteilung abgelehnt, andernfalls beibehalten.
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3.8.2 Wilcoxon-Test

Zur Bestimmung der Signifikanzen der Unterschiede zwischen den jeweiligen
Initial- und Recallgruppen wurde bei nicht normalverteilten Variablen der nicht-
parametrische Wilcoxon-Test angewendet, wobei signifikante Testergebnisse

(p<0,05) als signifikante Unterschiede interpretiert wurden.

3.8.3 Chi-Quadrat-Test nach Pearson/Exakter Fisher-Test

Zur statistischen Auswertung der parodontalpathogenen Keime wurden
Kreuztabellen erstellt, in denen die Anzahl der erkrankten Patienten flr jeden
Erreger einzeln vor und nach Therapie gegenubergestellt wurden. Zur
Bestimmung der Signifikanzen der Unterschiede wurde der Chi-Quadrat-Test
nach Pearson, bzw. der exakte Fisher-Test durchgefuhrt.

3.8.4 Rangkorrelation nach Spearman

Im Anschluss an den Wilcoxon-Test wurden die Zusammenhange der erhobenen
Daten mithilfe der Rangkorrelation nach Spearman ausgewertet. Der
Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans p) ist ein Wert zwischen -1 und 1, wobei
eine maximale Korrelation zweier Parameter den Wert 1, bzw. eine maximale
negative Korrelation den Wert -1 aufweist. Je starker sich der
Rangkorrelationskoeffizient dem Wert 1, bzw. -1 annahert, desto grofRer ist die

Effektstarke der Korrelation.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation

Bei einer vergleichsweise gro3en Anzahl an Studienteilnehmern hat sich bei der
Erhebung der klinischen und laborchemischen Daten eine gewisse Dropout-,
beziehungsweise Lost-to-follow-up-Rate nicht vermeiden lassen, weshalb im
Folgenden die genauere Zusammensetzung der Studienpopulation im Hinblick
auf die erfassten Daten erlautert werden soll. Eine Ubersicht Uber die
demographischen Daten der Studienpopulation kann Tabelle 1 entnommen
werden.

Initial wurden die Sondierungstiefen (ST) sowie die Blutung auf Sondierung
(BOP) und der Plaque-Index (Pl) von insgesamt 150 Patienten, davon 71
weiblich und 79 mannlich gemessen. Hiervon waren 93 Nichtraucher und 56
Raucher. Zum Recall konnten die ST, der BOP und der Pl von 155 Patienten,
davon 73 weiblich und 82 mannlich gemessen werden. Insgesamt waren hiervon
94 Nichtraucher und 56 Raucher. Die GCF-Konzentrationen von MMP-8 konnte
initial bei 152 Patienten, davon 70 weiblich, 82 mannlich, 92 Nichtrauchern und
56 Rauchern erhoben werden. Die PGE2-Konzentrationen wurden hingegen bei
nur insgesamt 151 Patienten gemessen. Die Initialgruppe umfasste 70 weibliche
und 81 mannliche Probanden, 92 Nichtraucher und 55 Raucher. Die
Recallgruppe bestand aus insgesamt 148 Patienten, davon 69 weiblich und 79

mannlich, 91 Nichtrauchern und 52 Rauchern.

Tabelle 1: Demographische Daten der Studienpopulation

MMP-8 (N) PGE:(N) ST/BOP (N) PI (N)
Initial Recall Initial Recall Initial Recall Initial @Recall
Gesamt 152 152 151 148 150 155 150 155
Weiblich 70 70 70 69 71 73 71 73
Mannlich 82 82 81 79 79 82 79 82
Nichtraucher 92 94 92 91 93 94 93 94

Raucher 56 53 55 52 56 56 56 56
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4.2 Klinische Daten

Ein signifikanter Kolmogorov-Smirnov-Test fiuhrte zur Ablehnung der
Nullhypothese einer Normalverteilung aller klinisch erhobener Daten, weshalb
zur Analyse der Unterschiede zwischen den jeweiligen Initial- und Recallgruppen
der nicht-parametrische Wilcoxon-Test flr abhangige Stichproben angewendet

wurde.

4.2.1 Sondierungstiefen

Bei Vergleich der Mittelwerte der Initialmessung und der Recallmessung zeigt
sich fur alle Gruppen eine signifikante Reduktion der Sondierungstiefen nach
SRP-Therapie. Darlber hinaus zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den Initial- und Recallmessungen der Nichtraucher und Rauchern und ein
signifikanter Unterschied zwischen der mannlichen und weiblichen Population
bei Vergleich der Recallmessungen. Die ST-Mittelwerte und deren
Standardabweichungen konnen Tabelle 2 entnommen werden und sind in

Diagramm 1 veranschaulicht.

Mittelwerte Sondierungstiefen (mm)

Diagramm 1: Vergleich der ST-Mittelwerte (a, b, c, d, e, **, ***: p<0,0001, *: p=0,044)



Tabelle 2: ST-Ergebnisse

ST-Mittelwerte und Standardabweichung (mm)

Gesamt
Weiblich
Mannlich
Nichtraucher
Raucher

Initial

2,976 + 0,660
2,905 + 0,643
3,041 £ 0,673
2,798 + 0,587
3,285 + 0,668

4.2.2 Blutung auf Sondieren

Recall

2,419 + 0,818
2,332 + 0,766
2,497 + 0,859
2,300 + 0,690
2,802 + 0,682

p-Wert
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

Bei Vergleich der Mittelwerte der Initialmessung und der Recallmessung zeigt

sich fur alle Gruppen eine signifikante Reduktion der Blutung auf Sondieren nach

SRP-Therapie. Die BOP-Mittelwerte und deren Standardabweichungen konnen

Tabelle 3 entnommen werden und sind in Diagramm 2 veranschaulicht.

60 = b d
[ T — T ——
50 T T
g 40
o
Q 30 -
[} 77
t
S0 M
s /7
= 10 - _ %
) Initial Recall Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Recall Initial R Recall R
Ges. Ges.
Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Ménnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher
Diagramm 2: Vergleich der BOP-Mittelwerte (a, b, ¢, d: p<0,0001, e: p<0,05)
Tabelle 3: BOP-Ergebnisse
BOP-Mittelwerte und Standardabweichung (%)
Initial Recall p-Wert
Gesamt 35,480 + 18,699 24,167 £ 17,119 <0,0001
Weiblich 35,831 + 20,065 22,641 £ 17,023 <0,0001
Mannlich 35,164 £ 17,505 25,525 + 17,194 <0,0001
Nichtraucher 37,304 £ 18,199 25,385 + 17,407 <0,0001
Raucher 32,605 £ 19,439 24,185 * 16,026 0,005
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4.2.3 Plaque-Index

Bei Vergleich der Mittelwerte der Initialmessung und der Recallmessung zeigt
sich fir die Gesamtpopulation, die mannliche und weibliche Population sowie fur
die Gruppe der Nichtraucher eine signifikante Reduktion des Plaque-Index nach
SRP-Therapie. AuRerdem zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
mannlichen und der weiblichen Population. Die PI-Mittelwerte und deren
Standardabweichungen kénnen Tabelle 4 entnommen werden und sind in

Diagramm 3 veranschaulicht.

*%

90 f 1

80 3 —

70 , 1

60

50 -

40 -

30 -

Mittelwerte Plaqueindex (%)

10 -

4 %

Initial Recall Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Reca
Ges. Ges. NR

Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Ménnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher

| Initial R Recall

R

Diagramm 3: Vergleich der PI-Mittelwerte (a: p<0,0001, b, ¢, d: p<0,05, *: p=0,001, **: p=0,009)

Tabelle 4: Pl-Ergebnisse

Pl-Mittelwerte und Standardabweichung (%)

Initial Recall p-Wert
Gesamt 51,303 + 21,496 41,327 + 23,346 <0,0001
Weiblich 45,456 + 20,670 37,645 + 21,806 0,041
Mannlich 56,558 + 20,981 44,604 + 24,300 0,004
Nichtraucher 50,853 + 20,817 40,149 £ 22,507 0,001

Raucher 52,062 + 22,936 46,536 *+ 22,602 0,125



37

4.3 Laborchemische Daten

Ein signifikanter Kolmogorov-Smirnov-Test fiuhrte zur Ablehnung der
Nullhypothese einer Normalverteilung der PGE2- und MMP-8-Konzentrationen,
weshalb zur Bestimmung der Signifikanzen der Unterschiede zwischen den
jeweiligen Initial- und Recallgruppen der nicht-parametrische Wilcoxon-Test

angewendet wurde.

431 PGE:2

Bei Vergleich der Mittelwerte der Initialmessung und der Recallmessung zeigt
sich fur die Gesamtpopulation, die weibliche Population und die Nichtraucher
eine signifikante PGE2-Reduktion nach SRP-Therapie. Die PGE2-Mittelwerte und
deren Standardabweichungen kénnen Tabelle 5 entnommen werden und sind in

Diagramm 4 veranschaulicht.
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Initial  Recall Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Recall Initial R Recall R
Ges. Ges.
Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Ménnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher

Diagramm 4: Vergleich der PGE2-Mittelwertkonzentrationen (a, b, c: p<0,01)

Tabelle 5: Ergebnisse PGE2

PGE:-Mittelwerte und Standardabweichung (pg/ml)

Initial Recall p-Wert
Gesamt 490,695 + 3492,196 116,940 + 132,846 0,003
Weiblich 179,523 + 243,081 100,263 + 120,796 0,001
Mannlich 759,609 £ 4759,993 131,506 + 141,697 0,214
Nichtraucher 710,832 £ 4465,678 113,037 + 124,274 0,004

Raucher 148,661 + 241,039 119,189 + 149,090 0,230
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4.3.2 MMP-8

Bei Vergleich der Mittelwerte der Initialmessung und der Recallmessung zeigt
sich fur alle Gruppen eine signifikante MMP-8-Reduktion nach SRP-Therapie.
Darlber hinaus zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Nichtrauchern und den Rauchern bei Vergleich der Recallmessungen. Die MMP-
8-Mittelwerte und deren Standardabweichungen konnen Tabelle 6 enthommen

werden und sind in Diagramm 5 veranschaulicht.
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Initial Recall Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Recall Initial R Recall R
Ges. Ges. NR
Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Mé&nnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher

Diagramm 5: Vergleich der MMP-8-Mittelwertkonzentrationen (a: p<0,0001, b, c, d, e: p<0,01, *: p=0,023)

Tabelle 6: Ergebnisse MMP-8

MMP-8-Mittelwerte und Standardabweichung (ng/ml)

Initial Recall p-Wert
Gesamt 286,091 + 291,223 177,551 + 177,304 <0,0001
Weiblich 325,540 + 313,728 195,350 + 186,844 0,002
Mannlich 252,415 + 267,896 162,357 + 168,398 0,008
Nichtraucher 306,522 + 297,365 208,045 + 200,150 0,006
Raucher 257,971 + 287,874 128,510 + 119,996 0,003
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4.3.3 Parodontalpathogene Keime

4.3.3.1 Fn

Bei Vergleich der Fn-positiv getesteten Probanden der Initialmessung und der
Recallmessung zeigt sich fur die Gesamtpopulation, die Gruppe der Manner und
die der Raucher ein Anstieg nach SRP-Therapie. In der Gruppe der Frauen

kommt es hingegen zu einer Zunahme der Infektionen mit Fn. Der Chi-Quadrat-

Test nach Pearson/Exakte Fisher-Test ergab jedoch keine signifikanten

Unterschiede. Die Verteilung der Fn-positiv getesteten Patienten innerhalb der

verschiedenen Gruppen konnen Tabelle 7 enthommen werden und sind in

Diagramm 6 veranschaulicht.

84

82

80

78

74 -
72 -
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66 -

Fn-positive Patienten (%)

Initial Recall
Ges. Ges.

Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Recall

Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Ménnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher

Initial R Recall R

Diagramm 6: Fusobacterium nucleatum

Tabelle 7: Vergleich der Fn-Infektionen

Fn-Infektionen (%)

Initial Recall
Gesamt 76,8 78,1
Weiblich 82,2 75,3
Mannlich 72,0 80,5
Nichtraucher 79,8 79,8
Raucher 71,4 75,0

p-Wert
>0,05
>0,05
>0,05
>0,05
>0,05
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4.3.3.2 Pi

Bei Vergleich der Pi-positiv getesteten Probanden der Initialmessung und der
Recallmessung zeigt sich fur alle Gruppen ein signifikanter Anstieg nach SRP-
Therapie. Die Verteilung der Pi-positiv getesteten Patienten innerhalb der
verschiedenen Gruppen konnen Tabelle 8 enthommen werden und sind in

Diagramm 7 veranschaulicht.

70

60

Pi-positive Patienten (%)

Diagramm 7: Prevotella intermedia (*: p<0,05)

Tabelle 8: Vergleich der Pi-Infektionen

Pi-Infektionen (%)

Initial Recall p-Wert
Gesamt 41,8 53,4 <0,05
Weiblich 38,9 49,3 <0,05
Mannlich 44 .4 57,0 <0,05
Nichtraucher 41,3 59,1 <0,05

Raucher 39,3 42.6 <0,05



4.3.3.3 Aa

Bei Vergleich der Aa-positiv getesteten Probanden der Initialmessung und der
Recallmessung zeigt sich flr alle Gruppen, aul3er fur die Population der Raucher
eine Reduktion nach SRP-Therapie. Die Verteilung innerhalb der Raucher blieb

unverandert. Allerdings zeigt der Chi-Quadrat-Test nach Pearson/Exakte Fisher-
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Test keine signifikanten Unterschiede. Die Verteilung der Aa-positiv getesteten

Patienten innerhalb der verschiedenen Gruppen konnen Tabelle 9 enthommen

werden und sind in Diagramm 8 veranschaulicht.

Aa-positive Patienten (%)

Initial Recall
Ges. Ges.

Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Recall
NR

Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Ménnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher

Initial R Recall R

Diagramm 8: Aggregatibacter actinomycetemcommitans

Tabelle 9: Vergleich der Aa-Infektionen

Aa-Infektionen (%)

Initial Recall
Gesamt 17,4 16,1
Weiblich 16,4 15,1
Méannlich 18,3 17,1
Nichtraucher 19,1 17,0
Raucher 14,3 14,3

p-Wert
>0,05
>0,05
>0,05
>0,05
>0,05
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4.3.3.4 Pg

Bei Vergleich der Pg-positiv getesteten Probanden der Initialuntersuchung und
der Recalluntersuchung zeigt sich fur die Gesamtpopulation, die Gruppe der
Frauen und die der Nichtraucher eine Reduktion nach SRP-Therapie. In der
Gruppe der Manner und der Raucher zeigt sich hingegen eine Zunahme der
Infektionen mit Pg. Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson/Exakte Fisher-Test
ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die Verteilung der Pg-positiv
getesteten Patienten innerhalb der verschiedenen Gruppen kénnen Tabelle 10

entnommen werden und sind in Diagramm 9 veranschaulicht.

[(e]
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(o]
o

~
o
[

D
o
l

Pg-positive Patienten (%)
N w B a
o O O o

-
o
I

[

o
1

Initial Recall Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Recall Initial R Recall R
X Ges.

Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Ménnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher

Diagramm 9: Porphyromonas gingivalis

Tabelle 10: Vergleich der Pg-Infektionen

Pg-Infektionen (%)

Initial Recall p-Wert
Gesamt 73,5 70,3 >0,05
Weiblich 76,7 65,8 >0,05
Méannlich 70,7 74,4 >0,05
Nichtraucher 79,8 73,4 >0,05

Raucher 60,7 66,1 >0,05



4335 Tf

43

Bei Vergleich der Tf-positiv getesteten Patienten der Initialuntersuchung und der

Recalluntersuchung zeigt sich fur die Gesamtpopulation, die Gruppen der

Manner und die der Nichtraucher ein signifikanter Anstieg nach SRP-Therapie.

Die Verteilung innerhalb der Raucher blieb unverandert, wahrend sich in der

Gruppe der Frauen eine nicht signifikante Reduktion zeigt. Die Verteilung der Tf-

positiv getesteten Patienten innerhalb der verschiedenen Gruppen kdnnen

Tabelle 11 entnommen werden und sind in Diagramm 10 veranschaulicht.

90
80
S 70
3 60
c
= 50
o
o 40
2
2 30 -
2
w 20 -
[
10 -
0 n 1
Initial Recall Initial W Recall W Initial M Recall M Initial NR  Recall Initial R Recall R
Ges. Ges. NR
Ges.=Gesamtpopulation, W=Weiblich, M=Ménnlich, NR=Nichtraucher, R=Raucher
Diagramm 10: Tannerella forsythia (*: p<0,05)
Tabelle 11: Vergleich der Tf-Infektionen
Tf-Infektionen (%)
Initial Recall p-Wert
Gesamt 44 5 477 <0,05
Weiblich 82,2 75,3 >0,05
Mannlich 43,9 52,4 <0,05
Nichtraucher 447 50,0 <0,05
Raucher 429 429 >0,05
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4.3.3.6 Td

Bei Vergleich der Td-positiv getesteten Patienten der Initialmessung und der
Recallmessung zeigt sich fur alle Gruppen eine Reduktion, fur die
Gesamtpopulation, die Gruppe der Frauen und die der Nichtraucher eine
signifikante Reduktion nach SRP-Therapie. Die Verteilung der Td-positiv
getesteten Patienten innerhalb der verschiedenen Gruppen kdnnen Tabelle 12

entnommen werden und sind in Diagramm 11 veranschaulicht.

80

70 -

o)}
o
l

(e
o
1

40 -

Td-positive Patienten (%)

Diagramm 11: Treponema denticola (*: p<0,05)

Tabelle 12: Vergleich der Td-Infektionen

Td-Infektionen (%)

Initial Recall p-Wert
Gesamt 69,7 56,8 <0,05
Weiblich 68,5 50,7 <0,05
Mannlich 70,7 62,2 >0,05
Nichtraucher 67,0 50,0 <0,05

Raucher 75,0 69,6 >0,05
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4.3.4 Korrelationen

Tabelle 13 veranschaulicht die Rangkorrelationen zwischen den erhobenen
klinischen und laborchemischen Parameter nach Spearman. Wie bereits
erwahnt, ist der Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans p) ein Wert zwischen

-1 und 1, wobei eine maximale Korrelation zweier Parameter den Wert 1, bzw.
eine maximale negative Korrelation den Wert -1 aufweist. Je starker sich der
Rangkorrelationskoeffizient dem Wert 1, bzw. -1 annahert, desto grofRer ist die
Effektstarke der Korrelation. Die signifikanten Korrelationen sind in der folgenden

Darstellung mit einem * gekennzeichnet.

Tabelle 13: Ergebnisse der Rangkorrelation nach Spearman

Spearmans p (* = p<0,05)

Sex R ST BOP PI PGE: g’MP' FN PI AA PG TF ™D
Sex 1,000* 0,004 0,133 0,015 0,184 0,016 -0,063 -0,038 0,087 0,049 -0,013 0,047 0,078
R 0,004 1,000* 0,336 -0,073 0,100* 0,060 -0,180*  -0,088 -0,023 -0,066 -0,119* | -0,053 0,105*
ST 0,133 0,366 1,000* 0,380 0,216* 0,098 0,110* 0,000 0,007 0,048 0,024 0,037 0,160

BOP 0,015 -0,073 0,380* 1,000* 0,308* 0,149* 0,255* 0,092 -0,089 0,137* 0,081 0,064 0,044
Pl 0,184* 0,100* 0,216* 0,308* 1,000* -0,034 -0,068 0,049 0,018 0,032 0,047 0,073 0,132*

PGE2 0,016 -0,060 0,098 0,149* -0,034 1,000* 0,483* -0,036 -0,032 -0,012 -0,020 0,097* -0,058

gAMP_ -0,063 -0,180*  0,110* 0,255* -0,068 0,483* 1,000* 0,098* -0,070 0,074 0,078 0,161* 0,042
FN -0,038 -0,088 0,000 0,092 0,049 -0,036 0,098* 1,000* 0,155* 0,198* 0,520* 0,332* 0,225*
Pl 0,087 -0,023 0,007 -0,089 0,018 -0,032 -0,070 0,155* 1,000* 0,050 0,137* 0,314 0,295
AA 0,049 -0,066 0,048 0,137* 0,032 -0,012 0,074 0,198* 0,050 1,000* 0,114* 0,084 0,127*
PG -0,013 -0,119* | 0,024 0,081 0,047 -0,020 0,078 0,520* 0,137* 0,114* 1,000* 0,216 0,161*
TF 0,047 -0,053 0,037 0,064 0,073 0,097 0,161* 0,332* 0,314* 0,084 0,216* 1,000 0,407*
TD 0,078 0,105* 0,160 0,044 0,132* -0,058 0,042 0,225* 0,295* 0,127 0,161* 0,407 1,000*

Hervorzuheben sind die signifikanten Zusammenhange zwischen den klinischen
Daten untereinander sowie den klinischen und den Ilaborchemischen
Parametern, aber auch die teilweise signifikanten Korrelationen zwischen dem
Geschlecht und dem Rauchverhalten der Probanden mit den erhobenen Daten.
So korrelieren die in dieser Studie erhobenen klinischen Daten (ST, BOP, PI)
miteinander alle signifikant. Weiterhin zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang
der Sondierungstiefen mit dem Geschlecht, dem Rauchverhalten und Td.

MMP-8 und PGE:2 korrelieren signifikant miteinander, mit der Blutung auf

Sondierung und mit Tf. Darlber hinaus zeigt sich ein signifikanter negativer
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Zusammenhang von MMP-8 mit dem Rauchverhalten und ein positiver mit den
Sondierungstiefen und Fn.

Die nachgewiesenen parodontalpathogenen Keime korrelieren besonders
innerhalb des roten Komplexes signifikant miteinander. Pg zeigt dariber hinaus
eine negative, Td eine positive signifikante Korrelation zum Rauchverhalten. Aa
korreliert des Weiteren signifikant mit Pg, Fn und der Blutung auf Sondierung.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

5.1.1 Sulkusflussigkeit als Medium im Vergleich

In der Literatur werden verschiedene Kompartimente zur Gewinnung von
Biomarkern im Rahmen der Parodontitisdiagnostik beschrieben. Neben der
Sulkusflussigkeit finden sich die Speichel- aber auch die Blutprobe als haufig
evaluierte Medien.

So enthalt der Speichel grole Mengen an  Serumproteinen,
Entzindungsmediatoren, Gewebe- und Zellzerfallsprodukte sowie mikrobielle
Metaboliten und Enzyme (150), weshalb es als Vvielseitiges, leicht zu
entnehmendes Medium mit groRem diagnostischen Potential gilt, das die
Gesundheit der parodontalen Gewebe widerspiegeln kann (151).

Insbesondere zur Diagnostik von MMP-8 gilt die Aussagekraft von
Speichelproben jedoch als begrenzt (152), da speziell bei Rauchern deutlich
erniedrigte Werte festgestellt wurden (153), weshalb Sorsa et al. die MMP-8-
Speichelprobe zur Parodontitisdiagnostik in der Population der Raucher fur
ungeeignet halten (152).

Neben der Speichelprobe gilt auch die Blutserumprobe als gut untersuchtes
Medium, das im Rahmen der Parodontitisdiagnostik insbesondere in Studien
betrachtet wurde, die die Zusammenhdnge zwischen systemischen
Kreislauferkrankungen und parodontaler Destruktion darstellen (154). Zwar sind
die MMP-8-Serumkonzentrationen bei parodontal erkrankten Patienten hoher als
bei gesunden Patienten (155), als problematisch wird jedoch die geringe
Spezifitat der MMP-8-Serumkonzentration fur die Parodontalerkrankung
diskutiert (152). So zeigt der Marker im Serum eine hohe Korrelation zu
kardiovaskularen  Erkrankungen, Arteriosklerose oder dem  akuten
Koronarsyndrom (156, 157) korreliert aber auch allgemein mit systemischen
Entziindungsreaktionen (154), weshalb es zu Uberlagerungen und falsch-
positiven Ergebnissen in der Parodontitisdiagnostik kommen kann.

Im Gegensatz hierzu nimmt die Sulkusflissigkeit als Filtrat des Serums, das im

Rahmen der Parodontitis vermehrt durch das Saumepithel in die parodontalen
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Tasche gelangt (52, 84-86) eine einzigartige Rolle in der Diagnostik parodontaler
Erkrankungen ein (86), deren Spezifitat die der Serumprobe deutlich Ubersteigt.
Insbesondere die untersuchten Biomarker PGE2 und MMP-8 gelten im GFC als
hoch spezifische Biomarker der Parodontitisdiagnostik (52, 158), weshalb im
Rahmen dieser Studie dem GCF als Medium konsequenter Weise der Vorzug

gegeben wurde.

5.1.2 GCF-Probenentnahme

Es gibt verschiedene Methoden zur Entnahme von GCF-Proben. Sowohl
hinsichtlich der verwendeten Trager zur Aufnahme der Flussigkeit
(Papierspitzen, Pipetten, Kanulen, Filterstreifen), aber auch hinsichtlich der
Entnahmestelle zeigen die zahlreich vorhandenen Publikationen mitunter groRe
methodische Unterschiede. Bei der 1976 von Skapski und Lehner (159)
beschriebene Auswaschmethode zur Gewinnung von Sulkusflissigkeit, wird der
Sulkus mehrfach mit physiologischer Kochsalzldsung gespult und anschlieend
aspiriert. Mithilfe dieser Methode kdnnen zwar sowohl zellulare als auch |6sliche
Komponenten der Sulkusflissigkeit enthommen werden, jedoch gilt das
Verfahren als sehr techniksensitiv und schwer reproduzierbar, da es durch die
ungleiche Menge an aspirierter und reaspirierter Sulkusflissigkeit nicht gelingt,
einen vergleichbaren Verdunnungsfaktor der Proben zu gewahrleisten (160).

Eine vielfach angewandte Alternative hierzu stellt die Enthahme von Sulkusfluid
mittels Mikro- bzw. Kapillarpipetten dar, die bereits 1969 von Sueda et al. (161)
beschrieben wurde. Hierzu wird eine grélRengenormte Kapillarpipette
oberflachlich in den Sulkus eingefuhrt und das GCF in die Pipette aufgenommen.
Ein deutlicher Vorteil gegenuber der zuvor beschriebenen Methode ist sicherlich
die exakt reproduzierbare und unverdinnte Menge an Sulkusflissigkeit, die
hierbei gewonnen werden kann. Kritisch muss hingegen die mitunter
traumatische Entnahme der Proben gesehen werden, die insbesondere dann
auftritt, wenn parodontal gesunde Patienten untersucht werden, bei denen die
SulkusflieRrate erheblich geringer ist, als bei erkrankten und die Pipette
entsprechend Uber einen langeren, bis zu 30 minlitigen Zeitraum im Sulkus
verweilen muss, um eine adaquate und vergleichbare Menge an

Sulkusflussigkeit zu gewinnen (160).
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Die Verwendung von Filterpapierstreifen als GCF-Trager hat sich hingegen als
zuverlassig und vergleichsweise atraumatisch und einfach durchzufuhren
bewahrt und ist in der Literatur haufig beschrieben (162-164), weshalb sie in

dieser Studie eingesetzt wurde.

Auch hinsichtlich der Entnahmestelle
sind verschiedene Methoden
beschreiben worden (s. Abbildung
1). Man unterscheidet die
extrakrevikulare von der

intrakrevikularen Entnahme, wobei

die intrakrevikularen Methoden am

weitesten verbreitet sind (160). Als

nachteilig gilt bei intrakrevikularen Abbildung 1: Methoden zur Entnahme der

Entnahmen jedoch die mogliche oberionion o makeavitiar fiofs (160)
Gewebeirritation, wodurch es leichter zu Messfehlern kommen kann (95). Zur
Vermeidung jeglicher Irritationen wurde die Entnahmestelle im Rahmen dieser
Studie, analog zu bereits durchgefuhrten Studien (163, 164) mithilfe von
Watterollen und Luft zunachst schonend getrocknet und die Filterpapierstreifen
zur Probenentnahme nur ca. 2 mm im Sinne der ,oberflachlichen®
intrakrevikularen Entnahmemethode in den Sulkus eingeflhrt und die GCF-

Probe unter Vermeidung von Kontamination mit Speichel oder Blut enthnommen.

5.1.3 PGE: Analyse

Die Messung der PGE2 GCF-Konzentrationen erfolgte mithilfe des kompetitiven
,PGE2 high sensitivity EIA-Kit® (Enzo Life Science). Das Kit zeichnet sich
insbesondere durch seine hohe Sensitivitat aus, mithilfe derer auch kleinste
Mengen (13,4 pg/ml) PGE:2 in der Sulkusflissigkeit detektiert werden kénnen und
eine sehr prazise Aussage uber das Entzindungsniveau der jeweiligen
Entnahmestelle getroffen werden kann. Alternative Nachweismethoden wie
Massenspektrographie, Immunoblot-Verfahren (165) oder Radioimmunoassays
(RIA) (166) werden in der Literatur hinsichtlich ihrer Verlasslichkeit als
vergleichbar beschrieben, gehen jedoch mit gréRerem zeitlichen und materiellem
Aufwand einher und weisen zum Teil eine geringere Sensitivitdt auf als die

verwendete ELISA-Methode. Dies und die zahlreich belegten Anwendungen des
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,PGE2 high sensitivity EIA-Kit* durch andere Autoren in der Vergangenheit (167-
169) machen das verwendete Verfahren zu einer zuverlassigen und

vergleichbaren diagnostischen Methode.

5.1.4 MMP-8 Analyse

Die Messung der MMP-8 GCF-Konzentrationen wurden mit dem ,dentoELISA
aMMP8 EIA-Kit* (Dentognostics) durchgefihrt. Der hierin verwendete
monoklonale Antikorper zeigt eine hohe Sensitivitat gegenuber der aktiven Form
der MMP-8 (aMMP-8), die eng mit der Schwere der Parodontitis assoziiert ist und
daher als effektiver Biomarker gilt. Dartber hinaus konnten Untersuchungen
zeigen, dass die Messergebnisse des dentoELISA-Assays signifikant mit
Immunofluoreszenzverfahren und anderen Methoden zur Bestimmung von
MMP-8-Konzentrationen Ubereinstimmen (170, 171). Diese Eigenschaften
machen das verwendete EIA-Assay zu einer zuverlassigen und belastbaren

diagnostischen Methode.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Klinische Daten

Im Vergleich zur Initialmessung zeigen sowohl die Sondierungstiefen, als auch
der BOP und der Pl der gesamten Studienpopulation eine signifikante Reduktion
nach SRP-Therapie. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Daten
anderer Studien, die bereits vor Uber dreiRig Jahren gezeigt haben, dass die
mechanische Entfernung der subgingivalen Plaque zur Reduktion von
Sondierungstiefen und Entzindungszeichen wie der Blutung auf Sondierung
fuhrt (74-76). Zwar sind im Rahmen des Recallintervalls auch die Pl-Werte
signifikant gesunken, jedoch sollte verdeutlicht werden, dass ein mittlerer Pl von
etwa 51 % vor und ca. 45% nach konventioneller Therapie nicht dem Ziel einer
exzellenten hauslichen Mundhygiene entspricht, die neben der konsequenten
Entfernung der subgingivalen Plaque als zwingend erforderlich fur langfristige
Therapieerfolge gilt (71-73). Dieses Ergebnis unterstreicht die hohe Bedeutung
der Einhaltung einer Hygienephase zur langfristigen Einstellung einer

suffizienten hauslichen Plaquekontrolle.
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5.2.2 PGE:

Bereits Offenbacher et al. zeigten, dass die PGE2-Konzentrationen im GCF
signifikant mit der Schwere parodontaler Lasionen korrelieren und insbesondere
auch aktive Phasen mit Progression prazise abbilden kénnen (128). Laut
Offenbacher et al. bewirkt eine suffiziente SRP-Therapie einen deutlichen Abfall
der PGE2-Konzentration zum Teil bis auf das Grundniveau gesunder Patienten,
obwohl klinische Parameter nicht zwangslaufig eine deutliche Reduktion
aufweisen (128). Dieser Zusammenhang zeigt, dass bereits die mechanische
Keimreduktion zu einer drastischen Reduktion der systemischen
Entzindungsreaktion auf die Bakterienlast fuhrt und die Gewebereparation mit
einem gewissen zeitlichen Verzug eintritt. Neben der vorliegenden Studie
bestatigen auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die signifikante
Reduktion von PGEz2 in der Sulkusflissigkeit nach nicht-chirurgischer Therapie.
Die PGE2-Mittelwertkonzentrationen der Gesamtpopulation dieser Studie
konnten von einem initial gemessenen Wert von 490,69 pg/ml auf 116,94 pg/ml
gesenkt werden, was annahernd mit den Ergebnissen von Kumar et al. (172), die
eine Reduktion von 326,62 pg/ml auf 107,64 pg/ml beschreiben und weiteren
Autoren (173-175) Ubereinstimmt. Die von Kumar et al. in der gesunden
Kontrollgruppe gemessene mittlere Konzentration von 56,28 pg/ml konnte weder
in der vorliegenden, noch deren Studie nach SRP-Therapie erreicht werden,
womit Offenbachers These der teilweise vollstandigen Reduktion der PGE2-
Konzentrationen auf das Niveau gesunder Patienten nicht bestatigt werden kann.
Davon abgesehen stehen die Ergebnisse der vorliegenden Studie jedoch im
Einklang mit der Literatur, allerdings weisen die mannliche Population und die
der Raucher keine signifikante PGE2-Reduktion auf, was zum einen durch die
hohe Standardabweichung der gemessenen Werte in der mannlichen Gruppe
bedingt sein kann, zum anderen in der Gruppe der Raucher mit vergleichsweise
geringer Standardabweichung flr eine risikofaktorbedingt schlechtere

Therapieantwort sprechen kann.
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5.2.3 MMP-8

Im Zusammenhang mit der Literaturrecherche stellt sich der detaillierte Vergleich
verschiedener Studienergebnisse untereinander und mit den Ergebnissen dieser
Studie aufgrund von teilweise grofen Abweichungen in der Methodik und der
verwendeten Materialen als erschwert dar.

Verstarkt unterscheiden sich insbesondere die Art der Probenentnahme, die
Anzahl der entnommenen Proben und das verwendete laborchemische
Analyseverfahren, wodurch die konkreten MMP-8-Konzentrationswerte mitunter
stark voneinander abweichen (139, 152, 154, 158, 163, 164, 171, 176-178).

Die in den Ergebnissen beschriebene signifikante Reduktion der MMP-8-
Konzentrationen nach SRP-Therapie der Gesamtpopulation stimmen jedoch
unabhangig von der oben beschriebenen Problematik mit den Beobachtungen
vorangegangener Studien Uberein (139, 152, 154, 158, 163, 164, 171, 176-178)
und bestatigen den haufig beschriebenen engen Zusammenhang parodontaler
Erkrankungen und der Matrixmetalloproteinase-8 als zentralem Biomarker

parodontaler Destruktion.

5.2.4 Parodontalpathogene Keime

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass die Infektionen mit den
parodontalpathogenen Keime des orangenen Komplexes (Fn und Pi) nach SRP-
Therapie und dem vergleichsweise langen Recallintervall von 6 Monaten
zunehmen. Die Anzahl der Patienten, bei denen Prevotella intermedia
nachgewiesen werden konnte, nahm in allen Gruppen signifikant zu, wahrend die
Fn-Infektionen zwar ebenfalls in der Gesamtpopulation, der Gruppe der Manner
und der der Raucher stiegen, jedoch ohne signifikante Unterschiede
aufzuweisen. Als mdgliche Ursache fur die Rekolonialisierung durch Fn und Pi
nach Entfernung der subgingivalen Plaque, kommt die Funktion der Keime des
orangen Komplexes als Briickenbakterien, die den Ubergang von
frihkolonialisierenden aeroben Streptokokken zu den hochpathogenen
anaeroben Erregern des roten Komplexes ermoglichen in Frage (15, 16). Wobei
dies fur eine erneut reifende subgingivale Plaque sprechen wirde.

Anders als die Zahl der Infektionen mit Tf und Td aus dem roten Komplex konnte
die parodontale Besiedelung mit Aa und Pg im Rahmen der in dieser Studie

durchgefuhrten SRP-Therapie nicht signifikant verandert werden, was die
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Erkenntnis der Resistenz von Aa und Pg gegenuber der alleinigen mechanischen
Parodontitistherapie bestatigt (22, 29, 30).

Dem gegenuber zeigt sich eine signifikante Reduktion der mit Td besiedelten
Patienten aus der Gesamtpopulation, der weiblichen und der nichtrauchenden
Population nach SRP-Therapie.

Im Einklang mit den Ergebnissen anderer Autoren (179), zeigen auch die Daten
der vorliegenden Studie signifikante Korrelationen zwischen den Keimen des
orangen und denen des roten Komplexes, aber auch die Erreger des roten
Komplexes korrelieren untereinander entsprechend der Komplextheorie von
Socransky et al. (12) signifikant miteinander.

Anders als Teles et al. (179), die einen starken Zusammenhang zwischen den
Keimkomplexen und den MMP-8-Konzentrationen im GCF beschreiben, gilt dies
in vorliegender Studie nur fur Fn und Tf, nicht aber fur aller Erreger der beiden
Komplexe. Des Weiteren sprechen die Ergebnisse der Studie von Teles et al.
nicht flr einen signifikanten Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern
und der Besiedelung mit den parodontalpathogenen Keimen der beiden
beschriebenen Komplexe (179), weshalb der Einfluss der Rauchgewohnheiten
auf die Zusammensetzung der subgingivalen Plaque, im Vergleich zu den
bekannten positiven Korrelationen zwischen dem Rauchen und klinischen
Parametern, als vergleichsweise klein interpretiert wird.

Diese These kann durch die vorliegenden Daten nicht ganzlich bestatigt werden,
da die Rangkorrelation nach Spearman signifikante Zusammenhange zwischen
dem Rauchverhalten und der Besiedlung sowohl mit Pg als auch mit Td zeigt.
Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass der Einfluss des Rauchens auf die
Zusammensetzung des subgingivalen Biofilms moglicher Weise groler ist, als

bislang angenommen.

5.2.5 Risikofaktor Rauchverhalten

Rauchen gilt bereits seit Jahrzehnten als einer der wichtigsten Risikofaktoren fur
parodontale Erkrankungen (58, 61). Im Vergleich zu Nichtrauchern, weisen
Raucher ein um das Funffache gesteigertes Risiko zur Ausbildung einer
Parodontitis auf (60), wobei das Ausmal} der parodontalen Destruktion (180, 181)
und die deutlich erhohte Zahnverlustrate (180) bei Rauchern stark mit der Menge

des Tabakkonsums zu korrelieren scheint (61, 62). Es wird vermutet, dass die
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starke Assoziation zwischen parodontalen Erkrankungen und dem Rauchen
durch die reduzierte Immunantwort von Rauchern zustande kommt (61).
Einerseits bedingt durch eine verminderte Antikérperproduktion (68), eine
gestdrte Chemotaxis neutrophiler Granulozyten (66) und die Modifikation von
Entzindungsmediatoren (182, 183) in Rauchern, andererseits durch die
vasokonstriktorischen Wirkung des in Tabakwaren enthaltenen Nikotins, das zu
einer verringerten Zirkulation und einer verminderten Transsudation von
Sulkusflussigkeit und somit zu einer reduzierten Immunantwort auf
Parodontalpathogene und einer herabgesetzten Wundheilungsfahigkeit fuhrt
(63-65).

5.2.5.1 Klinische Ergebnisse von Rauchern

Bei Auswertung der klinischen Ergebnisse zeigen sich mitunter deutliche
Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern, was die seit langem
beschriebene grélkere Anfalligkeit von Rauchern flr parodontale Erkrankungen
bestatigt. Analog zu den Ergebnissen von Luzzi et al. und weiterer Autoren (180,
181, 184), unterscheiden sich die Sondierungstiefen von Rauchern und
Nichtrauchern signifikant, sowohl vor als auch nach SRP-Therapie, was die
grolkere Resistenz  von Rauchern gegenuber der konventionellen
Parodontitistherapie unterstreicht.

Insbesondere die verringerte Blutung auf Sondierung bei Rauchern wurde bereits
vor mehr als 30 Jahren beschrieben (57, 185, 186) und geht am ehesten auf die
vasokonstriktorische Wirkung des im Tabak enthaltenen Nikotins zurlck (187),
wodurch der BOP bei Rauchern haufig falsch-negative Ergebnisse in Bezug auf
den Entzindungszustand zulasst. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen ebenfalls
geringere BOP-Werte bei Rauchern, sowohl zur Initial- als auch zur
Recalluntersuchung nach Therapie, allerdings ohne signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen.

Die erhobenen PI-Werte zur Beurteilung der hauslichen Mundhygiene
unterscheiden sich zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant, allerdings
konnte bei den Nichtrauchern eine signifikante Reduktion Uber das Recallintervall
erzielt werden, wahrend die Werte der Raucher nicht signifikant gesunken sind.
Auch diese Beobachtungen bestatigen die Ergebnisse aus vorangegangenen

Studien. Sowohl Sdder et al. als auch Luzzi et al. (184, 188) haben signifikante
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Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchen bei Betrachtung der
Plaguewerte beobachtet und sehen hierin eine Ursache fur die gesteigerte
Anfalligkeit von Rauchern flir parodontale Lasionen. Grundsatzlich gelten die
vergleichsweise starkeren klinischen Entzindungszeichen der parodontalen
Gewebe in Rauchern als Konsens und belegen andersherum die gesteigerte
Pradisposition von Rauchern fur die Ausbildung von Parodontitiden.

5.2.5.2 PGE2 im GCF von Rauchern

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen deutlich hdhere PGE2-Konzentrationen von
Nichtrauchern (710,83 pg/ml) als von Rauchern (148,66 pg/ml), allerdings nur fur
die Gruppe der Nichtraucher eine signifikante Reduktion nach SRP-Therapie
(p=0,007). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Konzentrationen von
Rauchern und Nichtrauchern konnte jedoch nicht festgestellt werden. Die
beschriebenen Ergebnisse stimmen mit der 2015 veroffentlichten Studie von
Camargo et al. (189) Uberein, die ebenfalls geringere PGE2-Konzentrationen in
Rauchern gemessen haben und deshalb annehmen, dass Zigarettenrauch einen
inhibitorischen Effekt auf die PGE2-Ausschuttung hat. Eine in-vitro Studie von
Romero et al. (190) zeigt, dass Zigarettenrauch die PGE2-Synthese durch
Fibroblasten reduziert, womit eine mdgliche biochemische Erklarung fur die
klinischen Zusammenhange zwischen dem Rauchen und erniedrigter PGE2-
Konzentrationen im GCF gegeben ware.

Andere Studien, wie die von Kurtis et al. (191) hingegen haben keine
signifikanten Unterschiede zwischen PGE2-Konzentrationen im GCF von
Rauchern und Nichtrauchern ergeben, weder vor noch nach SRP-Therapie. Auch
Soder et al. (188) kamen zu dem Ergebnis, dass die PGE2-Konzentrationen bei
Rauchern geringer sind, als in Nichtraucher, sich jedoch nicht signifikant
voneinander unterscheiden. Die unterschiedlichen Ergebnisse der bislang
durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass weitere Studien mit grolderen
Fallzahlen bendtigt werden, um die Auswirkungen von Zigarettenrauch auf

Entzindungsmediatoren wie PGE2 zu verdeutlichen.

5.2.5.3 MMP-8 im GCF von Rauchern

Sowohl die Raucher, als auch die Nichtraucher zeigen eine signifikante Abnahme
der MMP-8-Konzentrationen nach SRP-Therapie. Diese vom Rauchverhalten
unabhangige effektive MMP-8-Reduktion einer Gesamtpopulation durch eine
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nicht-chirurgische Therapie deckt sich wieder mit Ergebnissen einiger anderer
Arbeiten (164, 176, 178).

Demgegenlber zeigen sich in der Literatur unterschiedliche Angaben bei
Vergleich der MMP-8-Konzentrationen von Rauchern und Nichtrauchern sowohl
vor als auch nach Therapie. So beschreiben einige Autoren hohere
Konzentrationen bei Rauchern, als bei Nichtrauchern, wobei kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden konnte (176-178). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Leppilathi, Manytla und Sorsa (152, 164, 192)
weist die Gruppe der Raucher in dieser Studie eine geringere MMP-8-
Konzentration auf, als die der Nichtraucher. Daruber hinaus zeigen Raucher eine
signifikant hdhere MMP-8-Reduktion nach SRP-Therapie (p=0,023).

Das Rauchverhalten korreliert dartiber hinaus negativ signifikant (p<0,001) mit
der MMP-8-Konzentration, der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman zeigt
mit -0,180 p allerdings eine kleine Effektstarke, weshalb der Zusammenhang
kritisch zu hinterfragen ist.

Genauere Untersuchungen von Leppilathi und Sorsa geben Anlass zur
Annahme, dass in Rauchern verschiedene ,Taschenprofile® bestehen, wodurch
sich die geringeren durchschnittlichen MMP-8-Konzentrationen einerseits und
die bekanntermafllen schlechte Therapieantwort von Rauchern andererseits
erklaren lassen wirden (152, 164).

Demnach zeigen Parodontaltaschen von Rauchern mit hohen initialen MMP-8-
Konzentrationen im GCF eine starke Reduktion, sowohl in Bezug auf die MMP-
8-Konzentration, als auch auf die klinischen Parameter. Taschen mit
vergleichsweise geringen Konzentrationen, bei denen zuvor angenommen
wurde, sie wurden eine gute Therapieantwort zeigen, wiesen paradoxer Weise
hingegen kaum reduzierte klinische Werte auf und die MMP-8-Konzentrationen
steigen nach Therapie an.

Diese These wurde erklaren, warum Raucher vergleichsweise geringere MMP-
8-Konzentrationen zeigen als Nichtraucher und trotzdem ein gréfReres Risiko fur
fortschreitende parodontale Gewebedestruktion haben.

Anders als in den Studien von Leppilathi und Sorsa (152, 164), wurden die GCF-
Proben in der vorliegenden Studie im Sinne einer Poolprobe entnommen,
weshalb sich die einzelnen Parodontaltaschen der Patienten und die darin

enthaltenen MMP-8-Konzentrationen nicht differenzieren lassen. Auch der
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signifikante Unterschied der MMP-8-Konzentrationen von Rauchern und
Nichtrauchern nach Therapie lasst sich nicht schlussendlich erklaren. Aus
diesem Grund kann die aufgestellte These von Leppilathi und Sorsa durch die

Ergebnisse dieser Arbeit nicht abschlielend bestatigt werden.

5.2.6 Risikofaktor Geschlecht

Wie bereits einleitend erwahnt, gilt das mannliche Geschlecht seit mehreren
Jahrzehnten als wichtiger und zahlreich belegter Risikofaktor fur die Pravalenz
aber auch die Auspragung und die Schwere parodontale Erkrankungen (2, 6, 54-
56, 69, 70). In der Regel wird diese Auspragung mit einem sozial-, kulturell- und
verhaltensbedingtem geschlechterunterschiedlichen Lebenswandel und einer
sich daraus ergebenden gesteigerten Anfalligkeit von Individuen mannlichen
Geschlechts flr weitere parodontal relevante umweltbedingte Risikofaktoren
begrundet (56).

Allerdings muss beachtet werden, dass sich die Geschlechter nicht nur durch
geschlechtsspezifische Verhaltensmuster und einer hieraus hervorgehenden
unterschiedlich ausgepragten Anfalligkeit fur gesundheitliche Risikofaktoren
voneinander abgrenzen lassen, sondern auch grundlegend unterschiedliche
anatomische, physiologische und biologische Voraussetzungen aufweisen, die
mitunter das Auftreten und den Verlauf von Erkrankungen begunstigen kdnnen
(193, 194).

Besonderes Augenmerk sollte in diesem Zusammenhang auf die in der Literatur
beschriebenen immunologischen Unterschiede zwischen den beiden
Geschlechtern gelegt werden, um eine mogliche Verbindung zur
geschlechterabhangigen Auspragung parodontaler Erkrankungen herstellen zu
kdénnen.

Grundsatzlich zeigen Studien beispielsweise, dass erwachsene Frauen eine
mitunter deutlich starkere Aktivierung des Immunsystems aufweisen, als Manner,
wobei sich sowohl Komponenten des angeborenen, als auch des erworbenen
Immunsystems unterscheiden (193). Insbesondere die Unterschiede der
angeborenen Immunantwort geben wiederum Anlass zu der Vermutung, dass X-
chromosomal gelegene Gene einen wichtigen Anteil an der unterschiedlich stark
ausgepragten immunologischen Reaktion haben (193). Daruber hinaus wurde

nachgewiesen, dass sowohl Anteile des angeborenen, als auch des adaptiven
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Immunsystem  der  geschlechterunterschiedlichen  Regulation  durch
Sexualhormone  unterliegen, weshalb neben den sozialen und
verhaltensbedingten Verschiedenheiten ein klarer immunologischer Unterschied

zwischen den Geschlechtern nicht von der Hand zu weisen ist (194).

5.2.6.1 Klinische Ergebnisse nach Geschlecht

Die in dieser Studie erhobenen klinischen Ergebnisse bestatigen die in der
Literatur beschriebenen geschlechterspezifischen Unterschiede. So zeigen
Manner genauso wie Frauen zwar eine signifikante ST-Reduktion nach Therapie,
Manner jedoch weisen signifikant geringere Attachmentgewinne auf als Frauen
und reagieren entsprechend schlechter auf die SRP-Therapie. Im Rahmen der
Rangkorrelation nach Spearman lasst sich zusatzlich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem mannlichen Geschlecht und den
Sondierungstiefen erkennen. Diese Beobachtung stimmt mit der generellen
Annahme Uberein, dass Manner starker zu parodontalen Lasionen neigen und
auch die Schwere der Erkrankung geschlechterbedingt ist (6, 56, 69, 70, 195).
Die durch Genco et al. beschriebene deutlich schlechtere Mundhygiene von
Manner im Gegensatz zu Frauen (55) spiegelt sich auch in den Ergebnissen der
vorliegenden Studie wider. So ist der Pl der mannlichen Studienpopulation
signifikant hoher sowohl vor als auch nach Therapie im Vergleich zur weiblichen
Gruppe, was eindeutig fur eine schlechter hausliche Plaquekontrolle und eine
geringere  Motivationsfahigkeit zur  Mundhygiene  der  mannlichen
Studienteilnehmer spricht. Auch die signifikante Rangkorrelation zwischen dem
Pl und dem mannlichen Geschlecht nach Spearman bestatigt die in der Regel
durch verhaltensbedingte Geschlechterunterschiede begrindeten

Beobachtungen zahlreicher Autoren in der Vergangenheit.

5.2.6.2 PGE2 nach Geschlecht

Bei Vergleich der Mittelwerte der Initialmessung und der Recallmessung zeigt
sich fur die weibliche Population eine signifikante PGE2-Reduktion nach SRP-
Therapie, die Konzentrationen in der mannlichen Population hingegen sanken
nicht signifikant. Wie bereits zuvor erwahnt, sollte jedoch beachtet werden, dass
die vergleichsweise hohe Standardabweichung der Mittelwerte in der Gruppe der
Manner, die Aussagekraft des p-Wertes bei der statistischen Auswertung

womoglich schmalert.
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In der Vergangenheit durchgefuhrte Studien, beziehen sich allen voran auf die
Zusammenhange zwischen Sexualhormonen und den zellularen Mechanismen
in parodontal erkrankten Geweben. So beschreiben Ferris et al. in ihrer
Publikation einen deutlichen Zusammenhang zwischen den weiblichen
Sexualhormonen Ostrogen und Progesteron und der Ausschittung von
Entzindungsmediatoren (196). Insbesondere Progesteron wirkt laut dieser
Studie stimulierend auf PGE2 und verstarkt sowohl die Akkumulation als auch die
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten in parodontalen Geweben.

Diese parodontal relevanten Regulationen durch Sexualhormone treten
insbesondere dann in den Vordergrund, wenn sich der hormonelle Haushalt
verandert. So kdénnen die Pubertat (197, 198), der Menstruationszyklus (199,
200), aber auch die Schwangerschaft (201, 202) und die Menopause (203, 204)
von Frauen erhebliche Auswirkungen auf den parodontalen Zustand haben.
Anders als die zahlreichen Arbeiten der zuvor genannten Autoren, konnen die
Ergebnisse dieser Studie die These, Frauen seien durch die
geschlechterspezifische hormonelle Regulation einem gréReren Risiko flr
parodontale Erkrankungen ausgesetzt, nicht stitzen. Ein moglicher Grund fur
diese Divergenz lasst sich bei der Zusammensetzung der Studienpopulation
vermuten. So wurden schwangere Frauen und Heranwachsende im Vorfeld von
der Studie ausgeschlossen. Daruber hinaus muss angenommen werden, dass
bei einem Altersdurchschnitt der Probanden dieser Studie von ca. 60 Jahren, die
meisten Studienteilnehmerinnen bereits postmenopausal und dementsprechend
weniger stark hormonellen Schwankungen ausgesetzt waren.

Auf der anderen Seite haben Mascarenhas et al. gezeigt, dass eine suffiziente
Plaquekontrolle die Auswirkungen hormoneller Dysbalancen auf den
Parodontalzustand minimieren konnen (199), was angesichts der signifikant
niedrigeren Pl-Werte der weiblichen Studienteilnehmer ein weiterer Grund fur die

Richtigkeit der Ergebnisse sein kdnnte.

5.2.6.3 MMP-8 nach Geschlecht

Sowohl die MMP-8-Konzentrationen der Initialmessung, aber auch die der
Recallmessung sind in der mannlichen Population geringer, als in der weiblichen.
Allerdings weisen die Unterschiede keine Signifikanz auf und auch die

Rangkorrelation nach Spearman ist nicht signifikant.
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Bei Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass Frauen und Nichtraucher
vergleichbare Konzentrationen zeigen, ebenso Manner und Raucher, wobei zu
beachten ist, dass fiur die Studienpopulation kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Geschlecht und Rauchverhalten festgestellt wurde. Eine mdgliche
Erklarung fur die Parallelen zwischen Rauchern und Mannern ist die hormonelle
Regulation des Immunsystems, bei der sich bestimmte Unterschiede auch auf
die Erkrankung des Zahnhalteapparates beziehen lassen.

Wahrend die MMP-8-Konzentrationen von Rauchern mit parodontaler
Erkrankung in zahlreichen Studien untersucht wurde und die geringeren Werte
gegenuber der Nichtraucher allen voran mit der bekanntermalen reduzierten
Funktion neutrophiler Granulozyten in Rauchern erklart wird, gibt es nur wenige
Studien, die auf den geschlechterspezifischen Unterschied eingehen.

Bekannt ist allerdings, dass sowohl Androgene als auch Ostrogene die
funktionellen Eigenschaften neutrophiler Granulozyten beeinflussen und die
Zellanzahl steigern (193). Die tatsachliche Degranulation neutrophiler
Granulozyten, dem Zelltyp, dem die wichtigste Rolle im Rahmen der MMP-8-
Synthese in parodontalen Geweben zugesprochen wird (144), wird hingegen nur
durch Ostrogene gesteigert, nicht aber durch Androgene (193). Ferris et al.
beschreiben darUber hinaus, dass Progesteron die Anreicherung neutrophiler
Granulozyten bewirkt und deren Chemotaxis im Parodontium anregt (196).
Molloy et al. konnten zeigen, dass die neutrophilen Granulozyten von Frauen
eine reduzierte Apoptoserate im Vergleich zu denen von Mannern aufweisen
(205), wodurch sich, ahnlich wie bei Diabetikern, die Leukozyten womaoglich in
parodontal erkrankten Geweben anreichern und es zur verstarkten Freisetzung
von gewebeabbauenden Enzymen wie MMPs kommt (206).

Weitere Studien mussen in der Zukunft den Zusammenhang zwischen dem
biologischen, aber auch dem sozialen Geschlecht und den
Entzindungsmediatoren in parodontalen Geweben genauer beleuchten, um die
Hintergrinde des gesteigerten Risikos von Mannern flr parodontale

Erkrankungen besser verstehen zu konnen.
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6 Zusammenfassung

Das Verstandnis Uber die Zusammenhange und die Pathogenese parodontaler
Erkrankungen ist seit Jahrzehnten Gegenstand der Forschung und bis heute
noch nicht abschlie3end geklart. Insbesondere die gro3en Fortschritte im Bereich
der molekularbiologischen Diagnostik haben in den letzten Jahren dazu gefuhrt,
die immunologischen Einflusse auf die meist chronische Destruktion des
Zahnhalteapparates besser nachvollziehen zu konnen, stellen die Forschung
aber zu gleich vor neue Herausforderungen und unterstreichen die grolde
Komplexitat der Erkrankung.

In der vorliegenden Studie wurden 152 an einer chronischen Parodontitis
erkrankten Patienten (70 weiblich, 82 mannlich, 93 Nichtraucher, 56 Raucher)
zum Zeitpunkt Null (Initial) sowie 6 Monate spater (Recall) in den klinischen
Kursen der Konservierenden Zahnheilkunde der Poliklinik fir Zahnerhaltung und
Parodontologie des Klinikums der Universitat Muanchen untersucht und
anschlieBen einer geschlossenen SRP-Therapie zugefuhrt. Neben der
Auswertung der klinischen Befunde (ST, BOP, PIl), wurden die GCF-
Konzentrationen von MMP-8 und PGE:2 analysiert und das Vorkommen sechs
verschiedener parodontalpathogener Keime (Aa, Pg, Tf, Td, Pi, Fn) bestimmt.
Im Vergleich zu den initial erhobenen Daten zeigt sich zum Recalltermin nach 6
Monaten eine signifikante Reduktion aller klinischen Parameter (p<0,05) mit
Ausnahme des Plaqueindexes der Raucher. Hervorzuheben sind die signifikant
grolRere Reduktion der Sonderungstiefen und des Plaqueindexes (p<0,05) der
weiblichen Population im Vergleich zur mannlichen und die signifikant geringer
Abnahme der Sondierungstiefen (p<0,0001) bei Rauchern verglichen mit
Nichtrauchern. Die GCF-Konzentrationen von MMP-8 weisen bei der
Recallmessung unabhangig vom Geschlecht und Rauchverhalten eine hoch
signifikante Reduktion (p<0,01) auf und korrelieren aullerdem signifikant
(p<0,05) mit den klinischen Befunden ST und BOP. Mit Ausnahme der Raucher
und der mannlichen Population, zeigen auch die GCF-Konzentrationen von PGE2
eine signifikante Reduktion (p>0,05) nach SRP-Therapie und korrelieren daruber

hinaus signifikant mit den erhobenen MMP-8-Werten.
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Diese Ergebnisse decken sich mit denen zahlreicher in der Vergangenheit
durchgefuhrter Studien kleineren Umfangs und unterstreichen die Belastbarkeit
und Verlasslichkeit der beiden untersuchten Biomarker in der Verlaufskontrolle
der chronischen Parodontitis.

Die angewandte molekularbiologische Diagnostik erlaubt somit Ruckschlisse
auf die immunologischen Ablaufe und zeigt, dass mit Hilfe des PGE2 und vor
allem des MMP-8 die posttherapeutische Verlaufskontrolle der chronischen
Parodontitis mdglich ist. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse kdnnen in der
Zukunft optimierte Praventions- und Therapieformen ermdoglichen, die sehr viel

spezifischer an die jeweiligen Risikoprofile angepasst werden konnen.
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