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1. PARODONTITIS — EINE INFEKTION DES GESAMTEN
KORPERS

Die Parodontitis ist eine Infektionskrankheit, die mit einer Entziindung des parodontalen
Stitzgewebes und Knochenverlust einhergeht. Die Ursache dieser Erkrankungen ist die
Ausbreitung von gingivalen Entziindungen in das tiefer gelegene parodontale Gewebe'. Der
.primare Ursachenkomplex“ der Parodontitis fasst die pathogenen Faktoren des so
genannten ,Biofilms“ und die entzindliche Reaktion auf diesen durch die Immunabwehr
zusammen?. Der Biofilm ist sehr komplex aufgebaut und besteht aus Mikroorganismen, die in
eine Matrix eingebettet sind. Biofilme heften sich an verschiedene Oberflachen des Kérpers
an®. Der ,sekundare Ursachenkomplex“ beschreibt lokale Faktoren, die einen Einfluss auf
den primdren Ursachenkomplex haben wie zum Beispiel Zahnstein, Zahnanatomien,
Zahnstellungen oder die Mundatmung?.

Die Pravalenz der Parodontitis steigt im hohen Alter erheblich an*. Gerade durch die langere
Lebenserwartung und den sinkenden Zahnverlust im Alter spielt die Parodontitis eine
zentrale Rolle in der heutigen Zahnmedizin und ihre Bedeutung nimmt stetig zu.

Das Auftreten der Parodontitis steht im engen Zusammenhang mit der bakteriellen
Mundflora. Insgesamt wurden mehr als 700 verschiedene Bakterienarten in der Mundhdhle
nachgewiesen, von denen ungefahr 50% kultiviert werden konnten®. Die Mundhéhle ist zwar
bei Geburt keimfrei, doch bereits kurze Zeit danach beginnt die Besiedlung der Mundhdhle
durch diverse Bakterien®. In der normalen Mundflora kommen sechs verschiedene
Bakterienstamme vor: Firmicutes (Streptokokken, Veilonellen usw.), Aktinobakterien
(Aktinomyzeten), Proteobakterien (Neisseria), Bakteroides (Prevotella, Porphyromonas),
Fusobakterien und ein weiterer Stamm (TM7), von dem kein Vertreter kultiviert werden
konnte®.

Bakterien, die speziell mit dem Auftreten der Parodontitis in Verbindung gebracht werden,
sind bei der gesunden Mundflora in sehr geringer Zahl zu finden. Hierzu zahlen im
Besonderen die Bakterien des sogenannten roten Komplexes’: Porphyromonas gingivalis
(PG), Tannerella forsythia (TF) und Treponema denticola (TD)°. Diese sind stark pathogene
Keime. Dennoch ist nicht nur allein das Auftreten eines dieser Vertreter fir die Entstehung
einer Parodontitis verantwortlich. Vielmehr spielt die individuelle Zusammensetzung der im
Biofilm vorkommenden Bakterienarten eine Rolle. Daher ist nicht nur eine (bakterielle)
Frihdiagnose der Parodontitis schwierig sondern auch der Einfluss auf den Koérper sehr
komplex.

Bekannte Risikofaktoren fir die Entstehung und Schwere der Parodontitis sind das Rauchen,
systemische Krankheiten wie Diabetes mellitus, genetische Faktoren oder Fettleibigkeit®.
Eine Erkrankung an Parodontitis ist ebenfalls ein Risikofaktor flir gravierende (systemische)
Erkrankungen. So fanden Forscher heraus, dass das Risiko, an einer kardialen oder renalen
Erkrankung zu versterben, bei Patienten mit schwerer Parodontitis um das 3,2-fache
gegeniiber Patienten mit keiner und nur sehr leichten Parodontitis erhéht ist®. Das Auftreten
einer durch Diabetes bedingten Nephropathie ist um das 2,0-2,6 - fache bei Parodontitis-



Patienten gegeniiber Patienten ohne Parodontitis erhéht’. Die Parodontitis ist also
keineswegs nur eine lokale zahnmedizinische Erkrankung sondern kann gravierende Effekte
auf den ganzen Korper haben.

Abbildung 1: Darstellung, wie subgingivale Plaquebakterien oder deren
Stoffwechselprodukte periphere Organe des Kérpers (liber die Blutbahn erreichen kénnen
und dort zu Entziindungen oder anderen Erkrankungen fiihren kénnen. Abbildung
iibernommen aus Referenz'’

Die Auswirkungen der Parodontitis sind nicht auf den subgingivalen Biofilm des Patienten
beschrankt, sondern die Bakterien und Endotoxine gelangen in den Blutkreislauf und werden
so im gesamten Organismus wirksam. Deshalb ist zu erwarten, dass Biomarker fur die
Parodontitis sich nicht nur im Speichel sondern auch im Serum des Patienten finden. Die
grundsatzliche Wirkungsweise, wie die marginale Parodontitis Krankheiten verursachen bzw.
beeinflussen kann, ist in Abb. 1 dargestellt. Die parodontal pathogenen Bakterien des
subgingivalen Biofilmes konnen durch den Kreislauf in den gesamten Organismus
gelangen™. Doch nicht nur die Bakterien selbst sondern auch deren Endotoxine kénnen auf
diese Weise auf den Korper einwirken'?. Nach dem Zahneputzen oder Zahnbehandlungen
wie Extraktionen, Scaling, Sondieren, Entfernen von subgingivalen Faden und nach
endodontischen Behandlungen kann es zu einer so genannten ,Bakteriamie“ kommen'®. Die
Bakteriamie bezeichnet das Vorhandensein von Bakterien in der Blutbahn. Dies kann
mikrobiologisch nachgewiesen werden'. Es handelt sich dabei um Bakterien, die
normalerweise nur in der Mundhohle anzutreffen sind. Nach einer Zahnextraktion tritt bei
100% der Patienten eine Bakteriamie auf, nach dem Scaling bei 70% der Untersuchten und
nach endodontischer Behandlung bei 20% der Personen'®. Die Ausbreitung der Bakterien in
die Blutbahn verlauft sehr schnell. Bereits nach einer Minute werden die Lungen, das Herz
und das periphere, kapillare Blutsystem erreicht'®.



Auch kardiovaskulare Erkrankungen stehen moglicherweise im Zusammenhang mit der
Parodontitis. Gingipaine, die durch Porphyromonas gingivalis (PG) sezerniert werden,
kénnen Prothrombin, Faktor 10 und Protein C aktivieren. Dies fuhrt zu einer erhdhten
Aggregation der Thrombozyten'®. Bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) hat einen direkten
Effekt auf die Endothelzellen der Blutgefalie. Dies kann eine bestehende Arteriosklerose
verstarken. Bei einer Parodontitis ist die Konzentration des ,C-reaktiven Proteins (CRP)“ im
Blut erhéht'™. Die Menge des CRPs steht in engem Zusammenhang mit kardiovaskularen
Erkrankungen. Es wurde beobachtet, dass nach einer Parodontitis-Behandlung der CRP-
Wert um 65% innerhalb von drei Monaten gesenkt werden konnte'®''®. Auch bei der
Entstehung der Arteriosklerose kdnnen parodontalpathogene Bakterien beteiligt sein.
Arteriosklerotische Plaque besteht hauptsachlich aus den Bakterien Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (AA) und PG'™. In 44% der Falle wurden auch die parodontal
pathogenen Bakterien PG, TF und Prevotella Intermedia (Pl) gefunden'®"’.

Es ist bekannt, dass Diabetes mellitus ein Risikofaktor fiir das Entstehen einer Parodontitis
ist. Neue Studien zeigen jedoch, dass eine Parodontitis auch einen bestehenden Diabetes
verstarken oder unter Umsténden sogar auslésen kann'®. Somit beeinflussen und verstérken
sich diese Erkrankungen gegenseitig. Es wird vermutet, dass ungefahr dreilRig Prozent der
Diabetiker eine nicht diagnostizierte Parodontitis haben?®. Interleukin 1 (IL-1), Interleukin 6 (IL-
6) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) sind Zytokine, die wahrend einer parodontalen
Entziindung ausgeschiittet werden und in den Fett- und Zuckerstoffwechsel eingreifen’®°.
Dabei spielt vor allem TNF-a eine Rolle. Dieser ist sowohl bei der Parodontitis als auch bei
Diabetes mellitus erhdht und sorgt fiir Knochenabbau. TNF- a ist ein Antagonist des Insulins
und fihrt somit zu einer erhdhten Insulin-Resistenz des Korpers'®19-20,

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Parodontitis unter Umstanden
gravierende Einflisse auf den Korper durch unterschiedliche Mechanismen hat. In dieser
Studie wird die Frage untersucht, ob im Umkehrschluss auch verschiedene
Entziindungsmarker im Koérper auf den Schweregrad der Parodontitis schlieRen lassen. Von
besonderem Interesse ware die Mdglichkeit einer Diagnose durch Blutuntersuchungen. Da
bei einer Parodontitis, wie oben beschrieben, Bakterien in die Blutbahn gelangen konnen,
ware es vorstellbar, dass auch andere Entziindungsfaktoren wie Matrixmetallproteinasen,
deren Auftreten bei bestehender Parodontitis im Speichel erhoht ist?!, auch im Blut haufiger
erscheinen. Andere Entziindungsfaktoren sind Surfactant Proteine. Eine Studie von Glas et
al. lieferte erste Hinweise darauf, dass Surfactant Protein D (SP-D) bei starker Parodontitis
im Blut erhoht ist?.



2. GRUNDLAGEN

2.1. PARODONTITIS:

Die Parodontitis ist eine Infektionskrankheit, die mit dem irreversiblen Abbau des
Zahnhalteapparates einhergeht. Es kann zur Lockerung der Zahne bis hin zum Zahnverlust
kommen.

Ausgangspunkt ist haufig eine Gingivitis, die durch eine Ansammlung von Plaque entsteht.
Die Bakterien der Plaque sind in einer extrazellularen Matrix eingebaut. Diese sind fur die
korpereigene Immunabwehr schwer zu erreichen. Die mechanische Entfernung der Plaque
ist als zentrale therapeutische MalRnahme besonders wichtig'®. Bei bestehendem Biofilm
erhéht sich die Wahrscheinlichkeit, dass sich sowohl Karies als auch eine Gingivitis oder
eine Parodontitis entwickeln.

Die Definition der Parodontitis als Infektionskrankheit ist nicht ganz unproblematisch.
Grundsatzlich werden Infektionskrankheiten tber die ,Koch’schen Postulate® definiert, die
besagen, dass es sich um eine Infektionskrankheit handelt, sobald der Erreger bei
Erkrankten anzutreffen ist und isoliert werden kann®. AuRerdem muss es méglich sein, eine
Infektion durch Einbringen des Erregers in den Kdrper auszulésen. Diese Postulate treffen
allerdings nicht auf die bekannten parodontal pathogenen Bakterien zu. Deshalb stellte
Socransky speziell fur die Parodontitis modifizierte Kriterien zur Definition von parodontalen
Infektionen auf, welche an die Koch’schen Postulate angelehnt sind®*. Die ,Assoziation*
besagt, dass der Krankheitserreger an aktiven Stellen haufiger anzutreffen sein muss als an
nicht aktiven Stellen. Durch die ,Elimination® der Krankheitserreger muss die
Infektionskrankheit gestoppt werden kénnen. Den dritten Punkt stellen die Antikérper dar
(»host response®), die der Wirt aufgrund des bakteriellen Reizes bildet. Die Krankheitserreger
produzieren Virulenzfaktoren (mikro-biologische Molekile), durch die pathogenetische
Effekte der Bakterien erklart werden konnen (z.B. Knochendesturktion u.a.). Als vierten
Punkt fuhrt Socransky den Begriff ,Animal pathogenicity“ auf. Dies besagt, dass durch die
Ubertragung der pathogenen Bakterien bei Tieren eine Infektion, bzw. eine Parodontitis
ausgeldst wird. Den letzten Punkt bezeichnet Socransky als ,Mechanism of Pathogenicity“.

Dies stellt dann den speziellen Mechanismus der Pathogenitat der Bakterien dar®*2°.

Die Parodontitis ist eine weit verbreitete Krankheit. Laut der ,fiinften Deutschen
Mundgesundheitsstudie“, die im Jahre 2016  verdffentlicht wurde®®, haben
Parodontalerkrankungen im Vergleich zur ,vierten Deutschen Gesundheitsstudie“ von 2005*
deutlich abgenommen. Dennoch weisen noch immer 52% der jingeren Erwachsenen (35-
44-jahrige) eine Parodontitis auf.

Die Pravalenz der Parodontitis flr juingere Senioren (65 — 74-jahrige), basierend auf den
Daten der fiinften deutschen Mundgesundheitsstudie®, ist in Abb. 2 schematisch dargestellt.
Die Zahl der gesunden Senioren ist von 8,0% auf 35,3% gestiegen. Die Pravalenz der
moderaten Parodontitis ist leicht zurlickgegangen (von 47,9% auf 44,8%), wahrend sich die
Fallzahlen der schweren Parodontitis sogar mehr als halbiert haben (von 44,1% auf 19,8%).



Aus der Grafik ist dennoch ersichtlich, dass noch immer 64,6% der jingeren Senioren an
einer behandlungsbediirftigen Parodontitis erkrankt sind®.

Parodontalerkrankungen? bei jiingeren Senioren
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Abbildung 2: Verdnderung der Prévalenz von Parodontitis bei Senioren von 2005-
2014. Abbildung iibernommen aus der fiinften deutschen Gesundheitsstudie?®®

Trotz dieser Verbesserungen erhoht sich aufgrund der demographischen Entwicklung die
Notwendigkeit der Diagnose und Behandlung von Parodontitis. Die Pravalenz der
Parodontitis wird dadurch steigen. Diese Entwicklung ist in Abbildung 3 zu sehen?®®.
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Abbildung 3: Demografische Entwicklung und der daraus resultierende erh6hte
parondontale Behandlungsbedarf bis 2030. Abbildung libernommen aus der fiinften
deutschen Gesundheitsstudie?®



FORMEN DER PARODONTITIS

Die haufigste Form der Parodontitis ist die chronischen Parodontitis?”. Uber 90% der
Parodontalerkrankungen in Europa sind der chronischen Parodontitis zuzuordnen®.
Typische Symptome sind Attachmentverlust, gingivale Rezessionen, Abszesse, horizontaler
Knochenabbau, Zahnwanderungen, Zahnkippungen und Zahnlockerungen?®. Der typische
Verlauf gliedert sich dabei in Phasen der Stagnation und der Progression®.

Zum Auftreten dieser Phasen tragt eine Reihe von Faktoren bei, die in Abb. 4 vergleichend
dargestellt werden. Wie man in der vierten Spalte sehen kann, tritt bei der Progression
fortschreitender Attachmentverlust ein. Es kommt zum Kollagen- und Knochenabbau. Der
Leukozytenwall ist durchbrochen, es kommt zu starken klinischen Entziindungszeichen®.
Durch Epithelverlust, welcher durch die Entzindung hervorgerufen wird, entsteht ein
Taschenepithel und bildet somit eine schitzende Nische fir Bakterien. Die protektiven
Faktoren des Speichels wie IgA oder Lysozyme kénnen diesen kaum noch entgegenwirken.
Die Stagnation ist in der dritten Spalte dargestellt. Bei der Stagnation haben protektive
Faktoren des Speichels die Uberhand und verhindern somit die Adharenzfahigkeit der
Bakterien. Die Entziindung kann durch den Leukozytenwall gebremst werden. Durch diesen
Stillstand besteht die Mdglichkeit, Kollagenfasern wiederherzustellen und somit fir einen
Attachmentaufbau zu sorgen. Auch Knochen kann teilweise wieder aufgebaut werden.
Hierbei werden die Begriffe ,Reattachment® und ,Neues Attachment* unterschieden®'. Der
Begriff ,re-attachment beschreibt die Heilung eines traumatogen geschadigten
desmodontalen Attachments bei intakter Zementoberflache. ,Neues Attachment® bezeichnet
die Wiederherstellung des desmodontalen Attachments, auf einer neuen (geheilten)
Zementoberfliche®. Wie Isidor et al. in ihrer Studie von 1985 an Zahnen von Affen zeigten,
entsteht apikal am Zahn neuer Zement. Dieser breitet sich nach koronal aus und fiihrt somit
zu einem neuen Attachment®. Klinisch weisen aktive Taschen (parodontale Taschen
wahrend der Progressionsphase) erhéhte Entziindungszeichen wie Blutung, Exsudat und
Schwellung auf und sind vermehrt von gram-negativen, anaeroben Mikroorganismen
(PG,AA,TF) befallen®3*,
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Progressionsphasen und Stagnationsphasen beitragen.
Abbildung tibernommen aus Referenz °

Die aggressive Parodontitis geht mit sehr raschem Attachmentverlust einher®®. Die Menge
der bestehenden Plaque korreliert hier nicht wie bei der chronischen Parodontitis mit dem
Schweregrad der Erkrankung®. Trotz der geringen Menge der Plaque weisen parodontale
Taschen sehr hohe Mengen an den pathogenen Bakterien AA, TF, Pl und PG auf’’. Das
Bakterium AA kann dabei eine Schliisselrolle spielen®®. Er fiihrt auch zu einer erheblichen
Gewebedestruktion®. Dabei scheint die bakterielle Besiedlung bei einer aggressiven
Parodontitis je nach Geographie oder Ethnie unterschiedlich zu sein®. In Japan zum Beispiel
werden TF, C. rectus, PG und TD als dominante Keime identifiziert, wobei AA zwar auch
gefunden wurde, allerdings in geringerer Menge als PG*.

ENTSTEHUNG DER PARODONTITIS

Die Entstehung der Parodontitis ist ein multifaktorieller Prozess. Nicht allein die
Mundhygiene ist hierfir ausschlaggebend. Dies lasst sich sehr anschaulich an einer Studie
von Lée et al. von 1986 sehen, in der Teearbeiter, die in Sri Lanka leben und keine
regelmaRige Mundhygiene betreiben, parodontal untersucht wurden*'. Trotz fehlender
Mundhygiene hatten 11% der Probanden Uberhaupt keine Anzeichen einer Parodontitis.
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Dennoch ist Plague auch ein entscheidender Faktor bei der Entstehung der Parodontitis. Die
supragingivale Plaque ist durch einfache Mundhygiene leicht zu entfernen und besteht
hauptsachlich aus gram-positiven, fakultativ aeroben Streptokokken. Die subgingivale
Plaque hingegen besteht hauptsachlich aus gram-negativen, anaeroben Stdbchen wie
Aktinomyceten, Fusobakterium nucleatum (FN), TF, Tanerella Stdmmen, Prevotella-Stamme
und Spirochaten®42. AuBerdem findet sich subgingival auch der sehr pathogene Vertreter
AA®,

ENTSTEHUNG DES BIOFILMES

Die Bildung des Biofilmes vollzieht sich in vier Phasen: Die Adhéarenz, die
Verzogerungsphase, die Wachstumsphase und die Gleichgewichtsphase®*.

In der Phase der Adhéarenz bildet sich zunachst das sogenannte ,acquired pellicle®. Dies
bezeichnet eine Benetzung der Zahne mit Proteinen des Speichels innerhalb kiirzester Zeit
nach der Zahnreinigung®. Im acquired pellicle sind keine Bakterien vorhanden®. Jedoch
kénnen sich erst durch dieses Pellicle Bakterien an die Zahnoberflaiche anlagern®*“¢. Die
Bakterien binden sich mit ihren Pili und Proteinen an spezielle Rezeptoren des acquired
pellicle (Adhasion). Innerhalb der ersten vier Stunden heften sich zunachst gram-positive
Streptokokken an (S. sanguis, S. mitis, S. oralis)*’. In den nachsten 12 Stunden kommen
durch Koaggregation Actinomyceten, Prevotellae und Veilonellae hinzu®,

In der Verzdgerungsphase findet eine Anderung der Genexpression der Bakterien statt, da
diese sich von der planktonischen in die sesshafte Phase entwickeln**.

In der Wachstumsphase wird die Glykokalix gebildet, die aus Wasser und
Exopolysacchariden besteht. Diese dient als Schutzfilm des bakteriellen Komplexes und halt
ihn zusammen*. Der bakterielle Komplex wéachst weiter durch Koaggregation von
Bakterien'. Zunachst vermehren sich die Bakterien lateral. Bei weiterem Voranschreiten
wird dieses Wachstum durch vertikales Wachstum abgeldst. Zu Beginn finden sich meist
Aerobier. Bei Voranschreiten der Plaquebildung werden diese allerdings immer mehr durch
Anaerobier ersetzt*?.

In der Gleichgewichtsphase verringern Bakterien im Inneren des Biofilmes ihr Wachstum. Es
kénnen Kristalle beobachtet werden, die dann mineralisieren**.

Durch ,quorum sensing“ kdnnen diese Bakterien untereinander ihre Aktivitdten koordinieren
und Einfluss auf die Genexpressionen nehmen'®. Quorum sensing bezeichnet die Fahigkeit
der Bakterien, untereinander durch Signalmolekule zu kommunizieren. Diese Signalmolekdle
(Autoinducer) bewirken eine Regulierung der Genexpression und somit eine Anderung der
Funktion®®*. Es werden Funktionen wie Virulenz, Kompetenz,  Konjugation,
Antibiotikaproduktion, Beweglichkeit, Sporenbildung und Biofilmformation beeinflusst*®. Ein
Beispiel hierfiir sind Efflux-Pumpen, welche Antibiotika ausschleusen®°,

Die reinigende Wirkung des Speichels und die der Abrasion kann nur supragingival wirken®°.
Die Beseitigung des Biofilmes ist nur noch mechanisch méglich. Dies ist jedoch anhand der
schwierigen Lokalisation in der unzuganglichen Tasche nicht mdglich. Ab einer Tiefe von 4
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mm subgingival werden diese Lokalisationen selbst mit bester Mundhygiene nicht mehr
erreicht”.

PATHOGENITAT DER BAKTERIEN

Socransky et al.” teilen die Bakterien, welche mit der Parodontitis in Verbindung gebracht
werden, in sechs Komplexe ein (Abb. 5). Je nach Pathogenitat erhielten diese
unterschiedliche Farben. Die Bakterien der blauen (Aktinomyceten), gelben (Streptokokken),
griinen und violetten Gruppe enthalten die Friihbesiedler'®**. Diese Gruppe stellt auch die
Vertreter dar, die bei gesunden Verhaltnissen zu beobachten sind**. Der orange Komplex
hingegen steht in engem Zusammenhang mit dem Auftreten von Gingivitis und
Zahnfleischbluten. Der rote Komplex ist hoch pathogen und umfasst die Bakterien, die mit
der Parodontitis assoziiert werden (PG, TF, TD)'°.

A naeslundli 2
(A viscosus)

V parvula
A odontolyticus

S mitis
S oralis
S sanguis

Streptococcus sp.
S gordoni
S intermedius

E comrodens
C gingivalis

% zu@m
Cconcisus = A actino b. Sl
A actino. a

Abbildung 5: Mikrobielle Komplexe nach Socransky et al. im subgingivalen Biofilm. Abbildung
tibernommen aus Referenz ’

Das zum orangen Komplex gehérende FN wirkt als wichtige Bricke zwischen den
Frihbesiedlern (Streptokokken, Aktinomyceten) und den spateren Vertretern des roten
Komplexes®'.

Der zum roten Komplex gehérende TD kann sich an die gingivalen Fibroblasten anlagern
und kann mit FN und PG koaggregieren. Dies stellt einen entscheidenden Faktor fur die
Biofilmbildung und dessen Pathogenitat dar®®. TD supprimiert unter anderem die Produktion
der Beta-Defensine. Beta-Defensine sind antimikrobielle Peptide, die unter anderem durch
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Epithelzellen gebildet werden®?. Sie filhren zur Lyse oder zum Zelltod gram-negativer
Keime®®. AuRerdem hemmt TD die Proliferation von Fibroblasten®.

Es wurde nachgewiesen, dass vier von diesen Bakterien aktiv in das Gewebe des Wirtes
eindringen kénnen: AA, PG, Pl und FN*®. Diese Bakterien setzen somit nicht nur die
Immunantwort herab, sondern verschaffen sich Zugang zu tieferen Schichten des
Gewebes®.

Die Gewebezerstérung wird nicht allein durch die Bakterien selbst sondern vielmehr durch
ein Zusammenspiel aus verschiedenen pathogenen Faktoren verursacht. Diese lassen sich
in drei Klassen einteilen: die Anti-Wirtsabwehr, die direkte Gewebeschadigung und die
indirekte Gewebeschadigung. Durch protektive Faktoren wie die Abkapselung der Bakterien
oder ihrer Schleimhulle wird die Wirtsabwehr herabgesetzt. Die direkte Schadigung des
Gewebes wird durch Enzyme, Knochenresorption oder zytotoxische Substanzen
hervorgerufen. Kollagenasen zum Beispiel kdnnen Teile des Gewebes aufldsen.

IMMUNABWEHR GEGEN DIE PARODONTITIS

Durch gezielte Abwehrmechanismen versucht der Koérper der Biofilm-Bildung und deren
schadlichen Stoffwechselprodukten entgegen zu wirken. Wenn die Stoffwechselprodukte die
Gewebeschranke passieren, |[0sen sie dort eine Immunabwehr aus.

Tab.1 zeigt die Bestandteile der Immunantwort, die bei der Parodontitis im Besonderen eine
Rolle spielen.

Unspezifisch Spezifisch
Zellular Phagozyten B-Lymphozyten
Makrophagen T-Lymphozyten
Granulozyten
NK-Zellen
Humoral Lysozym Antikorper
Komplementsystem
Interferone
Zytokine
Surfactant Proteine

Tabelle 1: Komponenten der unspezifischen und spezifischen Abwehr, die
im Besonderen bei der Parodontitis eine Rolle spielen

Die unspezifische, angeborene Immunreaktion ist ein wichtiger Bestandteil der
Abwehrreaktion. Einen Teil dieser Immunreaktion stellen die sogenannten ,surfactant®-
Proteine dar, von denen es verschiedene gibt (SP-A, P-B und weitere). SP-D treten im
Serum und an Schleimhautoberflachen auf und erkennen mikrobielle molekulare Strukturen
oder Oberflachenmarker®?. Die Kohlenhydratbindungsregion (CRD) des SP-Ds hat eine
besondere Bedeutung bei der Immunantwort. Sie kann Glykoproteine und Glykolipide von
pathogenen Bakterien binden®®. CRD reagiert spezifisch auf Pathogen-associated molecular
patterns der Mikroorganismen wie Zuckerreste, Lipoteichonsaure oder Lipopolysaccharide
von gram-negativen Bakterien?**®, SP-A und SP-D vermitteln somit die Opsonierung,
Neutralisation und die Agglutination dieser pathogenen Bakterien®%°. Zur Agglutination
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kommt es, wenn das CRD an kohlenhydrathaltige Epitope der LPS von gram-negativen
Bakterien bindet®. Diese agglutinierten Komplexe kénnen leichter durch zahes Sekret des
Respirationstraktes ausgeschleust und an der Invasion ins Gewebe gehindert werden®®.
Durch Opsonierung der Mikroorganismen wird die Phagozytose durch Makrophagen und
Granulozyten verstarkt®”%®, Durch Erhéhung der Zellpermeabilitat der Bakterien und durch
deren verstarkte Phagozytose wird das bakterielle Wachstum verringert®’.

Im ersten Stadium der Entwicklung der Parodontitis ist in den ersten Tagen nach der
Plaqueakkumulation noch eine klinisch gesunde Gingiva zu finden. Die Bakterien des
Biofilmes bilden Metabolite (kurze Fettsauren), die in das Saumepithel eindringen®®. Dadurch
werden die proinflammatorischen Entzindungsmediatoren IL-1, IL-8, TNFa, PGE2 und MMP
sezerniert®®. Die fiir die Parodontitis wichtigen Zytokine sind in Tab. 2 aufgefiihrt. Dazu
gehoren Interleukine, Tumornekrosefaktoren, Interferone, koloniestimulierende Faktoren und
Wachstums-faktoren®®. Die meisten Zytokine wirken nur lokal. TNF, IL-1 und IL-6 haben
auch eine systemische Wirkung®®. Proinflammatorische Zytokine (IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa,
IFNy) stehen im Normalfall im Gleichgewicht mit ihren immunregulierenden Zytokinen (IL-
1ra, IL-10, TNF-B)*. Bei der Parodontitis werden die proinflammatorischen Zytokine
vermehrt sezerniert, da diese von den Bakterien selbst und deren Stoffwechselprodukten
induziert werden®®. Diese Zytokine steigern dann die Sekretion von Prostaglandin Ez und
MMPs*. Zytokine werden von Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, Endothelzellen und
Fibroblasten gebildet™. IL-1 fordert die Ausschittung von knochenabbauenden Faktoren wie
MMPs und PGE_, resorbiert selbst den Knochen und aktiviert Lymphozyten®°. Auch IL-6
fordert die Knochenresorption, indem es die Proliferation der Osteoklasten stimuliert und den
Knochenabbau fordert®!62, IL-8 fordert die Chemotaxie von polymorph nukleéren
Granulozyten (PMNs)®3.
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Zytokin Herkunft Zielzellen Wirkungen
IL-1 Makrophagen Leukozyten proinflammatorisch
Endothelzellen Osteoblasten pyrogen
Epithelzellen Osteoklasten Stimuliert Sekretion von IL-2
hemmt Knochenbildung
fordert Knochenresorption
IL-6 T-Zellen B-Zellen proinflammatorisch
B-Zellen T-Zellen pyrogen
Fibroblasten Plasmazellen Synthese von Akut-Phase-
Endothelzellen Proteinen
IL-8 T-Zellen Neutrophile Chemokin: Aktiviert neutrophile
Fibroblasten Granulozyten Granulozyten, Umverteilung von
Endothelzellen Leukozyten in
Entzindungsherde
TNF-a T-Helferzellen PMN proinflammatorisch
Endothelzellen Makrophagen Entzindung
Osteoklasten Zytolyse
Aktivierung von Makrophagen
Induktion von Apoptose
Knochenresorption
IL-1-Synthese
TNF-8 T-Zellen Viele verschiedene Abbau von Fettdepots
Makrophagen Synthese IL-1, IL-6, PGE2
IFN-y T-Zellen Makrophagen Proinflammatorisch
NK-Zellen Steigerung der Zytotoxizitat von

T-Zellen und NK

Tabelle 2: Auflistung der Herkunft, Zielzellen und Wirkung der fiir Parodontitis relevanten Zytokine®®%*

Durch Mastzellen wird Histamin sezerniert. Dies fuhrt nicht nur zur Erhéhung der
GefalRpermeabilitat, sondern veranlasst das Endothel weiter IL-8 auszuschitten. Dies dient
dazu, PMNs anzulocken®. Durch die erhdhte GefaRpermeabilitat kdnnen die Bakterien
selbst und auch deren Stoffwechselprodukte in das subepitheliale Bindegewebe eindringen.

Das zweite Stadium ist die initiale Gingivitis. Innerhalb von 4-14 Tagen kommt es zur
ersten, akuten Entziindungsreaktion®®. Das Komplementsystem wird durch LPS oder
Antigen-Antikdrper-Komplexe aktiviert. Dabei unterstitzt das Komplementsystem als Teil der
angeborenen Immunantwort die unspezifische Abwehr. Sie bewirken die Chemotaxis
anderer Immunzellen, Opsonierung der Bakterien und fuhren zu Poren in der Membran der
Bakterien, was zur Lyse dieser fihren kann®®. Neutrophile Granulozyten und Lymphozyten
durchdringen das Saumepithel®®. Die Granulozyten bilden einen Wall gegen die
Plaquebakterien (Leukozytenwall)®’%®. Neutrophile ~Granulozyten phagozytieren die
pathogenen Bakterien und bauen diese intrazellular ab. Subepithelial sind
Lymphozyteninfiltrate zu finden?.

Das dritte Stadium ist die etablierte Gingivitis. Das Saumepithel proliferiert nach drei bis
vier Wochen nach lateral und es entsteht eine Tasche®. Diese wird zunachst noch als
,Pseudotasche” bezeichnet, da diese durch entzindliche Schwellungen entsteht und nicht
nach apikal proliferiert®®. Trotzdem tritt hier schon ein erheblicher Kollagenverlust auf*°.
,Pathogen-associated molecular patterns® wie Endotoxine und Lipoteichonsaure werden
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durch ,Toll-like receptors® der Makrophagen erkannt und dadurch werden Zytokine
ausgeschuttet. Dies schadigt allerdings nicht nur die Bakterien sondern auch den Wirt selbst.
Interleukine fuhren zur Ausschittung von Matrix-Metalloproteinasen. Sowohl Interleukine als
auch Matrix-Metalloproteinasen evozieren Knochenresorption. Es werden in diesem Stadium
vermehrt Lymphozyten gefunden. Plasmazellen produzieren Antikdrper. PMN sezernieren
Zytokine, Leukotriene und MMPs*. Die etablierte Lasion weist noch gram-positive und gram-
negative Bakterien auf und kann Gber Jahre ohne weitere Progression bestehen. Symptome
dieser Form der Gingivitis sind gerotete, geschwollene Gingiva mit erhdhter
Blutungsneigung?.

Das vierte Stadium stellt die Parodontitis dar, in der Attachmentverlust eintritt. Bei der
Parodontitis treten subepithelial vorwiegend nur noch anaerobe, gram-negative Bakterien
auf. Es entsteht eine echte parodontale Tasche im gingivalen Sulkus?®. Erst hier erfolgt eine
Resorption von Alveolarknochen. Makrophagen sezernieren Mediatoren wie IL-1 und TNF.
Diese bauen Bindegewebs- und Knochenmatrix direkt ab und veranlassen Fibroblasten
dazu, weiter MMP und PGE: zu produzieren. MMP-8 und PGE, reduzieren Kollagen direkt*®.
Die Knochenresorption wird vom RANKL/RANK/OPG-System gesteuert. RANKL (Receptor
Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand) ist ein membrangebundenes Protein, das
allerdings durch Spaltung auch in freier Form vorhanden sein kann®. Diese Spaltung wird
von Matrixmetalloproteinasen verursacht®®. RANKL kann an die RANK-Rezeptoren von
Praosteoklasten binden®. Hierdurch wird die Osteoklastenbildung aktiviert®®. Fir die
Knochenresorption heften sich die Osteoklasten durch ihre aktinreichen Podosomen an die
Oberflache des Knochens. Durch Salzsdure und proteolytische Enzyme wie das ,Kathepsin
K* wird der Alveolarknochen aufgelést®. Osteoprotegerin (OPG) ist der Inhibitor von RANKL.
Dieser bindet an RANKL und verhindert somit dessen Bindung an den Rezeptor RANK®®.
Proinflammatorische Zytokine vermehren die Produktion von RANKL und flihren hierdurch
zur Knochenresorption®.

BEKANNTE RISIKOFAKTOREN

Abgesehen von der bakteriellen Infektion kdnnen weitere Faktoren zur Manifestation der
Parodontitis beitragen. Zu diesen Faktoren gehdren:

- Erblichkeit

- Rauchen

- Diabetes Typ 1 und Typ 2
- Adipositas

- Osteoporose

- Stress

Rauchen ist der wichtigste und der am besten erforschte Risikofaktor der Parodontitis™.
Rauchen erhoht das Risiko, an einer Parodontitis zu erkranken um ein Vielfaches™®"". Nikotin
wirkt auf die humorale und zelluldre Immunreaktion?. Es reduziert IgG und erhoht das
Vorhandensein von Zytokinen im Sulkus’*"3. Durch die Hyperkeratinisierung der Gingiva wird
die Immunabwehr herabgesetzt?. AuRerdem verringert sich die Durchblutung durch
Vasokonstriktion. Eine bestehende Entzindung kann aufgrund der verminderten Blutung
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nicht so schnell erfasst werden. Eine beginnende Parodontitis wird daher erst spater erkannt.
Die Immunabwehr ist erschwert, da Immunzellen nicht mehr so leicht an das entziindete
Gewebe gelangen. Auch durch verminderten Speichelfluss ist die Immunabwehr
eingeschrankt. Erst nach 5-10-jahriger Nikotinabstinenz haben diese Patienten das gleiche
parodontale Erkrankungsrisiko wie ein Nichtraucher’®. Dabei konnte bei Rauchern eine
Dosisabhangigkeit festgestellt werden. Die Parodontitis ist umso schwerer, je mehr
Zigaretten geraucht werden?. Auch die Erfolgsrate der Parodontitis-Therapie ist bei
Nichtrauchern héher als bei Rauchern’.

Bei einem bestehenden Diabetes werden die proinflammatorischen Zytokine (IL-1, TNFa),
die durch ,Advanced glycation end product® (AGE) vermittelt werden, vermehrt
sezerniert’>’®, AGEs sind das Produkt nichtenzymischer Glycierung von Lipiden und
Proteinen und entfalten eine proinflammatorische Wirkung”’. AGE tritt nicht nur bei Diabetes,
sondern auch bei allgemeinen Entziindungen vermehrt auf’®. AuRerdem ist bei Diabetikern
die Regenerationsfahigkeit des Gewebes aufgrund der geringeren Durchblutung durch die
Mikroangiopathie geschwacht. Das Risiko, an einer Parodontitis zu erkranken, ist fUr einen
Diabetiker um das 3-4-fache gegenilber einer gesunden Person erhoht. Es spielt hierbei
keine Rolle, ob es sich um einen Diabetes Typ 1 oder Diabetes Typ 2 handelt’. Ist der
Diabetes allerdings nur unzureichend eingestellt, ist auch eine erfolgreiche Parodontitis-
Therapie schwierig”®. Die Odds Ratio liegt bei 2,2 bei kontrollierten Diabetikern und bei 5,3
fur Diabetiker, die trotz Therapie schlechte Blutzuckerwerte aufweisen’®.

Zu den Hintergrundfaktoren zahlen Risikofaktoren, die nicht durch Therapie beeinflusst
werden kdnnen wie das Alter, das Geschlecht, die Herkunft, der soziale Status und die
korpereigene Abwehr. Das Immunsystem ist im vorangeschrittenen Alter schwéacher,
Entzindungen koénnen sich leichter und schneller ausbreiten. AuRerdem leiden altere
Patienten oft an systemischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder Ubergewicht, was
den Grad der Parodontitis noch verstarken kann. Auch die Ethnie kann eine Rolle bei der
Parodontitis spielen. Die Bevdlkerung in Asien und Afrika hat im Schnitt ein hoéheres
Parodontitis-Risiko als Européer und Amerikaner®. Afroamerikaner haben sogar ein dreifach
héheres Risiko, an einer Parodontitis zu erkranken als Kaukasier®'. Es wurde gezeigt, dass
die Populationen aus Asien und Afrika eine hdéhere orale Besiedlung mit den
parodontalpathogenen Keimen AA, PI, und PG aufweisen®. Dabei spielen hier natiirlich
auch die unterschiedliche Mundhygiene, Traditionen und Kulturen eine entscheidende Rolle.
Der soziale Status stellt einen weiteren wichtigen Einflussfaktor fiir die Parodontitis dar.®2
Borrell et al. fuhrten hierzu eine sehr interessante Studie durch, die nicht nur den sozialen
Status betrachtet sondern diesen auch mit der genetische Abstammung in Zusammenhang
bringt®. Dabei wurden die Faktoren Einkommen, genetische Abstammung (Kaukasier,
Afroamerikaner, Hispanics), Alter, Geschlecht, Bildung, Versicherungsstatus, Dauer seit
letztem Zahnarztbesuch, Rauchen und Diabetes betrachtet. Die hochste Pravalenz der
Parodontitis zeigt sich in der Personengruppe, welche mannlich ist, keine
Krankenversicherung besitzt, deren letzter Zahnarztbesuch langer als sechs Monate zuruck
liegt, raucht und an Diabetes erkrankt ist. Werden alle Faktoren zusammen betrachtet, fallt
auf, dass Afroamerikaner die héchste Pravalenz an Parodontitis haben. Werden lediglich die
Faktoren Einkommen und Bildung betrachtet, ist die Parodontitis-Haufigkeit bei guter Bildung
und hohem Einkommen am geringsten, ungeachtet der Ethnie. Interessanterweise ist bei
Betrachtung des Faktors Ethnie bei Afroamerikanern die Parodontitis-Haufigkeit mit

18



niedrigem Einkommen geringer als bei Afroamerikanern mit hohem Einkommen. Eine
mogliche Erklarung hierfir kdnnte sein, dass Afroamerikaner mit hohem Einkommen einem
erhdhten Stress-Level ausgesetzt sind, welcher eventuell durch rassistische Umstande
erklart werden kann®?,

Das Geschlecht scheint auch eine Rolle bei der Parodontitis zu spielen. Manner zeigen ein
erhéhtes Risiko fiir eine Parodontitis im Vergleich zu Frauen®®. Auch bei einer bestehenden
Parodontitis sind Attachmentverlust und Knochenabbau bei Mannern gegenlber Frauen
erhoht®®. Hierbei spielen méglicherweise Hormone eine wichtige Rolle. Ostrogene haben
einen antiinflammatorischen Effekt®*. Des Weiteren wird diskutiert, dass Manner ein
geringeres Gesundheitsbewusstsein haben kénnten’.

Auch korpereigene Abwehrmechanismen kdénnen das Ausmal und die Progression der
Parodontitis beeinflussen. Abweichungen der normalen Zellzahl wie die Neutropenie,
Stoérungen der Diapese wie bei dem ,LAD-Syndrom“ oder Funktionsstérungen beziglich der
Chemotaxis der Granulozyten gehéren hierzu®®.

Der Risikoindikator Stress ist derzeit noch nicht ausreichend durch Studien belegt.
Allerdings wird vermutet, dass durch vorhandenen Stress vermehrt Interleukin 6
ausgeschuttet wird. Menschen, die unter hohem Stress leiden, haben eine vierfach hohere
IL-6-Konzentration als die Kontrollgruppe. Hierbei wurden Probanden uber sechs Jahre
untersucht, die sich um einen Angehorigen mit Demenz kimmerten gegeniber Probanden,
die diese Verpflichtung nicht hatten®. IL-6 ist ein wichtiger Mediator fiir Entziindung und
Gewebeverlust bei der Parodontitis. Es ist allerdings auch mdglich, dass Personen, die unter
hohem Stress leiden, schlichtweg ihre Mundhygiene vernachlassigen oder vergessen’.

Adipositas ist ein Risikoindikator fir eine Parodontitis. In einer Studie, in der 241 Japaner
auf den Zusammenhang zwischen Gewicht und Parodontitis untersucht wurden, konnte
gezeigt werden, dass dieser Bezug signifikant ist. Das relative Risiko, an einer Parodontitis
zu erkranken, war demnach fir Ubergewichtige um das 3,4-fache erhoht, wahrend das
Risiko fiir Adipése bereits um das 8,6-fache gegeniiber dem eines Normalgewichtigen lag®.
2003 wurde eine weitere Studie durchgefihrt, die 13.665 Falle untersuchte und dabei
besonderes Augenmerk auf das Alter der Patienten legte. Dabei wurde besonders in der
jungen Altersgruppe (18-34 Jahre) ein signifikanter Unterschied mit einem Quotenverhaltnis
von 2,27 beobachtet. In der mittleren (35-59 Jahre) und alteren Gruppe (60-90) war dieser
Unterschied mit einem Quotenverhaltnis von 1,0 fir Ubergewichtige und 1,76 fiir Adipdse
weitaus weniger entscheidend®’.

2.2. SURFACTANT PROTEIN D

Surfactant Proteine gehéren zur Familie der Kollektine und stellen einen Teil der
angeborenen Immunantwort dar. Es gibt vier bekannte Surfactant Proteine: A,B,C,D8.
Kurzlich wurde noch ein Surfactant Protein G gefunden, dessen Eigenschaften denen der
Surfactant Proteine B (SP-B) und Surfactant Proteine C (SP-C) 8hneln®. Surfactant Protein
A (SP-A) und Surfactant Protein D (SP-D) sind sich sehr ahnlich.
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Die Familie der Kollektine stellt eine Untergruppe der C-Typ Lektine dar, und gehoért somit
zur angeborenen Immunabwehr. Surfactant Proteine werden in den Typ-2 Zellen der
Pneumozyten der Lunge und in den Clarazellen des Bronchialsystemes gebildet®.

Kollektine allgemein bestehen aus vier Untereinheiten: Ein zysteinreiches N-terminales
Ende, eine kollagendhnliche Region (collagen-like domain), eine alpha-helikal gedrehte
Halsregion (alpha-helical neck domain) und eine Kohlenhydratbindungsregion (carbohydrate
recognition domain: CRD)*. Die CRD besteht aus ungefahr 120 Aminosauren, die durch
zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und sich am C-terminalen Ende des
Proteins befindet®™. Abb. 6 zeigt den schematischen Aufbau des Surfactant Proteins A (SP-
A) und von SP-D. SP-A besteht aus sechs Trimeren, SP-D besteht aus vier Trimeren®'.

a Trimeric structure
SP-A
et l
SP-D
I |
J

| J1 |l

N-terminal Collagenous region a-Helical CRD
non-collagenous coiled coil
domain

b Oligomeric structure

¥ .
SP-A /sp-o\@

Abbildung 6: Aufbau der Surfactant Proteine. Abbildung libernommen
aus Referenz *'

SP-A ist weitgehend nur in der Lunge anzutreffen und verhindert durch Verringerung der
Oberflachenspannung ein Kollabieren der Lungen®. SP-D befindet sich auch im Blutserum,
auf Schleimhautoberflaichen des Verdauungstraktes, in den Tranendrisen und im
parodontalem Gewebe®". Die Konzentration des SP-D erhéht sich bei Infektionen der Lunge
wie bei der Pneumonie oder Asthma®®. Durch Infektionen wie Masern oder Tuberkulose und
durch Sklerose wird die Konzentration von SP-D im Serum erhéht??, Eine erhdhte Expression
von SP-D im Blutserum kann daher ein Frihstadium einer Lungenerkrankung oder einer
Erkrankung mit pulmonaler Beteiligung aufzeigen®. Douda et al. legten in ihrer Studie von
2011 in vivo mit Mausen dar, dass SP-D erheblich dazu beitragt, dass ,neutrophil
extracellular traps“ (NET: Netze aus weilen Blutkérperchen) Bakterien einfangen kdnnen®.
Therapeutisch verwendet man SP-D heute als Therapie gegen zystische Fibrose, neonatale
Lungenerkrankung und raucherbedingte Emphyseme®.
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Die Konzentration von SP-D im Serum konnte bereits mit dem Auftreten einer chronischen
Parodontitis in Zusammenhang gebracht werden?92,

2.3. MATRIXMETALLOPROTEINASE 8

Metalloproteinasen (MMPs) stellen eine Gruppe von 26 verschiedenen Endopeptidasen
(Enzymen) dar, die bei der Wundheilung, der normalen Geweberegeneration und beim
Gewebeumbau eine Rolle spielen®. Der Umbau erfolgt Giber den Abbau und die Beseitigung
der extrazellularen Matrix®®. MMPs werden durch Hormone, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
deren Inhibitoren (TIMPs: Tissue Inhibitors of metalloproteinases) und Zell-zu-Zell-Kontakte
reguliert®. Auch bei den ersten Schritten der Apoptose sind MMPs entscheidend beteiligt®”.
Da sie auch bei der Pathogenitdt des Karzinoms involviert sind, verspricht sich die
Forschung Therapieerfolg, wenn gezielt gegen MMPs behandelt wird®. Zellen wie
Fibroblasten, Osteoblasten, endotheliale Zellen, Makrophagen, neutrophile Granulozyten
und Lymphozyten sezernieren diese Enzyme®. MMPs werden als so genannte ,Zymogene*
(Proform) sezerniert. Aktive MMPs werden im Unterschied zu inaktiven MMPs mit aMMP
bezeichnet. aMMPs reagieren im Gegensatz zu inaktivien MMPs mit Antikérpern, was ihren
Nachweis stark vereinfacht.

MMPs werden in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und Matrilysine eingeteilt®. Diese
befinden sich alle extrazellular. Des Weiteren gibt es noch membrangebundene MMPs, die
in die Klasse der ,MT-MMPs“ fallen®®. Abb. 7 zeigt den schematischen Aufbau von
Metalloproteinasen. Metalloproteinasen besitzen ein Propeptid (80 Aminosauren), welches
zur Aktivierung des Enzymes abgespalten wird. Ferner besteht eine katalytische Domane
(catalytic domain; 170 Aminosauren) mit der aktiven Seite und dem katalytischen Zink. Das
Zink ist hierbei entscheidend bei der Aktivierung des Enzymes beteiligt. Das Zystein des
Propeptides bindet an das Zink-lon der katalytischen Domane. Somit kann das
Wassermolekiil, das firr die Katalyse notwendig wére, nicht an das Zink-lon binden*. Das
Enzym bleibt inaktiv. MMPs werden schrittweise aktiviert. Es wird zunachst nur ein Teil des
Propeptides abgespalten. Bereits aktivierte MMPs spalten dann den Rest des Propeptides
ab und filhren somit zur Aktivierung der Metalloproteinase®. Das C-terminale Ende bildet die
hamopexin-ahnliche Domane (hemopexin-like-domain, 200 Aminosauren)®. Bei
Kollagenasen ist diese Region fiir die Spaltung des Kollagens verantwortlich®. Gelatinasen
besitzen noch drei Sorten von Fibronektin, welches fir die Substrat-Erkennung und die
Reaktion mit TIMPs verantwortlich ist*®. Drei Kalzium-lonen stabilisieren die Struktur des
Enzyms®. Das Substrat bindet an das so genannte ,S1-Pocket‘, welches sich auf der
rechten Seite des Zink-lons befindet®®.
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Abbildung 7: Aufbau von Metalloproteinasen. Abbildung (ibernommen aus Referenz'®

MMPs erfillen je nach Subtyp diverse Aufgaben. So aktiviet MMP-13 zum Beispiel
Osteoklasten, wahrend die Typen MMP-1, MMP-2 und MMP-9 einen antiinflammatorischen
Effekt besitzen. Verschiedene MMPs kénnen durchaus zu entgegengesetzten Auswirkungen
fuhren. Wahrend MMP-3 und MMP-9 protektiv gegen arteriosklerotische Plaque wirken,
weist MMP-12 eine destabilisierende Wirkung auf und unterstitzt die L&sionen der
Innenwande von Blutgefalen'®'. MMP-1, MMP-8, MMP-13 und MMP-18 gehdren zu den
Kollagenasen. Das hier untersuchte MMP-8 ist eine neutrophile Kollagenase (Kollagenase
1,2 und 3) und spaltet das Kollagen in % und % Bruchstiicke'®?. Zun&chst liegt das MMP in
nicht aktiver Form in den neutrophilen Granulozyten vor. Wenn das Enzym bei einer
Entziindung aktiviert wird, kann es somit Kollagenfasern spalten und den Weg fir
Immunzellen zu den Bakterien ebnen'®. Allerdings tritt hier dann auch ein Gewebeverlust
auf, der als negativen Nebeneffekt der Immunabwehr den Attachmentverlust des
Zahnhalteapparates zur Folge hat.

Metalloproteinasen treten in sehr geringer Konzentration auf. Physiologisch andert sich dies
erst bei Knochenumbau, Wundheilung, Entziindungen und Apoptose®. Das Ungleichgewicht
zwischen MMP-8 und den intrinsischen Antagonisten (TIPMs) kann zu pathologischen
Erkrankungen wie Arthritis, Rheuma, Multiple Sklerose und weiteren fiihren®%,
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2.4. ZIELE DER STUDIE

Ziel dieser Studie ist die Prifung der Eignung der Expression der beiden Biomarker SP-D
und MMP-8 im Serum von Patienten mit chronischer Parodontitis als Diagnoseparameter zur
Differenzierung der Parodontitisstadien. Es soll untersucht werden, ob ein signifikanter
Unterschied der Konzentration der beiden Biomarker im Serum bei Patienten mit
unterschiedlich schwerer Parodontitis gemessen anzutreffen ist. Es soll aullerdem
untersucht werden, welchen Einfluss relevante Parameter wie Alter, Geschlecht, ethnische
Abstammung, Knochenverlust, Zahnanzahl und das Rauchen auf die Expression der beiden
Biomarker SP-D und MMP-8 im Serum haben. Des Weiteren soll analysiert werden, ob das
Vorkommen der parodontal pathogenen Bakterien AA, PG, FN, TF, Parvimonas micra (PM),
TD und Pl in den parodontalen Taschen mit der Expression der beiden Biomarkern im
Serum Korreliert ist.
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3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1. AUSWAHL DER STUDIENPOPULATION

Bei dem Patientenkollektiv handelt es sich um 162 Patienten der Poliklinik fur Zahnerhaltung
und Parodontologie der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen. Die Studie entsprach den
ethischen Richtlinien der Helsinki-Deklaration und wurde durch die Ethikkommission der
medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat positiv begutachtet (No.025-11).

Vor der Aufnahme in die Studie musste jeder Patient schriftlich sein Einverstandnis zur
Teilnahme an der Studie erklaren.

Bei der klinischen Untersuchung wurden mit einer Parodontalsonde (Hu-Friedy, Chicago,
USA) zunachst die Taschentiefen an sechs Stellen jedes Zahns erfasst (jeweils auf der
bukkalen Seite mesial, medial, distal und auf der palatinalen/lingualen Seite mesial, medial
und distal). Dabei wurde auch die Blutung bei Sondierung (BOP= Bleeding on Probing)
erhoben.

Mit einer Nabers-Sonde wurden die Furkationen der Pramolaren und Molaren sondiert. Der
Furkationsbefall wurde nach Hamp et al. (1975) klassifiziert®’:

e Grad 1: Furkation ist bis 1-3 mm sondierbar
e Grad 2: Furkation ist mehr als 3 mm sondierbar aber nicht durchgéngig
e Grad 3 Durchgangigkeit der Furkation

Die Zahnlockerung wurde nach folgenden Kriterien (Hellwig, E. )festgehalten?.

e Grad 0: Keine erhdhte Zahnbeweglichkeit

e Grad 1: Erhoht, bis 1 mm

e Grad 2: Erhoht, Gber 1 mm

e Grad 3: Beweglich auf Lippen- und Zungendruck

Die radiologische Untersuchung der Patienten wurde mit Hilfe eines Orthopantomogramms
(OPG) durchgefuhrt. Der prozentuelle, horizontale Abbau des Alveolarknochens wurde mit
Hilfe des Limbus alveolaris (Verlauf des Knochenrandes) berechnet. Dieser liegt ca. 1mm
apikal der Schmelz-Zement-Grenze, wenn kein Knochenabbau stattgefunden hat. Man misst
zunachst die Lange zwischen Schmelz-Zement-Grenze und der Wurzelspitze. Diese wird
dann mit der Lange zwischen Limbus alveolaris und Wurzelspitze verglichen.

Ein mikrobiologischer Abstrich wurde mit einer sterilen Papierspitze (,Absorbent Paper
Points“ der Firma VDW Gmbh, Miinchen, Deutschland, 1SO 40) aus der tiefsten Tasche
eines jeden Quadranten entnommen. Die Proben wurden in einer Kihlbox aufbewahrt.
AnschlieRend wurde dem Patienten Blut entnommen. Es handelte sich insgesamt um zwei
EDTA-ROhrchen (Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland) fir Plasma und zwei R&hrchen
(Sarstedt) fir Serum. Nach der Blutabnahme wurden diese Probengefalie sofort in einer
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Kihlbox aufbewahrt. Die EDTA- und Serum-Réhrchen wurden bei 3000 U/min flr zehn
Minuten zentrifugiert (Allegra TM 25R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, USA), so dass der
Uberstand abgenommen werden konnte. Die EDTA-Réhrchen wurden auf drei Cryo-
Réhrchen (Greiner Bio-one, Frieckenhausen, Deutschland), die Serum-Réhrchen auf zwei
Cryo-Roéhrchen (Greiner Bio-one) aufgeteilt und dann bei -20 °C eingelagert. Fur langere
Zeitraume wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

Die Entnahmen der Blutproben erfolgten von April 2011 bis September 2012. Von 162
Patienten, die sich fir eine Parodontitis-Therapie in der Poliklinik fiir Zahnerhaltung und
Parodontologie der Ludwig-Maximilians Universitdt Miinchen vorgestellt haben, wurden
folgende Parameter erhoben bzw. gemessen:

e Geschlecht, ethnische Abstammung

e Rauchen

e Alter des Patienten, Anzahl der vorhandene Zahne

e Knochenverlust, Parodontitisstadium

¢ Die parodontal pathogenen Bakterien: Aggregatibacter actinomycetemcomitans (AA),
Porphyromonas gingivalis (PG), Fusobacterium nucleatum (FN), Prevotella
intermedia (Pl), Tannerella forsythia (TF), Parvimonas micra (PM), Treponema
denticola (TD)

e Die Biomarker: Surfactant Protein D (SP-D) im Serum, Matrixmetalloproteinase 8
(MMP-8) im Serum

3.2. ELISA ZUR BESTIMMUNG DER KEIME, VON SP-D uND MMP-8

Zur Durchfihrung des ELISA gibt es unterschiedliche Methoden: der ,direkte ELISA®, der
Jindirekte ELISA*, der ,Sandwich-ELISA® und der ,Konkurrenz-ELISA“'%. In dieser Studie
wurden mittels Sandwich-ELISA die bakterielle DNA, die Konzentration des SP-D und die
Konzentration des MMP-8 des Serums der untersuchten Patienten nachgewiesen.

Generell laufen die ELISA wie folgt ab: Die zu untersuchenden Proben werden in eine
Mikrotiterplatte (,solid phase“) gegeben, welche bereits je nach ELISA mit den
entsprechenden Antikérpern oder Antigenen benetzt ist. Der Begriff ,Adsorption“ beschreibt
dann, wie die zu untersuchende Probe im verdinnten Puffer hinzugegeben wird. Enthalt die
Probe die spezifischen Antikérper/Antigene, binden diese wahrend der Inkubation an die
solid phase. Durch Waschen werden dann alle nicht gebundenen Teile entfernt. Daraufhin
werden Enzyme hinzugegeben, welche entweder nur das Enzym an sich darstellen oder als
.enzyme conjugate” irreversibel an ein Protein gekoppelt sind. Nachdem diese Enzyme an
die Antikorper/Antigene gebunden haben, werden sie durch ein beigefiigtes Substrat
umgesetzt. Dies fuhrt zu einer Farbereaktion der Proben. Danach wird diese Reaktion durch
ein Konzentrat gestoppt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgt durch eine
Extinktionsmessung mit Hilfe eines Spektrophotometers.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des
direkten ELISA.

Wie in Abb. 8 dargestellt, werden beim ,direkten ELISA“ die Antigene direkt auf die
Mikrotiterplatte gebracht (blauer Kreis). Nach der Inkubation werden die Uberschissigen
Antigene durch ,Waschen“ der Kavitaten entfernt. Es entsteht eine benetze Mikrotiterplatte
(,coated solid phase®). Daraufhin werden Antikérper, welche mit einem Enzym gekoppelt
sind (gelbes Y + griner Kreis), hinzugefligt. Dieses Konjugat bindet an die Antigene auf der
solid phase. Nach der Inkubation erfolgt ein weiteres ,Waschen®, um nun die Uberschissigen
Antikorper zu beseitigen. Jetzt wird ein Substrat hinzugegeben, das spezifisch durch das
Enzym umgesetzt wird. Durch dieses Reaktionsprodukt kommt es zu einer Farbereaktion,
anhand derer die Konzentration der Antigen-AntikOrper-Agglutinationen bestimmt werden
kann. Die Reaktion wird gestoppt und die Farbereaktion anhand eines Spektrophometers
gemessen'%*.

Substrat O\ZO

®
Sekundares
Enzym-
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des
indirekten ELISA.

Abb. 9 zeigt die schematische Darstellung des ,indirekten ELISA“. Zunachst wird wie beim
direkten ELISA das Antigen (blauer Kreis) in die Mikrotiterplatte gebracht und inkubiert. Nach
dem Waschen figt man dann allerdings nur Antikdrper ohne ein gebundenes Enzym
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(Oranges Y) hinzu. Nach Inkubation und Waschen werden antigenspezifische
Sekundarantikérper mit Enzymen hinzugegeben (blaues Y mit griinen Kreisen), die in einem
Puffer verdinnt wurden. Es folgen wie beim direkten ELISA wieder das Substrat und die
Stopp-Ldsung'®.

Substrat O\JO

‘ Enzym
Antikorper

VA

Antigen @

N/

coat-Antikorper

Mikrotiterplatte

Abbildung 10: Schematische Darstellung des
indirekten Sandwich-ELISA.

Beim ,,Sandwich-ELISA“ kann wieder zwischen ,direkt* und ,indirekt® unterschieden
werden. Abb. 10 stellt den indirekten Sandwich-ELISA dar. Es werden drei Antikorper
verwendet. Der erste bindet an den Boden der Mikrotiterplatte (lila Y). Das Antigen (blauer
Kreis) wird hinzugegeben und bindet an diesen Antikdrper wahrend der Inkubation. Durch
Waschen werden alle ungebundenen Anteile entfernt. Danach wird der zweite Antikdrper
(gelbes Y) hinzugegeben. Am letzten Antikorper (blaues Y) ist ein Enzym gebunden. Durch
Zugabe eines Substrates andert sich die Farbe, da dieses spezifisch von dem gebundenen
Enzym umgesetzt wird.

Beim ,kompetitiven Immunassay” wird anstelle des zweiten Antikdrpers ein markiertes
Kompetitor-Antigen verwendet. Dieser konkurriert um den Bindungsplatz des Antikdrpers.
Eine starke Farbereaktion spricht hierbei flr eine niedrige Konzentration.

3.3. NACHWEIS DER BAKTERIEN

Die zur Probeentrahme verwendeten Papierspitzen wurden bis zur labortechnischen
Weiterverarbeitung und Auswertung bei einer Temperatur von -80°C eingelagert. Pro
Mikrotiterplatten kénnen mittels ELISA Proben von 32 Personen ausgewertet werden. Es
wurden die Bakterien PG, TF und TD aus dem roten Komplex, FN, PM und Pl aus dem
orangenen Komplex und AA, der keinem Komplex zugeordnet ist, untersucht’.
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Der Nachweis der Bakterien erfolgte in drei Schritten:

1. Isolation der DNA
2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Vervielfaltigung der DNA
3. ELISA zur Identifikation der DNA

Der erste Schritt, die Isolation der DNA der Bakterien, erfolgte mittels des vollautomatischen
,MagNaPure*® DNA Isolation Kit 3 (Bacteria, Fungi)“ der Firma ,Roche, Mannheim,
Deutschland“ nach dem folgenden Protokoll des Herstellers:

1. Lyse durch Zugabe von 169 pl bacteria lysis buffer und 26 ul Proteinase K pro Probe

2. Vorisolation durch Erhitzen auf 65°C fir zehn Minuten im Schuttelwasserbad Haake
SWB25 (Thermo Electron Corporation, Waltham, USA)

3. Erhitzen auf 95°C fir zehn Minuten im Wasserbad (Thermo Electron Corporation,
Waltham, USA)

4. Zentrifugieren der Proben fur eine Minute bei 10000 U/min in der Allegra TM 25R

Centrifuge (Beckman Coulter, Brea, USA)

Pipettieren von jeweils 100 pl der Proben

Vorbereitung des MagNaPure'° laut Anleitung

Starten der DNA-Isolierung durch das MagNaPure'© System

Nach Beendigung der DNA-Isolation wurden die Proben sofort wieder eingefroren.

Die isolierte DNA wurde bei -20°C gelagert.

® N O

Im zweiten Schritt wurde die Vervielfaltigung der DNA mittels PCR, wurde mit dem
Testsystem ,ParidentTM* (,Amplex Diagnostics, Gars, Deutschland®) in Verbindung mit dem
Thermal Cycler ,Thermal Cycle Bio-Rad“ (Bio-Rad, Hercules, USA) Gerat durchgefiihrt.
Abb. 11 zeigt den ,Thermal Cycle Bio-Rad®, mit dem die PCR dieser Studie durchgefiihrt
wurde

28



cabuuim

T

D ®
D)

e )

DYAD"

Abbildung 11: "Thermocycler" der Firma
"BioRad" fiir die PCR

Bei der PCR wird durch Zugabe des speziellen Primers gezielt der fir die nachzuweisenden
Bakerien spezifische Teil der DNA amplifiziert. Zur Vorbereitung der PCR werden zunachst
Primer im Uberschuss, DNA-Polymerasen und ,Desoxy-Nukleosid-Triphosphate* (nNTP)
zum Probenmaterial hinzugegeben'®. nNTP sind die Bausteine der DNA'®. Primer sind
kurze DNA-Sequenzen mit ungefahr einer Léange von 20 Basen'”’. Sie passen komplementar
zum Strang der Ziel-DNA'®. DNA-Polymerasen werden zumeist aus dem Bakterium
,Thermus aquaticus“ gewonnen (,Tag-Polymerase“)'®. Auch Enzyme von ,Pyrococcus
furiosus* und , Thermococcus litoralis“ kénnen benutzt werden'®'%_ In dieser Studie wurde
ein anderes Enzym verwendet, namlich ,Tth-Polymerase®, ein hitzestabiles Enzym des
, Thermus thermophilis“*°.

Fir die PCR der Bakterien PG, AA und FN wurde ein spezieller Primer (PAF Primer) in
einem Mastermix verwendet und fiir die PCR der Bakterien TF, PI, PM und interne Kontrolle
(IK) wurde ein anderer spezieller Primer (PMT Primer) anstelle des PAF Primer im Mastermix
verwendet. Flr die interne Kontrolle wurde anstelle von Bakterien-DNA destilliertes Wasser
verwendet.

Die PCR wurde entsprechend dem Protokoll des Herstellers durchgefihrt:

1. Vorbereitung des Mastermix:
- 35 pl Nukleotid-Mix
- 35 ul PAF-Primer-Mix bzw. PMT-Primer-Mix
- 175ul 10xPCR-Puffer
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- 70 ul UltraStart Tth-DNA-Polymerase
- 1260 pl steriles H20
2. Mischen von 45 pl Mastermix (PAF bzw. PMT) und 5pl der Proben
3. Pipettieren des Probenmaterials in eine Bio-Rad Hard Shell in der in Tabelle 3
aufgelisteten Anordnung

PAF PMT
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 9 17 25 IK 1 9 17 25 IK
B 2 10 18 26 2 10 18 26
C 3 11 19 27 3 11 19 27
D 4 12 20 28 4 12 20 28
E 5 13 21 29 5 13 21 29
F 6 14 22 30 6 14 22 30
G 7 15 23 31 7 15 23 31
H 8 16 24 32 8 16 24 32

Tabelle 3: Anordnung der Proben im Bio-Rad Hard Shell

4. Zentrifugieren des Probenmaterials fiir 2 Minuten mittels ,Allegra 25R Centrifuge*
(Beckman Coulter, Brea, USA).

Danach wurde das Material im Thermal Cycler weiter bearbeitet. Es durchlief das in Tabelle
4 dargestellte Programm.

Zyklus Temperatur °C Zeit Reaktion
1x 94 5 Minuten Anfangsdenaturierung der DNS
40x 94 25 Sekunden Denaturierung der DNS

58 25 Sekunden Bindung der Primer

72 45 Sekunden 3'-OH Elongation der Primer
1x 72 3 Minuten Finale Elongation

Tabelle 4: Programmierung der PCR in Bio-Rad

Dabei geschieht folgendes: Durch Erhitzen des Probenmaterials auf 94°C - 98°C wird die
DNA getrennt (Denaturation), so dass die Primer sich an den komplementéaren Einzelstrang
der Ziel-DNA anlagern kénnen'”’. Der Primer besetzt dafir immer das 3’-OH-Ende des zu
kopierenden Einzelstranges. Fur diese Anlagerung des Primers (Primer-Hybridisierung) wird
die Temperatur auf ungefahr 55°C-65°C fiir 20-40 Sekunden gesenkt (Annealing)'®. Die
DNA-Polymerase ist ein Komplex aus verschiedenen Proteinen, deren Aufgabe es ist, die
DNA zu kopieren. Sie setzt am 3’-OH-Ende des Primers an und flllt den Strang mit den
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fehlenden Nukleotiden auf (Elongation). Hierfir wird eine Temperatur von 72°C gewahlt, da
die Polymerase hier ihr Funktionsoptimum besitzt'®. Der Primer wird nicht wieder abgeldst
sondern bleibt am Strang erhalten. Zum Schluss wird die Temperatur fur die Haltbarkeit der
Probe bei 4°C niedrig gehalten'®. Die neu entstandene DNA kann dann wieder denaturiert
und weiter amplifiziert werden. So erhalt man in kurzer Zeit eine Vielzahl von kopierter DNA.
Dieser Vorgang wird in Abbildung 12 gezeigt.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Ablaufs einer PCR. Abbildung tibernommen aus
Referenz 1"

Im dritten Schritt wurde mit dem ELISA Kit der Firma ,Amplex, Giel3en, Deutschland“ die
Identifikation der DNA der Bakterien durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um die Sandwich-
Technik eines ELISA. Der ELISA wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt
und umfasste folgende Schritte:

1. Langsames Auftauen der Proben (auf Eis gelagert)

2. Vorheizen von 175 ml stringenten Waschpuffer auf 50°C im Brutschrank Hybaid
Shake ‘n’ Stack (Thermo Fisher, Munchen, Deutschland) (Herstellung: 1+19 dH-0)

3. Denaturierung der bakteriellen DNA auf der Platte im Thermal Cycle (BioRad) fur
zehn Minuten bei 95°C

4. Pipettieren von 300pul Hybridisierungslésung in Reagenzgefassen (Sarstedt)

5. Bestlickung der Parident-Platten mit Hybridisierungsmodulen

6. Pipettieren von 300 pl Hybridisierungsldsung zusammen mit den Proben

7. Pipettieren von 50 pl davon in die Kavitaten der Mikrotiterplatte

8. Inkubation bei 50°C fiir 30 Minuten im Brutschrank Innovens Oven Incubator (Thermo
Fisher, Minchen)

9. Viermaliges stringentes Waschen mit 200 pl pro Kavitat

10. Hinzuftigen von 100 pl Peroxidasekonjugat pro Kavitat

11. Inkubation bei 37°C fir 30 Minuten

12. Dreimaliges Waschen mit 200 ul pro Kavitat

13. Zugabe von 100 pl Substrat pro Kavitat
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14. Inkubation fir 20 Minuten bei 37°C im Brutschrank Innovens Oven Incubator (Thermo
Fisher, Minchen)

15. Stoppen mit 100pl Stopp-Lésung pro Kavitat

16. Extinktionsmessung mit Varioskan

Die Extinktion der Proben wurde mittels Varioskan (Software: Skanlt Software 2.2 der Firma
»Thermo Fisher*) bei 450 nm und 620 nm gemessen.

Die Kriterien daflir, dass eine Messung als fehlerfrei eingestuft wurde, waren:

- Blank kleiner oder gleich 0,100
- Extinktion der Negativkontrolle unter 0,150
- Interne Kontrolle tber 0,500

Die Kriterien dafir, dass der Nachweis fiir ein Bakterium als positiv bewertet wurde, waren
fur die verschiedenen Bakterien unterschiedlich. Die Kriterien waren:

- AA>0,300
- PG>0,300
- FN>0,300
- PI>0,2

- TF>0,2

- PM>0,15
- TDh>0,2

3.4. MATRIXMETALLOPROTEINASE 8

MMP-8 wurde im Serum der Patienten bestimmt. Hierzu wurden zunachst die Proben
langsam auf Eis aufgetaut. MMP-8 wurde mit dem KIT ,dentoELISA aMMP-8‘ der Firma
,dentognostics GmbH, Jena, Deutschland“ bestimmt. ELISA wurde nach dem folgenden
Protokoll durchgefihrt:

1. Zuerst wurden 2 ul des Serums mit 98ul DIL-L6sung verdinnt

2. Von diesen 100ul wurden 10ul zu weiteren 90ul DIL-L6sung (Phosphatpuffer)
gegeben.

3. Diese 100 ul wurden in die Mikrotitrationsplatte pipettiert, wobei jeweils die Probe
eines Patienten in zwei unterschiedliche Kavitaten pipettiert wurde. Die Belegung der
Proben wird in Tab. 5 dargestellt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BL Cal2 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
B BL Cal2 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
C Cal5 Call 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
D Cal5 Call 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
E Cal4 DIL 3 7 11 19 19 23 27 3il 35 39
F Cal4 DIL 3 7 11 15 19 23 27 31 35 39
G Cal3 CTRL 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
H Cal3 CTRL 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

Tabelle 5: Belegung der MMP-8-Platte: BL= Blank; Cal5= Kalibrator 1,6ng/ml; Cal4= Kalibrator 1,0
ng/ml; Cal3= Kalibrator 0,5 ng/ml; Cal2= Kalibrator 0,25 ng/ml; Cal1= Kalibrator 0,125 ng/ml; DIL=
MMP-8 Probenpuffer; CTRL= Positiv-Kontrolle 0,75 ng/ml

8.
9.

Inkubation der Platte fir 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank Innovens Oven
Incubator (Thermo Fisher, Miinchen)

Dreimal Waschen mit 200 ul Waschpuffer pro Kavitat (Waschpuffer mit dH.O auf 1
Liter aufgefullt)

Hinzufigen von 100 pl Konjugat pro Kavitat

Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank Innovens Oven Incubator (Thermo
Fisher, Miinchen)

Dreimal Waschen mit 200 pl Waschpuffer

Hinzufligen von 100 pl Substrat pro Kavitat

10. Inkubation fur 15 Minuten bei Raumtemperatur und 500 rpm
11. Hinzufiigen von 100l Stopp-LAsung pro Kavitat

Die Extinktion der Proben wurde mittels Varioskan (Software: Skanlt Software 2.2) bei 450
nm und 620 nm ermittelt. Jede Probe wurde doppelt pipettiert, um Messfehler aufzuzeigen.
Falls sich die zwei Extinktionswerte um mehr als zehn Prozent unterschieden, wurde die
Analyse des Probenmaterials dieses Patienten erneut durchgefihrt. Der verwendete Wert ist
der Mittelwert der doppelten Pipettierung.

3.5. SURFACTANT PROTEIN D

SP-D wurde im Serum der Patienten bestimmt. Zunachst wurden die Proben langsam auf
Eis aufgetaut. SP-D wurde mit dem KIT ,Human Surfactant Protein D ELISA* der Firma
,BioVendor, Asheville, NC, USA* bestimmt. Der ELISA wurde nach folgendem Protokoll
durchgeflhrt:

1.

Zunachst wurde eine Standardreihe durch schrittweise Verdunnung erstellt.

Hierzu wurde der ,Master Standard“ mit 1,2 ml ,Dilution Puffer® (gebrauchsfertig im
KIT enthalten) aufgeldst und fur 15 Minuten auf dem Minishaker gelagert.

Die Tabelle 6 zeigt, wie der ,Masterstandard” (S1) dann schrittweise mit jeweils 300pl
Dilution Buffer weiter verdiinnt wurde.
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Verdiinnung Konzentration

S1 Keine Verdiinnung 100ng/ml
S2 S1 + 300l Dilution Buffer 50 ng/ml
S3 S2 + 300yl Dilution Buffer 25 ng/ml
S4 S3 + 300yl Dilution Buffer 12,5 ng/mi
S5 S4 + 300yl Dilution Buffer 6,25 ng/ml
S6 S5 + 300yl Dilution Buffer 3,13 ng/ml
S7 S6 + 300ul Dilution Buffer 1,56 ng/ml

Tabelle 6: Darstellung der Verdiinnung fiir die Standardreihe

3. ,Quality Control H+L“ wurden ebenfalls mit Dilution Buffer (100ul pro Kontrolle)
aufgeldst und auf den Minishaker gelegt.

4. Verdlnnung von High und Low jeweils im Verhaltnis 1:10 (+ 25ul High, bzw. Low +
250pl Dilution Buffer)

5. Verdinnung der Proben im Verhaltnis 1:49 (5ul der Proben + 245pl Dilution Buffer)

6. Belegung der SP-D-Platte gemaR Tab. 7 mit 100ul pro Kavitat

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Bl S4 HI 3 7 11 19 19 23 27 3il 35
B BI S4 Hi 3 7 11 15 19 23 27 31 35
(03 S1 S5 LO 4 8 12 16 20 24 28 32 36
D S1 S5 LO 4 8 12 16 20 24 28 32 36
E S2 S6 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
F S2 S6 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
G S3 S7 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
H S3 S7 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38

Tabelle 7: Belegung der SP-D-Platte: BI= Dilution Buffer; S1= MasterStandard; HI= High; LO= Low

7. Inkubation bei Raumtemperatur und bei 300 U/min fir zwei Stunden

8. Zweimal Waschen mit 350 ul und dreimal Waschen mit 250 ul Waschpuffer

9. Hinzugeben von 100 pl Biotin Labelled Antibody pro Kavitat

10. Inkubation fir eine Stunde mit 300U/min bei Raumtemperatur

11. Zweimal Waschen mit 350 ul und dreimal Waschen mit 250ul Waschpuffer

12. Hinzugeben von 100 pl Streptavidin-HRP-Conjugat pro Kavitat

13. Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur und 300 U/min

14. Hinzugeben von 100 pl Substrat Solution pro Kavitat

15. Inkubation unter Alufolie fir 15 Minuten im Brutschrank Innovens Oven Incubator
(Thermo Fisher, Minchen)

16. Hinzugeben von 100 pl Stopp-Lésung pro Kavitat
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Die Extinktion der Proben wurde mittels Varioskan (Software: Skanlt Software 2.2) bei
450 nm und 620 nm ermittelt. Jede Probe wurde doppelt pipettiert, um Messfehler
aufzuzeigen. Falls sich die zwei Extinktionswerte um mehr als zehn Prozent
unterschieden, wurde die Analyse des Probenmaterials dieser Patienten erneut
durchgefiihrt. Der verwendete Wert ist der Mittelwert der doppelten Pipettierung.

3.6. STATISTISCHE ANALYSE

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm SPSS Version 25 (IBM
Corp, Somers, New York) durchgefihrt.

Fir Tests auf Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest verwendet.
Mit der Methode der einfaktoriellen ANOVA wurde getestet, ob sich die Mittelwerte der
anhand der kategorialen Variablen gebildeten Untergruppen signifikant unterscheiden.
Parallel zur einfaktoriellen ANOVA wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests geprift, ob die
zentralen Tendenzen dieser Gruppen verschieden sind. Kategoriale Daten wurden mit Hilfe
von Kreuztabellen und dem Chi-Quadrat- bzw. Fishers-Exakt-Test geprift.

Die Ermittlung des Beitrags aller unabhangigen Parameter auf die Wahrscheinlichkeit des
Wertes fir die Anderung des abhangigen Parameters Parodontitisstadium von 0 auf 1
erfolgte durch eine logistische Regression. Mit Hilfe einer Regressionsanalyse wurde der
Beitrag der einzelnen Parameter zu dem Wert des Parodontitisstadiums ermittelt.

Mittels der Spearman-Rho-Rang-Korrelationsanalyse wurde fir alle Parameter der
paarweise Zusammenhang ermittelt. Das Signifikanzniveau wurde fur alle Tests auf 0,05
gesetzt.
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4. ERGEBNISSE

4.1. ALLGEMEINE EIGENSCHAFTEN DES STUDIENKOLLEKTIVS

Die Gesamtzahl der Patienten im Studienkollektiv betrug 170 Patienten. Fir diese 170
Patienten wurde der Zusammenhang zwischen der Schwere des Parodontitisstadiums und
der Expression der beiden Biomarker im Serum bzw. dem Nachweis der parodontal
pathogenen Bakterien untersucht. Wegen fehlender Werte wurden in den statistischen
Analysen nur 162 Patienten bericksichtigt, fir welche alle Daten vollstandig vorlagen.

Von diesen 162 Patienten wurden bei der Anamnese 106 (65,4%) in die Kategorie PA-
Stadium leicht-maRig und 56 (34,6%) in die Kategorie PA-Stadium schwer eingestuft.

Die Tabelle 8 zeigt die prozentualen Anteile der verschiedenen Patientengruppen an der
Studienpopulation und den beiden Untergruppen PA-Stadium leicht und PA-Stadium schwer

Gesamt Relative PA-Stadium leicht PA-Stadium schwer
Haufigkeit

Gesamt 162 100% 65,4% 34,6%
Frauen 75 46,3% 66,7% 33,3%
Manner 87 53,7% 64,3% 35, 7%
Nichtraucher 82 50,6% 79,3% 20,7%
Raucher 80 49,4% 51,3% 48,7%
kaukasisch 138 85,2% 63,8% 36,2%
asiatisch 8 4,9% 25,0% 75,%
afrikanisch 4 2,5% 0,0 % 100%
arabisch 5 3,1% 60,0% 40,0%
nicht definiert 7 4,3% 71,4% 28,6%
Altersmittel = SD 50,7 9,7 50,3+ 10,7 51574

Tabelle 8: Aufteilung auf die Studienpopulation und die beiden
Kategorien der Schwere der Parodontitis in Abhdngigkeit von
Geschlecht, Rauchverhalten und ethnischer Abstammung

Der Altersdurchschnitt aller Patienten betrug 50,7 Jahre und die Standardabweichung 9,7
Jahre, in der Gruppe PA-Stadium leicht betrug der Mittelwert 50,5 + 10,7 Jahre und in der
Gruppe PA-Stadium schwer 51,5 + 7,4 Jahre (Tab.8).

Von den 162 Patienten waren Manner etwas haufiger vertreten als Frauen. Der Anteil der
Frauen betrug 46,3% der Patienten (75 Patienten) und der Anteil der Manner 53,7% (87
Patienten). Die beiden Gruppen unterschieden sich beziglich der Schwere des PA-Stadiums
nicht signifikant. 50 Frauen (66,7%) wurden in die Gruppe PA-Stadium leicht eingestuft und
25 Frauen (33,3%) in die Gruppe PA-Stadium schwer. Bei 56 Manner (64,4%) wurde PA-
Stadium leicht diagnostiziert und bei 31 (35,7%) Manner das PA-Stadium schwer (Abb. 13).
Der exakte Test nach Fisher zeigt, dass es keinen signifikanten Zusammenhang gibt.
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M Frauen © Manner
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70,0% - 66,7% " 64.4%
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0,0%

leichte PA schwere PA

Abbildung 13: Verteilung der Frauen und Mdnner auf die beiden PA-Stadien

Raucher und Nichtraucher waren annahernd gleich oft vertreten. Der Anteil der Nichtraucher
betrug 50,6% (82 Patienten) und der Raucher 49,4% (80 Patienten). Leichte Parodontitis
wurde bei 65 (61,3%) der Nichtraucher und 41 (38,7%) der Raucher diagnostiziert. In das
PA-Stadium schwer wurden 17 (38,7%) Nichtraucher und 39 (69,9%) Raucher eingestuft. Es
fallt auf, dass etwa zwei Drittel der Nichtraucher an einer leichten Parodontitis leiden,
wahrend bei den Rauchern nur ein Drittel in diese Gruppe fallen und zwei Drittel der Raucher
in die Gruppe PA-Stadium schwer eingestuft wurden (Abb. 14). Der exakte Test nach Fisher
zeigt, dass der Zusammenhang zwischen dem PA-Stadium und dem Rauchen hoch
signifikant ist (p <0.0001).

B Nichtraucher = Raucher

80,0% -

69,6%

70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%
leichte PA schwere PA

Abbildung 14: Verteilung von Nichtrauchern und Rauchern auf die beiden PA-Stadien
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Die groRe Mehrheit der Patienten war mit 138 Personen (85,2%) kaukasischer Herkunft.
Acht Personen (4,9%) waren asiatischer, 4 Personen (2,5%) waren afrikanischer und 5
Personen (3,1%) arabischer Herkunft. Bei 7 Personen (4,3%) war die Herkunft unklar,
weshalb sie in die Gruppe (,nhicht definiert) eingestuft wurden. 88 (63,8%) der Personen
kaukasischer Herkunft wurden in das PA-Stadium leicht eingestuft, ebenso 6 (75%)
Personen asiatischer Herkunft, 4 (100%) Personen afrikanischer Herkunft, 2 (50%) Personen
arabischer Herkunft sowie 5 (71,4%) Personen mit nicht definierter Herkunft. Bei 50 (36,2%)
Personen kaukasischer Herkunft wurde PA-Stadium schwer diagnostiziert, ebenso bei 2
(25%) Personen asiatischer Herkunft, 2 (40%) Personen arabischer Herkunft sowie 2
(28,6%) Personen mit nicht definierter Herkunft (Abb. 15).

m kaukasich m asiatisch m® afrikanisch arabisch nicht definiert

120,0%

100,0%

100,0%

80,0%

60,0%

40,0%

36,2%

40,0%
28,6%

20,0%

0,0%

0,0%

leichte PA schwere PA

Abbildung 15: Verteilung der verschiedenen ethnischen Gruppen auf die PA-Stadien

In dieser Studie kann der Parameter Knochenverlust elf verschiedene Werte annehmen und
zwar 10%, 20%, in Zehnerschritten bis 100% und zusatzlich ist noch der Wert 95% mdglich
(Abb. 16). 10% Knochenverlust liegt bei einem Patienten vor (0,9% der Patienten mit PA-
Stadium leicht), 20% Knochenverlust bei 3 Patienten (2,8%), 30 % Knochenverlust bei 16
Patienten (15,1%) und 40% Knochenverlust bei 29 Patienten (27,4%).

Die Patienten in den folgenden Gruppen unterscheiden sich dadurch, dass bei Patienten mit
PA-Stadium leicht der Knochenverlust an weniger als 7 Zahnen vorliegt und bei der anderen
Gruppe an 7 Zahnen oder mehr. Fur die Patienten mit PA-Stadium leicht ergeben sich fur
diese Gruppen folgende Werte: 50% Knochenverlust bei 28 Patienten (26,4%), 60%
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Knochenverlust bei 18 Patienten (17,0%), 70% Knochenverlust bei 7 Patienten( 6,6%) und
80% Knochenverlust bei 4 Patienten (3,8%). Fur Patienten mit PA-Stadium schwer wurden
folgende Werte ermittelt: 50% Knochenverlust bei 5 Patienten (8,9% aller Patienten mit PA-
Stadium schwer), 60% Knochenverlust bei 11 Patienten (19,6%), 70% Knochenverlust bei 15
Patienten (26,8%), 80% Knochenverlust bei 20 Patienten (35,7%), 90% Knochenverlust bei 2
Patienten (3,6%), 95% Knochenverlust bei 2 Patienten (3,6%) und 100% Knochenverlust bei
einem Patienten ( 1,8%).

Der Zusammenhang zwischen Knochenverlust und dem PA-Stadium ist hoch signifikant. Die
Chi-Quadrat-Tests ergeben p<0,0001.

Prozentuale Verteilung der Patienten auf die Kategorien

des Knochenverlusts
40

H eichte PA schwere PA

35 1

30 -

Anteil in Prozent

10 20 30 40 50 60 70 80 90 95 100
Knochenverlust in %

Abbildung 16: Prozentuale Verteilung der Patienten mit Parodontitisstadium ,leicht* und ,schwer” auf
die 11 Kategorien des Parameters ,Knochenverlust*”

Mit einer einfaktoriellen ANOVA wurde untersucht, ob es bezlglich der Parameter ,Alter des
Patienten” und ,Anzahl der Zahne“ Unterschiede zwischen den beiden Untergruppen
Jleichte“ und ,schwere* Parodontitis gab (Tabelle 9).
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Mittelwert N Mittelwert N Mittelwert N p-Wert

leicht schwer gesamt
Alter des 50,31 106 51,46 55 50,71 161 0,473
Patienten
Anzahl 25,14 106 22,96 56 24,39 162 0,006
Zahne

Tabelle 9: Ergebnisse ANOVA fiir die beiden Gruppen Parodontitisstadium ,leicht” und ,schwer” und
Alter des Patienten bzw. Anzahl der Zéhne

Es zeigte sich, dass das Durchschnittsalter der Patienten in beiden Untergruppen annahernd
gleich war. Bezlglich der Anzahl der Zahne ergab sich ein hochsignifikanter Unterschied in
den Mittelwerten der beiden Untergruppen. Patienten mit schwerer Parodontitis hatten im
Durchschnitt weniger Zahne als Patienten mit leichter Parodontitis.

Parodontal pathogene Bakterien und PA-Stadium

Nachweis von AA

100,0% -
90,0% - 80,2% 82,1%
80,0% -
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -
20,0% -
10,0% -

0,0% -

19,8% 17,9%

leichte PA schwere PA
m AA- T AA+

Abbildung 17: Nachweis von AA bezogen auf die beiden PA-Stadien

Bei 131 (80,9%) der 162 Patienten konnte das Bakterium AA im Speichel nicht
nachgewiesen werden und bei 31 Patienten (19,1%) war der Nachweis von AA positiv. In der
Untergruppe ,leichtes PA-Stadium® lie® sich bei 85 (80,2%) Patienten das Bakterium AA
nicht nachweisen und bei 21 (19,8%) Patienten war der Nachweis positiv. In der Untergruppe
.Schweres PA-Stadium®“ waren 46 (82,1%) Patienten AA negativ und 10 Patienten (17,9%)
AA positiv (Abb. 17).
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Nachweis von PG

100,0% -
90,0% -
80,0% - 71,7% 71,4%
70,0% -
60,0% -
50,0% -

40,0% - 28,3% 28,6%
30,0% -

20,0% -
10,0% -
0,0% -

leichte PA schwere PA
mPG- = PG+

Abbildung 18: Nachweis von PG bezogen auf die beiden PA-Stadien

Bei 116 (71,6%) der 162 Patienten wurde das Bakterium PG nachgewiesen und 46
Patienten (28,4%) waren PG negativ. In der Gruppe ,PA-Stadium leicht“ mit 106 Patienten
waren 30 (28,3%) Patienten PG negativ, wahrend bei 76 (71,7%) Patienten der Nachweis
von PG positiv war. Bei den 56 Patienten der Gruppe ,PA-Stadium schwer” waren 16
(28,6%) Patienten PG negativ und 40 (71,4%) Patienten PG positiv (Abb. 18).

Nachweis von FN

100,0% -
90,0% -
80,0% - 71,7%
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -
20,0% -
10,0% -
0,0% -

78,6%

leichte PA schwere PA

B FN- = FN+

Abbildung 19: Nachweis von FN bezogen auf die beiden PA-Stadien

Bei 42 (26,0%) Patienten konnte das Bakterium FN nicht nachgewiesen werden und 120
(74,0%) Patienten wurden positiv auf FN getestet. In der Untergruppe ,leichtes PA-Stadium*®
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lied sich bei 30 (28,3%) Patienten das Bakterium FN nicht nachweisen und bei 76 (71,7%)
Patienten war der Nachweis positiv. In der Untergruppe ,schweres PA-Stadium“ waren 12
(21,4%) Patienten FN negativ und 44 Patienten (78,6%) FN positiv (Abb. 19).

Nachweis von Pl

100,0% -
90,0% -
80,0% | 75,5%
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -
20,0% -
10,0% -
0,0% -

71,4%

28,6%
24,5% ’

leichte PA schwere PA

WPl Pl

Abbildung 20: Nachweis von Pl bezogen auf die beiden PA-Stadien

Bei 120 (74,1%) Patienten konnte das Bakterium PI nicht nachgewiesen werden und bei 42
(25,9%) Patienten war der Nachweis von Pl positiv. In der Untergruppe ,leichtes PA-
Stadium® lie3 sich bei 80 (75,5%) Patienten das Bakterium Pl nicht nachweisen und 26
(24,5%) Patienten waren PI positiv. In der Untergruppe ,schweres PA-Stadium® waren 40
(71,4%) Patienten PI negativ und 16 Patienten (28,6%) PI positiv (Abb. 20).

42



Nachweis von TF
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Abbildung 21: Nachweis von TF bezogen auf die beiden PA-Stadien

Im Speichel von 106 (65,4%) Patienten konnte das Bakterium TF nicht nachgewiesen
werden und 56 (34,6%) Patienten waren TF positiv. In der Untergruppe ,leichtes PA-
Stadium® lie® sich bei 75 (70,8%) Patienten das Bakterium TF nicht nachweisen und bei 31
(29,2%) Patienten war der Nachweis positiv. In der Untergruppe ,schweres PA-Stadium®
waren 40 (71,4%) Patienten TF negativ und 16 Patienten (28,6%) TF positiv (Abb. 21).

Nachweis von PM

100,0%
90,0%
80,0%
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Abbildung 22: Nachweis von PM bezogen auf die beiden PA-Stadien

Bei 96 (59,3%) der 162 Patienten wurde das Bakterium PM nicht nachgewiesen und 66
Patienten (40,7%) waren PM positiv. In der Gruppe ,PA-Stadium leicht” mit 106 Patienten
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waren 63 (59,4%) Patienten PM negativ, wahrend bei 43 (40,6%) Patienten der Nachweis
von PM positiv war. Bei den 66 Patienten der Gruppe ,,PA-Stadium schwer“ waren 33
(58,9%) Patienten PM negativ und 23 (41,1%) Patienten PM positiv (Abb. 22).

Nachweis von TD
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Abbildung 23: Nachweis von TD bezogen auf die beiden PA-Stadien

Bei 69 (42,6%) Patienten konnte das Bakterium PI nicht nachgewiesen werden und bei 93
(57,4%) Patienten war der Nachweis von Pl positiv. In der Untergruppe ,leichtes PA-
Stadium® lie} sich bei 46 (43,4%) Patienten das Bakterium Pl nicht nachweisen und 60
(56,6%) Patienten waren PI positiv. In der Untergruppe ,schweres PA-Stadium® waren 23
(41,1%) Patienten PI negativ und 33 Patienten (58,9%) PI positiv (Abb. 23).

Betrachtet man die Anzahl der bei den einzelnen Patienten nachgewiesenen parodontal
pathogenen Bakterien, dann existiert kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen. In beiden Gruppen finden sich Patienten ohne positiven Nachweis als auch
Patienten, bei denen alle sieben Bakterien nachgewiesen werden konnten. In der Gruppe
PA-Stadium leicht sind 9 (8,5%) Patienten auf alle Bakterien negativ und in der Gruppe PA-
Stadium schwer sind es 4 (7,1%). In der Gruppe PA-stadium leicht konnten bei 3 (2,(%)
Patienten alle sieben Bakterien nachgewiesen werden und in der Gruppe PA-Stadium
schwer war fur 1 (1,8%) Patienten der Nachweis in allen Fallen positiv (Abb. 24).
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Abbildung 24: Anzahl der bei den Patienten nachgewiesenen Bakterien

4.2. EXPLORATIVE ANALYSE: SP-D IM SERUM

Zunachst wurde untersucht, ob sich die Verteilung der Werte fir SP-D im Serum
unterscheiden, wenn man die Gesamtmenge mit der Untergruppe ,PA-Stadium leicht” und
,PA-Stadium schwer” vergleicht. Es wurde untersucht, ob und wie sich die Verteilungen der
Werte fir SP-D im Serum in der Gesamtmenge und innerhalb der beiden Studiengruppen

,PA-Stadium leicht“ und ,PA-Stadium schwer” unterscheiden.

Einen Uberblick Uber die drei Verteilungen zeigt der Boxplot in Abbildung 25.
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Abbildung 25: Boxplot Konzentration von SP-D im Serum in Abhéngigkeit vom Parodontitisstadium
bei den Patienten dieser Studie (Hinweis: der extreme Ausreiller mit 2517 ng/ml wird nicht gezeigt,
wurde aber beriicksichtigt.)

Der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest hat gezeigt, dass mit einem p<0,0001 beide
Untermengen nicht normalverteilt sind. Deshalb wurden mit Hilfe eines Mann-Whitney-Tests
die mittleren Range fir die beiden Untergruppen ,PA-Stadium leicht* und ,PA-Stadium
schwer” verglichen. Dabei ergibt sich ein mittlerer Rang von 79,68 fir die Untergruppe ,PA-
Stadium leicht® und 84,95 fur die Untergruppe ,PA-Stadium schwer®. Der Unterschied ist
nicht signifikant.
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4.3. KNOCHENVERLUST UND EXPRESSION VON SP-D IM SERUM

Wie bereits beschrieben, ist der Parameter Knochenverlust mit der Schwere des PA-
Stadiums hoch signifikant korreliert. In dieser Studie wurde untersucht, ob ein starkerer
Knochenverlust mit erhéhten Werten des Biomarkers SP-D im Serum einhergeht. Tabelle 10
zeigt die Mittelwerte von SP-D im Serum fur die unterschiedlichen Kategorien des
Knochenverlusts. Eine einfaktorielle ANOVA ergab, dass der Zusammenhang nicht
signifikant ist.

Knochenverlust N Mittelwert SP-D im
Serum [ng/mL]
10% 1 189,9
20% 3 127,7
30% 16 159,3
40% 29 152,5
50% 68 131,7
60% 29 120,5
70% 22 106,1
80% 24 176,6
90% 2 125,0
95% 2 91,5
100% 1 266,4
Gesamt 139.9

Tabelle 10: Mittelwerte von SP-D im Serum in Bezug auf die Kategorien des Parameters
Knochenverlust

4.4. EXPLORATIVE ANALYSE: MMP-8 IM SERUM

Es wurde untersucht, ob und wie sich die Verteilungen der Werte fiur MMP-8 im Serum in der
Gesamtmenge und innerhalb der beiden Studiengruppen ,PA-Stadium leicht* und ,PA-
Stadium schwer” unterscheiden.

Einen Uberblick Uber die drei Verteilungen zeigt der Boxplot in Abbildung 26.
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Abbildung 26: Boxplot Konzentration von MMP-8 im Serum in Abhéngigkeit vom
Paradontitis-Stadium bei den Patienten dieser Studie

Die Abbildung 26 zeigt die Unterschiede zwischen den beiden Boxplots ,PA-Stadium leicht®
und ,PA-Stadium schwer":

Der Kolmogorov-Smirnov-Test hat fuir MMP-8 im Serum gezeigt, dass mit einem p<0,0001
fur beide Untermengen keine Normalverteilung der Daten besteht. Deshalb wurden mit Hilfe
des Mann-Whitney-Tests die Unterschiede der MMP8-Konzentration im Serum zwischen den
beiden Untergruppen ,PA-Stadium leicht® und ,PA-Stadium schwer® verglichen. Der
Unterschied ist nicht signifikant.
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4.5 KNOCHENVERLUST UND EXPRESSION VON MMP-8 IM SERUM

Tabelle 11 zeigt die Mittelwerte der MMP-8 Konzentration im Serum in Abhangigkeit vom
Knochenverlust. Die Analyse mit Hilfe der einfaktorielen ANOVA ergab, dass der
Zusammenhang nicht signifikant ist.

Knochenverlust N Mittelwert MMP-8 im
Serum [ng/mL]
10% 1 115,2
20% 3 131,1
30% 16 85,2
40% 29 99,0
50% 68 122,6
60% 29 90,7
70% 22 106,4
80% 24 108,9
90% 2 61,0
95% 2 57,3
100% 1 169,9
Gesamt 162 103,6

Tabelle 11: Mittelwerte von MMP-8 im Serum in Bezug auf die Kategorien des Parameters
Knochenverlust

4.6. EXPRESSION VON SP-D IM SERUM UND MMP-8 IM SERUM IN ABHANGIGKEIT VON
GESCHLECHT, RAUCHVERHALTEN UND ETHNISCHER ABSTAMMUNG

Die Expression von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum wurde in Abhangigkeit von
Geschlecht, Rauchverhalten und ethnischer Abstammung fir die Gesamtpopulation und die
anhand dieser Parameter gebildeten Untergruppen auf signifikante Unterschiede getestet.
Die folgenden Tabellen zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen.

Bezugsgruppe leicht schwer p-Wert
SP-D im Serum gesamt 138,53 + 97,84 14242 + 87,39 0,803
MMP-8 im Serum gesamt 103,21 + 105,5 104,27 + 99,85 0,951

Tabelle 12: Mittelwerte und Standardabweichung von SP-D und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen
Parodontitisstadium ,leicht” und ,,schwer” fiir die Gesamtpopulation

Die Mittelwerte der Biomarker SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die beiden Gruppen
Parodontitisstadium ,leicht” und ,schwer® sind sehr ahnlich. Die statistische Analyse zeigt,
dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Werten gibt. Die Tabelle 13 zeigt
die Mittelwerte der Biomarker in Abhangigkeit vom Geschlecht.
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Bezugsgruppe leicht schwer p-Wert

SP-D im Serum Frauen 153,94 + 103,67 12526 +63,4 0,209
MMP-8 im Serum Frauen 105,56 + 105,31 96,03 + 106,85 0,714
SP-D im Serum Manner 12477 +91,06 156,26 + 101,70 0,142
MMP-8 im Serum Manner 101,12+ 106,59 110,91 + 95,09 0,671

Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen von SP-D und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen
Parodontitisstadium ,leicht“ und ,,schwer” in Abhdngigkeit vom Geschlecht

Fir die Teilpopulationen ,Frauen® und ,Manner” findet die statistische Analyse, dass sich die
Mittelwerte der beiden Gruppen Parodontitisstadium ,leicht* und ,schwer” nicht signifikant
unterscheiden. Tabelle 14 zeigt die Unterschiede der Mittelwerte der Biomarker in
Abhangigkeit vom Rauchverhalten.

Bezugsgruppe leicht schwer p-Wert
SP-D im Serum Nichtraucher 123’20 + 88,56 112’50 + 57,82 0,638
MMP-8 im Serum Nichtraucher 99 86 + 98,92 67.22 + 45,50 0,188
SP-D im Serum Raucher 162,82 + 107,69 155,47 + 9525 0,748
MMP-8 im Serum Raucher 108,54 + 117,15 120,42 + 112,59 0,645

Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichungen von SP-D und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen
Parodontitisstadium ,leicht“ und ,schwer” in Abh&ngigkeit vom Rauchverhalten

Fur die Teilpopulationen ,Nichtraucher und ,Raucher® unterscheiden sich die Mittelwerte der
beiden Biomarker SP-D im Serum und MMP-8 im Serum deutlich, aber die p-Werte der
statistische Analyse in Tabelle 14 ergeben fir die Teilpopulationen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Mittelwerten der beiden Gruppen Parodontitisstadium ,leicht®
und ,schwer®.

Die Tabelle 15 enthalt die Mittelwerte fur die Expression der beiden Biomarker in
Abhangigkeit von der ethnischen Abstammung.
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Bezugsgruppe leicht schwer p-Wert

SP-D im Serum UG 140,52 + 102,93 142,97 + 89,18 0,888
MMP-8 im Serum kaukasisch 102,27 + 109,57 106,44 + 103,77 0,827
SP-D im Serum clrelolely 95,00 +27,98 149,46 + 91,86 0,378
MMP-8 im Serum arabisch 63,12+2335 9590 + 8,26 0,166
SP-D im Serum asiatisch 138,96 £ 80,75 96,58 + 28,50 0,513
MMP-8 im Serum asiatisch 11517 92,92 37,39 + 31,98 0,313

Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungen von SP-D und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen
Parodontitisstadium ,leicht“ und ,schwer” in Abh&ngigkeit von ethnischer Abstammung

In der Expression von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum war in keiner der drei
ethnischen Gruppen ,kaukasisch®, ,arabisch“ und ,asiatisch“ ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen ,PA-Stadium leicht® und ,PA-Stadium schwer®
festzustellen.

Ein Mehrfachvergleich nach Games-Howell, bei dem die ethnischen Gruppen paarweise
verglichen werden, ergab keine signifikanten Unterschiede bezlglich Mittelwerte der
Biomarker SP-D im Serum und MMP-8 im Serum (Tab 16).

Mehrfachvergleich p-Werte
Gruppe1 Gruppe2 SP-D im MMP-8
Serum im Serum
kaukasisch asiatisch 0,983 0,999
arabisch 0,874 0,368
asiatisch kaukasisch 0,983 0,999
arabisch 0,997 0,972

Tabelle 16: p-Werte von SP-D und MMP-8 im Serum beim Mehrfachvergleich von je einer ethnischen
Gruppe mit anderen ethnischen Gruppen in Bezug auf die Expression von SP-D und MMP-8 im
Serum

Fir den Parameter ,ethnische Abstammung® mit den 5 Kategorien ,kaukasisch®, ,asiatisch®,
,afrikanisch®, ,arabisch® und ,nicht definiert wurde zusatzlich mit einer einfaktoriellen
ANOVA untersucht, ob sich die Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fir
diese Untergruppen signifikant unterscheiden. Dies ist nicht der Fall, da der p-Wert von
0,817 fur SP-D im Serum und der p-Wert von 0,680 fir MMP-8 im Serum betragt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei den statistischen Analysen der Mittelwerte und
der mittleren Range von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die spezifischen
Untergruppen in keinem Fall belastbar ein signifikanter Zusammenhang gefunden wurde.
Dies bedeutet, dass weder fur die gesamte Population noch fur die mit Hilfe der
unabhangigen Parameter Geschlecht, Rauchverhalten und ethnische Abstammung
gebildeten Untergruppen ein signifikanter Unterschied der Expression der Biomarker SP-D
im Serum und MMP-8 im Serum fir Patienten mit leichter bzw. schwerer Parodontitis
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nachgewiesen werden konnte. Damit kann ausgeschlossen werden, dass die Unterschiede
in der Expression von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum bei Patienten mit leichter und
schwerer Parodontitis auf Geschlecht, Rauchverhalten oder ethnische Abstammung
zurtickzufuhren sind.

4.7. EINFLUSS DER PARODONTAL PATHOGENEN BAKTERIEN AUF DIE EXPRESSION VON SP-D IM
SERUM UND MMP-8 IM SERUM

Mittels einer einfaktoriellen ANOVA wurde die Expression von SP-D im Serum und MMP-8
im Serum in Abhangigkeit von den sieben parodontal pathogenen Bakterien gepruft. Fur
diese Tests wurden die Daten von allen 170 Patienten dieser Studie verwendet. Die
folgenden Tabellen zeigen nur die Mittelwerte und die p-Werte.

Die Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse fir das Bakterium AA.

AA negativ AA positiv p-Wert
SP-D im Serum 143,39 125,82 0,342
MMP-8 im Serum 104,96 93,26 0,558
Tabelle 17: Vergleich der Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen AA
negativ und AA positiv

Der Mittelwert der Expression von SP-D im Serum von Patienten, bei denen AA nicht
nachweisbar war (143,39 ng/mL), ist groRRer als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von AA (125,82 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,342).

Der Mittelwert der Expression von MMP-8 im Serum von Patienten, bei denen keine Infektion
durch AA nachweisbar war (104,96 ng/mL), ist groler als der Wert bei den Patienten mit
positivem Nachweis von AA (93,26 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,558).

Die Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse fur das Bakterium PG.

PG negativ PG positiv p-Wert
SP-D im Serum 140,45 139,94 0,975
MMP-8 im Serum 108,93 100,19 0,610
Tabelle 18: Vergleich der Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen PG
negativ und PG positiv

Der Mittelwert der Expression von SP-D im Serum von Patienten, bei denen PG nicht
nachweisbar war (140,45 ng/mL), ist ahnlich dem Wert bei den Patienten mit positivem
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Nachweis von PG (139,94 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,975).

Der Mittelwert der Expression von MMP-8 im Serum von Patienten, bei denen PG nicht
nachweisbar war (108,93 ng/mL), ist grof3er als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von PG (100,19 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,610).

Die Tabelle 19 zeigt die Ergebnisse flr das Bakterium FN.

FN negativ FN positiv p-Wert
SP-D im Serum 137,75 140,90 0,849
MMP-8 im Serum 97,99 104,43 0,718
Tabelle 19: Vergleich der Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen FN
negativ und FN positiv

Der Mittelwert der Expression von SP-D im Serum von Patienten, bei denen FN nicht
nachweisbar war (137,75 ng/mL), ist nur geringflgig kleiner als der Wert bei den Patienten
mit positivem Nachweis von FN (140,90 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass
die Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,849).

Der Mittelwert der Expression von MMP-8 im Serum von Patienten, bei denen FN nicht
nachweisbar war (97,99 ng/mL), ist nur geringfiigig kleiner als der Wert bei den Patienten mit
positivem Nachweis von FN (104,43 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,718).

Die Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse flir das Bakterium PI.

Pl negativ Pl positiv p-Wert
SP-D im Serum 139,50 141,87 0,888
MMP-8 im Serum 104,75 96,69 0,656

Tabelle 20: Vergleich der Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen PI
negativ und PI positiv

Der Mittelwert der Expression von SP-D im Serum von Patienten, bei denen PI nicht
nachweisbar war (139,75 ng/mL), ist nur geringfigig kleiner als der Wert bei den Patienten
mit positivem Nachweis von Pl (141,87 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass
die Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,888).

Der Mittelwert der Expression von MMP-8 im Serum von Patienten, bei denen Pl nicht
nachweisbar war (104,75 ng/mL), ist grofker als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von Pl (96,69 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die Unterschiede
nicht signifikant sind (p=0,656).

Die Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse fur das Bakterium TF.
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p-Wert

TF negativ TF positiv
SP-D im Serum 142,34 134,69 0,630
MMP-8 im Serum 94,11 123,51 0,085

Tabelle 21: Vergleich der Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen TF
negativ und TF positiv

Der Mittelwert der Expression von SP-D im Serum von Patienten, bei denen TF nicht
nachweisbar war (142,34 ng/mL), ist grof3er als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von TF (134,69 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,630).

Der Mittelwert der Expression von MMP-8 im Serum von Patienten, bei denen TF nicht
nachweisbar war (94,11 ng/mL), ist kleiner als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von TF (123,51 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,085).

Die Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse fur das Bakterium PM.

PM negativ PM positiv p-Wert
SP-D im Serum 144,16 133,99 0,491
MMP-8 im Serum 110,72 90,82 0,211
Tabelle 22: Vergleich der Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen PM
negativ und PM positiv

Der Mittelwert der Expression von SP-D im Serum von Patienten, bei denen PM nicht
nachweisbar war (144,16 ng/mL), ist grof3er als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von PM (133,99 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,491).

Der Mittelwert der Expression von MMP-8 im Serum von Patienten, bei denen PM nicht
nachweisbar war (110,72 ng/mL), ist kleiner als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von PM (90,82 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,211).

Die Tabelle 23 zeigt die Ergebnisse flir das Bakterium TD.

Bakterium TD negativ TD positiv p-Wert
SP-D im Serum TD 116,80 157,61 0,005
MMP-8 im Serum TD 99,42 105,27 0,711

Tabelle 23: Vergleich der Mittelwerte von SP-D im Serum und MMP-8 im Serum fiir die Gruppen TD
negativ und TD positiv
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Der Mittelwert der Expression von SP-D im Serum von Patienten, bei denen TD nicht
nachweisbar war (116,80 ng/mL), ist wesentlich kleiner als der Wert bei den Patienten mit
positivem Nachweis von TD (157,61 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass
diese Unterschiede signifikant sind (p=0,005) und die Expression von SP-D im Serum mit
dem Nachweis des parodontal pathogenen Bakteriums TD im Speichel korreliert ist. Der
Mann-Whitney Test bestatigt dieses Ergebnis mit einem p-Wert von 0,008.

Der Mittelwert der Expression von MMP-8 im Serum von Patienten, bei denen TD nicht
nachweisbar war (99,42 ng/mL), ist kleiner als der Wert bei den Patienten mit positivem
Nachweis von TD (105,27 ng/mL). Die statistische Analyse hat ergeben, dass die
Unterschiede nicht signifikant sind (p=0,711).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Expression von SP-D im Serum in
Abhangigkeit von den Bakteriengruppen ,positiv‘ und ,negativ* fiir das Bakterium TD einen
signifikanten Zusammenhang aufweist. In allen anderen Fallen zeigt die statische Analyse
keine signifikanten Unterschiede. Fur die Expression von MMP-8 im Serum in Abhangigkeit
von den Bakteriengruppen ,positiv‘ und ,negativ® zeigte die statistische Analyse keine
signifikanten Unterschiede.

4.8. MULTIVARIATE STATISTISCHE ANALYSEN

Lineare Regression

Mit Hilfe einer linearen Regression wurde untersucht, ob ein signifikanter Zusammenhang
besteht zwischen dem Parodontitisstadium als abhangigem Parameter und den Parametern
SP-D im Serum, MMP-8 im Serum, Geschlecht, ethnische Abstammung, Rauchen, Alter des
Patienten und den parodontal pathogenen Bakterien AA, PG, FN, PI, TF, PM und TD als
unabhangige Parameter.

Die Analyse ergab ein R-Quadrat von 0,123, d.h. das aufgestellte Modell erklarte nur 12,3 %
der Varianz. Die zugehorige ANOVA dazu ergab einen p-Wert von 0,189. Das Modell als
Ganzes ist also nicht signifikant. Auch fir die einzelnen Koeffizienten wurden mit Ausnahme
des Parameters ,Rauchen® (p<0.0001) keine signifikanten Zusammenhange gefunden Die
Tabelle 24 zeigt die Regressionskoeffizienten und die zugehdrigen p-Werte. Bis auf die
Modellkonstante by und den Koeffizienten des Parameters ,Rauchen“ waren die
Koeffizienten praktisch gleich Null, d.h. sie haben einen vernachlassigbaren Einfluss auf das
Ergebnis, und der zugehdrige p-Wert war sehr grof3, d.h. dieser Befund ist sehr unsicher.
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Regressionskoeffizient p-Wert

Konstante bo 0,447 0,283
Geschlecht 0,030 0,697
ethnische Abstammung -0,028 0,442
Rauchen 0,325 0,000
Alter des Patienten 0,004 0,320
AA -0,030 0,764
PG -0,011 0,906
FN 0,072 0,466
Pl 0,031 0,746
TF -0,099 0,325
PM 0,073 0,442
TD 0,062 0,489
SP-D Serum 0,000 0,562
MMP-8 Serum 0,000 0,924

Tabelle 24: Regressionskoeffizienten und p-Wert der linearen Regressionsanalyse

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Regressionsanalyse keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen den Biomarkern und dem Parodontitisstadium zeigt.

Spearman-Rho Korrelationsanalyse

In die Spearman-Rho Korrelationsanalyse wurden die 17 Parameter Geschlecht, ethnische
Abstammung, Rauchen, Alter des Patienten, Anzahl der Zahne, Knochenverlust,
Parodontitisstadium, AA, PG, FN, PI, TF, PM ,TD, SP-D im Serum und MMP-8 im Serum
einbezogen.

Die folgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse. Der Ubersichtlichkeit halber wurden alle
Korrelationskoeffizienten mit einem signifikanten p-Wert zwischen 0,05 und 0,01 gelb und die
mit einem sehr signifikanten p-Wert < 0,01 grin markiert. Ein wesentliches Resultat der
Korrelationsanalyse ist, dass der Biomarker MMP-8 im Serum mit keinem anderen
Parameter signifikant korreliert ist. Die Ergebnisse fur MMP-8 im Serum wurden deshalb in
den Tabellen nicht aufgefihrt.
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PA- Ge- Ethnische | Rauchen | Alter des Knochen- | Vorhande- | SP-D
Stadium | schlecht | Abstam- Pat. bei Ro- | verlust ne Zahne im
mung Aufnahme (Anzahl) Serum
ng/mL
PA-Stadium 1 0,024 -0,081 0,295 0,009 0,67 -0,267 0,054
Geschlecht 0,024 1 0,036 0,028 -0,235 0,02 0,159 -0,047
Ethnische -0,081 0,036 1 0,036 -0,317 -0,091 0,194 -0,064
Abstammung
Rauchen 0,295 0,028 0,036 1 -0,177 0,261 -0,078 0,237
Alter des Pat. bei | 0,009 -0,235 |-0,317 -0,177 1 0,084 -0,295 -0,055
Roéntgen-
Aufnahme
Knochenverlust 0,67 0,02 -0,091 0,261 0,084 1 -0,251 0
Vorhandene -0,267 | 0,159 0,194 -0,078 -0,295 -0,251 1 -0,207
Zahne (Anzahl)
SP-D im Serum | 0,054 -0,047 | -0,064 0,237 -0,055 0 -0,207 1
ng/mL

Tabelle 25: Ergebnisse der Korrelationsanalyse, Teil 1
Zusammenhang zwischen den allgemeinen Parametern Geschlecht, ethnische Abstammung,
Rauchen, Alter des Patienten, Anzahl der Zdhne, Knochenverlust, Parodontitisstadium und SP-D im
Serum

Die Tabelle 25 zeigt zehn hoch signifikante und drei signifikante Korrelationen zwischen den
allgemeinen Parametern und den parodontal pathogenen Bakterien. Aus der Tabelle 25 ist
zu ersehen, wie stark die allgemeinen Parameter Geschlecht, ethnische Abstammung,
Rauchen, Alter des Patienten, Anzahl der Zahne, Knochenverlust, Parodontitisstadium und
SP-D im Serum untereinander korreliert sind.

Von den zehn hoch signifikanten Korrelationen hat die Korrelation von Parodontitisstadium
und Knochenverlust den groten Koeffizienten mit 0,670 (p=0,000). Fir die Korrelation
zwischen ethnischer Abstammung und Alter wurde ein Koeffizient von -0,317 (p=0,000)
ermittelt. Zwischen Parodontitisstadium und Rauchen betrug der Korrelationskoeffizient
0,295 (p=0,000). Fur die Anzahl der Zahne und das Parodontitisstadium wurde eine
Korrelation mit einem Koeffizienten von -0,267 (p=0,001) nachgewiesen. Zwischen Rauchen
und SP-D im Serum ergab sich ein Koeffizient von 0,237 (p=0,002) errechnet. Fur die
Korrelation zwischen Geschlecht und Alter wurde ein Koeffizient von -0,235 (p=0,003)
ermittelt. Den niedrigsten Koeffizienten unter den hoch signifikanten Korrelationen hat SP-D
im Serum und vorhandene Zahne mit -0,207 (p=0,008).
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Von den drei signifikanten Korrelationen hatte die Korrelation zwischen ethnischer
Abstammung und Anzahl der Zahne mit einem Korrelationskoeffizienten 0,194 (p=0,014) den
hdchsten Wert.

Fir die Korrelation von Alter und Rauchen wurde ein Koeffizient von -0,177 (p=0,025)
ermittelt. Fir Geschlecht und Anzahl der Zahne wurde eine Korrelation mit einem
Koeffizienten von 0,159 (p=0,043) nachgewiesen.

Somit ergibt sich fur die hoch signifikanten Korrelationen, dass der Parameter Anzahl
vorhandene Zahne mit 6 weiteren der obigen Parameter korreliert ist, Rauchen mit vier
weiteren, ebenso das Alter des Patienten. Das Parodontitisstadium ist mit drei weiteren
korreliert. Geschlecht, ethnische Abstammung und SP-D im Serum sind jeweils mit zwei
anderen korreliert. Bei den signifikanten Korrelationen wurden fir den Parameter
vorhandene Zahne zwei Korrelationen nachgewiesen und fiir Geschlecht und ethnische
Abstammung jeweils eine.

Bakterium | PA- Ge- Ethnische Rauchen | Alter des Pat. | Knochen- | Vorhandene | SP-Dim
Stadium | schlecht | Abstammung bei Réntgen- | verlust Zahne Serum
Aufnahme (Anzahl) ng/mL
AA -0,024 | 0,051 0,18 0,023 -0,098 -0,141 0,133 -0,01
PG -0,003 |-0,024 0,037 -0,082 0,029 0,042 -0,055 0,022
FN 0,075 -0,005 |0,06 -0,028 0,014 0,054 -0,04 0,037
PI 0,044 0,062 0,037 0,027 0,049 -0,007 -0,06 -0,051
TF -0,007 |0,05 0,151 0,108 -0,087 0,035 0,009 -0,032
PM 0,005 0,005 0,154 -0,034 0,08 -0,028 -0,063 -0,032
TD 0,022 0,036 0,048 0,042 -0,138 -0,119 0,067 0,204

Tabelle 26: Ergebnisse der Korrelationsanalyse, Teil 2
Zusammenhang zwischen den allgemeinen Parametern Geschlecht, ethnische Abstammung,
Rauchen, Alter des Patienten, Anzahl der Zéhne, Knochenverlust, Parodontitisstadium, SP-D im
Serum und den parodontal pathogenen Bakterien AA, PG, FN, PIl, TF, PM und TD

Die Tabelle 26 zeigt nur eine sehr signifikante und drei signifikante Korrelationen. Die sehr
signifikante Korrelation ist die Korrelation von SP-D im Serum und dem parodontal
pathogenen Bakterium TD mit einem Koeffizienten von 0,204 (p=0,008). Fur die ethnische
Abstammung wurden drei signifikante Korrelationen ermittelt. Die Analyse ergab fur die
ethnische Abstammung und das Bakterium AA einen Koeffizienten von 0,180 (p=0,019). Fur
die ethnische Abstammung und das Bakterium PM wurde ein Koeffizient von 0,154
(p=0,045) berechnet. Der Koeffizient fir die ethnische Abstammung und das Bakterium TF
betrug 0,151 (p=0,049)
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Die Tabelle 27 zeigt die Korrelationskoeffizienten fur die parodontal pathogenen Bakterien
untereinander.

AA 1 0,181 0,073 0,098 0,019 0,083 0,047
FN 0,181 1 0,121 0,126 -0,031 0,22 0,355
PI 0,073 0,121 1 0,173 0,289 0,332 0,13
PM 0,098 0,126 0,173 1 0,343 0,005 0,026

0,019 -0,031 0,289 0,343 1 0,273 0,077

0,083 0,22 0,332 0,005 0,273 1 0,249

0,047 0,355 0,13 0,026 0,077 0,249 1

Tabelle 27: Korrelationskoeffizienten fiir die Bakterien, Die Farben markieren den orange und den
roten Komplex nach Socransky.

Aus der Tabelle 27 ist zu ersehen, dass jedes Bakterium mindestens mit einem weiteren
korreliert war. Die meisten Korrelationen wies das Bakterium TD auf, das mit allen anderen
aulRer AA und PM korrelierte.

Die Tabelle zeigt sechs sehr signifikante Korrelationen. Dies sind die Korrelation zwischen
FN und PG mit einem Koeffizienten von 0,355 (p=0,000), die zwischen PM und TF mit einem
Koeffizienten von 0,343 (p=0,000), die zwischen Pl und TD mit einem Koeffizienten von
0,332 (0,000), die zwischen PI und TF mit einem Koeffizienten von 0,289 (p=0,000), die
zwischen TF und TD mit einem Koeffizienten von 0,273 (p=0,000) und die zwischen TD und
PG mit einem Koeffizienten von 0,249 (p=0,001). Die Tabelle enthalt zwei weitere
signifikante Korrelationen und zwar die zwischen AA und FN mit einem Koeffizienten von
0,181 (p=0,018) und die zwischen Pl und PM mit einem Koeffizienten von 0,173 (p=0,024).

Die Tabelle zeigt auch, dass in flinf Fallen Bakterien des orangen Komplexes nach
Socransky hoch signifikant mit Bakterien des roten Komplexes korreliert sind, d.h. in dieser
Studie wurde gemessen, dass Bakterien des orangen Komplexes gleichzeitig mit Bakterien
des roten Komplexes auftreten.

Der Parameter Parodontitisstadium wies aulier der starken Korrelation mit Knochenverlust
noch schwache Korrelationen mit dem Rauchen und der Anzahl der Zahne auf. Er war aber
weder mit einem der beiden Biomarker noch mit einem der parodontal pathogenen Bakterien
signifikant korreliert.
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Die Tabelle 28 zeigt die hoch signifikanten Ergebnisse fir das Parodontitisstadium im Detail.

Parameter Korrelationskoeffizient p-Wert
Knochenverlust 0,670 0,000
Rauchen 0,295 0,000
Vorhandene Zahne -0,267 0,001

Tabelle 28: Die signifikanten Ergebnisse der Korrelationsanalyse fiir das Parodontitisstadium

Der Biomarker SP-D im Serum wies drei sehr signifikante aber nur schwache Korrelationen
auf mit den Parametern Rauchen, Anzahl der Z&dhne und dem Bakterium TD.

Der Biomarker MMP-8 im Serum wies keine signifikanten Korrelationen auf.

Die Tabelle 29 zeigt die Auswahl der signifikanten Ergebnisse der Korrelationsanalyse fur die
Biomarker.

Biomarker Parameter Korrelationskoeffizient p-Wert
SP-D im Serum Rauchen 0,237 0,002
SP-D im Serum Vorhandene Zahne -0,207 0,008
SP-D im Serum Bakterium TD 0,204 0,008

Tabelle 29: Die signifikanten Ergebnisse der Korrelationsanalyse fiir die Biomarker

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der Korrelationsanalyse drei hoch signifikante
aber nur schwache Korrelationen fur den Biomarker SP-D im Serum und keine signifikanten
Korrelationen fur den Biomarker MMP-8 im Serum gefunden wurden. Signifikante
Korrelationen zwischen dem Parodontitisstadium und den parodontal pathogenen Bakterien
wurden nicht gefunden. AulRerdem wurden erwartungsgemalfd flir das Parodontitisstadium
signifikante Korrelationen mit den Parametern Rauchen, Knochenverlust und Anzahl der
Zahne gefunden. Mit Hilfe dieser Korrelationsanalyse konnte gezeigt werden, dass drei
unabhangige Variable Einfluss auf den Biomarker SP-D im Serum haben, aber es konnte
nicht gezeigt werden, dass die Konzentrationen der Biomarker mit dem Parodontitistadium
korreliert sind und es mdglich ist, mithilfe der Biomarker zwischen leichter und schwerer
Parodontitits zu differenzieren.
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5. DISKUSSION

5.1. METHODIK

Auswahl der Studienpopulation

Die Parodontitis ist eine Entziindung des Zahnhalteapparates. Die Parodontitis kann an
einem, mehreren oder allen Zahnen auftreten, wobei das Ausmal} der Entziindung von Zahn
zu Zahn variieren kann. Das grofte Problem besteht in einer einfachen und robusten
Definition der Parodontitis und des klinischen Stadiums. Eine einheitliche Definition existierte
bis zum Ende dieser Studie auf dem Gebiet der parodontalen Epidemiologie in der
nationalen und internationalen Forschungsliteratur nicht''2. Erst nach Ende dieser Studie
wurde 2018 von EFP und AFP eine einheitliche Klassifikation verdffentlicht'3.

Parodontitis-Stadium Stadium | Stadium Il Stadium I Stadium IV
Schwere interdentaler 1-2mm 3 -4 mm >5mm =5 mm
CAL an Stelle
mit hochstem
Verlust
rontgeno- koronales koronales bis ins mittlere bis ins mittlere
logischer Drittel ( < 15%) Dirittel oder apiale oder apiale
Knochen- (15 - 33%) Wourzeldrittel Wurzeldrittel
abbau

Zahnverlust

kein Zahnverlust aufgrund von

Parodontitis

Zahnverlust
aufgrund von
Parodontitis von
< 4 Zahnen

Zahnverlust
aufgrund  von
Parodontitis von
> 5 Zahnen

Tabelle 30: Neue Definition der Stadien der Parodontitis von 2018

In dieser Studie wurde die alte Klassifikation der Parodontitis aus dem Jahr 1999 verwendet,
bei der die Kriterien fur Parodontitis sind: Taschentiefe = 3 mm, Blutung bei Sondierung,
mindestens 2 mm Knochenverlust im Rontgenbild und mindestens 1 mm Klinischer
Attachmentverlust (CAL).

Je nachdem wie die Veranderungen fortgeschritten sind, wird die Parodontitis in die
Schweregrade leicht, mittel und schwer (fortgeschritten) eingeteilt. Leider verwenden viele
Studien unterschiedliche Fortschritte der Schweregrade''* oder andere und zum Teil auch
komplexere Definitionen, zum Beispiel in der Arbeit von Glas et al®’. Sie benutzt als
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Parameter die Zahl der befallenen Zahne (> 8 Zahne) oder alternativ den Furkationsbefall
(>= Klasse Il) oder die radiologische Distanz zwischen Limbus alveolaris und der Schmelz-
Zementgrenze (>=3 mm). Neuere Studien schlagen bis zu sieben verschiedene Parameter
vor''®: Zahnstatus (Vorhandensein oder Fehlen), prothetische Kronen (Vorhandensein oder
Fehlen), interaproximaler Attachmentverlust 23 mm, Taschentiefe Z4mm, gingivaler Index,
Plaqueindex und Blutung auf Sondierung.

Derartige Unterschiede bei der Definition fihren dazu, dass man diese Studien aufgrund der
unterschiedlichen Definitionen nicht direkt vergleichen kann und somit die Wahl der
Definition erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse bei der Suche nach geeigneten
Biomarkern hat.

Kaum eine Parodontitis ist aber gleichmaRig und weitgehend generalisiert fortgeschritten.
Vielmehr finden sich an einzelnen Zahnen starke pathologische Veranderungen, an anderen
leichtere und an wieder anderen noch gar keine Krankheitszeichen. In der alten (1999) und
in der neuen (2017) Klassifikation ist die generalisierte Parodontitis als die Erkrankung von
mehr als 30% der Zahne definiert. Klinisch findet sich eher eine generalisierte als eine

lokalisierte Form der Parodontitis™'®.

Wegen der Komplexitdt des Krankheitsbildes der Parodontitis besteht das Problem darin,
alle Aspekte in einer Definition so zusammenzufassen, wie sich diese Aspekte vermutlich auf
die Hohe eines potentiellen Biomarkers auswirken.

Ublicherweise werden zur Bewertung der Parodontitis ein oder mehrere der klinischen
Leitsymptome Zahntaschentiefe, klinischer Attachmentverlust und Knochenverlust
verwendet''”, aber nicht die Anzahl der betroffenen Zahne und der Fortschritt der
Parodontitis.

Im Jahr 2010 werteten Leroy et al''® die Definitionen der Parodontitis in epidemiologischen
Studien aus und empfahlen daraufhin, dass drei typische klinische Symptome fir die
Definition der Schwere der Parodontitis verwendet werden sollten: klinischer
Attachmentverlust, Taschentiefe und Blutung bei Sondierung.

In einer aktuellen Studie schlagen Pei et al''® als Grenzwerte fir eine Definition mit diesen
drei Parametern als Kriterien fur schwere Parodontitis vor: mehr als zwei Stellen mit PD >= 4
mm, CAL>= 2 mm und positive BOP (BOP+).

Die drei Parameter werden bendtigt, um mdgliche Fehlereinflisse effektiv zu reduzieren. Die
Messung der Taschentiefe allein kann dazu flihren, dass Pseudo-Taschen falsch als
parodontale Taschen klassifiziert werden oder aufgrund des durch die Parodontitis weichen
Bodens der Tasche diese Messung zu grol3 ausfallt. Der klinische Attachmentverlust gibt den
akkumulierten parodontalen Schaden wieder und Schaden aufgrund mechanischer
Belastung ohne Entziindung (z.B. Zahnputztraumen) kénnen falschlicherweise als Folgen
von Parodontitis eingestuft werden. Der dritte Parameter BOP hilft somit Fehlbewertungen zu
vermeiden.

Um diese Probleme fir unsere Studie angemessen zu berlcksichtigen, wurde ein anderes
Kriterium fUr die Einteilung in die zwei Gruppen gewahlt: In die Gruppe ,schwer” wurden alle
Patienten eingeordnet, bei denen an mindestens sieben Zahnen ein Knochenverlust von
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>50% im Rontgenbild vorlag und alle Gbrigen Patienten wurden in die Gruppe ,leicht -
manRig“ eingestuft. Die rontgenologische Ermittlung des Knochenverlusts, die in dieser Studie
verwendet wurde, ist eine sehr zuverlassige und leicht anzuwendende Methode, aber sie hat
die Einschrankung, dass das Rontgenbild nur ein zweidimensionales Abbild eines
dreidimensionalen Befundes darstellt''®.

Durch die Wahl des Kriteriums “Knochenverlust von >50% an mindestens sieben Zahnen*
wird sichergestellt, dass zum einen die Patienten in der Gruppe ,schwer® an einem
ausgedehnten Befall der Parodontitis leiden und nicht nur ein oder wenige Zahne betroffen
sind und zum anderen dass bei diesen Patienten die Parodontitis bereits zu einem
erheblichen Knochenverlust (> 50%) an vielen Zahnen gefiuhrt hat. Dieses Kriterium
bericksichtigt so das Ausmal und die Dauer der Erkrankung.

Der Risikofaktor ,Rauchen” wurde ebenfalls zur Gruppeneinteilung verwendet. Verschiedene
Veroffentlichungen® 212" zeigen die Bedeutung des Risikofaktors Rauchen bei der
Entstehung der Parodontitis.

In unserer Studie betrug das Verhaltnis von leichter zu schwerer Parodontitis bei
Nichtrauchern 2:1 und bei Rauchern 1:2. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit einer
ahnlichnen Studie aus Deutschland'®, die bei vergleichbaren Kriterien und einer
Gruppeneinteilung in Nichtraucher, Ex-Raucher und Raucher folgende Verhaltnisse findet:
Bei Nichtrauchern betragt das Verhaltnis von leichter zu schwerer Parodontitis in etwa 2:1,
bei Ex-Rauchern 1:1 und bei Rauchern 1:2. Obwohl die Untersuchung dieses Aspekts nicht
Ziel der vorliegenden Studie war, bestatigen diese Daten deutlich, dass Rauchen ein
Risikofaktor fiir schwere Parodontitis ist.

Weitere Risikofaktoren, die in dieser Studie fur alle Patienten ermittelt wurden, sind die
parodontal pathogenen Bakterien. Obwohl bei Parodontitis in der subingivalen Mikroflora
Hunderte von Bakterientypen nachgewiesen werden kénnen, wurden bislang nur wenige mit
dem Fortschreiten der Parodontitis in Verbindung gebracht und kommen als mdglicher
Risikofaktor in Frage. In einer Studie zu Parodontitis-Risikofaktoren von 2014'?® werden
davon nur sechs Bakterientypen identifiziert, die zum Parodontitisrisiko beitragen.

PG'* und AA'?5'? tragen signifikant zum Entstehen der Parodontitis bei Erwachsen bei.
AuRerdem ist das Auftreten von TF'?’, PI'® PM'2 und FN'® stark verknlpft mit dem
Fortschreiten der Parodontitis bei Erwachsenen.

Zusatzlich wurde auch das Bakterium Treponema denticola TD in dieser Studie
berlcksichtigt, da es mit FN und PG koaggregiert und dies einen entscheidenden Faktor fur
die Biofilmbildung und dessen Pathogenitat darstellt'”.

In unserer Studie wurden zum Nachweis dieser sieben Bakterien Proben aus den
Parodontaltaschen entnommen. Die Analyse zum Nachweis von bakterieller DNA stellt eine
einfache nicht-invasive Methode dar'*°. Herrera et al'*' fanden in einer landervergleichenden
Studie zum Auftreten von parodontal pathogenen Bakterien an von Parodontitis befallenen
Stellen erhebliche Unterschiede zwischen Patienten aus Spanien, Chile und Kolumbien. Das
Auswahlkriterium war PD>5 mm, CAL>5mm und BOP+. Der Nachweis der Bakterien
erfolgte durch mikrobiologische Kultur.
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Fir die Bakterien AA und PG unterscheiden sich die Werte zwischen den Landern nur
geringfuigig, fur AA und PG betragen die Standardabweichungen der Mittelwerte weniger als
10%. Fur die Bakterien Pl und PM zeigen die Werte groRe Unterschiede zwischen den
einzelnen Landern. Die Standardabweichungen der Mittelwerte liegen bei 60%.
Dazwischen liegen die Werte fiur die Bakterien TF und FN. (Tab. 31). Die Werte aus unserer
Studie liegen im Vergleich immer im Mittelfeld zwischen den Extremwerten.

Anteil % nachgewiesen

Bakterium unsere Studie Spanien Chile Kolumbien
AA 18,8 16,7 19,4 17,1

PG 70,6 77,8 83,8 65,9

FN 74,1 100,0 63,9 82,9

Pl 247 97,2 19,4 72,5

TF 29,4 36,1 16,2 39,0

PM 40,0 61,1 29,7 2,4

TD 57,1

Tabelle 31: Vergleich der Haufigkeit des Nachweises der parodontal pathogenen Bakterien in dieser
Studie mit den Daten von Herrera et al

Silva et al'™ vergleicht die Nachweishaufigkeit fiir AA, PG und TF bei Patienten mit
Parodontitis aus verschiedenen Studien und findet eine grolRe Schwankungsbreite der dort
angegebenen Werte. Dabei zeigt es sich, dass die Werte, die durch PCR ermittelt wurden,
signifikant héher sind als die anhand mikrobiologischer Kulturen ermittelten Werte.

Diese Zahlen zeigen, dass es keinen einfachen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
einer Parodontitis und dem Nachweis der parodontal pathogenen Bakterien gibt.

Ermittlung der SP-D und MMP-8 Konzentrationen im Serum mittels ELISA

Zum Nachweis von SP-D und MMP-8 im Serum wurde in dieser Studie die Methode des
Sandwich-ELISA eingesetzt. Diese Methode ist weniger arbeitsintensiv und preiswerter als
andere Nachweismethoden wie Immunofluorometric Assay (IFMA) oder Immunoblotting und
deshalb fur umfangreiche Studien mit vielen Patienten besser geeignet. Es existieren
zahlreiche Verdffentlichungen'*'® in denen die verschiedenen Nachweisverfahren
verglichen werden mit dem Ergebnis, dass Spezifitdt und Sensitivitat der ELISA ahnlich sind
wie bei den anderen Verfahren. Bei diesen Studien wird allerdings nicht die Eignung zum
Nachweis von SP-D im Serum oder MMP-8 im Serum untersucht. Fur die Messung der
Expression von MMP-8 im Serum zeigt eine aktuelle Studie™®'®, dass der dentoELISA von
BioVendor genauso sensitiv und spezifisch ist, wie ein aufwandiger immunofluorometischer
Assay (IFMA) und gemessene Werte korreliert sind. Es wurde keine Studie gefunden, in der
die Nachweismethoden fiir SP-D im Serum verglichen werden.
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Eine Studie™® von 2014 kommt jedoch zum Schluss, dass sich die mit den ELISA-Kits
unterschiedlicher Hersteller gemessen Werte von SP-D erheblich unterscheiden kdnnen.
Deshalb werden im Folgenden nur Werte diskutiert, die mit dem aktuellen ELISA-Kit von
BioVendor gemessen wurden.

Es wurden mehrere Studien'®®15%.160.161 armijttelt, die SP-D Werte im Serum fiir schwer kranke

oder schwer verletzte Patienten mit dem ELISA Kit von BioVendor untersucht wurden. Dabei
wurde fir die gesunde Kontrollgruppe gefunden, dass die Werte erheblich streuen. Sie
liegen Uberwiegend im unteren Teil des in dieser Studie fur an Parodontitis erkrankte
Patienten gemessenen Interquartilsabstands. Die Mittelwerte fir die gesunden
Kontrollgruppen sind deutlich niedriger als der Mittelwert dieser Studie, aber die
Interquartilsabstande Uberlappen sich stark, so dass es nicht mdglich ist, anhand der SP-D
Expressionen zwischen den gesamten Patienten und den an Parodontitis erkrankten
Patienten unserer Studie zu differenzieren.

Es wurden zwei aktuelle Studien'®*'®® gefunden, bei denen SP-D Werte im Serum bei

Vorliegen von Parodontitis untersucht wurden. In diesen Studien differieren die fir die
gesunden Kontrollgruppen ermittelten Werte erheblich. Sie liegen tberwiegend im unteren
Teil der in unserer Studie fir an Parodontitis erkrankten Patienten gemessenen
Interquartilsabstande. Die Mittelwerte fir die Kontrollgruppen sind deutlich niedriger als der
Mittelwert unserer Studie, aber die Interquartilsabstande berlappen sich auch hier stark, so
dass nicht mdglich ist, anhand der SP-D Expressionen zwischen Patienten ohne und mit
Parodontitis zu differenzieren.

Eine aktuelle Studie von 2017"%° ermittelt MMP-8 Werte im Serum fiir eine Gruppe von an
Parodontitis erkrankten Patienten. Der Mittelwert, der Median und der Interquartilsabstand
aus dieser Studie sind ahnlich den in unserer Studie gefundenen Werten und somit eine
Bestatigung der in dieser Studie gemessenen Werte.

Die starken Unterschiede in den Werten der Biomarker fir die Kontrollgruppen deuten darauf
hin, dass bei der Auswahl der Kontrollgruppe mdglicherweise nicht alle fiir die Biomarker
relevanten Faktoren ausgeschlossen wurden und dadurch Patienten mit aus anderen
Grunden erhéhten MMP-8 Werten, z.B. aufgrund von systemischen Krankheiten, in die
Kontrollgruppen aufgenommen wurden.

5.2. BEWERTUNG DER ERGEBNISSE

Bewertung der Ergebnisse fir die Bakterien

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass der Nachweis der parodontal pathogenen Bakterien
AA, PG, FN, PI, TF, PM und TD nicht zu signifikanten Unterschieden in der Expression der
Biomarker zwischen den Gruppen Parodontitisstadium ,leicht* und ,schwer” fuhrt und dass
das Auftreten dieser Bakterien nicht mit der Expression der Biomarker im Serum korreliert.
Es konnte lediglich eine schwach signifikante Korrelation von SP-D im Serum und dem
Bakterium TD gezeigt werden.
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Eine systematische Literaturrecherche in der Medline-Literaturdatenbank der U.S. National

Library of Medicine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) mit den Stichworten ,SP-D*,
,MMP-8% und einem der sieben Bakterien ergab folgende Treffer:

Bakterium Stichwort \ Biomarker SP-D MMP-8
Aggregatibacter actinomycetemcomitans actinomycetemcomitans 0 14
(AA)

Porphyromonas gingivalis (PG) gingivalis 0 33
Fusobacterium nucleatum (FN) nucleatum 0 6
Prevotella intermedia (Pl) intermedia 0 10
Tannerella forsythia (TF) forsythia 0 9
Parvimonas micra (PM) micra 0 0
Treponema denticola (TD) denticola 0 13

Tabelle 32: Anzahl der Veréffentlichungen in der Medline-Suchmaschine

Eine Auswertung der Artikel zeigt, dass zum Zusammenhang des Vorkommens der
parodontal pathogenen Bakterien im Speichel und der Expression der Biomarker SP-D und
MMP-8 im Serum keine Untersuchungen vorliegen. Die vorliegende Arbeit ist die erste
Studie, die SP-D im Serum mit dem Bakterium TD in Zusammenhang bringt.

Es wurde gezeigt, dass SP-D bei der Immunabwehr in der Mundhdhle auftritt und dabei von
groRer Bedeutung ist'*. Die Mundhdhle ist als ein offenes System sténdig einer Vielzahl von
mikrobiologischen pathogenen Einflissen ausgesetzt, die zu einer permanenten Entziindung
fuhren wirden, wenn nicht ein effektives Immunsystem sie abwehren wirde. Ein
wesentlicher Teil dieses Abwehrsystems sind die Surfactant Proteine, insbesondere SP-D,
die nicht nur einen wichtigen Faktor dieses Immunsystems darstellen sondern auch die
Stabilitat der alveolaren Gas-Flussigkeit-Grenzflache beeinflussen. Entziindliche Prozesse in
der Gingiva erhéhen die Expression von SP-D"*'68

Es liegen zwar keine Studien vor, die den Biomarker SP-D im Speichel mit den parodontal
pathogenen Bakterien in Verbindung bringen, jedoch gibt es zahlreiche Studien, in denen die
Assoziation des Biomarkers MMP-8 im Speichel mit den parodontal pathogenen Bakterien
untersucht wird. Wegen der engen Verbindung von Blutkreislauf und Speichel ist zu
erwarten, dass MMP-8 im Serum sich analog zu MMP-8 im Speichel verhadlt und die
Erkenntnisse zu der Assoziation von MMP-8 im Speichel mit den parodontal pathogenen
Bakterien Hinweise darauf geben, bei welchen der Bakterien mit héherer Wahrscheinlichkeit
ein Zusammenhang mit MMP-8 im Serum zu erwarten ist.

In einer Studie, die eine kumulative Risikobewertung (CRS) zur Parodontitisdiagnose
vorschlagt, wird gezeigt, dass eine hohe Expression der Biomarker MMP-8 und IL-113 und
eine nachweisbare Infektion durch PG assoziiert ist mit tiefen parodontalen Taschen und
alveoldrem Knochenabbau. Eine Kombination aus diesen drei Parametern ist starker mit
Parodontitis assoziiert als jeder Parameter fiir sich allein'2.

In einer Studie zur Wirkung von Azithromycin bei der Behandlung der aggressiven
Parodontitis werden die klinischen Parameter, der Biomarker MMP-8 im Speichel und die
Bakterien AA, PG, FN und PI, vor der Behandlung und 6 Monate nach der Behandlung
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gemessen. Die Bakterien und die Expression des Biomarkers verbesserten sich in diesem

Zeitraum signifikant fiir die Testgruppe und die Placebogruppe gleichermaRen'.

In einer anderen Studie wurde untersucht, ob bei Parodontitis der Biomarker MMP-8 mit den
Bakterien AA, PG, PI, TF und TD assoziiert ist. Der Vergleich mit einer Kontrollgruppe zeigt,
dass als Antwort auf die Anwesenheit von TD eine erhdhte Freisetzung von MMP-8
erfolgt™*.

Zum Zusammenhang des Vorkommens der parodontal pathogenen Bakterien im Speichel
und der Expression der Biomarker SP-D und MMP-8 im Serum und zur Nutzung dieses
Zusammenhangs zu Verbesserungen in der Parodontitisdiagnose liegen keine
Untersuchungen vor.

Alle hier genannten parodontal pathogenen Bakterien au’er Campylobacter rectus wurden
im Rahmen dieser Studie untersucht. Ein Zusammenhang mit den Biomarkern, aus dem auf
die Schwere der Parodontitis geschlossen werden kdnnte, wurde nicht gefunden.

Bewertung der Ergebnisse zu SP-D

Grundsatzlich steht fest, dass SP-D bei der Immunabwehr in der Mundhdhle auftritt und eine
wesentliche Rolle spielt'*. In einer Studie'*® wird gezeigt, dass von den vier ,Surfactant
Proteins“ SP-D als Biomarker am besten geeignet ist, da sich hier die Werte fir Gesunde
und Kranke deutlich unterscheiden. Gemessen wurden hier SP-D Konzentrationen im
Speichel, die in demselben Bereich liegen wie die Konzentrationen im Serum in dieser
Studie. Fur Gesunde lagen die Konzentrationen zwischen 50ng/ml und 200ng/ml und fur
Kranke zwischen 200 und 1100 ng/mL.

Uber SP-D im Speichel als Biomarker fir die Parodontitis liegen unterschiedliche
Erkenntnisse vor. Wahrend einige Studien zeigen, dass die SP-D Werte bei der Parodontitis
signifikant erhoht sind'®, wird in anderen Studien kein signifikanter Zusammenhang
beobachtet'’. Der Unterschied zwischen beiden Studien besteht darin, dass die erste Studie
ein Patientenkollektiv mit 40 gesunden und mit 40 Patienten mit Gingivitis betrachtet (also
keine Parodontitis), wahrend der zweiten Studie das Patentenkollektiv dieser Doktorarbeit,
also 106 Patienten mit leichter - maRiger und 56 mit schwerer Parodontitis zugrunde liegt.

In beiden Studien bewirken Gingivitis und Parodontitis hdhere und starker streuende Werte,
die sich in ihrer Verteilung ahneln. Es entsteht der Eindruck, dass die Mittelwerte und
Varianzen fur Patienten mit Gingivitis, leichter-mafRiger und schwerer Parodontitis sich
untereinander nicht wesentlich unterscheiden aber deutlich Uber den Werten fir Gesunde
liegen. Erst weitere Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet kdnnen eine endguiltige Klarung
bringen.

Zu dem Zusammenhang zwischen SP-D im Serum und Parodontitis gib es nur eine
Veroéffentlichung aus dem Jahr 2008 von Mitarbeitern der Studiengruppe, in deren Rahmen
auch diese Doktorarbeit entstand, in der ein signifikanter Zusammenhang zwischen SP-D im
Serum und chronischer Parodontitis ermittelt wurde (Glas et al.??). Dieser Befund wird in
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dieser Doktorarbeit nicht bestatigt. Der Hauptgrund dafir durfte die unterschiedliche
Methodik sein. In der Arbeit von Glas werden zwei Gruppen von Patienten betrachtet:

In die erste Gruppe ,Patienten mit Parodontitis® wurden nur Patienten eingestuft, die
folgende vier Kriterien erfillten: Die Patienten mussten mindestens 15 Zahne in situ
aufweisen. Es sollten mindestens 8 Zahne vorliegen, deren Taschensondierungstiefe
entweder an wenigstens einer der gemessenen Stellen mindestens 5 mm war oder deren
Furkationsbefall der Klasse Il zugeordnet werden konnte. Alternativ musste an erkrankten
Zahnen radiologisch eine Distanz von 3 mm zwischen Limbus alveolaris und der
Schmelz-Zementgrenze angetroffen werden. In die zweite Gruppe ,gesunde Patienten®
wurden nur Patienten eingestuft, die folgende Kriterien erfiillten: Die Patienten mussten
einen Gebissstatus mit mindestens 22 Zahnen in situ aufweisen. Es durften hdchstens
ein Messpunkt mit einer Taschensondierungstiefe 3 mm, keine Anzeichen flr einen
Furkationsbefall und auch kein klinisch oder radiologisch sichtbarer Attachmentverlust
(z.B. Zahnfleischriickgang) ermittelt werden.

Damit verwendet diese Arbeit eine wesentlich andere Klasseneinteilung bezuglich
der Parodontitis als die vorliegende Doktorarbeit, in der nur Patienten mit Parodontitis
aufgenommen wurden und die Patienten, welche das Kriterium ,an mindestens 7 Zahnen
ein Knochenverlust > 50%"“ erflllten, in die Kategorie ,schwer* und alle anderen in die
Kategorie ,leicht — maRig“ eingestuft wurden. Eine Konsequenz dieser Methodik ist,
dass in diese Studie viele Patienten eingingen, die fur die Studie von Glas et al. nicht
die Voraussetzung zur Aufnahme in die Studie erflllten. Anders als die Studie von Glas
et al. enthalt unsere Studie keine gesunden Individuen. Die strengeren Kriterien fur
die Klasseneinteilung beziglich der Parodontitis in der Studie von Glas et al. erhéhen
die Wahrscheinlichkeit, dass eine Korrelation, die in unserer Studie aufgrund der
weniger scharfen Kriterien nicht zutage tritt, dort mit statistischen Methoden erfasst
werden kann. Beim Vergleich der beiden Arbeiten fallt auf, dass in der Studie von Glas
et. al das Niveau der SP-D Werte deutlich niedriger liegt als das in dieser Doktorarbeit
gemessene Niveau. Die folgende Tabelle vergleicht unsere Ergebnisse mit denen von Glas
et al.

Anzahl Median Minimum Maximum
Patienten SP-D SP-D SP-D
Studie von Parodontitis 105 81,6 13,5 2481
Glas
Kontrollgruppe 122 52,6 12,9 212,2
Diese Studie schwere 56 119.1 447 467,8
Parodontitis
leichte 106 108,3 10,1 600,5

Parodontitis

Tabelle 33: Vergleich der wichtigsten Daten der Studie von Glas mit dieser Studie

In der Humanmedizin werden erhdhte SP-D Werte im Serum als Biomarker nicht nur mit
Parodontitis sondern mit einer Vielzahl von Erkrankungen in Verbindung gebracht, wie
Dermatitis, akute Lungenverletzung (ALI), akutes Atemnotsyndrom (ARDS), interstitielle
Lungenfibrose, chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), Lungenemphysem,
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Mukoviszidose, Herzkranzerkrankungen, multiple Sklerose, Krebs, Sarkoidose, Allergien,
Diabetes, rheumatische Arthritis und auch noch andere Lungenerkrankungen. Aber auch
fur Lebensumstande wie Alter, Body-Mass-Index (BMI) und Lebensgewohnheiten wie
Rauchen wird vermutet, dass sie mit erhdhten SP-D Werten korreliert sind'.

Horimasu et al.’*® fanden auch signifikante Unterschiede fiir SP-D im Serum zwischen
Japanern und Deutschen sowohl in der gesunden Kontrollgruppe als auch in der Gruppe
der an idiopathischer interstitieller Pneumonie (lIP) erkrankten Patienten, was sich nur
durch genetische Ursachen erklaren lasst. Die Studie zeigt auch, dass SP-D im Serum
ein aussagekraftiger Biomarker fir IIP ist. Die Unterschiede zwischen den erkrankten
Patienten und der Kontrollgruppe sind deutlich. In dieser Doktorarbeit, die auch acht
Patienten asiatischer Abstammung einschloss, wurde aber kein signifikanter Einfluss der
individuellen ethnischen Abstammung auf die Expression des SP-D gefunden. Fir den
Faktor Rauchen wurde in dieser Doktorarbeit kein signifikanter Einfluss auf die Biomarker
ermittelt. In der Literatur finden sich widersprichliche Angaben. Eine systematische
Literaturrecherche in der Medline-Datenbank der U.S. National Library of Medicine
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) mit den Stichworten ,SP-D“ ,serum“ und
,Smokers“ ergab drei Studien mit mehr als 100 Teilnehmern, in denen ermittelt wurde, ob
es einen signifikanten Unterschied fir SP-D im Serum zwischen Rauchern und Nicht-
Rauchern gibt. Lomas et al.’™® ermittelt fir eine gesunde Kontroligruppe mit 497
Teilnehmern einen signifikanten Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern. Es
kann gefolgert werden, dass sich der Einflussfaktor Rauchen vergleichbar auf SP-D im
Serum auswirkt wie der Einflussfaktor Parodontitis.

Johannson et al.’® findet fiir ein Kollektiv von 756 Zwillingspaaren, die in die drei
Gruppen Raucher, Ex-Raucher und Nicht-Raucher eingeteilt wurden, einen signifikanten
Unterschied zwischen den Rauchern und den beiden anderen Gruppen, die sich
ihrerseits nicht signifikant unterscheiden. Van Mirt et al.’® ermittelt fir 845 Jugendliche,
die in die vier Gruppen Raucher, Passiv-Raucher, leichte Raucher und schwere Raucher
einteilt wurden, keine signifikanten Unterschiede.

In dieser Doktorarbeit wurde keine signifikante Korrelation zwischen dem Faktor Alter
oder Geschlecht und SP-D im Serum gefunden. Fir die drei Faktoren Geschlecht, Alter
und Rauchen finden Sgrensen et al.’®® in einer Studie mit 738 Zwillingspaaren, dass die
Werte fir SP-D im Serum mit diesen Faktoren korreliert sind. Bezuglich des Alters bilden
sie vier Gruppen (-30, 31-40, 41-50, 50+). In den vier Gruppen haben Manner signifikant
héhere Werte als Frauen und die SP-D Werte flr Frauen bzw. Manner steigen mit jeder
Altersgruppe signifikant an.

SP-D spielt eine groRe Rolle bei der Neutralisierung von Viren, Abtétung von Bakterien,
Pilzen und nekrotischen Zellen, Abmilderung von allergischen Reaktionen und
Beseitigung von Entziindungen'®*. SP-D kann also auch krankheitshemmend wirken, was
dazu fuhrt, dass der SP-D Wert zu Anfang der Entziindung sogar absinkt, um erst danach
wieder zu hdheren Werten anzusteigen, so dass kein monotoner Zusammenhang
zwischen dem Fortschreiten der Krankheit und der Expression von SP-D zu erwarten ist.

Ubersichtsartikel %3194 zur Rolle von SP-D im Serum als Biomarker fiir die menschliche
Gesundheit zeigen, dass eine verstarkte Reaktion des Immunsystems zu erhéhten SP-D
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Werten flhrt. Die Starke der Reaktion kann aber durch zusatzliche Faktoren wie
Rauchen, Diabetes oder Anpassungseffekte an eine chronische Erkrankung
beeintrachtigt werden, so dass kein einfacher Zusammenhang zwischen der absoluten
Hohe der Werte des Biomarkers und der Schwere der Erkrankung zu erwarten ist.

Die vielen potentiellen Ursachen fir erhdhte SP-D Werte im Serum und die vielen
Faktoren, die die absolute Hohe dieser Werte beeinflussen, sind eine mdgliche Erklarung
fur die starke Streuung der Messwerte in dieser Studie.

Bewertung der Ergebnisse zu MMP-8

Viele Verdffentlichungen untersuchen die Madglichkeiten, MMP-8 als Biomarker flr
schwerwiegende oder schlecht zu diagnostizierende Krankheiten zu nutzen%5-163,

Eine systematische Literaturrecherche in der Medline-Datenbank der U.S. National
Library of Medicine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) mit den Stichworten ,MMP-8%
,serum“ und ,periodontitis“ ergab zwei Studien, in denen Werte fur MMP-8 im Serum fur
an chronischer Parodontitis erkrankte Patienten und eine Kontrollgruppe angegeben
wurden. Nizam et al'® fanden keine signifikanten Unterschiede. Die Werte fir die
Parodontitis-Gruppe liegen deutlich unter den in dieser Doktorarbeit gemessenen
Werten. Die zweite Studie von Noack et al.’™®® dagegen zeigt mit den aktuellen
Ergebnissen vergleichbare Werte. Diese untersucht die drei Gruppen: Gesunde,
Patienten mit Gingivitis und Patienten mit Parodontitis. In der Studie liegt der Mittelwert
der gesunden Kontrollgruppe deutlich Gber dem Mittelwert der Patienten mit Gingivitis
aber deutlich unter dem Mittelwert der Parodontitis-Gruppe.

Zu der Frage, ob MMP-8 im Speichel als Biomarker verwendet werden kann, gibt es
schon mehrere Verdffentlichungen, die einen signifikanten Zusammenhang
beobachten'7:165-167 Dje wesentlichen Ergebnisse zu MMP-8 im Speichel als Biomarker
sind in der Studie von Miller et al. zusammen gefasst'®®: MMP-8 Werte sind im nicht
entzindeten Parodont niedrig aber im entzindeten Bereich signifikant hdher. Bei
Parodontitis von Erwachsenen werden signifikant erhdhte Werte von MMP-8 sowohl in
der entzindeten Gingiva als auch im Sulkusfluid nachgewiesen. Die MMP-8 Werte im
Speichel von Patienten mit Parodontitis sind im Mittel viermal so hoch wie bei gesunden
Patienten. Die MMP-8 Werte im Speichel gehen signifikant zurtick, wenn die Parodontitis
behandelt wird. Insbesondere scheint eine Kombination von MMP-8 im Speichel und
anderen Biomarkern wie TIMP-1 erfolgversprechend'®®.

In einer Ubersichtsarbeit von 2014'° werden die MMP-8 Werte von Rauchern und
Nichtrauchern mit und ohne Parodontitis untersucht. Aufgrund der Literaturauswertung
kommen die Autoren zum Schluss, dass Rauchen einen erheblichen Einfluss auf die
MMP-8 Konzentrationen im Speichel hat, der bei der Diagnose mitbericksichtigt werden
muss.

Die durchschnittichen MMP-8 Werte im Speichel sind fir Raucher niedriger als fir
Nichtraucher aber gleichzeitig werden bei Rauchern lokal die héchsten Werte der Studie
gefunden. Die Autoren kommen zum Schluss, dass zwischen den MMP-8
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Konzentrationen und den Stadien der Parodontitis kein linearer oder einfacher
Zusammenhang besteht. Vielmehr haben sie den Eindruck, dass die Parodontitis und
somit die von ihr verursachte MMP-8 Produktion in Schiben verlauft und es deshalb
erforderlich ist, dass bei der Auswertung alle Faktoren, die sich zusatzlich zu der
Parodontitis auf MMP-8 auswirken, mitbericksichtigt werden mussen.

Eine Ubersichtsstudie von 2013"7" enthalt die Aussage, dass Patienten mit Diabetes
doppelt so hohe MMP-8 Konzentrationen im Speichel aufweisen wie Gesunde.
Interessant sind auch die dort dargelegten Befunde, dass erhdhte Konzentrationen von
MMP-8 im Speichel nicht unbedingt auf die Parodontitis zuriickzufihren sind, sondern
auch von anderen systemischen Krankheiten wie Krebs hervorgerufen werden kénnen.

Zum Potential von MMP-8 im Serum als Biomarker in der Humanmedizin gibt es eine
groBe Zahl von Veroffentlichungen'2. MMP-8 ist als Biomarker vielversprechender als
SP-D, da es mit viel mehr Krankheiten in Verbindung gebracht werden kann'’3, z.B.
Herzmuskelerkrankungen'#, Bronchiektasie'”®, Lungeninsuffizienz'’®, Melanomen'’’,
Brustkrebs'’®17® und schlechter Wundheilung bei Diabetikern'. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass MMP-8 eine wesentliche Rolle bei der Zerstérung von Gewebe bei
verschiedenen Entziindungskrankheiten spielt'”®. Wenn erhohte Werte des Biomarkers
MMP-8 im Serum durch viele Erkrankungen verursacht sein kdnnen, dann ist die
Spezifitat fur die Parodontitis eher gering.

Die bislang zitierten Arbeiten behandeln MMP-8 entweder nur im Speichel oder nur im
Serum. In der Literatur wurde eine Arbeit gefunden, die gleichzeitig MMP-8 Werte im
Speichel und im Serum gemessen hat. In dieser Studie zu Patienten mit Arthritis'®' wurde
untersucht, wie sich die Konzentration von MMP-8 im Serum und im Speichel andert,
wenn das Antibiotikum Doxycyclin, das die Entzindung hemmt, verabreicht wird. Das
Niveau der Werte im Serum entspricht dem Niveau, das in dieser Studie gemessen
wurde. Bemerkenswert ist, dass die Werte fur den Speichel ungefahr finfmal héher sind,
obwohl die Quelle des MMP-8 nicht in der Mundhohle liegt, sondern in den Gelenken und
es nur durch den Blutkreislauf in die Mundhdhle gelangen kann. Da eine Parodontitis
nicht zu den Ausschlusskriterien dieser Studie gehorte, kénnten jedoch andere
entzindliche Erkrankungen, die hohen Werte im Speichel verursacht haben.

Auch in anderen Studien, in denen Mittelwerte fir die MMP-8 Konzentrationen im
Speichel bei Parodontitis angegeben werden, liegen diese erheblich héher als die in
dieser Studie gemessenen Werte im Serum, z.B. 407.13 ng/mL"82,

In einem aktuellen Ubersichtsartikel mit einer Metaanalyse zur Frage der
Aussagefahigkeit von MMP-8 im Speichel als Biomarker fir Parodontitis kommen die
Autoren zum Schluss, dass zwar die Mehrheit der ausgewerteten Studien einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Expression von MMP-8 im Speichel und
Parodontitis ermittelt aber wegen der Heterogenitdt und dem Publikationsbias der
Studien weitere Untersuchungen erforderlich sind, um diesen Zusammenhang zu
verifizieren'83,

Mehrere neuere Studien untersuchen deshalb, ob sich die Sensitivitat und Spezifitat von
MMP-8 im Speichel als Biomarker fir Parodontitis erhdhen lasst, indem man weitere
Biomarker mit MMP-8 kombiniert.
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Rathnayake et al. berichten, dass die Expression von MMP-8 und IL-13, sowie das
Verhaltnis von MMP-8/TIMP-1 im Speichel als Biomarker genutzt werden kdnnen'®*,

Ebersole et al. kommen aufgrund ihrer Untersuchungen zu dem Schluss, dass MMP-8,
IL-1B, IL-6 und MIP-1a im Speichel jeder fir und auch in Kombination geeignet sind, um
gesunde Patienten von solchen mit Gingivitis und Parodontitis zu differenzieren'®. Baeza
et al. finden, dass MMP-8 und MMP-9 im Speichel diagnostisches Potential fir
chronische Parodontitis haben'’. Wu et al. ermitteln, dass MMP-8, IL-18 und MMP-9
diagnostisches Potential besitzen, um an Parodontitis erkrankte Patienten zu
identifizieren'®®.

Um entsprechende Veroéffentlichungen zu MMP-8 im Serum zu finden wurde eine
systematische Literaturrecherche in der Medline-Datenbank der U.S. National Library of
Medicine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) mit den Stichworten ,MMP-8“, ,serum®,
,periodontitis* und ,biomarker” durchgefiihrt. Die Recherche ergab zwei relevante Artikel.

Ayravainen et al. untersuchen die Biomarker Expressionen im Speichel und im Serum
von Patienten mit beginnender oder chronischer rheumatischer Arthritis in Abhangigkeit
vom Vorliegen einer Parodontitis. Patienten, die an chronischer rheumatischer Arthritis
litten, hatten erhéhte MMP-8 und IL-6 Expression im Serum unabhangig von einer
Parodontitis Erkrankung. Erhéhte MMP-8 Expressionen im Speichel dagegen wurden nur
bei Vorliegen einer Parodontitis gefunden'®. Lahdentausta et al. untersuchten fiir vier
Gruppen von Patienten, mit und ohne akutem Koronarsyndrom und mit und ohne
Parodontitis, die Expression der Biomarker MMP-8, MMP-9, TIMP-1 und MPO im Serum
und im Speichel. Sie fanden eine klare Zuordnung: MMP-8, MMP-9, TIMP-1 und MPO im
Serum sind wertvolle Biomarker fur das Vorliegen von akutem Koronarsyndrom und
andererseits sind erhdhte Expressionen dieser vier Biomarker im Speichel wertvolle
Indikatoren fiir das Vorliegen einer Parodontitis'e8,

Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass erhdhte Expression von MMP-8 im
Speichel von einer Parodontitis herbeigefuhrt wird, wahrend erhdhte Expression von
MMP-8 im Serum eher von anderen systemischen Erkrankungen verursacht wird. Diese
Hypothese steht in Einklang mit den Ergebnissen dieser Doktorarbeit, in der kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der MMP-8 Expression im Serum und der
Schwere der Parodontitis gefunden wurde.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Viele Veroffentlichungen untersuchen bereits die Mdglichkeiten, SP-D und MMP-8 als
Biomarker flr schwerwiegende oder schlecht zu diagnostizierende Krankheiten zu nutzen,
unter anderem auch als einfache und wenig aufwandige Diagnosemethode flr Parodontitis.
Gegenstand dieser Studie ist die Fragestellung, ob sich SP-D im Serum und MMP-8 im
Serum als signifikante Indikatoren fur die Schwere der Parodontitis eignen.

In diese Studie wurden 170 Patienten aus der Zahnklinik der LMU Minchen aufgenommen,
bei denen eine marginale Parodontitis durch Taschentiefenmessung, Knochenverlust im
Réntgenbild und Blutung bei Sondierung ermittelt wurde. Die Klassifizierung der Schwere der
Parodontitis erfolgte in zwei Kategorien. Die Risikomerkmale Geschlecht, ethnische
Abstammung, Alter des Patienten und der Risikofaktor Rauchen wurden zusammen mit den
Parametern Anzahl der vorhandenen Zahne, Knochenverlust, Knochenindex in der
Anamnese erhoben. Als weitere Risikofaktoren wurden die parodontal pathogenen Bakterien
AA, PG, FN, TF, PM, TD und Pl in dieser Studie bertcksichtigt.

Proben aus der Parodontaltasche wurden fir den Nachweis der parodontal pathogenen
Bakterien mit sterilen Papierspitzen enthommen. Im Labor wurde die DNA der Bakterien
isoliert, mit PCR vervielfaltigt und mit ELISA nachgewiesen. Die Bestimmung der Expression
der Biomarker im Blut erfolgte mit ELISA.

Die statistischen Analysen zeigten keine signifikante Korrelation zwischen der Expression
der Biomarker im Serum und der Schwere der Parodontitis. Auch eine Korrelation zwischen
der Expression der Biomarker und den parodontal pathogenen Bakterien wurde nicht
gefunden, aulder einer schwachen Korrelation zwischen SP-D und TD.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie keine signifikante Korrelation zwischen der
Starke der klinischen Manifestation der marginalen Parodontitis und der Expression von SP-
D im Serum und MMP-8 im Serum gefunden werden.
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7. ANHANG

DETAILLIERTE DATEN DER KORRELATIONSANALYSE

Ge- Ethnische | Rau- Alter des | Knochen | Vorhan- | Parodontitis-
schlecht Abstam- chen Pat. bei verlust dene stadium
mung R6- Zahne
Aufnahme

Geschlecht Korrelations- 1 0,036 0,028 |-,235** 0,02 ,159*% 0,024

koeffizient

Sig. (2-seitig) 0,642 0,722 |0,003 0,799 0,043 0,761

N 170 170 170 161 162 162 162
Ethnische Korrelations- 0,036 1 0,036 |-,317** -0,091 ,194* -0,081
Abstammung | koeffizient

Sig. (2-seitig) 0,642 0,637 |0 0,252 0,014 0,306

N 170 170 170 161 162 162 162
Rauchen Korrelations- 0,028 0,036 1 -A77* ,261** -0,078 ,295**

koeffizient

Sig. (2-seitig) 0,722 0,637 0,025 0,001 0,321 0

N 170 170 170 161 162 162 162
Alter des Korrelations- -,235** -,317** =477 |1 0,084 -,295** | 0,009
Pat. bei R6- | koeffizient
Aufnahme

Sig. (2-seitig) 0,003 0 0,025 0,288 0 0,91

N 161 161 161 161 161 161 161
Knochen- Korrelations- 0,02 -0,091 ,261** | 0,084 1 -,251** | ,670**
verlust koeffizient

Sig. (2-seitig) 0,799 0,252 0,001 |0,288 0,001 0

N 162 162 162 161 162 162 162
Vorhandene | Korrelations- ,159*% ,194* -0,078 |-,295** -,251** 1 -,267**
Zahne koeffizient
(Anzahl)

Sig. (2-seitig) 0,043 0,014 0,321 |0 0,001 0,001

N 162 162 162 161 162 162 162
Parodontitis- | Korrelations- 0,024 -0,081 ,295** | 0,009 ,670** -,267** 1
stadium koeffizient

Sig. (2-seitig) 0,761 0,306 0 0,91 0 0,001

N 162 162 162 161 162 162 162
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AA PG FN Pl TF PM TD SP-D MMP-8
Blut Blut ng/ml
ng/ml

Geschlecht Korrelations- 0,051 | - - 0,062 | 0,05 |0,005|0,036 |-0,047 0,019

koeffizient 0,024 | 0,005

Sig. (2-seitig) 0,511 0,752 | 0,948 | 0,421 | 0,515 | 0,95 |0,642 | 0,546 0,811

N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
Ethnische Korrelations- ,180* | 0,037 | 0,06 |0,037 |,151* | ,154* | 0,048 | -0,064 0,036
Abstammung koeffizient

Sig. (2-seitig) 0,019 0,628 | 0,44 |0,632 |0,049 | 0,045 | 0,533 | 0,407 0,645

N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
Rauchen Korrelations- 0,023 | - - 0,027 | 0,108 | - 0,042 | ,237** 0,064

koeffizient 0,082 | 0,028 0,034

Sig. (2-seitig) 0,769 | 0,287 | 0,719 | 0,727 | 0,161 | 0,663 | 0,583 | 0,002 0,407

N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
Alter des Pat. bei | Korrelations- - 0,029 | 0,014 | 0,049 |- 0,08 |- -0,055 -0,093
R6- Aufnahme koeffizient 0,098 0,087 0,138

Sig. (2-seitig) 0,216 /10,713 (0,86 |0,539 (0,271 | 0,314 | 0,08 |0,485 0,24

N 161 161 161 161 161 161 161 161 161
Knochenverlust Korrelations- - 0,042 | 0,054 | - 0,035 | - - 0 0,035

koeffizient 0,141 0,007 0,028 | 0,119

Sig. (2-seitig) 0,074 | 0,6 0,498 | 0,925 | 0,655 | 0,721 | 0,132 | 0,999 0,657

N 162 162 162 162 162 162 162 162 162
Vorhandene Korrelations- 0,133 | - -0,04 |-0,06 | 0,009 |- 0,067 | -,207** -0,073
Zahne (Anzahl) koeffizient 0,055 0,063

Sig. (2-seitig) 0,09 |0,486 |0,617 | 0,451 | 0,909 | 0,428 | 0,394 | 0,008 0,355

N 162 162 162 162 162 162 162 162 162
Parodontitis- Korrelations- - - 0,075 {0,044 | - 0,005 | 0,022 | 0,054 0,013
stadium koeffizient 0,024 | 0,003 0,007

Sig. (2-seitig) 0,765 | 0,971 | 0,345 | 0,579 | 0,929 | 0,951 | 0,778 | 0,498 0,866

N 162 162 162 162 162 162 162 162 162
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Ge- Ethnische | Rau- Alter des Knochen- | Vorhandene | Parodontitis-
schlecht Abstam- chen Pat. bei Ro- | verlust Zahne stadium
mung Aufnahme (Anzahl)
AA Korrelations- | 0,051 ,180* 0,023 |-0,098 -0,141 0,133 -0,024
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,511 0,019 0,769 |0,216 0,074 0,09 0,765
N 170 170 170 161 162 162 162
PG Korrelations- | -0,024 0,037 -0,082 (0,029 0,042 -0,055 -0,003
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,752 0,628 0,287 |0,713 0,6 0,486 0,971
N 170 170 170 161 162 162 162
FN Korrelations- | -0,005 0,06 -0,028 0,014 0,054 -0,04 0,075
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,948 0,44 0,719 |0,86 0,498 0,617 0,345
N 170 170 170 161 162 162 162
Pl Korrelations- | 0,062 0,037 0,027 |0,049 -0,007 -0,06 0,044
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,421 0,632 0,727 10,539 0,925 0,451 0,579
N 170 170 170 161 162 162 162
TF Korrelations- | 0,05 ,151% 0,108 |-0,087 0,035 0,009 -0,007
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,515 0,049 0,161 |0,271 0,655 0,909 0,929
N 170 170 170 161 162 162 162
PM Korrelations- | 0,005 ,154* -0,034 (0,08 -0,028 -0,063 0,005
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,95 0,045 0,663 |0,314 0,721 0,428 0,951
N 170 170 170 161 162 162 162
TD Korrelations- | 0,036 0,048 0,042 |-0,138 -0,119 0,067 0,022
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,642 0,533 0,583 |0,08 0,132 0,394 0,778
N 170 170 170 161 162 162 162
SP-D Korrelations- | -0,047 -0,064 ,237** | -0,055 0 -,207** 0,054
Blut koeffizient
ng/ml
Sig. (2-seitig) | 0,546 0,407 0,002 |0,485 0,999 0,008 0,498
N 170 170 170 161 162 162 162
MMP-8 | Korrelations- | 0,019 0,036 0,064 |-0,093 0,035 -0,073 0,013
Blut koeffizient
ng/ml
Sig. (2-seitig) | 0,811 0,645 0,407 |0,24 0,657 0,355 0,866
N 170 170 170 161 162 162 162

76




AA PG FN Pl TF PM TD SP-D | MMP-8
Blut Blut
ng/ml | ng/ml
AA Korrelations- | 1 0,047 |,181* |0,073 |0,019 |0,098 |0,083 |-0,01 0,017
koeffizient
Sig. (2-seitig) 0,546 (0,018 |0,344 |0,801 |0,202 |0,28 0,896 |0,827
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
PG Korrelations- | 0,047 |1 ,355** 10,13 0,077 0,026 |,249** |0,022 |-0,058
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,546 0 0,09 0,32 0,733 (0,001 |[0,772 |0,451
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
FN Korrelations-- |,181* ,355** |1 0,121 |-0,031 |0,126 |,220** |0,037 |0,02
koeffizient
Sig. (2-seitig) 0,018 |0 0,117 (0,686 |0,101 |0,004 |0,627 |0,799
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
Pl Korrelations- | 0,073 |0,13 0,121 1 ,289** | 173* ,332** |-0,051 | 0,014
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,344 |0,09 0,117 0 0,024 |0 0,51 0,852
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
TF Korrelations- | 0,019 |0,077 |-0,031 |,289** |1 ,343** | ,273** |-0,032 | 0,107
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,801 |0,32 0,686 |0 0 0 0,675 |0,165
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
PM Korrelations- | 0,098 (0,026 |0,126 |,173* ,343** |1 0,005 |(-0,032 |-0,133
koeffizient
Sig. (2-seitig) (0,202 |0,733 |0,101 |0,024 |0 0,95 0,681 |0,085
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
TD Korrelations- | 0,083 |,249** |,220** |,332** |,273** | 0,005 |1 ,204** 10,028
koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,28 0,001 (0,004 |O 0 0,95 0,008 (0,713
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
SP-D Blut Korrelations- | -0,01 0,022 (0,037 |-0,051 |-0,032 |-0,032 |,204** |1 0,05
ng/ml koeffizient
Sig. (2-seitig) | 0,896 |0,772 |0,627 |0,51 0,675 |0,681 |0,008 0,516
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
MMP-8 Blut Korrelations- |0,017 |-0,058 |0,02 0,014 (0,107 |-0,133 |0,028 |0,05 1
ng/ml koeffizient
Sig. (2-seitig) (0,827 |0,451 |0,799 |0,852 |0,165 |0,085 |0,713 (0,516
N 170 170 170 170 170 170 170 170 170
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