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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit bezieht sich in Terminologie und Therapie auf die Grundlagen der
Parodontologie bis 2018. Die neue Klassifikation seit Juni 2018 ist hierbei noch nicht
berticksichtigt, da der klinische Teil der Studie sowie die Auswertung im Zeitraum der
vorherigen Richtlinien lagen [1].

1.1 Epidemiologie

Die Parodontitis bezeichnet eine bakterielle entziindliche Infektionserkrankung des
Zahnhalteapparats [2]. Sie gilt als die weltweit haufigste chronische Erkrankung bei
Erwachsenen [3] [4]. Trotz ricklaufiger Zahlen in aktuellen Erhebungen, sind nach wie vor
ca. 52% der jlngeren Erwachsenen und ca. 65% der jungeren Senioren in Deutschland von
einer Parodontitis betroffen [5]. Der Verlust von bindegewebigem Attachment und der
dadurch ausgeldste Abbau des zahntragenden Knochens sind typische Symptome [6]. Die
dauerhafte und meist irreversible Schédigung des Zahnhalteapparats durch eine anhaltende
schwere Parodontitis kann bis zum vollstandigen Zahnverlust fiihren [7]. Die Parodontitis
wirkt zudem negativ auf systemische Vorgange im gesamten Organismus [8]. Daraus
entstehen Folgerisiken fur z.B. kardiovaskuléren Erkrankungen [9] [10] [11] oder Diabetes
mellitus Typ 2 [12] [13] [14] [15]. Zudem wirkt sich eine Parodontitis negativ auf
Schwangerschaften aus [16] [17] [18] [19] [20] [21] und kann Frihgeburten [18] [19] [20]

sowie Untergewicht bei Neugeborenen begtnstigen [4] .

1.2 Pathogenese

Die gesunde Mundflora zeichnet sich vorrangig durch grampositive und fakultativ anaerobe
Bakterien aus [22]. Von den (ber 700 bekannten Bakterien, die in der Mundhohle
vorkommen [23] [24], werden nur einige als parodontalpathogen klassifiziert [25] [26] [27]
[28]. Im gesunden Organismus befinden sich destruktive und regenerative Gewebeprozesse
in einem Gleichgewicht [29]. Die F&higkeiten pathogener Bakterien, der Wirtsabwehr
auszuweichen und vermehrt gewebedestruktive Substanzen zu produzieren, stéren die
Homd@ostase und lassen ein insgesamt pathogenes Milieu entstehen [25].

Wesentliche Ursache fiir die Manifestation einer pathogenen Infektion ist die unzureichende
Entfernung der bakteriellen Plaque [30]. Es verbindet sich die verbleibende Plaque mit

Mineralien aus dem Speichel und aktive bakterielle Prozesse zu Zahnstein und subgingivalen



Konkrementen [31]. Der gebildete Zahnstein bietet eine ideale Grundlage fiir die Adhdsion
weiterer pathogener Bakterien. Kommen zusétzliche inflammatorisch wirkende oder
begunstigende Faktoren hinzu, wie z.B. Rauchen oder anhaltender Stress, steigt das Risiko
einer Parodontitis ab diesem Punkt stetig an. Hat sich das bakterielle Milieu zu Gunsten der
pathogenen Bakterien verschoben, so wéachst das Risiko zur Entstehung einer Parodontitis
[32]. Die Verhinderung dieser Milieuverschiebung durch ausreichende Mundhygiene gilt
daher als wirksame Prophylaxe der Parodontitis [33].

Gesunde Schlechte Mundhygiene
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Abb. 1: modifiziertes “critical pathway modell” nach Salvi et al., 1997 Abbildung modifiziert erstellt nach [34]



Der Verlauf und Schweregrad einer marginalen Parodontitis hangt von einer Vielzahl von
Einflussfaktoren ab. Eine Parodontitis verlauft tiblicherweise langsam und schubweise [35]
[36]. In der chronischen Form der marginalen Parodontitis wird ihre Ausbreitung in eine
lokalisierte (weniger als 30% der Z&hne) und eine generalisierte (mehr als 30% der Zahne)
Form unterschieden. Zusatzlich werden beide Varianten in drei (leicht, moderat, schwer)
Schweregrade eingeteilt [37] [38].

1.3 Parodontalpathogene Bakterien

Der Weg von einer gesunden zu einer pathogenen Mundflora wird von den
Brickenbakterien Parvimonas micra (P.m.), Prevotella intermedia (P.i.) sowie
Fusobacterium nucleatum (F.n.) bereitet. Diese Mikroorganismen erzeugen durch ihre
Stoffwechselprodukte eine spezielle 6kologische Nische [39] flr die pathogenen Bakterien

[26]. Die Besiedelung der Bakterien lasst sich in Friih- und Spéatbesiedler unterteilen [40].

Abb. 2: Ausbildung des dentalen Biofilms. a) Friihkolonisierer heften sich mittels Fimbrien an die Pellikel an. b) Die
Bakterien vermehren sich, produzieren die Matrix und bilden so Mikrokolonien. Gleichzeitig integrieren sich weitere
Briickenspezies. c) Stark pathogene Bakterien des Roten Komplexes und A. actinomycetemcomitans binden an den Biofilm.
Dieser wachst weiter und reift. d) Biofilmreifung endet in einer ,, Climax Community ““. Bakterien l6sen sich aus dem Biofilm

und besiedeln weitere Zahnflachen. [41]

Bei einer Parodontitis dominieren die gramnegativen anaeroben Bakterien [42] [43], die
durch spezifische Virulenzfaktoren [44] stark gewebedestruktiv wirken [45] [46]. In Folge
dieser Prozesse bildet sich vermehrt Exsudat im gingivalen Sulkus, wodurch u.a. verstérkt
neutrophile Granulozyten einwandern. Diese wiederum bewirken die Expression und
Aktivierung weiterer gewebedestruktiver Enzyme [47]. Gemal} der Komplex-Theorie von

Socransky sind bei der Entstehung einer Parodontitis besonders der rote und orangene



Komplex von Bedeutung. Der rote Komplex umfasst die Bakterien Porphyromonas
gingivalis (P.g.), Tannerella forsythia (T.f.) und Treponema denticola (T.d.), welche als
stark assoziiert mit einer Parodontitis gelten [48] [49] [50] [51] [52] [53]. Im orangefarbenen
Komplex finden sich P.m. und P.i. sowie F.n., der als Briickenkeim fungiert. Das Bakterium
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ist ein bewegliches, fakultativ anaerobes
gramnegatives Stdbchen und bildet einen eigenen Komplex [54] [26]. Die am meisten
pathogenen Vertreter der Parodontitis verursachenden Bakterien sind A.a. und P.qg. [55] [56]
[57] [58] [59].

Roter Komplex
P gingivalis (Pg]
T. forsythia (Tf]

Oranger Komplex T. denticola (Td)

P intermedia (Pi]
P.micra (Pm]
F. nucleatum (Fn)

Orange-assoziierter

Aa-Komplex Griuner Komplex Komplex
A. actinomycetem- E. corrodens [Es) C. rectus [Cr)
comitans [Aa) Capnocytophaga spec. [Cs) E. nodatum [En]

C. gingivalis

C. ochracea

C. sputigena

Abb. 3: Bakterienkomplexe nach Socransky. Basierend auf dem gemeinsamen Vorkommen und der Interaktion
bestimmter Bakterienspezies werden die MarkerBakterien zu Komplexen zusammengefasst. [26] Abbildung (ibernommen
aus [60]

A.a. kann in mindestens funf verschiedenen Serotypen vorliegen und verstoffwechselt vor
allem kurzkettige Kohlehydrate wie Fruktose, Glukose und Maltose [61]. Durch die
Expression von Leukotoxinen greift A.a. aktiv die Leukozyten und damit das korpereigene
Immunsystem an und behindert die Abwehr der entzlindlichen Prozesse einer Parodontitis
[62] [63]. P.g. ist ein immobiles, gramnegatives und anaerobes Stabchen. Es kommt vor
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allem in tieferen Parodontaltaschen vor. Seine Fimbrien beférdern die weitere Anhaftung
von pathogenen Bakterien und somit die Bildung des Biofilms. Des Weiteren ist P.g. in der
Lage, in die Epithelzellen der Gingiva und in Fibroblasten einzudringen. Dadurch entzieht
es sich dem Zugriff durch das Immunsystem [64]. Durch diese und weitere Eigenschaften
wird P.g. als Schlusselkeim in der Entstehung einer Parodontitis angesehen [65]. Dies driickt
sich unter anderen in der Koaggregation mit F.n. aus. Kommen beide Bakterien zusammen
im Biofilm vor, fuhrt das zu einem verstarken alveolaren Knochenverlust [66] [67]. F.n.
zeigt seine Eigenschaft als Brickenkeim u.a. durch eine weitere Koaagregation mit T.f.,

wodurch es zu einem verstarkten Aufbau des gemischten Biofilms kommt [68].

1.4 Surfactant Protein-D

Derzeit sind die surfactant-Proteine A bis D bekannt, die alle Teil des angeborenen
Immunsystems sind [69]. Biochemisch bestehen alle surfactant-Proteine A-D zu 90% aus
Lipiden und aus 10% Proteinen, wobei ein kleiner Teil von Serumproteinen die spezifische
Auspragung der surfactant-Proteine bestimmt [70]. Das surfactant-Protein-D (auch
Surfactant Faktor-D genannt, kurz SP-D) ist ein C-Typ-Lectin und als Collectin in die
angeborene Immunabwehr involviert [71] [72] [73]. So hat SP-D die Fahigkeit, ein grof3es
Spektrum von u.a. Viren, Bakterien und Pilzen tber ihre Kohlehydrate erkennende Doméne
(CRD) zu binden und mittels Phagozytose die intrazelluldre Lyse zu forcieren [74] [75]. Das
SP-D wird vorrangig von den Pneumozyten Typ Il und von Clara-Zellen produziert. SP-D
ist jedoch nicht nur im pulmonalen Gewebe aktiv, sondern wird u.a. auch von der Parotis
und der Glandula submandibularis sezerniert und kann auch im Blut (Plasma und Serum)
sowie den nasalen und oralen Schleimh&uten nachgewiesen werden [76] [77] [74] [78] [79].
Dort tbernehmen sie ebenso immunologische Aufgaben und wirken entzindlichen
Prozessen entgegen [73]. Die gesunde Gingiva produziert Surfactant-Proteine A-D, die im
Fall einer gingivalen Erkrankung ein verdndertes Aktivitdtsmuster aufweisen [80]. Im Fall
einer bakteriellen Entzindung des Parodontiums kommt es zu erhohter Aktivitat
insbesondere am Zahnfleischsaum. Dadurch soll die Funktion der antimikrobiellen
Substanzen im Speichel unterstiitzt werden. So verstarkt SP-D durch Bindung an
Makrophagen deren Chemotaxis-Verhalten und hat unmittelbaren Einfluss auf T-
Lymphozyten und die Ausschiittung der Zytokine bzw. anderer proinflammatorischer
Mediatoren [81] [82]. Die spezifische Aufgabe von SP-D als Teil der angeborenen

Immunabwehr 18sst es als diagnostischen Biomarker erscheinen, um entziindliche Prozesse
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zu entdecken [75]. So konnte die Eignung von SP-D im Blut als Biomarker fir
kardiovaskulare und Nierenerkrankungen bestétigt werden [83] [84]. Speziell fiir den
Zusammenhang mit einer Parodontitis konnte bereits in einer ersten Studie gezeigt werden,
dass die Konzentration von SP-D im Plasma von Parodontitis Patienten deutlich héher liegt
als bei gesunden Kontrollindividuen [78]. In einer weiteren Studie mit eineiigen
Zwillingspaaren konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von SP-D unter den
Kriterien Alter, Raucherstatus und mannliches Geschlecht grundsatzlich erhéht sind [85].

1.5 Matrix-Metalloproteinase-8

Die Matrix-Metalloproteinase-8 (MMP-8 oder auch Kollagenase-2 genannt) gehort zur
Gruppe der Kollagenasen und bezeichnet ein spezifisches Enzym, das zum Abbau der
Kollagenstrukturen innerhalb des Parodontiums beitrdgt und so zum parodontalen
Attachmentverlust fuhrt [86] [87]. Im Allgemeinen bezeichnen Proteinasen Enzyme, deren
Haupteigenschaft darin besteht, Peptidbindungen innerhalb von Proteinen hydrolytisch in
einzelne Fragmente aufzuspalten. Der Zusatz ,Metallo® Klassifiziert eine Proteinase
(Synonyme: Proteasen, Peptidasen), flr deren Aktivitdt ein Metallion (meistens Zink)
erforderlich ist. So spaltet MMP-8 unter anderem die Proteine innerhalb der extrazellularen
Matrix und des alveoldren Knochens [88]. Einige dieser Prozesse sind Teil der
physiologischen Homoostase und gehdren zum normalen Gewebeumbau wie er auch bei
anderen biologischen Prozessen (u.a. Morphogenese, Wundheilung, Angiogenese) auftritt
[89] [90] [91] [92] [93]. Im Rahmen dieses Gleichgewichts wirken TIMPs (tissue inhibitors
of metalloproteinases) regulierend auf die Abbauaktivitdt der MMPs [94]. Andere dieser
Vorgénge sind entziindungsinduziert und wirken in der Summe gewebedestruktiv [91].
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Abb. 4: Verlauf der parodontalen Entzindungsantwort durch das Verhaltnis pro- und antientziindlicher Zytokine.
Erkennung und Phagozytose der parodontopathogenen Bakterien wird unterstiitzt durch die Beladung der Bakterien mit
korpereigenen Opsoninen (IgA, MBL, etc). Abbildung Gbernommen aus [95]

Die Migration neutrophiler Granulozyten spielt eine entscheidende Rolle bei der
Aktivierung u.a. von MMP-8 [47] [96]. MMP-8 wird u.a. durch Kathepsin von der Pro-Form
in die aktive Form uberfuhrt. Sobald die MMP-8 durch Entziindungsprozesse aktiviert
wurde, spricht man von der aktivierten MMP-8 (aMMP-8). Die Zerstérung von
Bindegewebe durch aMMP-8 ist demnach das Ergebnis einer Entziindungskaskade, wie sie
bei einer Parodontitis stattfindet. Aus diesem Grund gilt der Nachweis von MMP-8 bzw.
aMMP-8 in der Sulkusflissigkeit als ein Indikator in der Parodontitis-Diagnostik [97] [98].
Im Rahmen der Diagnose der Parodontitis ist der friilhe Nachweis von MMP-8 von
Bedeutung, um die Gewebedestruktion zu stoppen. Diese Notwendigkeit ist bei Rauchern

nochmals verstarkt gegenlber Nichtrauchern [99].

Bisherige Studien haben sich vor allem auf den Nachweis von (a)MMP-8 in der
Sulkusflissigkeit bzw. im Speichel konzentriert [100] [101] [102]. Hier hat sich (a)MMP-8
als Biomarker im Zusammenhang mit der Parodontitis als geeignet erwiesen [88] und eine
signifikante Reduktion des MMP-8-Levels nach der Therapie der Parodontitis ist
nachweisbar [103] [104]. Die Analyse von MMP-8 im Blut in Verbindung mit Parodontitis
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erfolgt meist vor dem Hintergrund der Wechselwirkungen mit kardiovaskuldren
Erkrankungen [105] [106].

1.6 Epidemiologische Risikofaktoren

1.6.1 Rauchen

Rauchen gilt als einer der wesentlichen Risikofaktoren zur Entstehung einer Parodontitis
[107] [108] [109]. Durch die uber 4700 giftigen und teils krebserregenden chemischen
Verbindungen [110] [111] im inhalierten Rauch verringert sich u.a. die Durchblutung des
Gewebes deutlich [112], zusatzlich werden die gingivalen Fibroblasten geschadigt [111].
Zudem wird die subgingivale Besiedelung mit pathogenem Biofilm begunstigt [113].
Dadurch entsteht ein doppeltes Problem in Bezug auf die Parodontitis. Einerseits wird durch
die Beeintrachtigung der korpereigenen Immunabwehr die Parodontitis beglinstigt [114].
Andererseits wird das Zahnfleischbluten maskiert [112]. Damit zeigt sich das Parodont eines
Rauchers scheinbar gesunder als es tatséchlich ist. Das Ergebnis einer Parodontitistherapie
ist bei Rauchern signifikant schlechter als bei Nichtrauchern [115] [116]. So zeigen sich u.a.
verzodgerte und unvollstandige Heilungsprozesse [117]. Raucher verlieren deutlich friiher
ihre Zéhne [118]. Wie eine aktuelle Langzeitstudie mit Gber 23.000 Teilnehmern aus 2015
deutlich zeigt, hat ein mannlicher Raucher ein bis zu 3,6fach erhohtes Risiko einen
vorzeitigen Zahnverlust zu erleiden [119]. Auch nach Aufgabe des Rauchens dauert es ca.

10 Jahre, bis das Zahnverlustrisiko wieder dem eines Nichtrauchers entspricht [119].

1.6.2 Diabetes mellitus

Die bekannteste Wechselwirkung mit der marginalen Parodontitis weist der Diabetes
mellitus Typ 2 auf. Laut World Health Organisation (WHO) leiden weltweit 422 Millionen
Menschen an Diabetes mellitus Typ 2 [120], allein in Deutschland sind ca. 6 Mio. Menschen
erkrankt [121]. Die chronische Hyperglykdamie, hervorgerufen durch die gestorte
Insulinproduktion bzw. -wirkung, beginstigt proinflammatorische Prozesse, die das Risiko
einer Parodontitis verdreifacht [122]. Die systemische Verbreitung der PA-Bakterien
wiederum erhoht die Insulinresistenz des Gewebes [123] wodurch sich eine schlechtere
glykamische Kontrolle ergibt. Dadurch erschwert die Parodontitis die glykdmische
Einstellung des Diabetes mellitus Typ 2 [124] [125]. Aktuelle Studien weisen einen direkten
Zusammenhang zwischen dem Fortschreiten einer Parodontitis und der Erhéhung des
HbAlc-Wertes nach [12] [13] [14] [15] . Umgekehrt wird die gewebedestruktive
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Auswirkung im Knochen durch eine Parodontitis durch einen zusétzlichen Diabetes mellitus
Typ 2 noch beschleunigt [126] [127], so dass Zahnverluste friher drohen bzw. das
Zeitfenster kleiner wird, in dem irreversible Schaden abgemildert werden kénnen. Zusétzlich
haben Patienten mit Diabetes eine schlechtere Wundheilung, sodass bei diesen Patienten die
parodontalpathogenen Bakterien nach z.B. einer Zahnextraktion einen leichteren Zugang
zum kardiovaskularen System haben und schneller hamatogen streuen kdnnen [128] [129]
[130].

Studien legen nahe, dass es keinen signifikanten Unterschied im Parodontium eines
gesunden Menschen gegeniiber einem gut eingestellten Patienten mit Diabetes mellitus Typ
2 gibt [131] [132] [133]. Der Weltdiabetestag empfiehlt daher, die Behandlung von
Parodontitis als integralen Bestandteil der zahnarztlichen VVorsorge und der Behandlung von
Diabetes mellitus Typ 2 zu beriicksichtigen [134] [135]. Neben den direkten
Wechselwirkungen bedeutet eine Parodontitis fur den Diabetiker zudem ein erhdhtes Risiko
hinsichtlich moglicher Spatkomplikationen. So treten bei Diabetikern mit einer Parodontitis
diabetische Nephropathien zwischen 2-2,6-fach hdufiger auf, als bei Diabetikern ohne
Parodontitis [136] [137]. Weitere Folgen von Diabetes mellitus Typ 2 wie Retinopathien,
Neuropathien oder diabetische Fullsyndrom werden durch die Auswirkungen einer
Parodontitis negativ beeinflusst [138] [139]. Allgemein kann festgestellt werden, dass der
Schweregrad einer Parodontitis den Krankheitsverlauf eines Diabetes mellitus Typ 2 direkt
beeinflusst [137]. Es wird davon ausgegangen, dass die konsequente Therapie der
Parodontitis zu einer Reduktion des HbAlc-Wertes um 0,4 bis 0,8 Prozentpunkte fuhrt [131]
[140]. Die Senkung des HbAlc-Wertes ist fiir den Diabetiker essentiell, um das Risiko
weiterer Folgeerkrankungen zu minimieren. So zeigten die Ergebnisse einer der gréften
Studien zur Therapie des Diabetes mellitus Typ 2, dass pro 1%-iger Senkung des HbAlc-
Wertes das Risiko der diabetischen Komplikationen, wie z.B. diabetesbezogene Todesfélle,
Herzinfarkte, Schlaganfalle u.a., um ca. 20% gesenkt wird [141] [142].

1.7 Befunde

1.7.1 Sondierungstiefen
Der gingivale Sulkus bzw. die parodontale Tasche werden vom Gingivarand nach apikal bis

zur koronalsten Ausdehnung des Gingivaansatzes gemessen. Die Tiefe der
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Zahnfleischtasche gibt einen ersten Aufschluss Gber den klinischen Attachmentverlust und
damit den Fortschritt der Parodontitis. Zur Bewertung werden die Sondierungstiefen mit
einer metrischen Sonde erhoben. Dabei soll die Sonde mit einer Kraft von 0,2 — 0,3 N parallel
zur Zahnachse zwischen Gingiva und Zahnoberflache geflihrt werden, bis der
Sondierungsdruck und der Gewebedruck sich die Waage halten [143]. Zur Messung wurde
an sechs Stellen je Zahn die Sondierungstiefe ermittelt.

e Sondierungstiefe bis zu 3 mm gelten als gesund

e Sondierungstiefe ab 3 bis 5 mm sind Anzeichen fir eine mittelschwere PA

e Sondierungstiefe von 6 mm oder mehr sind Anzeichen flr eine schwere PA
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Abb. 5: Sondierung des Sulkus bei verschiedenen Stadien von Parodontopathien. Abbildung Gbernommen aus [144]
1.7.2 Bleeding on Probing (BOP)

Durch die Untersuchung wird die Blutungsneigung der PA-Tasche nach Sondierung (BOP,
bleeding on probing) bestimmt. Neben der reinen Gingivitis ist die Blutungsneigung ein

klares Entziindungszeichen.

1.7.3 ROntgen

Eine der Folgen der Parodontitis ist die Destruktion von Knochengewebe des zahntragenden
Alveolarfortsatzes. Der Grad des Knochenabbaus wird durch radiologische
Untersuchungsverfahren  bestimmt.  Durch  ein  Orthopantomogramm  (OPG)
(Panoramaschichtaufnahme; PSA) gewinnt man eine vollstindige Ubersicht des
Kieferknochens (Unterkiefer und Oberkiefer). Dabei handelt es sich um eine
zweidimensionale Darstellung der Gewebestrukturen. Idealerweise stellt ein OPG die
Kiefergelenke, Alveolarfortsatze beider Kiefer, Kieferhohlen und alle vorhandenen Zéhne

dar.
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Alternativ besteht die Madoglichkeit die vollstandige Dentition durch eine Serie von
Einzelaufnahmen mit 6-14 Zahnfilmen darzustellen. Damit wird der sogenannte
Rontgenstatus erhoben. Im Allgemeinen wird jedoch das OPG aufgrund der geringeren

Strahlenbelastung angewandt, und bei Bedarf durch zuséatzliche Zahnfilme erganzt.

Folgende parodontale Befunde werden tblicherweise erhoben:
e horizontaler Knochenabbau
e vertikaler Knochenabbau
e Furkationsbeteiligung an mehrwurzeligen Zahnen
e Knochendefekte

e erweiterter Parodontalspalt

1.7.4 Mikrobiologische Diagnostik

Diese Form der Untersuchung ist kein Standardverfahren im Rahmen einer parodontalen
Befunderhebung. Vielmehr ergénzt dieses Verfahren die klinischen Untersuchungen in
bestimmten Féllen, in denen die Kenntnis Uber eine pathogene Infektion Einfluss auf die
Therapie haben kann. So kann ein spezifisch wirksames Antibiotikum gewahlt werden, was
zudem einer Resistenzbildung vorbeugt [145] [146] [147] [148]. Die alleinige antibiotische
Therapie zeigt nur begrenzte Wirkung in der PA-Therapie, da die Biofilm-Struktur ein
Eindringen und damit nachhaltige Wirkung der Antibiotika verhindern [145] [149] [150].

Folgende Indikationen fur mikrobiologische Untersuchungen gelten als Empfehlung [151]:
e aggressive Parodontitis
e schwere chronische Parodontitis

e Parodontitis, bei der sich trotz Therapie ein progredienter Attachmentverlust zeigt

Durch die mikrobiologische Untersuchung werden die bereits in der parodontalen Tasche

vorhandenen Bakterien bestimmt.

1.7.5 Plaque-Index
Die Starke des Plaquebefalls spiegelt die Qualitat der Mundhygiene wider. Nicht entfernte
mikrobielle Zahnbel&ge bilden die pathogene Grundlage nicht nur fur Karies, sondern auch

flr eine Gingivitis und fir eine Parodontitis. Da sich mit zunehmender Plaquebesiedelung
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auf der Zahnoberflache ein sauerstoffarmes Milieu bildet, beginnt sich die Mundflora
pathogen zu verandern [30]. Daher ist es neben der Entfernung der mikrobiellen Beldge als
prophylaktische MalRnahme ebenso notwendig, regelméRig den Status hinsichtlich Quantitat
und Lokalisation zu erheben.

Zur Visualisierung der Plague im Rahmen der klinischen Untersuchungen werden

verschiedene Farbstoffe eingesetzt.

1.7.6 Diagnose

Zur Diagnose einer Parodontitis werden alle Befunde aus den genannten Untersuchungen
bewertet. Als typische Parameter dienen Taschensondierungstiefe (> 3 mm),
Blutungsneigung bei Sondierung (BOP — bleeding on probing), der Attachmentverlust und
die Furkationsbeteiligung.

1.7.7 Therapie

Die Grundlage einer erfolgreichen PA-Therapie ist das mechanische supra- und subgingivale
Debridement [6]. Ein wesentlicher Faktor hierbei ist die mechanische Reduktion der
anaeroben und pathogenen Bakterien A.a., P.g., T.f. und T.d, um die physiologische
mikrobiologische Bedingung im subgingivalen Kompatiment wiederherzustellen und so die
gewebedestruktiven Prozesse zu unterbrechen. Die mechanische Therapie ist vom Patienten
durch eine konsequente h&usliche Mundhygiene zu unterstiitzen, die neben der rein
mechanischen Reinigung der Zahne zuséatzlich durch eine chemische Plaque-Kontrolle
erganzt werden kann. [152] [153] [154] [155] [156]. So soll verhindert werden, dass sich
erneut ein pathogener Biofilm bildet. Mit einem Zeitabstand von vier bis zwélf Wochen wird
der Patient erneut untersucht und es wird eine Reevaluierung der klinischen Parameter
vorgenommen. Sollten sich die Taschentiefen nicht ausreichend verringert haben, ist ein
erneutes Debridement erforderlich. Im Rahmen der Auswahl einer geeigneten Therapie muss
beachtet werden, dass es Patienten gibt, die kaum auf eine konventionelle parodontale
Therapie ansprechen. In diesen Féallen fuhrt das subgingivale Scaling der Wurzeloberflache
nicht zur Reduktion der MMP-8 Konzentration [157]. Hier ist der gezielte Einsatz einer
adjuvanten antimikrobiellen Therapie durch die Richtlinien empfohlen. Uber die Wahl des
richtigen Antibiotikums bzw. Uber deren allgemeinen Einsatz in der Therapie der
Parodontitis ist die Studienlage uneinheitlich [158] [159] [160] [161]. Jedoch scheint eine
adjuvante Therapie mit Antibiotika den Erfolg einer parodontalen Therapie bei Einhaltung
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spezifischer Indikationen zu verbessern [162] [163] [164] [165]. In Fallen einer aggressiven
sowie schweren chronischen Parodontitis ist ebenfalls eine adjuvante antibiotische Therapie
indiziert [145]. Eine ausschlieBlich medikament6se antimikrobielle Therapie ist
unzureichend, da es sich bei Parodontitis um eine Biofilm-induzierte Erkrankung handelt,
und die Wirksubstanzen den erforderlichen Wirkort nicht im notwendigen Mal} erreichen
konnen [166].

Initialtherapie Begleitende Mallnahmen
PZR / Hausliche Mundhygiene *=============*+ > Regelmé@ige / grindliche Mundhygiene
Mundhygiene Demonstration
gef. Raucherentwéhnungsprogramm
Austausch insuffizienter Fullungen
Behebung karidser Lasionen
Entfernung von Restaurationsiiberhangen
* Extraktion nicht erhaltungswirdiger

Parodontalstatus erheben

Zdhne
Subgingivales Erganzende MaRnahmen
~ EULEILLLIEELL > . L Sahere]
Debridement B

Antimikrobielle-photodynamische
Therapie
*  Bei strenger Indikation Antibiose

4 - 12 Wochen

Reevaluation

Parodontalchirurgisch-
korrektive Therapie

! 4 4
——— e

Abb. 6: Schematischer Ablauf einer systematischen Parodontitis-Therapie, vgl. [167]

Reinstrumentieren
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Fur den langfristigen Erfolg einer parodontalen Therapie ist in jedem Fall die dauerhafte
Begleitung des Patienten durch eine unterstiitzende Parodontitistherapie (UPT, auch Recall
genannt) erforderlich. Hierbei soll beim Patienten in regelmaiiigen Abstdnden der aktuelle
parodontale Status erhoben werden, um Verdnderungen friihzeitig zu erkennen und durch

geeignete MalRnahmen einer weiter fortschreitenden Parodontitis entgegenzuwirken.

Wesentliche Bestandteile der UPT sind:
¢ Die Kontrolle der Mundhygiene mittels Plaque- und BOP-Index
e Die Erhebung eines Parodontitis-Status (mindestens 1x jahrlich)
e Entfernung von supra- und subgingivalen Beldgen und Biofilm an allen Z&hnen
e Subgingivale Instrumentierung bei Z&hnen mit TST = 4mm und gleichzeitigem BOP
bzw. TST >5mm

e Motivation und Instruktion zur Mundhygiene

Die konsequent angewandte UPT kann den Zahnverlust in Folge einer Parodontitis um 2
Zahne Uber 10 Jahre verringern im Vergleich zu einer unregelmagigen Teilnahme am UPT.
Bei Patienten, die unregelmallig am UPT teilnehmen oder diese sogar vollstdndig abbrechen
zeigt sich Uber einen Betrachtungszeitraum von 10 Jahren bei gleicher Ausgangslage im
Vergleich zu Patienten mit hoher Compliance eine deutliche Verschlechterung der
klinischen Parameter. [168] [169].
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2 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollte die Bedeutung der systemischen Expression von
zwei Biomarkern, dem Surfactant-Protein D (SP-D) und der Matrixmetalloproteinase 8
(MMP-8) zur Verlaufskontrolle der Parodontitis in den ersten sechs Monaten nach der

Therapie untersucht werden.
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3 Material und Methoden

Die Studie entspricht den ethischen Richtlinien der Helsinki-Deklaration [170] und wurde
durch die Ethik-Kommission der medizinischen Fakultdt der LMU positiv bewertet (Nr.
025/11).

3.1 Auswahl der Studienpopulation

Patienten der Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie der LMU wurden nach
Aufklarung tber die Ziele und Inhalte der Studie und schriftlicher Zustimmung in die Studie
aufgenommen. Als Voraussetzung galt die Diagnose einer chronischen Parodontitis (PA-
Befund mit einem PSI-Score 3 oder 4). Bei allen Patienten wurde zu Beginn und nach 6
Monaten ein vollstandiger parodontaler Befund erhoben. Dieser Befund beinhaltet die
Messung der Sondierungstiefen, die gingivale Rezession, das Bluten auf Sondieren, die
supragingivale Plaquebesiedlung und die gingivale Blutung an sechs Messstellen je Zahn.
[6]. Zusatzlich wurden zahnbezogene Kofaktoren wie Plagueretentionsstellen und
Uberbelastungen und allgemeinmedizinische Kofaktoren wie Rauchgewohnheiten,
psychosozialer Stress und Ubergewicht dokumentiert und eine Bakterien- und
Sulkusflussigkeitsprobe entnommen. Zusétzlich wurde von jedem Probanden zu diesen

Zeitpunkten eine vengse Blutprobe gewonnen.

Die Patienten wurden Uber die Studieninhalte aufgeklart und haben schriftlich ihr
Einverstandnis zur Studienteilnahme erklért. Zusatzlich zum PSI-Score wurde eine OPG
Aufnahme angefertigt, um den Knochenabbau zu beurteilen.

3.2 Einteilung der Stadien

In der Folge wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt. Teilnehmer, mit einem
Knochenabbau groRer 50% an mindestens sieben Zdhnen wurden als Patienten mit schwerer
Parodontitis eingestuft. Alle Patienten mit weniger ausgepragten Gewebedefekten wurden

der Gruppe mit leichter bzw. moderater Parodontitis zugeordnet.

3.2.1 Untersuchungsgruppe
Die Untersuchungsgruppe der Studie bestanden ausschlielflich aus Patienten im Alter
zwischen 18 und 65 Jahren, bei denen auf Grund Kklinischer und/oder radiologischer

Symptome die Diagnose einer chronischen Parodontitis marginalis gestellt werden konnte.
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Dazu missen mindestens fiinf Zahne des betreffenden Patienten folgende Symptome
aufweisen: Eine marginale Taschensondierungstiefe von mindestens 4 mm an wenigstens
einem von sechs Sondierungspunkten im mesialen, mittleren oder distalen Bereich der
oralen oder vestibuldren Wurzeloberflache und / oder eine pathologische Erdéffnung der
Wurzelfurkation von mehrwurzeligen Zahnen des Ober- oder Unterkiefers und / oder einen
radiologisch nachweisbaren pathogenen horizontalen oder vertikalen Attachmentverlust
und / oder sicher nachweisbar aus parodontogener Ursache entfernt oder spontan

exartikuliert worden sein.

3.2.2 Ausschlusskriterien

Die Studienteilnehmer durften zu keinem Zeitpunkt Hinweise auf ein angeborenes oder
erworbenes Blutungsleiden gezeigt haben. Dartiber hinaus fiihren auch alle Zustande, die
mit einer voriibergehenden oder dauerhaften Einschrankung der immunologischen Potenz

einhergehen zum Ausschluss an der Studienteilnahme.

Darunter fallen inshesondere alle Patienten mit
e angeborenen oder erworbene Immundefekten
e medikamentos induzierter Immunsupression (z. B. Cortison, Cyclosporin)
e malignen hdmatologischen oder lymphoproliferativen Erkrankungen
e malignen Tumoren
e HIV-Infektion oder
e therapiebedirftigen Erkrankungen autoimmuner Genese (z.B. chronisch

entzlindliche Darmerkrankungen, rheumatische Erkrankungen)

Zum Ausschluss fiihren auch
e eine Erkrankung an Diabetes mellitus
e angeborene oder erworbene Herzvitien
e Zustand nach kiinstlichem Herzklappenersatz
e eingeschréankte Leberfunktion

o cerebrale Krampfleiden sowie schwere sonstige neurologische oder psychische
Erkrankungen

e systemische Infektionskrankheiten
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e angeborene oder erworbene Defekte der Kollagensynthese

e schwere Durchblutungsstérungen der oberen Extremitéten
3.3 Vorgehensweise zur Untersuchung

3.3.1 Gewinnung der Proben
Die Proben wurden im Rahmen der Untersuchungsintervalle gewonnen. Die klinischen und
radiologischen Befunde wurden von zwei kalibrierten Untersuchern erhoben. Die Proben
wurden in den wissenschaftlichen Laboren der Poliklinik fur Zahnerhaltung und
Parodontologie nach den folgenden Markermolekiilen untersucht:

e Matrix-Metalloproteinase 8

e Surfactant-Protein-D

Insgesamt wurden je Patient und Untersuchung folgende Mengen an Proben genommen:

Blut:

Zur Blutentnahme wurden 4 Réhrchen a 7,5 ml gefillt. Davon waren zwei EDTA Rohrchen
(rot) (,,Greiner Bio-one*, Frickenhausen, Deutschland) zur Gewinnung von Plasma, sowie

zwei Serum-Rohrchen (weiB) (,,Greiner Bio-one®) zur Gewinnung von Serum genutzt.

Speichel:

Der Mund sollte 30 Sekunden mit Leitungswasser ausgespilt werden, das Wasser danach
ausgespuckt. Nach einer Minute wurde der Mund fiir 30 Sekunden Wasser gespult. Fur 30
Sekunden sollte der Mund intensiv gespult werden, ohne zu gurgeln. Die Spullésung wurde

vollstandig in den Becher zuriick gespuckt, woraus ein 50 ml Réhrchen befiillt wurde.
Sulkusfluid:

Im Anschluss an den klinischen Parodontalbefund wurde mittels eines GCF (gingival
crevicular fluid)-Streifens aus der jeweils tiefsten parodontalen Tasche jedes Quadranten
eine Probe des Sulkusfluids zur Bestimmung der vorhandenen PA-Bakterien enthommen.
Die exakte Entnahmestelle sowie Uhrzeit wurden im PA-Programm unter Befund
Plaqueindex / Blutungsindex dokumentiert. Dazu wurde der Zahn vom Speichel befreit,
Ubertrocknung war zu vermeiden. Der GCF-Streifen wurde mit der Pinzette am blauen Ende

gefasst und vom Trager abgezogen. Der GCF-Streifen wurde mit dem weiRen Ende ca 1-2
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mm in den Sulkus eingefiihrt und dort fiir 30 Sekunden belassen. Nach Entnahme des GCF-

Streifens wurde dieser in das Kryoréhrchen (Greiner Bio One, Deutschland) gegeben.

3.3.2 Verarbeitung der Proben

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme in einer Kihlbox bei -20° C
zwischengelagert und wie nachfolgend beschrieben verarbeitet. Die Aufbereitung der
Proben nach Entnahme zur Vorbereitung des Enzyme Linked Immunosorbent Assay-
Testverfahrens (ELISA-TEST) umfasste die folgenden Schritte:

e Die EDTA (Plasma) und Serum Rohrchen (Serum) wurden bei 3000
Umdrehungen/Minute fir zehn Minuten zentrifugiert, sodass der Uberstand
abgenommen werden konnte

e Die EDTA Rohrchen wurden in 3 Cryo-Rohrchen (Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Deutschland) aufgeteilt

e Die Serum Rohrchen wurden in 2 Cryo-Rohrchen (Greiner Bio-one) aufgeteilt

Danach wurden die Proben bei einer Temperatur von -80° C eingelagert.

3.3.3 ELISA

Der ELISA-Test ist ein Verfahren, das auf der Antigene-Dedektion basiert [170]. Ebenso
kdnnen Viren, einzelne Proteine, Proteinmolekile sowie DNA oder RNA nachgewiesen
werden. Es stehen verschiedene Varianten des Tests (direkt, indirekt, Sandwich und
Konkurrenz-ELISA) zur Verfiigung [171]. Zum Nachweis von MMP-8 und SP-D kam
jeweils ein Sandwich-ELISA zum Einsatz [172].

Sandwich-ELISA:
Mit dem Sandwich-ELISA konnen die Antigene in einer Probe quantifiziert werden. Das

ELISA Kit ist bereits mit spezifischen Antikérpern auf einer Mikrotitrationsplatte (solid
phase) vorbereitet (Abb. 3-1, Schritt 1). Die zu untersuchende Probe wird geméald Anleitung
verdinnt hinzugegeben und fir eine definierte Inkubationszeit dort belassen. Die in der
Probe vorhandenen Antigene binden an die Antikorper (Abb. 3-1, Schritt 2). Die
uberschiissigen oder nicht gebundenen Bestandteile der Probe werden ausgewaschen. Im
Anschluss wird ein enzymgekoppelter Antikérper hinzugegeben, der ebenfalls an die bereits
gebundenen Antigene bindet. Durch Zugabe eines Substrats wird das Enzym zu einer

Farbreaktion angeregt (Abb. 3-1, Schritt 3). Dieser Vorgang wird nach einer definierten Zeit
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mittels einer speziellen Stop-Losung unterbrochen. Die Stdarke der ausgeldsten

Farbreaktionen korreliert dabei mit der Menge der gebundenen Antikoérper und damit der in

der Probe vorhandenen Antigene.
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISA Verfahrens. Abbildung tibernommen aus [173]

3.3.3.1 Quantifizierung von MMP-8

Zum Nachweis von MMP-8 wurde das ELISA Kit ,,dentoELISA aMMP-8* (dentognostics
GmbH, Jena, Deutschland) verwandt. Die folgenden Arbeitsschritte schlossen sich an die

vorbereitenden Schritte aus Kapitel 3.2.2 an.

Die Proben wurden aus dem Kiihlschrank entnommen und von -80° C langsam auf Eis

auf Zimmertemperatur gebracht

Die Proben wurden im Anschluss mit einem Vortex Mischer (IKA Works, Staufen,

Deutschland) durchmischt

Der Kit ,,dentoELISA aMMP-8 (dentognostics GmbH) wurde bei +4° C gelagert und

60 min vor dem Versuch in Zimmertemperatur tberfihrt
Der ,,Waschpuffer* wurde mit 900 ml destilliertem Wasser verdiinnt

Nachfolgend wurde eine 1:500 Verdinnung der Proben hergestellt: 2,4 ul Probe mit
1200 ul Verdinnung

Bis zu 40 Proben wurden zusammen mit den mitgelieferten Kalibratoren Call-5, der
Verdunnungsflissigkeit (Dil) und Kontrolle (Ctrl) auf eine Belegungsplatte des Kits

gemal Anleitung verteilt.
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Proben, Kalibratoren, Verdiunnung und Kontrolle wurden jeweils mit 100 pl / Well

pipettiert und in einer Doppelbelegung angeordnet

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Cal2
Blank = 0,25 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
ng/ml
B Cal2
Blank | 0,25 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
ng/ml
c Cal5  Call
1,6 0,125 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
ng/ml | ng/ml
D Cal5 @ Call
1,6 0,125 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
ng/ml | ng/ml
E Cal4
1,0 Dil 3 7 11 15 19 23 27 31 35 39
ng/ml
F Cal4
1,0 Dil 3 7 11 15 19 23 27 31 35 39
ng/ml
G Cal3
0,5 Ctrl 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
ng/ml
H Cal3
0,5 Ctrl 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
ng/ml

Tabelle 1: schematische Darstellung eines Belegungsplans zum MMP-8 Test

Nach Belegung wurde die Platte mit der vorgesehenen Schutzfolie abgedeckt und zur
Inkubation fur 60 Minuten bei 37° C im Warmeschrank gelagert

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden alle Wells entleert und 5x mit Waschpuffer

(200ul pro Well) ausgewaschen.
AnschlieBend wurden aus dem Kit 100 ul Konjugat (CONJ HRP) pro Well dazugegeben

Die Platte wurde erneut mit Folie abgedeckt und fir weitere 30 Minuten bei 37° C im

Warmeschrank inkubiert
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden alle Wells entleert und 5x mit Waschpuffer

(200 pl pro Well) ausgewaschen.

AnschlieBend wurde aus dem Kit 100 pl Substrat (SUBSTR TMB) pro Well

dazugegeben

Die Platte wurde erneut mit Folie abgedeckt und fiir 15 min bei Raumtemperatur und
500 rpm auf einen Plattenformschittler Polymax 1040 (Firma Heidolph, Schwabach,
Deutschland) gerttelt

e Nach 15 min wurden 100 pl Stopsolution (STOP) in jedes Well gegeben

Die Extinktion der Proben wurde mittels Varioskan® (Software: Skanlt Software 2.2)
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) bei 450 nm und 620 nm gemessen.

Bei einer Extinktionswertabweichung von mehr als 10% zwischen den Duplikaten einer

Probe wurde diese wiederholt

Der Mittelwert beider Proben aus beiden Messungen wurde in die statistische

Auswertung eingebracht

3.3.3.2 Quantifizierung von Surfactant Protein D

Der Nachweis von SP-D-Antigene wurde mittels des ELISA Kits ,,Human Surfactant Protein

D ELISA* (BioVendor Research and Diagnostic Products, Bratislava, Slowakei) gefuhrt.

Die Abfolge der Arbeitsschritte im Labor orientierte sich eng an den Empfehlungen des

Herstellers:

Die Proben wurden aus dem Kihlschrank enthommen und von -80°C langsam auf Eis

auf Zimmertemperatur Gberfiihrt

Die Proben wurden im Anschluss mit einem Vortex Mischer (IKA Works, Staufen,

Deutschland) gerttelt

Der Kit ,,Human Surfactant Protein D ELISA*“ (Bio Vendor Research an Diagnostic
Products) wurde bei +4° C gelagert und wurde 60 min vor dem Versuch in

Zimmertemperatur Uberfihrt
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e Der master standard wurde gemdall der Gebrauchsanweisung mit 1,20 ml des
mitgelieferten Dilution Buffer angesetzt. Es wurde eine Konzentration von 100 ng/ml

hergestellt
e Im Anschluss wurde der Master Standard fur 15 min gemischt

e High und Low Control wurden gemal3 der Gebrauchsanweisung mit dem mitgelieferten
Dilution-Buffer angesetzt und fir 15 min gemischt

e 100 ml des Waschpuffes wurde 900 ml destilliertem Wasser verduinnt

e Aus dem Master Standard wurde eine Verdlinnungsreihe angesetzt. Zwischen jedem
Verdinnungsschritt wurden die Eppendorf Tubes® (Eppendorf Research Pipetten,

Hamburg, Deutschland) auf dem Vortexer gemischt

Menge des Standards Verdinnung Konzentration

Master Standard keine 100 ng/mi
300ul vom Master Standard 300ul 50ng/mi

300pl von 50ng/ml 300ul 25 ng/ml

300pl von 25 ng/ml 300ul 12,5 ng/ml
300pl von 12,5 ng/ml 300ul 6,25 ng/ml
300ul von 6,25 ng/ml 300ul 3,13 ng/ml
300pl von 3,13 ng/ml 300ul 1,56 ng/ml

Tabelle 2: Verdinnungsreihe des Master Standard

e Zur Vorbereitung der Proben wurden 25 ul Probe mit 250 ul Dilution Buffer angesetzt

und vermischt

e Proben, Standards und Kontrollen wurden jeweils mit 100 pl / Well verwendet und in

einer Doppelbelegung angeordnet
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A Blank  Standard High 3 7 11 15 19 23 27 31 35
12,5 ctrl
B Blank  Standard High 3 7 11 15 19 23 27 31 35

12,5 Ctrl

C Master ~ Standard =~ LOW 8 12 16 20 24 28 32 36
Standard 6,25 Ctrl

D Master ~ Standard = LOW 8 12 16 20 24 28 32 36
Standard 6,25 Ctrl

E  Standard  Standard 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
50 3,13

F Standard  Standard 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
50 3,13

G Standard  Standard 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
25 1,56

H  Standard = Standard 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
25 1,56

Tabelle 3: schematische Darstellung eines Belegungsplans zum SP-D Test

e Die Platte wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur (23°-27° C) bei 300 rpm (Umdrehungen
per Minute) inkubiert

e Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden alle Wells entleert und 5x mit Waschpuffer

(350ul pro Well) ausgewaschen.

e Danach wurde in jedes Well 100 ul von der mitgelieferten ,,Biotin Labelled Antibody

Solution‘ gegeben

o Die Platte wurde flr eine weitere Stunde bei Raumtemperatur (23°-27° C) auf einem
Plattenformschuttler Polymax 1040 (Firma Heidolph, Schwabach, Deutschland) bei
300 rpm (Umdrehungen per Minute) inkubiert

e Danach wurden die Platten wie oben beschrieben ausgewaschen

e Danach wurde in jedes Well 100 ul des mitgelieferten ,,Streptavidin-HRP Konjugat*
gegeben

30



e Die Platte wurde flr eine weitere Stunde bei Raumtemperatur (23°-27° C) auf einem
Plattenformschuttler Polymax 1040 (Firma Heidolph) bei 300 rpm (Umdrehungen
per Minute) inkubiert

e Danach wurden die Platten wie oben beschrieben ausgewaschen

e Danach wurde in jedes Well 100 ul der Substrat Losung gegeben. Die Platte wurde
mit einer Alufolie abgedeckt und flr weitere 15 min bei Raumtemperatur (23°-27°
C) inkubiert.

e Im Anschluss wurde je Well 100 ul Stop-L6sung gegeben

¢ Die Extinktion der Proben wurde mittels Varioskan® (Software Skanlt 2.2) (Thermo
Fisher Scientific Inc, USA) bei 450 nm und 620 hm gemessen.

e Es wurde der Mittelwert aus den Duplikaten jeder Probe ermittelt. Bei einer

Abweichung > 10% wurde die Messung dieser Probe wiederholt

3.3.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist ein Verfahren, mittels dem
Desoxyribonukleinsdure (DNS, engl. DNA) in vitro exponentiell vervielféltigt werden kann.
Die Genauigkeit der PCR ist abhdngig von den verwandten Polymerasen, da dieses
Verfahren mit hohen Temperaturen von bis zu 95°C arbeitet und die eingesetzten
Polymerasen unterschiedlich thermostabil sind [174]. Fur die Untersuchungen der
vorliegenden Studie wurden thermoresistente Ultra-Start Tth-Polymerasen genutzt, ein

Enzym des Thermus thermophilis.

Grundsétzlich teilt sich der Ablauf einer PCR in drei sich iterativ wiederholende Phasen:

1. Denaturierung: Die DNA wird innerhalb kurzester Zeit auf 95° C erhitzt, wodurch die
Wasserstoffbindungen zwischen den doppelstrangigen DNA-Ketten aufgebrochen werden.
2. Primer-Anlagerung (Annealing): Die jetzt einstrdngige DNA wird auf 58° C
heruntergekunhlt, so dass sich die Primer-Sequenzen anlagern kénnen.

3. Elongation (Extension): Die Proben werden wieder auf 72° C erhitzt, um die Elongation

auszuldsen.
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Diese Sequenz wird zyklisch so oft wiederholt, bis die gewtinschte Menge DNA produziert
wurde. Zum Nachweis der zu untersuchenden Bakterien der vorliegenden Studie wurde eine
qualitative PCR eingesetzt. Im Gegensatz zur quantitativen Methode bestimmt sie nicht die
Konzentration der Bakterien. Die Konzentration der Bakterien wurde mit dem ELISA

bestimmt, jedoch nicht in der Statistik miteinbezogen.

3.3.5 Isolation der pathogenen Bakterien
Im Rahmen dieser Studie werden die sieben wichtigsten Markerbakterien untersucht, die mit
der Entstehung und Progression einer Parodontitis assoziiert sind:

e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.)

e Porphyromonas gingivalis (P.g.)

e Tannerella forsythia (T.f.)

e Treponema denticola (T.d.)

e Parvimonas micra (P.m.)

e Prevotella intermedia (P.i.)

e Fusobacterium nucleatum (F.n.)

Die Probeentnahme am Patienten erfolgte durch sterile Papierspitzen (,,Absorbent Paper
Points* 1ISO 40, VDW GmbH Miinchen, Deutschland), in der tiefsten parodontalen Tasche
je Quadrant. Bis zur Auswertung wurden die Proben bei -80° C gelagert. Die Auswertung
der Proben erfolgte in 3 Schritten:

e DNA Isolierung mittels ,,MagNA PUre LC DNA Isolation Kit 3 (Bacteria, Funghi)*

(Roche Holding, Mannheim, Deutschland)
e PCR-Verfahren mit ,,Parident* (Amplexdiagnostics GmbH, GieRen, Deutschland)
e Auswertung der Proben durch ELISA

DNA lIsolation
Der erste Schritt ist die Isolierung / Extraktion von Nukleinsduren mittels ,,MagNA Pure LC
DNA Isolation Kit 3 (Bacteria, Funghi)“ (Roche Holding). In einem Durchgang konnten bis
zu 32 Proben gleichzeitig extrahiert werden.
Hierfiir wurden die Proben wie folgt vorbereitet:

e Je Probe wurde von 169 ul bacteria lysis buffer und 26 ul Proteinase K hinzugeflgt

e Mischen der Proben
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Die Proben wurden auf 65° C fir 10 Minuten im Wasserbad (Haake 3 DC10 und
SWB25, Thermo Elektron, Karlsruhe) erhitzt

Danach wurden die Proben auf 95° C fir 10 Minuten im Wasserbad (Haake) erhitzt
Die Proben wurden 1 Minute bei 10.000 g zentrifugiert mittels ,,Allegra 25R
Centrifuge* (Beckman Coulter, Indianapolis, Indiana, USA)

Nach dem Abkuhlen

Jeweils 100 ul der Proben wurden vorgelegt

DNA-Isolierung durch MagNaPure (Roche)

Parident PAF-PMT PCR

Fur die PCR gibt es zwei verschiedene Reagenzien: Die PAF-PCR-Reagenzien detektieren
die Bakterien P.g., A.a., F.n. wahrend die PMT-PCR-Reagenzien die Bakterien T.f., P.i.,

P.m., T.d. und interne Kontrolle (1K) analysieren.

Vorbereitung des Master-Mix:

35 ul Nukleotid-Mix

35 ul PAF-Primer-Mix, bzw. PMT-Primer-Mix

175 pl 10xPCR-Puffer

70 ul UltraStart Tth-DNA-Polymerase

1260 pl steriles H20

Zusammen pipettieren von 45ul Mastermix (PAF, bzw. PMT) und 5 ul der Proben
Das Probenmaterial wurde in eine Bio-Rad Hard Shell pipettiert.

Zentrifugieren fr 2 Minuten (Allegra 25R Centrifuge, Beckman Coulter)
Durchfuhrung der PCR im Thermal Cycler (DNA Engine Dyad, Firma Bio Rad,
Reno, Nevada, USA). Die Programmierung erfolgte geméaR Tabelle 3-7:
Programmierung des Thermal Cycler (Bio Rad).
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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 4: Belegung des Probenmaterials

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

58°C 25 Sekunden Bindung der Primer

72°C 45 Sekunden 3"-OH Elongation der Primer
1x 72°C 3 Minuten Finale Elongation

Tabelle 5: Programmierung des BioRaid

ELISA

Die gewonnenen Proben aus der PCR wurden mit einem Parident-ELISA

(Amplexdiagnostics GmbH) ausgewertet. Hierbei wurde die Sandwich-Technik angewandt.
Vor Gebrauch des Tests wurde die stringente Waschlosung auf 50° C, sowie der
Waschpuffer, TMB-Substratlosung, Stop-Lésung und die bendtigten Mikrotiterplatten auf

Raumtemperatur gebracht.
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Herstellung des stringenten Waschpuffer (1:20 H20geion)
Herstellung der Konjungatverdiinnung (1:100 Waschpuffer)

Ablauf des Tests

Denaturierung der bakteriellen DNA bei 95° C fiir 10 Minuten
Pipettieren von 300 ul Hybridisierungslésung in Tubes
Parident-Platten mit Hybridisierungsmodulen bestiicken

Position A 1-11: A.A.: rot

Position B 1-11: P.G.: blau

Position C 1-11: F.N.: gelb

Position D 1-11: T.F.: orange

° Position E 1-11: P.M.: schwarz
° Position F 1-11: T.D.: violett

Position G 1-11: P.1.: grun
Position H 1-11: interne Kontrolle: weil}
Position A12: Blank
Inkubation bei 50° C fiir 30 Minuten
3x stringentes Waschen mit 200 ul pro Well
1x Waschen mit 200 ul pro Well
Hinzufligen von 100 ul Konjugat pro Well
Inkubation bei 37° C fur 30 Minuten
3x Waschen mit 200 ul pro Well
100 pl Substrat pro Well
Inkubation fiir 30 Minuten bei 37° C
Abstoppen mit 100 ul Stop-L6ésung pro Well
Die Extinktion der Proben wurde mittels Varioskan® (Software: Skanlt Software
2.2) (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) bei 450 nm und 620 nm gemessen

Der Test war unter folgenden Bedingungen auswertbar.

Extinktion Reagenzienkontrolle < 0,100
Extinktion Negativkontrolle < 0,150

Extinktion interne Kontrolle > 0,500
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3.4 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistiksoftware SPSS 22.0.
(SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Im ersten Schritt wurden die Daten mit Hilfe des
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests auf ihre Normalverteilung geprft, wobei zusatzlich
eine Signifikanzkorrektur nach Lilliefors durchgefiihrt wurde. Es konnte gezeigt werden,
dass nicht fir alle Variablen eine Normalverteilung vorliegt, so dass die Unterschiede
zwischen den Gruppen mit nicht parametrischen Tests, dem Kruskal-Wallis-Test und dem
Mann-Whitney-Test, analysiert wurden. Die Verteilung von kategorialen Daten wurden mit
Kreuztabellen und dem Chi-Quadrat-Test gepruft. Fir alle Tests wurde ein
Signifikanzniveau von 0=5% bzw. p=0,05 festgelegt. Alle Werte werden aus Griinden der
besseren Lesbarkeit auf zwei Nachkommastellen gerundet. Die exakten Werten finden sich

in den Detailauswertungen.
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4 Ergebnisse

4.1 Tatsachliche Studienpopulation

Aus den beschriebenen Vorgaben ergaben sich fiir die vorliegende Arbeit folgende
Teilnehmerzahlen tber die analysierten Untersuchungsintervalle. Die Studienpopulation zur
initialen Untersuchung und ersten Nachuntersuchung wurde aufgegliedert in die

untersuchten Teilgruppen und Messungen erhoben.

Messung Gesamt Frauen Manner Raucher Nichtraucher
SP-D 151 70 81 54 92
MMP8 148 69 79 54 98
ST all 150 71 79 56 93
ST multi 149 71 78 56 92
ST single 150 71 79 54 93
BOP all 150 71 79 56 93
BOP multi 146 70 76 55 90
BOP single 149 70 79 56 92
Plaque all 150 71 79 56 93
Plague multi 144 66 78 55 88
Plaque single 150 71 79 56 93

Tabelle 6: Studienpopulation, initiale Untersuchung

Messung Gesamt Frauen Manner Raucher Nichtraucher
SP-D 132 62 70 44 83
MMP8 132 60 72 45 83
ST all 146 69 77 55 90
ST multi 145 69 76 55 89
ST single 146 69 77 55 90
BOP all 146 69 77 55 90
BOP multi 137 65 72 51 85
BOP single 144 69 75 55 88
Plaque all 142 68 74 54 87
Plaque multi 138 66 72 53 84
Plaque single 142 68 74 54 87

Tabelle 7: Studienpopulation, 1. Nachuntersuchung
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4.2 Ergebnisse der klinischen Untersuchung

4.2.1 Ergebnisse Sondierungstiefen

In der Gesamtgruppe der Patienten hat sich ein signifikanter Unterschied bei
Taschensondierungstiefen (TST) von der initialen Untersuchung (n=150) zur ersten
Nachuntersuchung (n=146) (p<0,001) gezeigt. Der Mittelwert der Sondierungstiefen sank
von 2,98 mm (x£0,05 mm) bei den initialen Untersuchungen auf 2,57 mm (0,05 mm) zur

ersten Nachuntersuchung.

Sondierungstiefen initial vs 1. Nachuntersuchung (NU)

[ p=0,000 |

3,5
gesamt
initial - 1. NU

Taschentiefe in mm

1,5
gesamt init. gesamt 1.NU

Abb. 8: Sondierungstiefen gesamt; initial vs. 1. Nachuntersuchung (p=0,000)

4.2.1.1 Vergleich nach Geschlecht

Vergleicht man die Werte der Manner zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 0,38 mm (+0,10 mm) was durch
den Mann-Whitney-Test mit p=0,000 als signifikant bewertet wird. Vergleicht man die
Werte der Frauen zwischen der initialen Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so
zeigt sich eine mittlere Differenz von 0,44 mm (+0,10 mm). Der Mann-Whitney-Test
bewertet die Differenz mit p=0,000 ebenfalls als signifikant. Flr beide Geschlechter lasst
sich sowohl nach den Werten, als auch nach der statistischen Auswertung festhalten, dass
das untersuchte Behandlungsintervall eine Verbesserung des klinischen Befunds hinsichtlich

der Sondierungstiefe aufweist.
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Sondierungstiefen initial vs 1. Nachuntersuchung

=000 [ p-0,000 |

3,5
Frauen

T initial - 1. NU
3 EH . IEI p=0,000

E Ménner
25 E initial - 1.RC

p=0,000

15
Frauen init. Frauen 1.NU Manner init. Manner 1. NU

Abb. 9: Vergleich Sondierungstiefen initial vs. 1. Nachuntersuchung; Frauen (p=0,000) vs. Manner (p=0,000)

4.2.1.2 Vergleich nach Raucherstatus

Im Vergleich der Gruppen der Raucher und Nichtraucher zeigten sich signifikante
Unterschiede. Vergleicht man die Werte der Raucher zwischen der initialen Untersuchung
und der ersten Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 0,43 mm (0,12
mm) was vom Mann-Whitney-Test mit p=0,001 als signifikant bewertet wird. Vergleicht
man die Werte der Nichtraucher zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt eine mittlere Differenz von 0,40 mm (x0,08 mm). Diese
Differenz wertet der Mann-Whitney-Test mit p<=0,0001 ebenfalls als signifikant.

Wahrend der initialen Untersuchung unterscheiden sich die Mittelwerte der Raucher (3,28
mm +0,09 mm) von denen der Nichtraucher (2,80 mm 0,06 mm) in der deskriptiven
Statistik deutlich voneinander und weisen mit p=0,000 einen signifikanten Unterschied auf.
Fur die erste Nachuntersuchung bestatigt sich das Bild. Hier weisen die Mittelwerte der
Raucher (2,85 mm +0,08 mm) einen deutlicheren Unterschied zu dem der Nichtraucher (2,40
mm +0,05 mm) auf. Die Auswertung des Mann-Whitney-Test weist auch diesen Unterschied
mit p<=0,0001 als signifikant aus.
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Sondierungstiefen initial vs 1. Nachuntersuchung
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Raucher init. Raucher 1.NU Nichtraucher init.  Nichtraucher 1.NU

Abb. 10: Vergleich Sondierungstiefen initial vs. 1. Nachuntersuchung; Raucher (p=0,001) vs. Nichtraucher (p=0,000)

4.2.2 Ergebnisse Blutung nach Sondierung, BOP

Uber die Gesamtgruppe der Patienten hat sich ein signifikanter Unterschied bei BOP von
der initialen Untersuchung (n=150) zur ersten Nachuntersuchung (n=146) gezeigt (p<0,001).
Der Mittelwert der Blutungsneigung bei Sondierung sank von 0,35 wéhrend der initialen
Untersuchung (x0,02) auf 0,26 in der ersten Nachuntersuchung (x0,01).

BoP initial vs 1. Nachuntersuchung

0,6
f p=0,000 ]
0,5
gesamt
04 T initial - 1. RC
E — 0,000
2 03
2 E=—43
=}
=
0,2
0,1
0
gesamt init. gesamt 1.NU

Abb. 11: Blutungsneigung bei Sondierung gesamt; initial vs. 1. Nachuntersuchung (p=0,000)

4.2.2.1 Vergleich nach Geschlecht

Vergleicht man die Werte der Mé&nner zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 0,08 (x0,03), was durch den
Mann-Whitney-Test mit p=0,006 als signifikant gewertet wird. Vergleicht man die Werte
der Frauen zwischen der initialen Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so zeigt
sich eine mittlere Differenz von 0,12 (+0,03). Der Mann-Whitney-Test bewertet dieses
Ergebnis mit p=0,000 als signifikant.
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Wahrend sich innerhalb der initialen Untersuchung bei BOP die Mittelwerte der Manner
(0,35 £0,02) von denen der Frauen (0,36 +0,02) in der deskriptiven Statistik nur marginal
unterscheiden und als nicht signifikant gelten (p=0,83), zeigt sich fur die ersten
Nachuntersuchung ein leicht veréndertes Bild. Hier weisen die Mittelwerte der Manner (0,27
+0,02) einen leicht vergroRerten Unterschied zu dem der Frauen (0,24 +0,02). Dieser

Unterschied wird durch den Mann-Whitney-Test mit p=0,21 jedoch nicht als signifikant

gewertet.
BoP initial vs 1. Nachuntersuchung
0,6 [ p=0,000
. [ p=0,006 |

05 T
0,4

o

E

P

Frauen init. Frauen 1.NU Manner init. Manner 1. NU
Abb. 12: Blutungsneigung bei Sondierung; initial vs. 1. Nachuntersuchung; Frauen (p=0,000) vs. Manner (p=0,006)

4.2.2.2 Vergleich nach Raucherstatus

Nachfolgend wurden die Einzelgruppen der Raucher (Initial n= 56, erste Nachuntersuchung
n=55) und Nichtraucher (Initial n= 93, erste Nachuntersuchung n=90) gegeneinander auf
signifikante Unterschiede geprift. Vergleicht man die Werte der Raucher zwischen der
initialen Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere
Differenz von 0,08 (x0,03). Der Mann-Whitney-Test wertet das Ergebnis mit p=0,037 als
signifikant. Vergleicht man die Werte der Nichtraucher zwischen der initialen Untersuchung
und der ersten Nachuntersuchung so zeigt eine mittlere Differenz von 0,11 (x0,26). Auch

hier bestatigt der Mann-Whitney-Test die Differenz mit p<=0,0001 als signifikant.

Wahrend der initialen Untersuchung unterscheiden sich die Mittelwerte der Raucher (0,33
+0,03) von denen der Nichtraucher (0,37 £0,02) in der deskriptiven Statistik nur gering
voneinander und dennoch ist dieser Unterschied signifikant p=0,067 (Mann-Whitney). Fir

die erste Nachuntersuchung verschiebt sich das Bild. Hier weisen die Mittelwerte der
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Raucher (0,25 +0,02) einen noch geringeren Unterschied zu dem der Nichtraucher (0,27
+0,02) auf. Die Auswertung durch den Mann-Whitney-Test kann diesen Unterschied mit
p=0,491 nicht mehr als signifikant bestatigen.

BoP initial vs 1. Nachuntersuchung
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[ p=0,037 _i p=0,000
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Raucher init. Raucher 1.NU  Nichtraucher init. Nichtraucher 1.NU

Abb. 13: Blutungsneigung bei Sondierung initial vs. 1. Nachuntersuchung; Raucher (p=0,037) vs. Nichtraucher (p=0,000)

4.2.3 Ergebnisse Plaque-Index
Uber die Gesamtgruppe der Patienten hat sich ein signifikanter Unterschied bei Plaque-Index
von der initialen Untersuchung (n=150) zur ersten Nachuntersuchung (n=142) gezeigt. Der
Mittelwert sank von 0,51 (x0,02) wahrend der initialen Untersuchung auf 0,45 in der ersten
Nachuntersuchung (x0,02). Die Reduktion der Werte kann mit p= 0,012 im Mann-Whitney-
Test als signifikant gewertet werden.

Plaque initial vs 1. Nachuntersuchung
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Abb. 14: Plaque, gesamt; initial vs. 1. Nachuntersuchung (p=0,012)
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4.2.3.1 Vergleich nach Geschlecht

Vergleicht man die Werte der Ménner zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich mittlere Differenz von 0,07 (x0,03). Die Auswertung durch
den Mann-Whitney-Test bewertet diese Differenz mit p=0,022 als signifikant. Vergleicht
man die Werte der Frauen zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 0,05 (£0,03). Dieser Unterschied
wird vom Mann-Whitney-Test mit p=0,168 als nicht mehr signifikant bewertet.

Wahrend sich innerhalb der initialen Untersuchung bei Plague-Index die Mittelwerte der
Ménner (0,57 +0,02) von denen der Frauen (0,45 £0,02) in der deskriptiven Statistik
signifikant unterscheiden (p=0,001 im Mann-Whitney-Test) aufweisen, bestatigt sich fir die
erste Nachuntersuchung das Bild im Wesentlichen. Hier weisen die Mittelwerte der Manner
(0,50 £0,02) einen leicht vergroRerten Unterschied zu dem der Frauen (0,40 £0,02) auf, und
bleibt mit p=0,009 (Mann-Whitney) signifikant.

Plague initial vs 1. Nachuntersuchung
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Abb. 15: Plaque; initial vs. 1. Nachuntersuchung; Frauen (p=0,168) vs. Méanner (p=0,022)

4.2.3.2 Vergleich nach Raucherstatus

Nachfolgend wurden die Einzelgruppen der Raucher (Initial n= 56, erste Nachuntersuchung
n=54) und Nichtraucher (Initial n= 93, erste Nachuntersuchung n=87) gegeneinander auf
signifikante Unterschiede gepruft.

Vergleicht man die Werte der Raucher zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 0,04 (x0,04). Der Mann-

Whitney-Test sieht das Ergebnis mit p=0,305 nicht als signifikant. Vergleicht man die Werte
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der Nichtraucher zwischen der initialen Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so
zeigt sich eine mittlere Differenz von 0,07 (£0,03). Der Mann-Whitney-Test (p=0,017)
bestatigt diese Differenz der Nichtraucher als signifikant.

Wahrend der initialen Untersuchung unterscheiden sich die Mittelwerte der Raucher (0,52
+0,03) von denen der Nichtraucher (0,51 £0,02) in der deskriptiven Statistik nur gering
voneinander. Der Unterschied wird durch den Mann-Whitney-Test mit p=0,608 nicht als
signifikant gewertet. Fir die erste Nachuntersuchung verandert sich das Bild. Hier weisen
die Mittelwerte der Raucher (0,48 +0,03) einen deutlichen Unterschied zu dem der
Nichtraucher (0,43 +0,02) auf. Die Auswertung mittels Mann-Whitney-Test weist diesen
Unterschied mit p=0,169 als signifikant aus. Somit wird deutlich, dass die Nichtraucher eine

niedrigere Plague-Neubildung als die Raucher verzeichnen kénnen.

Plaque initial vs 1. Nachuntersuchung
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Abb. 16: Plaque; initial vs. 1. Nachuntersuchung; Raucher (p=0,305) vs. Nichtraucher (p=0,017)

4.2.4 Parodontalpathogene Bakterien

Untersucht wurden die oben genannten Bakterien wéhrend der Initialtherapie und der ersten
Nachuntersuchung. Dabei wurde sowohl Anzahl als auch Anteil der Patienten ermittelt, die
positiv bzw. negativ auf die einzelnen Bakterien getestet wurden. Nachfolgend werden die
positiven Befunde prozentual je Keim dargestellt.
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Keimnachweis, Patienten gesamt
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Abb. 17: Positive Befunde der PA-Bakterien, initial vs. 1. Nachuntersuchung; alle Patienten

o o o o

Fur die Gesamtheit aller Patienten zeigt sich ein Zusammenhang zwischen den
nachgewiesenen Bakterien T.f., T.d., P.i. und P.m. und dem Vorliegen einer Parodontitis.
Fur die Bakterien T.f., P.i. und P.m. zeigt sich zur ersten Nachuntersuchung sogar ein
héherer Anteil an Patienten mit Keimbelastung. Fur die Bakterien A.a., P.g. und F.n. lasst
sich Uber die Gesamtheit der Patienten kein statistischer Zusammenhang zwischen
mikrobiellem Befund und Parodontalerkrankung ableiten. Neben der Gesamtheit aller
Patienten wurden auch die Einzelgruppen ausgewertet, um gruppenspezifische

Abweichungen zur Gesamtheit zu erkennen.
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Abb. 18: Positive Befunde der PA-Bakterien, initial vs. 1. Nachuntersuchung; Méanner

Manner zeigen im Vergleich zur Gesamtheit aller Patienten einen erhohten Anteil positiver

Befunde. Ein Zusammenhang zwischen mikrobiellem Befund und PA-Erkrankung lésst sich
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flr die Bakterien T.f., P.i. und P.m. nachweisen. Fur diese Bakterien zeigt sich wie bei der

Gesamtheit der Patienten ebenso ein stetig ansteigender Anteil der positiven Befunde.

Keimnachweis, Frauen

60
50 L -
m initial positivin %
40 .
B 1.RC positivin %
30
20
0
Aa. Pg. T.f. T.d. P.i. P.m. F.n.

Abb. 19: Positive Befunde der PA-Bakterien, initial vs. 1. Nachuntersuchung; Frauen

Frauen zeigen im Vergleich zur Gesamtheit aller Patienten einen niedrigeren Anteil positiver
Befunde. Einzig bei P.m. féllt die Zunahme positiver Befunde grofler aus als in der
Gesamtheit aller Patienten. Ein Zusammenhang zwischen mikrobiologischem Befund und
PA-Erkrankung lasst sich fur die Bakterien T.f., T.d., P.i. und P.m. nachweisen. Im
Gegensatz zu Mannern zeigt sich bei Frauen im ersten Recall ein sinkender Anteil

nachgewiesener Infektionen mit P.g., T.f. und T.n.

Keimnachweis, Raucher
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Abb. 20: Positive Befunde der PA-Bakterien, initial vs. 1. Nachuntersuchung; Raucher
Fur Raucher zeigt sich fur die Bakterien A.a., P.g., T.f., F.n. und P.i. ein geringerer Anteil

an positiven Befunden gegentiber der Gesamtheit. Jedoch kann ein Zusammenhang
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zwischen Keim-Befund und PA-Diagnose nur fur P.i. bestétigt werden. Hier zeigt sich
ebenfalls ein steigender Anteil der positiven Befunde. Fiir alle anderen Bakterien kann kein

Zusammenhang nachgewiesen werden.
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Abb. 21: Positive Befunde der PA-Bakterien, initial vs. 1. Nachuntersuchung; Nichtraucher

Fur Nichtraucher zeigt sich fir die Bakterien A.a., P.g., T.f., F.n. ein erhohter Anteil an
positiven Befunden gegenuber der Gesamtheit. Ein Zusammenhang zwischen mikrobiellem
Befund und PA-Diagnose kann fiir die Bakterien T.f., T.d. und P.i. bestatigt werden. Fur T.f.
und P.i. zeigt sich auch ein stetiger Anstieg des Anteils der positiven Befunde. Fur alle
anderen Bakterien kann kein Zusammenhang nachgewiesen werden. Aus der
mikrobiologischen Untersuchung dieser Studie zeigen sich die Bakterien T.f., T.d., P.i. und
P.m. als die am ehesten verlasslichen Marker eine PA-Erkrankung. Die Ergebnisse legen
jedoch nahe, dass der Nachweis von T.d. bei Ménnern, P.m. bei Frauen und Nichtrauchern
kein verlassliches Ergebnis erbringen. Fiir Raucher scheint einzig der Nachweis von P.i. eine

verlassliche Indikation einer vorliegenden PA-Erkrankung zu sein.
4.2 Quantifizierung der Markermolekule

4.2.1 Ergebnisse SP-D
Uber die Gesamtgruppe der Patienten hat sich kein signifikanter Unterschied der
systemischen Konzentration von SP-D zwischen der initialen Untersuchung (n=151) zur

ersten Nachuntersuchung (n=132) gezeigt (p=0,999). Die Werte des SP-D wurden im Mittel
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bei der initialen Untersuchung mit 146,24 ng/ml gemessen und lagen zur ersten

Nachuntersuchung bei 146,69 ng/ml.

SP-D initial vs 1. Nachuntersuchung
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Abb. 22: SP-D, gesamt; initial vs. 1. Nachuntersuchung (p=0,999)

4.2.1.1 Vergleich nach Geschlecht

Vergleicht man die Werte der Manner zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 3,35 ng/ml (13,80 ng/ml), was
durch den Mann-Whitney-Test mit p=0,550 als nicht signifikant gewertet wird. Vergleicht
man die Werte der Frauen zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von -4,68 ng/ml (13,90 ng/ml) was
mit p=0,563 durch den Mann-Whitney-Test als nicht signifikant bewertet wird. Innerhalb
der initialen Untersuchung unterscheiden sich die Mittelwerte der Manner (144,42 ng/ml
111,02 ng/ml) von denen der Frauen (148,35 ng/ml £9,88 ng/ml) nur geringfligig und weisen
mit p= 0,794 keinen signifikanten Unterschied auf. Zur ersten Nachuntersuchung verandert
sich das Bild nur unwesentlich. Hier weisen die Mittelwerte der Manner (141,07 ng/ml 8,30

ng/ml) einen deutlichen Unterschied zu dem der Frauen (153,03 ng/ml £9,78 ng/ml) auf.
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SP-D initial vs 1. Nachuntersuchung
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Abb. 23: SP-D; initial vs. 1. Nachuntersuchung; Frauen (p=0,563) vs. Manner (p=0,550)

4.2.1.2 Vergleich nach Raucherstatus

Uber die Gesamtgruppe der Patienten hat sich ein signifikanter Unterschied gezeigt.
Vergleicht man die Werte der Raucher zwischen der initialen Untersuchung und der ersten
Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 5,25 ng/ml (16,70 ng/ml). Der
Mann-Whitney-Test bewertet mit p=0,384 diesen Unterschied als nicht signifikant.
Vergleicht man die Werte der Nichtraucher zwischen der initialen Untersuchung und der
ersten Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere Differenz von 1,57 ng/ml (£11,62 ng/ml)
und damit kein signifikanter Unterschied bei p=0,530 im Mann-Whitney-Test. Bereits
wéhrend der initialen Untersuchung unterscheidet sich der Mittelwert der Raucher (156,43
ng/ml 12,61 ng/ml) von dem der Nichtraucher (137,79 ng/ml +9,15 ng/ml) in der
deskriptiven Statistik nicht deutlich genug voneinander und weist eine Signifikanz von 0,227
auf. Fir die ersten Nachuntersuchung veréndert sich das Bild. Hier weist der Mittelwert der
Raucher (161,68 ng/ml +10,94 ng/ml) einen deutlicheren Unterschied zu dem der
Nichtraucher (136,22 ng/ml £7,15 ng/ml) auf.
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Abb. 24: SP-D; initial vs. 1. Nachuntersuchung; Raucher (p=0,384) vs. Nichtraucher (p=0,530)

4.2.2 Ergebnisse MMP-8
Ein Vergleich der Daten von MMP-8 der initialen Untersuchung (n=148) und des 1. Recall
(n=132) zeigt mit p=0,927 keinen signifikanten Unterschied.

MMP-8 initial vs 1. Nachuntersuchung
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Abb. 25: MMP-8, gesamt; initial vs. 1. Nachuntersuchung (p=0,927)

4.2.2.1 Vergleich nach Geschlecht

Nachfolgend wurden die Einzelgruppen der Manner (Initial n= 79, erste Nachuntersuchung
n=72) und Frauen (Initial n=69, erste Nachuntersuchung n= 60) gegeneinander auf
signifikante Unterschiede gepriuft. Vergleicht man die Werte der Ménner zwischen der
initialen Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere
Differenz von 17,17 ng/ml (£14,66 ng/ml), was durch den Mann-Whitney-Test mit p=0,777
als nicht signifikant wird. Vergleicht man die Werte der Frauen zwischen der initialen

Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so zeigt sich mittlere Differenz von 6,58
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ng/ml (£12,76 ng/ml) was im Mann-Whitney-Test mit p=0,864 ebenfalls als nicht signifikant
gewertet wird. Innerhalb der initialen Untersuchung unterscheiden sich die Mittelwerte der
Ménner (118,54 ng/ml £12,05 ng/ml) von denen der Frauen (101,10 ng/ml £9,72 ng/ml) in
der deskriptiven Statistik zu wenig und weisen mit p=0,271 keinen signifikanten Unterschied
auf. Zur ersten Nachuntersuchung verandert sich das Bild nur unwesentlich. Hier weisen die
Mittelwerte der Ménner (101,36 ng/ml 8,35 ng/ml) einen geringeren Unterschied zu dem
der Frauen (94,52 ng/ml £8,28 ng/ml) auf. Die Auswertung mittels Mann-Whitney-Test

(p=0,243) ergibt wiederum keinen signifikanten Unterschied.
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Abb. 26: MMP-8, initial vs. 1. Nachuntersuchung; Frauen (p=0,864) vs. Manner (p=0,777)
4.2.2.2 Vergleich nach Raucherstatus

Nachfolgend wurden die Einzelgruppen der Raucher (Initial n= 54, erste Nachuntersuchung
n=45) und Nichtraucher (Initial n= 98, erste Nachuntersuchung n=83) gegeneinander auf
signifikante Unterschiede geprift. Vergleicht man die Werte der Raucher zwischen der
initialen Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so zeigt sich eine mittlere
Differenz von 18,26 ng/ml (£19,50 ng/ml). Der Mann-Whitney-Test sieht diesen
Unterschied mit p=0,720 nicht als signifikant an. Vergleicht man die Werte der Nichtraucher
zwischen der initialen Untersuchung und der ersten Nachuntersuchung so zeigt sich eine

mittlere Differenz von 9,08 ng/ml (£11,11 ng/ml).

Wahrend der initialen Untersuchung unterscheiden sich die Mittelwerte der Raucher (131,46
ng/ml +£15,19 ng/ml) von denen der Nichtraucher (100,69 ng/ml £9,04 ng/ml) in der
deskriptiven Statistik nicht stark genug voneinander und weisen mit p=0,146 (Mann-
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Whitney) keinen signifikanten Unterschied auf. Fir die ersten Nachuntersuchung verandert
sich das Bild kaum. Hier weisen die Mittelwerte der Raucher (113,21 ng/ml £12,16 ng/ml)
einen noch geringeren Unterschied zu dem der Nichtraucher (91,61 ng/ml £6,46 ng/ml) auf.
Die Auswertung durch den Mann-Whitney-Test zeigt mit p=0,204 ebenfalls keinen

signifikanten Unterschied.
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Abb. 27: MMP-8; initial vs. 1. Nachuntersuchung; Raucher (p=0,720) vs. Nichtraucher (p=0,707)
4.3 Korrelationsanalysen

Fur die Korrelationsanalysen werden die Korrelationen der untersuchten Parameter
(Geschlecht, Rauchen, ST, BOP, Plaque, SP-D, MMP-8 sowie die pathogenen Bakterien)
untereinander betrachtet. Fir die Interpretation der Korrelationsanalyse ist zu beachten, dass

sie alle untersuchten Patienten inklusive der 2. Nachuntersuchung beinhaltet.

4.3.1 Auswertung der klinischen Parameter

Die Ergebnisse der Auswertung nach ST (all) zeigen schwache Korrelationen zur Anzahl
vorhandener Zahne (r=-0,119; p=0,016) sowie zu Knochenverlust (r=0,204; p<0,0001). Die
Ergebnisse der Auswertung nach BOP (all) zeigen eine mittlere Korrelation zu ST (all)
(r=0,380; p<0,0001). Eine schwache Korrelation ist zu Infektion durch A.a. zu beobachten
(r=0,137; p=0,005). Zu den Parametern Geschlecht (r=0,015) und Rauchen (r= -0,073)
zeigen sich keine Korrelationen. In Assoziation mit Plaque (all) lassen sich schwache
Korrelationen mit Geschlecht (r=0,184; p<0,0001) und ST (all) (r= 0,216; p<0,0001)

erkennen. Ebenso zeigt sich eine schwache Korrelation mit Rauchen (r= 0,100, p=0,045).
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4.3.2 Auswertung der Biomarker

Fur die Auswertung von SP-D im Blut zeigt sich eine Korrelation zur Erkrankung (r= 0,130;
p=0,009). Zudem zeigt sich eine negative Korrelation zu der Anzahl vorhandener Zahne (r=
-0,237; p<0,0001). Zusatzlich zeigen sich schwache Korrelationen zum Rauchen (r= 0,157;
p= 0,002) und dem Alter des Patienten (r= 0,154; p=0,002). Die Auswertung von MMP-8

zeigt eine schwache Korrelation mit Rauchen (r=0,121; p=0,017).

4.3.3 Auswertung der Infektion durch pathogene Bakterien

Die Infektion durch A.a. zeigt sich eine schwache Korrelation mit BOP (all) (r= 0,137; p=
0,005) und eine weitere schwache Korrelation zu der Anzahl vorhandener Zéhne (r= 0,107;
p=0,027). Zusétzlich zeigen sich schwache Korrelationen zwischen A.a. und den Bakterien
P.g. (r=0,114; p=0,016), F.n. (r=0,198; p<0,0001) und P.m. (r=0,114; p=0,017). Das
Bakterium P.g. zeigt eine starke Assoziation mit F.n. (r=0,520; p<0,0001), wahrend sich zu
T.f. nur eine schwache Assoziation von r=0,216 (p<0,0001) beobachten lasst, ebenso wie zu
P.i. (r=0,137; p=0,005) beobachten. Fur T.f. lassen sich weitere schwache Assoziationen mit
den Bakterien P.i. (r=0,314; p<0,0001), F.n. (r=0,332, p<0,0001) und P.m. (r=0,351;
p=0,001) feststellen. Der Keim P.i. zeigt eine schwache Assoziation zu F.n. (r=0,155;
p=0,001) und P.m. (r=0,247; p<0,0001). Fur P.m. zeigt sich eine schwache Assoziation zu
F.n. (r=0,151; p=0,001). Die Infektion durch T.d. weist schwache Korrelationen zu den
klinischen Parametern Plaque (all) (r=0,132; p=0,008) sowie ST (all) (r=0,160; p=0,001)
auf. Zudem zeigen sich Korrelationen zwischen T.d. und den Bakterien A.a. (r=0,127;
p=0,007), P.g. (r=0,161; p=0,001), F.n. (r=0,225; p<0,0001), P.i. (r=0,295; p<0,0001), T.f.
(r=0,407; p<0,0001) und P.m. (0,195; p<0,0001).

4.3.4 Auswertung der Einzelgruppen

Die Ergebnisse der Auswertung nach Geschlecht zeigen keine Assoziation zu dem
Risikofaktor Rauchen (r=0,004). Die Auswertung nach ST (all) zeigt eine schwache
Korrelation (r=0,133; p=0,007). Ebenso zeigt sich eine schwache Korrelation mit Plaque
(all) (r=0,184; p<0,0001). Fiur die Auswertung nach ,Rauchen* zeigen eine schwache
Korrelation zu Anzahl der Zahne (r= -0,130; p=0,007), zu Knochenverlust (r= 0,127,
p=0,008) sowie zu dem Keim P.g. (r= -0,119; p=0,014). Die starkste Korrelation von
Rauchen besteht mit dem Parameter ST (all) (r= 0,366; p<0,0001).
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Auswahl der Studienpopulation

Von den 151 Patienten aus der initialen Untersuchung, zu denen Messergebnisse vorliegen,
konnten sechs Monate spater zum 1. Recall je nach Parameter zwischen 132 und 146
Patienten in die Studie einbezogen werden. Da auch andere inflammatorische Erkrankungen
die systemische SP-D und MMP-8 Expression beeinflussen kénnen [83] [84] [106] [175]
[176], wurden Patienten mit einer Erkrankung an Diabetes mellitus und bekannten
systemischen Infektionserkrankungen von der Studie ausgeschlossen, um das Risiko
verfalschter Ergebnisse zu reduzieren [177]. Die gewahlten Ausschlusskriterien trugen somit

zu einer aussagefahigen Studienpopulation bei.

5.1.2 Therapie

Die Therapie wurde von Studenten der klinischen Semester nach dem Stand der
Wissenschaft durchgefuhrt. Die Anzahl der Studenten und die fehlende Routine mit der
Parodontitistherapie koénnte moglicherweise zu Messfehlern in der Befunderhebung gefihrt
haben. Aus diesem Grund wurde jeder Patient von einem der beiden zustdndigen Zahnéarzte
kontrolliert und die Therapie- sowie Messergebnisse wurden validiert. Dieses Vorgehen
stellt eine gute Qualitatssicherung in der Befund- und Datenerhebung dar. Fur die
Teilnehmer der Studie kam wahrend der ersten beiden Behandlungsintervalle keine
adjuvante antibiotische Therapie zum Einsatz. Die Kriterien gemaR der Deutschen
Gesellschaft fir Parodontologie fiir eine adjuvante antibiotische Therapie ab der initialen
Behandlung waren fir die untersuchten Falle nicht gegeben [151] [145]. Demnach wére eine
antibiotische Therapie erst ab dem 1. Recall in Betracht zu ziehen gewesen. Die Auswirkung
dessen kdnnen sich demnach erst in der Auswertung der Ergebnisse im Vergleich zum 2.

Recall zeigen.

5.1.3 Zeitintervall der Bestimmung

Die Therapie wurde in Intervallen von ca. sechs Monaten durchgefihrt, um die
Behandlungserfolge zu dokumentieren und ggf. Folgebehandlungen durchzufuhren. Das
Intervall von sechs Monaten ist flr die Reevaluierung und eventuelle Nachbehandlungen

aktueller Stand der Wissenschaft. In der Literatur finden sich Studien, die den unmittelbaren
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Zusammenhang zwischen der erfolgten Therapie und den lokalen Befunden der
Markermolekile untersuchten. Diese nutzten einen Abstand von einem Monat zwischen
Befund bzw. Behandlung und erneuter Messung der Konzentrationen der Markermolekile
[104] [103]. Da das Potential von Parodontitis-unabhangigen Ursachen fiir die systemische
Expression der Markermolekiile gegentiber der lokalen Expression in Speichel oder
Sulkusflussigkeit deutlich hoher ist, steigt der Einfluss anderer Faktoren mit einem l&nger
werdenden Zeitabstand zur Kontrollmessung an. Es ist zu vermuten, dass ein verkirzter
Zeitraum, abweichend von den giltigen Richtlinien, zwischen Behandlung und erneuter
Erhebung der Konzentration der Markermolekiile, die mdgliche diagnostische Wertigkeit
besser nachweisen kann. Alternativ konnte die Erhebung von Erkrankungen seit der letzten
Behandlung, die mit inflammatorischen Prozessen einhergehen, wie z.B. eine Infektion der
Atemwege, zu nachtraglichen Ausschliissen in der statistischen Auswertung diesen Einfluss

kompensieren.

5.2 Eignung SP-D als Biomarker

Die ursprungliche ldentifikation von SP-D als Teil der Immunantwort im pulmonalen
Gewebe hat in verschiedenen Studien belegen koénnen, dass SP-D einen maligeblichen
Beitrag zur Diagnose einer inflammatorischen Erkrankung im Allgemeinen leistet [71] [72].
Im weiteren Verlauf konnte SP-D in sehr ahnlicher Funktion auch im parodontalen Gewebe
und im Blut nachgewiesen werden [78] [80]. Die konkrete Eignung der Stérke der
parodontalen SP-D Expression als diagnostischem Biomarker wurde bereits in einer
friheren Studie bestétigt. Da es sich bei der Parodontitis ebenfalls um eine entzlindliche
Erkrankung handelt und ein Zusammenhang der Erkrankung mit der lokalen Konzentration
von SP-D im Speichel nachgewiesen werden konnte [73], lag die Vermutung nahe, dass die
systemische Konzentration von SP-D ebenfalls als Indikator flr parodontale
Entziindungsprozesse dienen konnte. In einer der bislang wenigen Studien in diesem
Kontext konnte gezeigt werden, dass die Durchschnittswerte von systemischem SP-D im
Plasma bei einer chronischen Parodontitis im Vergleich zu gesunden Probanden erhoht sind
[78]. Die Mittelwerte der SP-D Konzentrationen dieser Arbeit weisen wahrend der initialen
Untersuchung einen weit héheren Wert (146,2 ng/ml) auf, als in der vorangegangenen
Studie. Diese starke Abweichung lasst vermuten, dass die systemische Konzentration von
SP-D einen signifikanten Aufschluss Uber das Gesamtniveau inflammatorischer Prozesse

geben kann. Ebenso sollten sich auch vorangegangene Studien bestétigen lassen, in denen
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gezeigt wurde, dass SP-D grundsétzlich bei mannlichen Probanden und Rauchern erhoht ist
[85]. Die aktuelle Studienlage bestatigt zwar grundsatzlich die diagnostische Wertigkeit von
SP-D zur Indikation einer Parodontitis, jedoch sind noch keine verl&sslichen Werte Uber
Konzentrationen von SP-D als Referenz eines gesunden menschlichen Organismus in der
Literatur zu finden. Die Tatsache, dass SP-D nicht nur als Antagonist bei einer Parodontitis
aktiv ist, sondern auch bei anderen inflammatorischen Prozessen z.B. auch im
nasopharyngealen Bereich, zeigt die Schwierigkeit einer lokalen Abgrenzung bzw.
Zuordnung [76] [80] [77] [73]. Ein systemischer Nachweis erschwert die Lokalisation einer
Entzindung jedoch noch mehr, da eine Vielzahl méglicher Ursachen zugrunde liegen kann
[75]. Vor diesem Hintergrund muss die Eignung von SP-D als Biomarker in seinem
systemischen bzw. lokalen Nachweis differenziert betrachtet werden. Die vielféltigen
potenziellen Entziindungsprozesse im oralen und nasopharyngealen Bereich ziehen jeweils
eine erhéhte Aktivitat von SP-D nach sich, so dass die Bewertung der Konzentration von

SP-D lediglich als Indikator von inflammatorischen Prozessen im Allgemeinen geeignet ist.

5.3 Eignung MMP-8 als Biomarker

Der Nachweis von aMMP-8 in der Sulkusflissigkeit wurde bereits friiher fur den Einsatz in
der Diagnose der Parodontitis gepruft [178] [179] [180]. Die Eignung von aMMP-8 im Blut
als diagnostischer Marker konnte in einer aktuell erschienenen Studie bestétigt werden. Hier
wurde der parodontale Status sowohl mit der aMMP-8 Konzentration im gingivalen Sulkus
als auch im Serum untersucht. Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
parodontalem Status, aMMP-8 Konzentration im Sulkus und der Konzentration im Serum
nachgewiesen werden [97]. Weiterhin wurde gezeigt, dass es einen signifikanten
Zusammenhang zwischen den Sondierungstiefen der parodontalen Taschen und der dort
gemessenen MMP-8-Konzentration gibt [98]. Es konnte in mehreren Studien nachgewiesen
werden, dass die Expression des MMP-8 nach einer systematischen Therapie der
Parodontitis signifikant gesunken war [103] [104].

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese der vorliegenden Arbeit. Jedoch konzentriert
sich die Forschung bislang bei MMP-8 als Biomarker im Blut vorrangig auf den
Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen [105] [106]. Der direkte
Zusammenhang von MMP-8 Konzentrationen im Blut und einer Parodontitis ist in der

Literatur bislang weit weniger konkret betrachtet, als der Zusammenhang von MMP-8 aus
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der Sulkusflussigkeit oder Speichel [47] [88] [97] [98]. Eine Ursache hierfiir konnte die
deutlich erhohte Komplexitat sein. Oral vorkommendes MMP-8 lasst sich in der Regel direkt
mit einer Parodontitis assoziieren, sofern man den Raucherstatus berlcksichtigt. So zeigt
sich bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern auch unabhéngig von einer Parodontitis eine
erhdéhte MMP-8 Expression in der Sulkusflissigkeit [177], wohingegen sich dieser Effekt in
der MMP-8 Konzentration im Serum nicht bestétigt [181]. Insgesamt sind die moglichen
Ursachen fir eine erhohte MMP-8 Konzentration im Blut vielféaltig. So fuhren
kardiovaskuldre Erkrankungen wie z.B. Atherosklerose oder rheumatische Arthritis
unabhéngig von Parodontitis zu erhéhten MMP-8 Werten im Blut [176] [175] [106]. Um die
diagnostische Wertigkeit von systemischem MMP-8 besser beurteilen zu kdnnen erscheint
es sinnvoll, den Zusammenhang zwischen MMP-8 Konzentrationen im Blut und der
Parodontitis mit der Auswertung von MMP-8 Werten aus der Sulkusflussigkeit und dem
Speichel zu vergleichen und damit abzusichern [97], oder die mdglichen anderen
Einflussfaktoren auf zirkulierendes MMP-8 in der Auswahl der Studienpopulation zu

bertcksichtigen, um maoglichst auf Parodontitis isolierte Ergebnisse zu erhalten.

5.4 Diskussion der Ergebnisse

Im Vergleich der initialen Behandlung und erste Nachsorge, zeigten sich signifikante
Verbesserung der Kklinischen Parameter und damit eine erfolgreiche Therapie der
Parodontitis. Die mittlere Sondierungstiefe ist in der Betrachtung ST (all) initial geringer als
der definierte Schwellenwert von >3,0 mm als Grundlage einer Parodontitisdiagnose [143].
Die Blutungsneigung bei Sondierung sank von 0,35 wéhrend der initialen Untersuchung auf
0,26 im 1. Recall. Einzig die Werte der Plaque-Besiedelung flr Frauen und Raucher zeigen
im Vergleich der initialen Untersuchung zum 1. Recall zwar einen Riickgang der Werte, der

sich jedoch nicht fir eine statistische Signifikanz ausreicht.

Aus den Korrelationsanalysen geht zusétzlich hervor, dass es eine Assoziation von BOP (all)
und ST (all) (r=0,380 bei p=0,000) gibt, wohingegen die Blutungsneigung selbst weder mit
dem Geschlecht noch mit dem Rauchverhalten assoziiert ist. Jedoch ist sowohl das
Rauchverhalten (r= 0,366 bei p=0,000) als auch die Plaguebesiedelung (r= 0,216 bei
p=0,000) mit der Sondierungstiefe assoziiert. Es zeigte sich zwar keine Assoziation der
Geschlechter mit dem Rauchverhalten, jedoch eine schwache Korrelation von
Sondierungstiefe und Geschlecht (r=0,133 bei p=0,007), in der Untergruppe der Mé&nner.
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Somit erklart sich durch den hoheren Plaque-Index die durchschnittlich groRere
Sondierungstiefe bei Mé&nnern. Diesen Daten nach weisen rauchende Manner statistisch die
tiefsten Parodontaltaschen auf, wodurch das Risiko von Zahnverlust begiinstigt wird (ST /
Anzahl vorhandener Zéhne r=-0,119 bei p=0,016).

Anders verhalten sich die systemisch gemessenen Markermolekiile. Die gemessene
Konzentration von SP-D in der initialen Untersuchung zeigen zum 1. Recall keine
nennenswerte Reduktion der Werte. Fir Frauen und Raucher ist sogar ein leichter Anstieg
zu beobachten. Die Ergebnisse der vorangegangenen Studie kénnen nicht bestatigt werden
[78]. Etwas verandert zeigen sich die Werte der MMP-8 Messungen. Uber alle Gruppen ist
ein Ruckgang der Werte zu beobachten, jedoch reicht die Reduktion nicht aus, um den
Unterschied als signifikant zu werten. Allerdings weisen die Werte von MMP-8 einen
Standardfehler zwischen 8% und 12% auf, je nachdem welche Einzelauswertung betrachtet

wird und liegen damit deutlich tber dem Niveau der anderen Tests.

Auf den ersten Blick scheinen diese Einzelergebnisse nicht zusammenzupassen. Betrachtet
man die Ergebnisse der klinischen Parameter und der Markermolekdle aus den ersten beiden
Untersuchungsintervallen, so zeigt sich kein Zusammenhang zwischen Parodontal-
erkrankung und der systemischen Konzentrationen der Markermolekiile. Gemessen an den
Verbesserungen der klinischen Parameter zur ersten Nachuntersuchung gilt die Therapie
wahrend der initialen Behandlung als erfolgreich. Die fehlende Korrelation des
nachgewiesenen Therapieerfolgs und der systemischen Konzentration der Markermolekile
spricht gegen deren diagnostische Wertigkeit. In diesem Kontext ist zu beachten, dass es
trotz der Verbesserung der klinischen Parameter einen erhdhten Anteil der Patienten mit
nachgewiesenen parodontalpathogenen Bakterien gibt, wodurch ein verbleibend hohes
Niveau der Markermolekiile plausibel wére. Ein Blick in die zugrundeliegenden Richtlinien
liefert zumindest Anhaltspunkte zur Erklarung. Hierzulande ist es gangige Lehrmeinung und
offizielle Position der Fachgesellschaften, dass eine wirksame Parodontitis-Therapie nur in
besonderen Féllen aus den beiden Elementen der mechanischen Plaque-Entfernung und
einer antibiotischen Behandlung zu bestehen hat. Die antibiotische Behandlung ist nur fur
aggressive bzw. schwere Parodontiden oder langanhaltende chronische Parodontiden, deren
vorangegangene Behandlung keinen ausreichenden Therapierfolg gezeigt hatte, vorgesehen

[151]. Folgerichtig war die konsequente antibiotische Behandlung kein Bestandteil der
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untersuchten Behandlungsintervalle. Dagegen raten einige internationale Studien bereits seit
uber 20 Jahren auch im Fall einer chronischen Parodontitis zur Kombination beider
Therapieformen. Demnach sind zwar auch rein mechanische Therapieformen wirksam, eine
kombinierte Parodontitistherapie, bestehend aus mechanischer Plaque-Entfernung und der
Gabe spezieller Antibiotika, zeigt dagegen die besten Ergebnisse [162] [161] [164] [182]
[183] [184]. Hier konnte eine Ursache liegen, weshalb trotz positiver Befunde hinsichtlich
der Sondierungstiefe, Blutungsneigung und Plaque-Besiedelung, der Anteil der Patienten

mit positivem Keimbefund tendenziell eher anstieg.

Neben den klinischen Parametern und der Bestimmung der Markermolekile diente die
Bestimmung der pathogenen Infektion der Uberpriifung einer Korrelation zwischen der
Infektion und der systemischen Konzentration von MMP-8 und SP-D. In den
Korrelationsanalysen konnte gezeigt werden, dass bis auf eine einzelne schwache
Assoziation zwischen BOP (all) und A.a. (r=0,137 bei p=0,005) keine nennenswerte
Assoziation zwischen den klinischen Parametern und den untersuchten Bakterien besteht.
Daraus kann man ableiten, dass ein sichtbarer Behandlungserfolg durch verbesserte
Klinische Parameter, keinen Ruckschluss auf die Reduktion der auslésenden Bakterien
zulasst. Gemessen wurden die Anzahl und der Anteil der Patienten, bei denen die jeweiligen
Bakterien nachgewiesen werden konnten. Entgegen den Ergebnissen aus Sondierungstiefe,
Blutungsneigung und Plagque-Besiedelung stieg der Anteil der Patienten mit nachgewiesenen
PA-Bakterien T.f., P.i.,, P.m. und F.n. sogar an. Fur die Bakterien T.f., P.i. und P.m. ist der
Anstieg sogar signifikant (p<=0,0001 fur T.f., P.i. und p=0,045 fur P.m.). Dem gegenuber
verzeichnet der Anteil der Patienten mit den Bakterien A.a., P.g. und T.d. einen Riickgang
von der initialen Untersuchung zur ersten Nachuntersuchung. Fir A.a. (p=0,942) und P.g.
(p=0,816) zeigt sich aus den Ergebnissen keine Signifikanz. Lediglich fur T.d. zeigt sich mit
p=0,011 ein signifikant sinkender Anteil der Patienten mit pathogener Infektion.

Da der Nachweis der Bakterien erst in der Folgeuntersuchung zur durchgefihrten
Behandlung gefiihrt wurde, liegt hier eine mdgliche Erklarung der ausbleibenden Reduktion
in der Konzentration der Biomarker im untersuchten Behandlungsintervall. Betrachtet man
den Nachweis der einzelnen Bakterien, so zeigt ein hoher Anteil der Patienten eine Belastung
mit PA-Bakterien aus dem roten Komplex. Es muss von einer unvollstdndigen Entfernung

der Bakterien durch die rein mechanische Therapie ausgegangen werden. Tiefliegende und
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schwer erreichbare Bakterienherde, die sich z.B. an Furkationen ansammeln kénnen und fur
das zahnmedizinische Instrumentarium nur schwer bis gar nicht erreichbar sind, kdnnen so
bestehen bleiben und fir konstant hohe Entzundungswerte sorgen, selbst wenn die
Klinischen Parameter einen klaren Behandlungserfolg dokumentieren. Es ist daher flr den
langfristigen Erfolg der Therapie essenziell, das Vorkommen der parodontopathogenen
Bakterien signifikant zu senken. Hierzu nennen verschiedene Studien die Gabe von

Doxycyclin, Tetracyclin und Metronidazol als wirkungsvolle Antibiotika [147] [158] [165].

Die Auswertung von SP-D zeigt in den beiden Untersuchungsintervallen innerhalb der
Gruppen nahezu identisch Werte. Wahrend die systemische Konzentration bei Mé&nnern im
Laufe der Behandlung leicht sank, stieg er bei Frauen an. Auch beim Vergleich der Raucher
und Nichtraucher zeigt sich ein sehr ahnliches Bild. Zwar haben Nichtraucher insgesamt eine
niedrigere  Konzentration als Raucher, die Veranderungen zwischen den
Untersuchungsintervallen sind fir beide Gruppen jedoch nur marginal. Diese Auswertung
steht im Widerspruch zu einer friheren Studie, in der fir mannliche Teilnehmer und Raucher

ein grundsatzlich héheres Niveau von SP-D nachgewiesen wurde [85].

Die Besiedelung mit den untersuchten Bakterien wurde rein qualitativ gemessen. So wurden
die Anzahl und der Anteil der Patienten ausgewertet, bei denen die untersuchten Bakterien
nachgewiesen werden konnten. Aus den Daten der Studie lasst sich keine Aussage Uber das
quantitative Vorkommen der Bakterien der Patienten ableiten. Aus dem quantitativen
Vergleich zwischen den nachgewiesenen Bakterien und den Markermolekilen hatten sich
weitere Riickschlisse ziehen lassen kdnnen. Vor dem Hintergrund, dass SP-D ein Protein
ist, das als Antagonist eines Entziindungsprozesses auftritt, darf davon ausgegangen werden,
dass seine Konzentration mit der Konzentration der entziindungsférdernden Bakterien bis zu
einem gewissen MaRe ansteigt bzw. absinkt. Da bei einer bestehenden Parodontitis die
gewebedestruktiven Prozesse die der regenerativen deutlich (ibersteigen [45] [46], ist davon
auszugehen, dass es keinen gleichartigen Anstieg beider Marker gibt. Eine &hnliche
Vermutung besteht fiir das aktiv an den gewebedestruktiven Prozessen beteiligte MMP-8. Je
intensiver die individuelle Infektion, desto hthere aMMP-8 Konzentrationen sollten zu
erwarten sein. Es ist anzunehmen, dass eine signifikante Reduktion der systemischen
Markermolekdile erst dann zu erwarten ist, wenn die Ursachen der Expression dieser auf ein

MaR reduziert wurden, ab dem sich die natirliche Homoostase wieder einstellt. Hierzu ist
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die Reduktion der PA-assoziierten Bakterien unerlasslich. In der Folge misste auch die
Konzentration der Markermolekiile sukzessive absinken. Diese These kann durch die
Ergebnisse der vorliegenden Studie jedoch nicht validiert werden.

Es lasst sich anhand der Daten feststellen, dass Frauen im Allgemeinen eine bessere
Mundhygiene aufweisen, als Manner. Damit bestatigt auch diese Studie die allgemeine
Beobachtung zur Mundhygiene und unterstreicht in diesem Punkt die Représentativitat der
Studie. So zeigen sie sowohl bei den Sondierungstiefen als auch bei der Plaque-Besiedelung
die niedrigeren Werte als Manner. Dazu passend weisen Frauen auch einen deutlich
niedrigeren Wert bei aMMP-8 auf als Manner. Sowohl bei der Plaque-Besiedelung als auch
bei den aMMP-8 Werten zeigen Frauen bereits bei der initialen Untersuchung bereits bessere
Werte, als Manner in der ersten Nachuntersuchung. Manner weisen zwar den absolut
starkeren Ruckgang beider Werte auf, gemessen am hohen Ausgangswert ist ein starkerer
Effekt allerdings auch eher zu erwarten. Bei der Blutungsneigung weisen Frauen zur initialen
Untersuchung zwar einen nahezu identischen Wert wie Manner auf, zeigen nach der
Behandlung aber einen deutlicheren Riickgang. Da es in der Behandlung im Zuge der Studie
keinen Unterschied zwischen Mannern und Frauen gegeben hat, kann davon ausgegangen
werden, dass Frauen sorgsamer in der eigenen Zahnpflege waren. Fur den Vergleich der
Raucher mit den Nichtrauchern zeigt sich ein sehr &hnliches Bild. Nichtraucher haben
durchgehend Uber alle Untersuchungen die besseren Werte als Raucher, mit der einzig
Ausnahme der Blutungsneigung, die bei Rauchern im Allgemeinen niedriger ist als bei
Nichtrauchern [112].

Der vermutete Zusammenhang zwischen den beiden untersuchten Markermolekilen und der
Parodontitis konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Jedoch lassen die betrachteten
Behandlungsintervalle und diskutierten Richtlinien einer adjuvanten antibiotischen
Therapie, deren Erfolg sich erst in den folgenden Behandlungsintervallen zeigen kann, keine
abschliellende Beurteilung der diagnostischen Wertigkeit der untersuchten Markermolekiile
zu. Zumindest scheinen die zeitgleich hohen Werte von SP-D als Gegenspieler einer
Entzindung sowie aMMP-8 als aktiv gewebedestruktives Enzym und der hohe Anteil an
Patienten mit einem Nachweis von pathogenen Bakterien als ein Indiz eines
Zusammenhangs zwischen den Markermolekilen und der Erkrankung. Nachdem fiir

aMMP-8 im Serum zumindest die Tendenz fir einen Rickgang der Werte erkennbar war
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und dieser Riickgang durch alle Gruppen hinweg gleichzeitig zu einer reduzierten Plaque-
Besiedelung beobachtet werden konnte, bleibt die Vermutung bestehen, dass die fehlende
statistische Signifikanz nicht abschlieend auf einen tatsachlich nicht vorhandenen
Zusammenhangs zurtickzufiihren sein muss. Die fehlende Nachweisbarkeit kann durchaus
in den untersuchten Behandlungsintervallen begrindet sein, da erst in den folgenden
Behandlungsintervallen die adjuvante antibiotische Therapie ihre Wirkung entfalten konnte
und durch eine gezielte Bakterienreduktion potentiell auch die Expression von MMP-8
verringert haben konnte. Fir SP-D ist zwar aus dieser Arbeit keine Tendenz erkennbar, aber
hier konnte der Zusammenhang bereits in friiheren Studien nachgewiesen werden [78]. So
lasst sich fiir dieses Markermolekil vermuten, dass die fehlende Reduktion der pathogenen
Bakterien und damit das Fortbestehen der entziindlichen Prozesse eine verminderte
Ausschittung des Surfactant-Proteins-D gar nicht mdoglich war. Da SP-D Teil eines
biologischen Gleichgewichts der gesunden Mundflora ist, muss angenommen werden, dass
ein bestimmtes MaR an inflammatorischen Prozessen zundchst unterschritten werden muss,

bevor sich auch die systemische Konzentration des SP-D reduziert.
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6 Zusammenfassung

Diese Studie untersuchte die Wertigkeit der systemischen Expression von SP-D und MMP-
8 zur Verlaufskontrolle der Parodontitis. Dazu wurden in vendsen Blutproben die
Konzentrationen von SP-D und MMP-8 vor und sechs Monate nach einer
indikationsgerechten parodontologischen Behandlung von 150 Patienten bestimmt. Die
Diagnose der Parodontitis wurde nach einer standardisierten klinischen und radiologischen
Untersuchung aller Patienten an Hand von definierten Kriterien gestellt. Zusétzlich erfolgte
eine mikrobiologische Untersuchung der parodontalen Taschen.

In der Gesamtpopulation zeigten die klinischen Befunde im Vergleich der initialen zur ersten
Nachuntersuchung eine signifikante Verbesserung der gemessenen Werte. Sowohl die
Sondierungstiefen als auch die Blutungsneigung nach Sondierung nahmen durch die
Therapie signifikant ab. Gleichzeitig konnte fiir Bakterien der Spezies Treponema denticola
eine signifikante Reduktion der Infektion nachgewiesen werden nicht aber flr die brigen
flnf getesteten parodontalpathogenen Bakterien. Die systemische Expression von MMP-8
war in der Gesamtpopulation vor und sechs Monate nach der parodontalen Therapie nicht
unterschiedlich. Die Konzentration des SP-D zeigte nach der parodontalen Therapie
tendenziell eine Verringerung. Nach der statistischen Analyse der Ergebnisse erreichte
dieser Unterschied jedoch ebenfalls keine Signifikanz. Auch nach Stratifikation der
Studienkohorte nach dem Geschlecht und dem Rauchverhalten, konnte keine signifikant
unterschiedliche systemische Expression der beiden Markermolekiile MMP-8 und SP-D vor
und nach der Parodontaltherapie angetroffen werden.

Zusammenfassend fiihrte die Therapie der Parodontitis nach sechs Monaten zur erwarteten
signifikanten Verbesserung der klinischen Befundparameter gleichzeitig aber nicht zu einer
Veranderung der systemischen Expression von MMP-8 und SP-D. Die Bestimmung der
systemischen Konzentrationen dieser beiden Markermolekdile scheint deshalb zur Kontrolle
des parodontalen Erkrankungsverlaufs im Zeitraum von sechs Monaten nicht ausreichend

zuverlassig zu sein.
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11 Anhang

11.1 Anleitung zur Probenentnahme

1.

Jeder Patient muss vor der Probenentnahme eine Einverstandniserklarung

unterschreiben.

Ausfullen des Fragebogens.

Speichelentnahme (analog dem MMP-8-Schnelltest)

Den Mund mit Leitungswasser 30 s lang ausspuilen, danach Wasser ausspucken.
Eine Minute warten.
Die Flussigkeit vollstandig in den beigefugten Becher geben.

30 s mit der Flussigkeit Mund, Zahne und Zahnfleischrdaume intensiv spilen. Nicht

gurgeln!
Die Mundspullésung soll vollstandig in den Becher zurlickgespuckt werden.
Die Mundspullésung aus dem Becher in das 50 ml Réhrchen fullen.

Beschriften der Tute, Einverstandniserklarung und Fragebogen mit Patientennamen

und Geburtsdatum

Entnahme der Sulkusfliissigkeit:

Nach dem PA-Befund
Entnahme mit sterilen GCF-Streifen in jedem Quadranten aus der tiefsten PA-Tasche

Entnahmestelle und Uhrzeit im PA-Programm unter Befund

Plaqueindex/Blutungsindex notieren

Relative Trockenlegung, Zahn vom Speichel befreien, nicht Gbertrocknen.
GCF-Streifen mit Pinzette am blauen Ende anfassen und vom Trager abziehen.
GCEF-Streifen mit dem weil3en Ende ca. 1-2 mm in den Sulkus einfiihren.
GCF-Streifen 30 Sekunden im Sulkus belassen.

GCEF-Streifen entnehmen und in Kryoréhrchen (mit dem blauen Deckel) geben.

Fir die GCF-Streifen 2 bis 4 analog verfahren und in Kryordhrchen (dasselbe wie

vorher) geben.
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5. Entnahme der Bakterienprobe

= Nach der Entnahme der SulkusflUssigkeit.

= Entnahme mit sterilen Papierspitzen (ISO40) an der gleichen Stelle wie die

Sulkusflissigkeit.
= Die Papierspitze fir 10 Sekunden bis auf den Taschenfundus einfiihren.
= Die Papierspitze entnehmen und in ein Reagenzréhrchen einlegen.

= Fir die Papierspitze 2 bis 4 analog verfahren.

<

6. Blutentnahme durch Frau Hackl.

AN
-Qlelle; dentognostics.

Alle Proben mussen nach der Entnahme in der Kihlbox (Raum C0.31 PC-Eingabe-

Studenten) gelagert werden!!!
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11.2 Informationsblatt fiir Patienten

Poliklinik
fiir Zahnerhaltung und Parodontologie
Direktor: Prof. Dr. Reinhard Hickel

Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen
Medizinische Fakultit - Klinikum Innenstadt

Informationsblatt und Einverstandniserklarung zur
wissenschaftlichen Studie zur
»Charakterisierung von Markermolekulen zur Diagnose und

Verlaufskontrolle der marginalen Parodontitis*
(Studienleiter: Prof. Dr. Dr. M. Folwaczny)

Liebe Patientin,

lieber Patient!

Ein grolRer Teil der Bevolkerung leidet an einer chronischen Entziindung des Zahnfleisches
("Parodontose™). Zahnfleischentzindungen werden durch Bakterien ausgeldst, die sich
durch Zahnbeldge in den Zahnfleischtaschen vermehren konnen. Ohne eine geeignete
zahnarztliche Therapie fuhrt die Erkrankung zum irreversiblen Verlust des
Zahnhalteapparates. Nach einem meist mehrjahrigen Verlauf lockert sich der Zahn und fallt
schlieBlich aus. Wird die Erkrankung rechtzeitig erkannt, ist in den meisten Féllen eine

Behandlung mit gutem Erfolg maglich.

Bislang stehen fir die Diagnose von entzindlichen Parodontalerkrankungen ausschlieRlich
klinische und réntgenologische Parameter zur Verfligung. Zur Verbesserung der Diagnose
sowie zur Kontrolle des Verlaufs von Parodontalerkrankungen konnten zukinftig
biologische (laborchemische) Verbindungen herangezogen werden. Diese biologischen
Verbindungen kénnten entweder im Speichel oder im Blut der Patienten angetroffen werden.
Zur Suche dieser fur die parodontalen Diagnose geeigneten biologischen Verbindungen wird
an der Poliklinik fur Zahnerhaltung und Parodontologie der Universitdt Munchen eine
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wissenschaftliche Studie durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Studie sollen insbesondere
Unterschiede in der korpereigenen Produktion dieser biologischen Verbindungen bei
Patienten mit Zahnfleischentziindung und Menschen ohne Zahnfleischentziindung bestimmt
und die Anderung der Produktion dieser Molekiile im Verlauf der Behandlung der

Parodontalerkrankung beobachtet werden.

Zur Durchfihrung dieser Studie bendtigen wir Blut- und Speichelproben sowie
Bakterienabstriche und Proben der Flissigkeit aus Zahnfleischtaschen (sogenannte
»Sulcusfliissigkeit™) von Patienten mit einer Zahnfleischentziindung und von Menschen, die
keine parodontale Erkrankung haben. Da Sie fiur die Teilnahme an der Studie geeignet
waren, wurden wir gerne auch bei Ihnen eine Blutprobe (30 ml) aus einer Vene im Bereich
der Ellenbeuge am rechten oder linken Arm sowie eine Speichelprobe entnehmen. Die
Entnahme der verschiedenen Proben (Blut, Speichel, Bakterien, Sulcusfliissigkeit) sowie die
anschlieBende labortechnische Untersuchung dient weder der Diagnose noch der Therapie
einer bei Ihnen bestehenden Erkrankung der Z&hne oder des Zahnfleisches. Die
Probenentnahme bringt flr Sie also keinen persénlichen Nutzen. Deshalb missen Sie zuvor

der Entnahme der Proben zustimmen.

In den Proben von Blut, Speichel und Sulcusfliissigkeit wird die Konzentration
verschiedener biologischer Verbindungen bestimmt, die im Zusammenhang mit einer
entziindlichen Parodontalerkrankung stehen. Unter anderem sollen derzeit folgende
Molekiile untersucht werden: alkalische Phosphatase, Osteokalzin, Osteonektin,
Osteopontin, Kollagen Telopeptidasen, Matrixmetalloproteinasen (Typ 8, 9, 13),
hepatocyte-growth factor, Interleukin 103, Surfactant-Protein-D, IgG (P. gingivalis), 1gG (C.
rectus), 1gG (A. Actinomycetemcomitans). Die Bakterienprobe dient der Untersuchung von
Erregern von entziindlichen Parodontalerkrankungen. Unter anderem ist momentan geplant,
Bakterien mit den wissenschaftlichen Namen Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis und Tannerella forsythia zu bestimmen.

Wie viele und welche Faktoren bzw. Bakterien spater noch in den von uns gesammelten
Proben untersucht werden, ist im Augenblick noch nicht sicher abzuschatzen und richtet sich
vor allem auch nach den zukinftigen Ergebnissen der parodontologischen Forschung. Es
werden in jedem Fall ausschliellich biologische Verbindungen untersucht, fir die ein

Zusammenhang mit einer Parodontalerkrankung bestehen kdnnte.

91



Grundsétzlich unterliegen alle im Rahmen der Studie gewonnenen Proben und Daten der
arztlichen Schweigepflicht und werden nur verschlisselt (,,pseudonymisiert™) ausgewertet,
wodurch nur dem Studienleiter eine Zuordnung der Proben bzw. der gefundenen Daten zu
einzelnen Patienten mdglich ist. Die Zuordnung erfolgt auRerdem nur, falls die Klarung einer
wahrend der Studie auftretenden wissenschaftlichen Fragestellung (z.B. Einfluss von
bestimmten Medikamenten auf die Starke der kdrpereigenen Produktion von diagnostisch
zu verwendbaren biologischen Verbindungen) dies erforderlich macht. Auch in diesen
Fallen werden die Daten ausschlielich verschlusselt, ohne Bezug zu einer bestimmten
Person an Dritte, die an der Auswertung der Studie beteiligt sind, weitergegeben. Die
Pseudonymisierung  erfolgt durch  Zuordnung einer neutralen, individuellen
Probandennummer zu jeder Probe (Blut, Speichel, Sulcusflissigkeit, Bakterien). Die Proben
werden nach der Entnahme gelagert und nach Ablauf von fiinf Jahren vernichtet. Ein
Rucktritt von der Teilnahme an der Studie ist jederzeit und ohne Angabe von Griinden
maoglich. Auf Antrag wird in diesem Fall das gewonnene Probenmaterial ausgehandigt oder
vernichtet. Die mit Hilfe des Probenmaterials gewonnenen Daten werden auf Wunsch

ebenfalls unwiderruflich geléscht.

Fur die Teilnehmer an der Studie ist keine spezielle Probandenversicherung abgeschlossen

worden.

Dieser Aufklidrungsbogen ersetzt natiirlich nicht das personliche Gespridch mit IThnen. Er
soll Thnen vielmehr erste Informationen fiir das noch stattfindende Aufklarungsgespriach

geben. Sollten Sie noch weitere Fragen haben sind wir gerne bereit diese zu beantworten.
Sollten Sie noch Fragen haben oder nach der Behandlung Beschwerden auftreten, kénnen

sie die/den behandelnde(n) Zahnérztin/Zahnarzt Frau/Herm ........ccccccooevieieniesivennsinennnns
unter der Telefonnummer 089/5160-93 _ erreichen.
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11.3 Einverstandniserklarung

Nach eingehender Aufklarung erklire ich mich zur Teilnahme an der oben genannten
Studie bereit. Mir ist bekannt, daf} die Blut- und Speichelentnahme im Rahmen einer
wissenschaftlichen Studie stattfindet, ausschlie8lich wissenschaftlichen Zwecken dient und
nicht zur Therapie einer bei mir bestehenden Zahnerkrankung beitragt. Meine Fragen
wurden vollstindig und umfassend durch den/die aufklirende(n) Arztin/Arzt beantwortet.
Ich kann mein einmal gegebenes Einverstandnis jederzeit ohne Angabe von Griinden
widerrufen. Auf Antrag wird in diesem Fall das gewonnene Probenmaterial ausgehindigt

oder vernichtet.

Minchen, den

(Unterschrift der/des Patientin/en) (Unterschrift der/des aufklarenden Arztin/Arztes)

11.4 Datenschutz

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiber die &rztliche Schweigepflicht und den
Datenschutz eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde iiber Sie erhoben,
gespeichert und verschliisselt (pseudonymisiert), d.h. weder Thr Name noch Ihre Initialen
oder das exakte Geburtsdatum erscheinen im Verschliisselungscode, weitergegeben. Im
Falle des Widerrufs Ihrer Einwilligung werden die pseudonymisiert gespeicherten Daten
vernichtet. Der Zugang zu den Originaldaten und zum Verschliisselungscode ist auf folgende
Personen beschrédnkt: Prof. Dr. Dr. M. Folwaczny. Die Unterlagen werden in der Poliklinik
fiir Zahnerhaltung und Parodontologie, Klinikum der Universitdt Miinchen, Goethestr. 70,
80336 Miinchen fiir 10 Jahre aufbewahrt. Eine Entschliisselung erfolgt lediglich in Féllen,
in denen es lThre eigene Sicherheit erfordert (,,medizinische Griinde*) oder falls es zu

Anderungen in der wissenschaftlichen Fragestellung komm (,,wissenschaftliche Griinde®).
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Im Falle von Verdéffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der
personlichen Daten gewahrleistet.

Ich bin mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten nach
Maldgabe der Patienteninformation einverstanden.

Minchen, den

(Unterschrift der/des Patientin/en) (Unterschrift der/des aufklarenden Arztin/Arztes)
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