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Zusammenfassung

Die Parodontitis resultiert aus einem Ungleich zwischen parodontalpathogenen Bakterien
sowie der lokalen und systemischen Immunabwehr. In der Sulkusfliissikeit lassen sich
immunologische und mikrobiologische Parameter messen, anhand derer Riickschliisse auf den
Pathogeneseprozess gezogen werden konnen. Als potentieller Biomarker der Wirtsantwort
wurde vor mehr als zwanzig Jahren die aktivierte Matrix-Metalloproteinase 8 (aMMP-8)
identifiziert. Sie wird vor allem von polymorphkernigen neutrophilen Granulzyten (PMN) als
Reaktion auf mikrobielle Belastung gebildet. Sie prozessiert das Kollagen im Parodont und
bahnt damit den Granulozyten den Weg zur Abwehr von Keimen. Durch kdorpereigene
Abwehrproteine und die damit einhergehende Entziindung kommt es zur Destruktion
parodontalen Gewebes, was mit Attachmentverlust einher geht.

Das Rauchen von Zigaretten stellt einen Risikofaktor fiir die Parodontitis dar, indem es unter
anderem die Immunreaktion auf die Parodontitis modifiziert. Es ist bereits bekannt, dass der
Tabakrauch die Funktion von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten beeintrachtigt.
Der Einfluss des Rauchens auf die aMMP-8 wurde bisher nicht untersucht.

Eine frithe Diagnose des Gewebeuntergangs bei Parodontitis, beispielsweise anhand von
Biomarkern, die einen Entziindungszustand anzeigen bevor klinische Zeichen feststellbar
sind, wird insbesondere dann wichtig, wenn eine frilhe Privention des irreversiblen
Attachmentverlustes eingeleitet werden soll.

Ob Rauchen einen Einfluss auf immunologische und mikrobiologische Parameter bei
Patienten mit generalisierter chronischer Parodontitis hat, sollte in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden.

Das Ziel der Analyse der gingivalen Sulkusfliissigkeit war es klinische, mikrobielle und
immunologische Parameter miteinander zu verkniipfen, um einen Beitrag zur
Risikobestimmung fiir die Parodontitis zu leisten. Dabei soll vor allem geklart werden, ob die
aMMP-8 Konzentration vom Tabakkonsum abhingig ist und ob es sich auch bei Rauchern als
Biomarker der Parodontitis eignet. Weiterhin sollte der klinische Zustand bei Rauchern auf
einer moglichen Korrelation mit der aMMP-8 Konzentration {iberpriift werden. Eine
umfassende Untersuchung von sieben Zytokinen und fiinf wichtigen parodontalpathogenen
Keimen sollte mogliche Zusammenhidnge zwischen der Immunreaktion und der aMMP-8
Konzentration bei Rauchern aufdecken.

In einer Querschnittsstudie wurden insgesamt 60 Probanden untersucht. Von je 30 parodontal

gesunden Probanden bzw. Patienten mit chronischer Parodontitis (davon jeweils die Hélfte



Raucher) erfolgte nach Aufkldrung und Einwilligung in die Studie die Entnahme von
Sulkusfliissigkeit aus der tiefsten Tasche je Quadrant. Die Proben der Sulkusfliissigkeit
wurden mit einem Enzymimmunoassay auf folgende Parameter untersucht: aMMP-8-
Konzentration, Konzentration von Interleukin-1p (IL-1p), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8
(IL-8), Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), Tumornekrosefaktor- (TNF-f), Interleukin-4 (IL-4)
und Interleukin-10 (IL-10). Per Real-Time PCR wurde die Quantitit der Keime
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
ctinomycetemcomitans), Treponema denticola (T. denticola), Tannerella forsythia (T.
forsythia) und Filifactor alocis (F. alocis) bestimmt. Die Konzentration von aMMP-8 wurde
als primidrer Zielparameter definiert. Eine a priori Fallzahlplanung erfolgte fiir diesen
Parameter anhand bereits vorliegender Daten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass die Bestimmung der aMMP-8
eine Differenzierung zwischen den Gruppen mit parodontal Gesunden und Parodontitis
erlaubt (p < 0,05). Rauchen scheint hier keinen Einfluss zu haben. Es bestehen signifikante
Korrelationen zwischen den ermittelten Werten der aMMP-8 und verschiedener klinischer
Parameter.

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass je hoher die Konzentration der aMMP-8, desto
hoher die Blutungsneigung, die Sondierungstiefe und der Attachmentlevel ist (je p < 0,05).
Des Weiteren besteht ein Dosis-Zeit-abhingiger Effekt des Rauchens (Anzahl der pack-years)
und den Werten der aMMP-8. Je hoher die pack-years, desto hoher die aMMP-8
Konzentration (p < 0,05).

Die untersuchten parodontalpathogenen Bakterien wurden in signifikant hoheren Keimzahlen
bei Parodontitispatienten ermittelt. Rauchen schien hier keinen Einfluss zu haben. Lediglich
Filifactor alocis wurde signifikant hdufiger bei Rauchern gefunden als bei Nichtrauchern mit
Parodontitis. Das Verhiltnis pro- zu anti-inflammatorischen Interleukinen, ausgedriickt als

IL1/IL10-Ratio, war bei Parodontitispatienten deutlich Richtung Inflammation verschoben.



1. Einleitung

Die Parodontitis ist eine Infektionskrankheit, bei deren Atiologie priméir orale
Mikroorganismen eine wichtige Rolle spielen (Socransky 1977).

Seit den 1950er- Jahren wurde die Prévalenz von Parodontitis weltweit untersucht. Aktuell
zur Verfiigung stehende Daten zeigen eine steigende Tendenz der Parodontopathien in den
Industrieldndern. Die Ergebnisse der IV. Deutschen Mundgesundheit-Studie (DMS 1V) aus
dem Jahre 2006 zeigen, dass die Parodontalerkrankungen in der deutschen Bevolkerung weit
verbreitet sind und die Pravalenz der Erkrankung seit der DMS III im Jahre 1997 gestiegen
ist. Die DMS 1V zeigt, dass unter den Erwachsenen 52,7% unter mittelschweren und 20,5%
unter schweren Formen der Parodontitis leiden. Bei den Senioren sind 48,0% von einer
mittelschweren und 39,8% von einer schweren Form dieser Erkrankung betroffen. Als
besondere Risikofaktoren fiir schwere Formen der Parodontitis erwiesen sich ein niedriger
Bildungsstand und das Rauchen. In der Altersgruppe der Erwachsenen hatten Raucher mit
einfacher Schulbildung im Vergleich zum Durchschnitt der Altersgruppe ein um den Faktor
3,3 hoheres Risiko, an einer schweren Parodontitis zu erkranken. Schwere Formen der
Parodontitis sind aullerdem bei Méannern haufiger als bei Frauen anzutreffen (Micheelis und
Schiffner 2006).

Der Parodontitis geht zumeist eine unbehandelte und liber Wochen bestehende, etablierte
Gingivitis voraus (Page und Schroeder 1976). Spezifische Keime wurden fiir die Progression
und Manifestation einer Parodontitis verantwortlich gemacht (Socransky 1977), jedoch gibt es
immer noch keine klare Evidenz, die dies schliissig belegt (Bartold und Van Dyke 2013).
Friihe Studien von Loe und Mitarbeiter zeigen, dass die frithzeitige mechanische Entfernung
der Plaque (Loe et al. 1965) zur Riickbildung der Gingivitis fithrt und somit die Entstehung
einer Parodontitis verhindert werden kann. Die kausale Therapie der Parodontitis besteht
darin, die Zahl der Parodontalpathogene zu verringern und so die Progression der Entziindung
zu stoppen, damit das infizierte Gewebe ausheilen kann (Magnusson et al. 1994). Dies ist
durch mechanische und antimikrobielle Methoden moglich. Die wichtigste Rolle spielt
hierbei die mechanische Entfernung der supra-, und subgingivalen Plaque (Scaling) sowie die
Wurzelglédttung (Root planing) mit Hilfe von Handinstrumenten oder mit Ultraschallgeridten
(Oosterwaal et al. 1987). Die wichtigsten Ziele hierbei sind die Entfernung von bakteriellen
Ablagerungen von der Wurzeloberfliche, sowie die Entfernung von Endotoxin und bakteriell
infiziertem Wurzelzement (Pattison 1996). Dabei erzielt man mit Handinstrumenten und
Ultraschallgerdten ungefdhr gleichwertige Ergebnisse (Oosterwaal et al. 1987). Orale
antibakterielle Losungen wie z.B. Chlorhexidin oder Antibiotika (Haffajee et al. 2003)



konnen die mechanische Therapie ergidnzen (Brecx et al. 1990).

Als Kriterium fiir die erfolgreiche Therapie wurde die Verminderung der Keimzahl im
Verlauf der Behandlung heran gezogen. Dabei lag das Augenmerk vor allem auf der
Reduktion der Leitkeime Aggregatibacter actinomycetemcomintans (4.
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum), Tannerella forsythia (T. forsythia) und Treponema denticola (T.
denticola) (Slots und Listgarten 1988, van Winkelhoff und de Graaff 1991), die fiir die
Initiation und Progression der Parodontitiden verantwortlich gemacht werden (Socransky und
Haffajee 1994).

Zur Untersuchung der Bakterien-Wirt-Interaktionen eignet sich insbesondere als
Untersuchungsmedium die Sulkusfliissigkeit (Guentsch et al. 2011). Gewonnene Proben der
Sulkusfliissigkeit haben den Vorteil, dass in diesen zusitzlich zu mikrobiellen, auch
immunologische und systemische Biomarker enthalten sind, die den Entziindungsprozess der
Parodontopathien charakterisieren konnen (Lamster und Ahlo 2007).

So gibt es beispielsweise Studien, die die Aktivitit von Matrix-Metalloproteinasen und
einigen bestimmten Botenstoffen des Immunsystems, sogenannten Zytokinen, bei
parodontalen Erkrankungen untersuchten (Ejeil et al. 2003, Sorsa et al. 2004). Dabei deutet
sich an, dass die aktivierte Matrix-Metalloproteinase 8 (aMMP-8) ein wichtiger Biomarker
des Entziindungsprozesses ist (Kraft-Neumaérker et al. 2012, Sorsa et al. 2004). Zusétzlich
spielen bestimmte Zytokine, wie beispielsweise TNF-a, IL-1p, IL-8 und IL-6 eine wichtige
Rolle bei der Wirtsantwort auf die bakterielle Infektion (Ejeil et al. 2003, Masada et al. 1990,
Rossomando et al. 1990).

Neben endogenen Faktoren wie z.B. Diabetes (Southerland et al. 2005) ist bekannt, dass
exogene Risikofaktoren wie beispielsweise Stress und Tabakkonsum negative Auswirkungen
auf das Immunsystem haben und damit zusitzlich die Parodontitisprogression begiinstigen
konnen (Mooney et al. 2001, Guentsch et al. 2006, Bergstrom 2003)

Aus der internationalen Literatur ist allerdings nicht klar zu entnehmen, ob Tabakkonsum

Einfluss auf die Aktivitat der aMMP-8 hat.

Die Parodontitis wird von einer kleinen Gruppe von gram-negativen, anaeroben oder
microaerophilen Bakterien, die den subgingivalen Bereich kolonisieren, ausgeldst (Page und
Kornman 1997). Ob Mikroorganismen die alleinige Ursache fiir die Entstehung einer
Parodontitis darstellen, muss noch geklirt werden (Dongari-Bagtzoglou 2008).

Der Wirtorganismus antwortet auf Antigene, Bakterien und ihre Virulenzfaktoren mit einer



entziindlichen  Reaktion. Dabei  werden Zytokine, Eikosanoide und andere
Entziindungsmediatoren wie z.B. Kinine und Matrix-Metalloproteinasen ausgeschiittet, die
dann die Destruktion von Knochen und Bindegewebe einleiten. Diese Vorgidnge werden

zudem von endogenen und exogenen Faktoren modifiziert (Page und Kornman 1997).

Die Parodontalerkrankungen wurden im November 1999 auf dem ,,International Workshop
for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions* klassifiziert (Armitage 1999).
Die beiden wichtigsten Parodontitisformen sind die aggressive und die chronische

Parodontitis.

1.1 Chronische Parodontitis

Die chronische Parodontitis (cP) ist eine infektiose Erkrankung, die mit einer Entziindung des
Zahnhalteapparates und progressivem Verlust von Attachment und Knochen einhergeht. Es
bilden sich parodontale Taschen und/oder gingivale Rezessionen. Die chronische Parodontitis
ist die am meisten vorkommende Form der Parodontitis. Die Pravalenz und der Schweregrad
der Krankheit steigen mit zunehmendem Alter. Man unterscheidet eine lokalisierte von einer
generalisierten Form (> 30 % der Parodontien betroffen) (Lindhe et al. 1999).

Der Schweregrad kann fiir einzelne Zdhne und Parodontien oder fiir die gesamte Dentition
angegeben werden. Dabei unterscheidet man entsprechend des Attachmentlevelverlustes eine
leichte (1 — 2 mm), moderate (3 - 4 mm) und schwere (2 5 mm) chronische Parodontitis

(Lindhe et al. 1999).

Weitere Charakteristika der chronischen Parodontitis sind:
- Das Ausmal} des Gewebsuntergangs steht im Zusammenhang mit lokalen Reizfaktoren
- Haufiges Vorkommen von subgingivalen Konkrementen
- Kann durch andere Einfliisse wie das Rauchen von Zigaretten und emotionalem Stress

begiinstigt werden (Lindhe et al. 1999)

1.2 Aggressive Parodontitis

Die aggressive Parodontitis wird in eine lokalisierte und eine generalisierte Form unterteilt.
Diese haben einige gemeinsame Merkmale. Erstens sind die betroffenen Patienten mit
Ausnahme der Parodontitis klinisch gesund. Weiterhin findet bei dieser Form der Parodontitis
ein rapider Attachment- und Knochenverlust statt, wiahrend auch die Familienanamnese

positiv ist.



Sekundiare Merkmale sind:

- Die Menge an bakterieller Ablagerung ist nicht proportional zum Gewebsuntergang

- Erhohtes Vorkommen der Bakterien Aggregatibacter actinomycetemcomitans und
Porphyromonas gingivialis

- Abnorme Phagozytenfunktionen

- Hyperaktive Makrophagen, deren Vorkommen mit einem erhohtem Level von Prostaglandin
E2 und IL-1p einher geht

Es miissen nicht alle Merkmale der Krankheit vorliegen (Lang et al. 1999).

1.2.1 Lokalisierte aggressive Parodontitis

Die lokalisierte Form manifestiert sich typischerweise an den 1.Molaren und den Inzisivi. Der
Erkrankungsbeginn liegt zumeist in der Pubertit. Die Antikorper-Titer gegen die
Parodontalpathogene sind im Serum erhoht (Lang et al. 1999).

1.2.2 Generalisierte aggressive Parodontitis

Die generalisierte Form beginnt meist vor dem 30. Lebensjahr. Es sind drei Zdhne zusétzlich
zum ersten Molaren oder Inzisivus mit generalisiertem Attachmentverlust betroffen.
Risikofaktoren wie emotionaler Stress, Zigarettenrauchen, Medikamente, Sexualhormone und
systemische Erkrankungen wie Diabetes mellitus begiinstigen ihre Entwicklung (Lang et al.

1999).

1.3 Mikrobiologie der Parodontitis

Die Bakterien der supra- und vor allem der subgingivalen Plaque spielen in der Pathogenese
der Parodontitis eine wichtige Rolle (Loe et al. 1965). Es wurden mehr als 700 verschiedene
Bakterienspezies in der Mundhohle nachgewiesen (Paster et al. 2006). Die Anwesenheit der
meisten Stdmme ist physiologisch. Bakterien, ihre Metaboliten und Produkte sind generell
notwendig und niitzlich fiir die Gesundheitserhaltung des Parodonts (Socransky et al. 1988).
Von der Gesamtzahl der Spezies werden ungefahr zwanzig als pardontalpathogen angesehen,
wobei wiederum nur einige von diesen in der Lage sind, tatsdchlich die Krankheit
Parodontitis auszuldsen (Genco et al. 1996).

Die physiologische Flora besteht vor allem aus grampositiven, fakultativ anaeroben Kokken
und unbeweglichen Stibchen. Sie haben sich im Laufe der Evolution besser an die

Verhiltnisse der menschlichen Mundhohle adaptiert. Parodontalpathogene Mikroorganismen



sind dagegen iiberwiegend gramnegativ und obligat anaerob (Carlsson 1989).

Zu diesen Mikroorganismen gehdren A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia
und 7. denticola (Genco et al. 1996, Haffajee und Socransky 1994). In der jlingeren Literatur
wurde auch der Keim Filifactor alocis (F. alocis) mit parodontalen Erkrankungen in Bezug
gebracht (Kumar et al. 2003) und fiir die Verschlechterung des parodontalen Zustandes
verantwortlich gemacht (Kumar et al. 2006).

Auch bei parodontal Gesunden lassen sich Parodontalpathogene nachweisen, ohne dass diese
eine Parodontitis entwickeln (Bartold und Van Dyke 2013). Somit scheint es noch ungeklart,
ob Bakterien tatsdchlich kausal an der Parodontitis beteiligt oder mit jener nur assoziiert sind
(Dongari-Bagtzoglou 2008). Es gibt Hinweise, dass es sich bei den Keimen in der
parodontalen Tasche, die zurzeit als pathogen angesehen werden, um kommensale Keime
handelt. Diese verursachen die Erkrankung scheinbar nur, wenn eine Wirtsempfanglichkeit

vorliegt und eine Parodontitis induziert wird (Berezow und Darveau 2011).

1.3.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Diese Spezies wurde schon friih als eine der ersten moglichen parodontalpathogenen Keime
diskutiert (Mandell und Socransky 1981)

A. actinomycetemcomitans ist ein kleines, nicht bewegliches, gramnegatives und kapnophiles
Stabchen (Fives-Taylor et al. 1999). Es wird vorwiegend mit der aggressiven Parodontitis in
Bezug gebracht (Fine et al. 2006), wobei bei erfolgreicher Therapie eine Eliminierung oder
zumindest Verringerung der Spezies in der subgingivalen Flora nachgewiesen werden kann.
Man wies nach, dass viele Probanden mit aggressiver Parodontitis einen erhdhten
Serumantikorper-Titer gegen A. actinomycetemcomitans hatten (Ebersole et al. 1985). 4.
actinomycetemcomitans hat eine Vielzahl an Virulenzfaktoren. Es kann an vielen Strukturen
der Mundhohle, wie z.B. Zahnoberfliche, extrazelluliren Matrix-Proteinen oder anderen
Bakterien adhédrieren (Meyer und Fives-Taylor 1994). Es produziert unter anderem
Leukotoxin, mit dem es polymorphkernige Leukozyten und Monozyten zerstort und damit die
Immunabwehr beeinflusst (Henderson et al. 2003). Es induziert Apoptose (Kato et al. 2000)
und hat gewebsdestruierende Enzyme wie Kollagenasen, Epithelotoxin und Hyaluronidasen,
mit denen es in das Gewebe eindringen und dieses zerstoren kann. Es hemmt die
Fibroblastenfunktion und stért damit die Kollagensynthese, wodurch vermehrt Bindegewebe
abgebaut wird und es zu Attachmentverlust kommt. Weiterhin kann es mit Endotoxin und
durch Stérung der Osteoklastenaktivitit zu Knochenabbau beitragen (Fives-Taylor et al.

1999).



1.3.2 Porphyromonas gingivalis

Dieses Bakterium ist ein gramnegatives, schwarz pigmentiertes, anaerobes und
unbewegliches Stidbchen. Es bildet orale Kolonien und ist abhéngig von der Anwesenheit
anderer Keimspezies (Nelson et al. 2003). Es ist ein asacharolytischer Keim und braucht Him
sowie Peptide zum wachsen (Lamont und Jenkinson 1998). Mit Hilfe von Fimbrillin hat P.
gingivalis die Fahigkeit zur Koaggregation, was bedeutet, dass es nicht nur an Proteinen der
extrazelluliren Matrix, Epithelzellen oder Speichelmolekiile adhérieren kann (Goulbourne
und Ellen 1991), sondern auch an Mikroorganismen, die sich bereits als Biofilm auf dem
Zahn und den epithelialen Flachen befinden (Lamont et al. 1994).

Es ist in der Lage einige proteolytische Enzyme wie beispielsweise Kollagenasen,
Fibrinolysin (Holt et al. 1999) und Gingipain (Imamura 2003) zu produzieren, mit dem es
Gewebe zerstoren kann. Es befindet sich vor allem in parodontalen Taschen mit erhohter
Sondierungstiefe (Haffajee und Socransky 1994). Zudem induziert es gingivale Blutungen
und fordert damit die Entziindung der Gingiva (Morinushi et al. 2000). Bei erfolgreicher
Therapie der Parodontitis ist eine Eliminierung oder quantitative Verringerung der Spezies zu
verzeichnen (Lamont und Jenkinson 1998).

Porphyromonas gingivalis wird vor allem bei chronischer Parodontitis nachgewiesen
(Haffajee und Socransky 1994), aber auch zusammen mit A. actinomycetemcomitans mit der

aggressiven Parodontitis in Verbindung gebracht (Pfister und Eick 2001).

1.3.3 Tannerella forsythia

Im Jahre 1979 wurde dieses Bakterium erstmalig als Bacteriodes forsythus beschrieben
(Tanner et al. 1979). Sie war nur schwer zu kultivieren. Die Kolonien brauchten meistens 7-
14 Tage zum wachsen (Haffajee und Socransky 1994). Bei T. forsythia handelt es sich um ein
gramnegatives, anaerobes, spindelférmiges und hochpleomorphes Stidbchen. Es zeigte sich,
dass sich ithr Wachstum bei Anwesenheit des Fusobacterium nucleatum verstirkte. Auch
klinisch gesehen ist 7. forsythia in der subgingivalen Plaque mit Fusobacterium nucleatum
und P. gingivalis vorzufinden (Socransky et al. 1988). T. forsythia kommt mehr in der
subgingivalen, als in der supragingivalen Plaque vor. Listgarten und Mitarbeiter fanden
heraus, dass Serum-Antikorper gegen 7. forsythia am haufigsten bei Patienten mit refraktérer
Parodontitis erh6ht waren (Listgarten et al. 1993). Als einer seiner Virulenzfaktoren ist 7.
forsythia genauso wie A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis auch in der Lage in

Epithelzellen einzudringen (Genco et al. 1996).



1.3.4 Treponema denticola

Dieses zur Gruppe der Spirochdten gehorendes gramnegatives, anaerobes und bewegliches
Bakterium, findet man ofter in Regionen mit erhohter Sondierungstiefe (Riviere et al. 1992,
Simonson et al. 1988). Bei erfolgreicher Therapie von befallenen Regionen, war die
Eliminierung von 7. denticola zu verzeichnen, wobei bei fehlgeschlagener Therapie sich die
Anzahl nicht dnderte oder sogar anstieg (Simonson et al. 1992).

Die Spirochiten werden auch mit der nekrotisierend ulzerierenden Gingivitis in Bezug
gebracht (Riviere et al. 1991). T. denticola kann an Epithelzellen, Fibroblasten und
extrazellulirer Matrix des parodontalen Gewebes haften, einige gewebsdestruierende
Virulenzfaktoren, wie beispielsweise Peptidasen, Trypsin, und chymotrypsin-artige

Proteinasen produzieren. Zudem ist es zur Himolyse fahig (Sela 2001).

1.3.5 Filifactor alocis

Filifactor alocis 1st ein staibchenformiger, grampositiver und obligat anaerober Keim. Wie P.
gingivalis und T. denticola (Loesche 1986), zeigt auch Filifactor alocis eine dem Trypsin
dhnliche Aktivitdit (Maiden et al. 1996). Es ist in der Lage unter oxidativem Stress zu
iiberleben und induziert zudem die Invasion von P. gingivalis in epitheliale Zellen (Aruni et
al. 2011). In der Literatur wurde F. alocis bei Patienten mit chronischer (Kumar et al. 2003,
Schlafer et al. 2010) und aggressiver Parodontitis in erhohter Menge nachgewiesen (Hutter et
al. 2003, Schlafer et al. 2010). Es ist hierbei fiir die Verschlechterung des parodontalen
Zustandes verantwortlich (Kumar et al. 2006) und eignet sich gut als mikrobiologischer

Marker fiir Parodontitis (Kumar et al. 2006, Schlafer et al. 2010).

1.4 Die Bedeutung der Sulkusfliissigkeit in der Parodontologie

Der diagnostische Wert der gingivalen Sulkusfliissigkeit (GSF) wurde vor mehr als flinfzig
Jahren erkannt. Brill und Krasse wiesen damals nach, dass eine fluoreszierende Farbe, die
Hunden in den systemischen Kreislauf injiziert wurde, mittels Filterpapier im gingivalen
Sulkus wieder zu erkennen ist (Brill und Krasse 1958). Diese Entdeckung lie3 vermuten, dass
das Epithel des gingivalen Sulkus fiir kleine Molekiile durchlissig sei und somit die Passage
von Gewebstliissigkeit in den Sulkus eine Rolle in der oralen Immunabwehr spielen konnte
(Brill und Bjorn 1959). Darauthin wurde vorgeschlagen, die Sulkusfliissigkeit zur
quantitativen Bewertung der Parodontitis zu untersuchen (Brill 1960).

Ungefahr zwanzig Jahre spiter konnten erstmals Enzyme und einige Indikatoren der

Immunabwehr in der Sulkusfliissigkeit nachgewiesen werden (Attstrom und Egelberg 1970,



Goodson et al. 1974). Trotzdem blieb das Interesse in die Sulkusfliissigkeit zurtickhaltend, bis
durch Studien, der schubweise Charakter der Parodontitis (Socransky et al. 1984) und die
Wichtigkeit der Immunantwort auf die Parodontitis klar wurde (Genco und Slots 1984).

Seitdem gewinnt die Sulkusfliissigkeit vor allem in der Diagnostik von
Parodontalerkrankungen immer mehr an Bedeutung. Heute ist bekannt, dass in ihr sowohl
mikrobiologische als auch immunologische und systemische Indikatoren gemessen werden

konnen (Loos und Tjoa 2005, Armitage 2004, Ebersole 2003).

1.4.1 Eigenschaften der gingivalen Sulkusfliissigkeit

Eine kleine Einsenkung am Zahn von 0,1 - 0,5 mm Tiefe wird als gingivaler Sulkus
bezeichnet. Er wird von der Zahnoberflache, dem oralen Sulkusepithel und den koronalen
Zellen des Saumepithels begrenzt (Lindhe et al. 2004).

Die gingivale Sulkusfliissigkeit ist ein Serumtranssudat des sich im gingivalen Corium
befindenden Blutgefdflplexus. Bei vorliegender Inflammation stellt es ein entziindliches
Exsudat dar (Alfano 1974). Die Sulkusfliissigkeit entleert den Sulkus von Fremdsubstanzen.
Es hat somit einen isolierenden Effekt und ist relativ vom Speichel getrennt (Goodson 2003).
Die Menge von Sulkusfluid in einer Tasche steigt, sowohl klinisch als auch histometrisch, mit
dem Fortschreiten des gingivalen Entziindungsstatus (Armitage 1995).

Die aus dem gingivalen Sulkus entnommene Fliissigkeit spiegelt die Bestandteile des Serums,
die zelluldre Immunantwort im Parodont und Teile des gingivalen Sulkus wieder. Zur
Entnahme der GSF gibt es verschiedene Methoden. Bei den Wasch-Techniken mit
Mikropipetten gibt es zwei Mdglichkeiten: bei der ersten Technik wird der Sulkus mit einer
balancierten Salzlosung mittels Mikropipette ausgewaschen (Skapski und Lehner 1976). Bei
der zweiten Methode wird mit Hilfe eines Acryl-Stents das gingivale Gewebe vom Rest der
Mundhohle abgegrenzt, um daraufthin die GSF mit Hilfe einer Salzlosung aus dem Sulkus
heraus zu waschen (Oppenheim 1970). Weiterhin ist es mdglich die Sulkusfliissigkeit mittels
herkdmmlicher Papierspitzen oder mit Filterpapierstreifen, die fiir eine bestimmte Zeit in den
Sulkus eingefiihrt werden, zu sammeln (Griffiths 2003). Die Fliissigkeit, die von diesen
absorbiert wird, wird eluiert und weiter analysiert (Lamster und Ahlo 2007). Ein Vergleich
der genannten Entnahmemethoden zeigte, dass bei der Waschmethode zwar mehr Zytokine
aus dem Sulkus gesammelt werden konnten, jedoch Papierstreifen sich besser dazu eignen,
um sowohl immunologische, als auch mikrobielle Parameter zu messen. Es wurde
vorgeschlagen Filterpapierstreifen bei der Probeentnahme zu priferieren, wéhrend die

Waschmethoden alternativ fiir spezielle, Fragestellungen dienen konnen (Guentsch et al.
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2011). Die biochemische Analyse der Sulkusfliissigkeit bietet ein non-invasives Mittel zur
Untersuchung der Wirtsantwort bei parodontalen Krankheiten (Lamster 1997). Die GSF ist
meistens eine klare Fliissigkeit, wobei in ihr Leukozyten wie polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (Andersen und Cimasoni 1993), Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten,
enthalten sein konnen, die sie ein wenig trilbben konnen (Skapski und Lehner 1976).
Zusitzlich findet man in ihr, auBer den Leukozyten, diverse andere Zellpopulationen, wie
Mikroorganismen aus der Plaque und abgeschilferte Epithelzellen, die die hohe Teilungsrate
der Sulkusepithelzellen wiederspiegeln (Egelberg 1963). Die Prdsenz von roten
Blutkorperchen spielt eine untergeordnete Rolle und weist auf eine Verletzung der
mikrovaskuldren Gefdl3e hin, das typisch fiir eine fortgeschrittene Entziindung ist (Delima und
Van Dyke 2003). Wie Delima und Van Dyke zusammenstellen (Delima und Van Dyke 2003),
wird die GSF als ein Gemisch aus Blut, Bestandteilen des Wirtsgewebes und der
subgingivalen Plaque betrachtet, das Elektrolyte, Proteine, kleine organische Molekiile,
Zytokine, spezifische Antikorper, bakterielle Antigene und Enzyme, sowohl vom Wirt als
auch von Mikroorganismen stammend, enthdlt (Golub et al. 1981, Lamster 1997, Nakashima

et al. 1996).

1.4.2 Zytokine in der gingivalen Sulkusfliissigkeit

Die immunologische Wirtsantwort in Form von Botenstoffen, so genannten Zytokinen, die
sich im Sulkus befinden, spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Parodontitis
(Seymour 1991). Sobald die epitheliale Barriere des Sulkus mit ihren antimikrobiellen
Peptiden iiberwunden ist, kommt der adaptiven Immunantwort eine wichtige Rolle zu.
Hierbei spielt das Gleichgewicht zwischen den Thl- und den Th2-Zytokinen eine zentrale
Rolle. Anti-inflammatorische Th2 Zytokine wie beispielsweise das Interleukin-10 haben
dabei einen protektiven Effekt, wihrend inflammatorische Th1-Zytokine wie Interleukin-2
oder Interferon-y zum Gewebeverlust und einer Verstirkung der Parodontitis fiihren

(Gemmell und Seymour 2004).

Interleukin-1p (IL-1p)

Das Interleukin-1 (IL-1) ist ein Zytokin, das von aktivierten Phagozyten, Keratinozyten,
Epithelzellen, B-Zellen, Monozyten und weiteren Zelltypen produziert werden kann
(Dinarello 1988). Ein erhohter Level dieses pro-inflammatorischen Zytokins wurde schon bei

verschiedenen entziindlichen Erkrankungen wie beispielsweise bei rheumatischer Arthritis

(Bunning et al. 1986), der Psoriasis (Debets et al. 1995) und Morbus Crohn beobachtet
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(Ligumsky et al. 1990). Weiterhin besteht der Verdacht, dass IL-1 als pro-inflammatorischer
Mediator eine wichtige Rolle in der Atiologie von parodontalen Erkrankungen spielt
(Engebretson et al. 2002). Es wurde nachgewiesen, dass verschiedene Wirtszellen, wie
beispielsweise Monozyten oder Makrophagen auf Lipopolysaccharide oder Endotoxine
gramnegativer Bakterien mit einer erh6hten Ausschiittung von IL-1 reagieren (Lindemann et
al. 1988, Molvig et al. 1988). Bei einem erhohten Level von IL-1 verstirkt sich die Adhédsion
von PMN an Epithelzellen um das 18-fache (Bevilacqua et al. 1985). Weiterhin kann IL-1
seine eigene Genexpression in verschiedenen Zellen induzieren (Dinarello et al. 1987) und
inititert zudem die Ausschiittung von Kollagenasen sowie Matrix-Metalloproteinasen, die
schon lange dafiir bekannt sind Bindegewebe und Knochen abzubauen (Birkedal-Hansen
1993).

Es gibt zwei Formen des Interleukin-1. Diese sind das IL-1o. und IL-1p. Sie werden von zwei
verschiedenen Genen kodiert und weisen eine 26%ige Homologie ithrer Aminosduren auf
(Dinarello 1988). Somit ist es nicht lberraschend, dass sich ihre katabolischen, pro-
inflammatorischen und weiteren biologischen Aktivitdten dhneln (Masada et al. 1990). Beide
Formen spielen eine wichtige Rolle bei der Destruktion von Knochen und Bindegewebe
wihrend der Dauer einer Entziindung (Gowen et al. 1983) und haben einen synergistischen
Effekt auf die knochenresorptiven Aktivititen des Parathormons (Dewhirst et al. 1987), des
Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) und des Lymphotoxins (Stashenko et al. 1987).

Jedoch wurde nachgewiesen, dass entziindetes gingivales Gewebe sowohl mehr IL-1p als
auch mehr IL-la produzierende Zellen enthilt, wihrend diese bei der gesunden Gingiva
verringert oder nicht vorhanden sind (Honig et al. 1989). In einer weiteren Studie wurde
beobachtet, dass Probanden, die ein spezifisches IL-1 Gen-Polymorphismus tragen, mehr IL-
1B produzieren. Es wurde gezeigt, dass Probanden mit gleichwertig ausgeprigtem
Entzlindungsstatus der Gingiva beim Vorhandensein des mit Parodontitis assoziierten

Genotyps mehr IL-1p in gingivalem Gewebe produzierten (Engbretson et al. 1999).

Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 ist ein ungefdahr 26 kDa schweres und 185 Aminoséduren langes Zytokin (Mizel 1989). Es
kann von diversen Zellen gebildet werden. Zu diesen gehdren Monozyten, Makrophagen,
Fibroblasten, PMN, Epithelzellen, Tumorzellen und normale sowie neoplastische B-Zellen
(Kishimoto und Hirano 1988, Kishimoto 1989). Es hat ein breites Spektrum an Zielzellen und
kann somit auch groBBen Einfluss auf die Immunantwort bei entziindlichen Prozessen nehmen

(Mizel 1989). Tatsdchlich weist schon die breite Palette seiner urspriinglicher Namen, wie
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beispielsweise  Hepatozyten-stimulierender ~ Faktor, = B-Zell-stimulierender = Faktor,
Plasmozytom-Wachstumsfaktor oder P2-Interferon auf seine vielfdltigen Funktionen hin
(Billiau et al. 1989). Es hat wichtigen Einfluss, nicht nur auf die B-Zellen, jedoch auch auf die
T-Zellen als Aktivator der zytotoxischen T-Zell Generation und in Myelom-Zellen als
Wachstumsfaktor (Okada et al. 1988), in Hepatozyten als Induktor des Akutphaseproteins
(Gauldie et al. 1987), in Nervenzellen als Stimulator der Differenzierung und in Fibroblasten
als ein wachstumsregulierender Faktor (Satoh et al. 1988).

Das IL-6 wird wihrend der Immunantwort produziert. Es kann das Wachstum und die
Differenzierung von T-und B-Lymphozyten beeinflussen (Kishimoto 1989). Zumeist ist aber
die Anwesenheit von anderen Stimulantien wichtig, um den gewiinschten Effekt zu erzielen.
Zu diesen Stimulantien gehoren das IL-1 und das TNF-a (Ishimi et al. 1990, Billiau et al.
1989). Die Stimulation der T-Zell Proliferation durch IL-6 beinhaltet nicht nur das direkte
Wachstumssignal, sondern auch die Induktion von IL-2 Rezeptoren, wodurch die T-Zellen
auch auf IL-2 reagieren konnen (Mizel 1989). IL-1 und IL-6 arbeiten stark synergistisch bei
der Induktion der T-Zell Proliferation (Elias et al. 1989). Das Wachstum und die
Differenzierung der B-Lymphozyten zu Antikorper bildenden Zellen wird auch in
Anwesenheit von IL-6 zusammen mit anderen Stimulantien angeregt (Billiau et al. 1989,
Kishimoto und Hirano 1988).

Im Hinblick auf parodontalen Erkrankungen ist erwdhnenswert, dass das IL-6 sowohl selbst,
als auch gemeinsam mit anderen Zytokinen Knochenresorption induzieren kann (Ishimi et al.
1990). Der IL-6 Titer ist allgemein bei Parodontitis (Guillot et al. 1995) und vor allem bei der
refraktéren Parodontitis erhoht (Reinhardt et al. 1993).

Interleukin-8 (IL-8)

Das IL-8 ist 77 Aminoséduren lang und vor allem fiir die Aktivierung und Rekrutierung von
Granulozyten verantwortlich. Zudem ist es ein starker Mediator bei entzlindlichen Prozessen
(Baggioni et al. 1989). Es wird von vielen verschiedenen Zellen wie Monozyten,
Makrophagen, Fibroblasten, Lymphozyten, Endothelzellen und Epithelzellen gebildet
(Hoffmann et al. 2002). Auch neutrophile Granulozyten sind in der Lage auf
Lipopolysaccharide von parodontalpathogenen Keimen mit der Sekretion von IL-8 zu
reagieren (Yoshimura et al. 1997), jedoch sind bakterielle Endotoxine nicht die priméren
Ausloser fiir die Bildung von IL-8. Die Bildung dieses Zytokins wird, wie Schluger und Rom
herausgefunden haben, vor allem durch IL-8 selbst, TNF-a sowie Immunkomplexen induziert

(Schluger und Rom 1997). Zu den Funktionen des IL-8 gehort die Regulation vieler
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Funktionen der PMN. Es hat Einfluss auf deren Aktivierung, Adhésion zu Endothelzellen,
Chemotaxis, Formidnderung und ihrer Exozytose von Granulat, welches wiederum einige
lysosomale Enzyme enthélt (Tonetti 1997). Das IL-8 wirkt im Gegensatz zu anderen
Zytokinen zielgerichtet auf PMN und nur gering auf andere Zellen im Blut. Es scheint
aufgrund seiner aktivierenden und chemotaktischen Wirkung auf PMN sehr wichtig bei der
Inititerung und Entwicklung von inflammatorischen Prozessen und Gewebeuntergang in
parodontalen Erkrankungen zu sein (Bickel 1993). Weiterhin wird vermutet, dass das IL-8
entziindungshemmende Wirkungen bei der Pathogenese einer gingivalen Entziindung hat,
wiéhrend es den Untergang von parodontalem Gewebe unterstiitzt. Somit beeintrachtigt die
Rekrutierung von PMN durch das IL-8 nicht nur die Fahigkeit des Wirtes gegen die Infektion
zu reagieren, sondern es verstarkt auch aufgrund der erhohten Sekretion von lysosomalen
Enzymen und Matrix-Metalloproteinasen den Gewebeabbau (Tonetti et al. 1998).

In einigen Studien wurde gezeigt, dass polymorphkernige neutrophile Granulozyten durch IL-
IB und IL-8 vermehrt das Enzym Elastase sezernieren, welches die Entziindung um ein
verstarktes Mall voran treibt (Brandolini et al. 1996). Es wird spekuliert, dass das
Zusammenspiel von IL-8 und Elastase mit dem Grad der Gewebszerstorung korreliert (Bickel

1993).

Tumornekrosefaktor-a/Tumornekrosefaktor-f (TNF-a/ TNF-p)

Der Begriff Tumornekrosefaktor (TNF) bezieht sich auf eine Superfamilie von mehr als
vierzig pro-inflammatorischen Zytokinen. Besonderes Augenmerk liegt hierbei auf zwei
funktionell eng miteinander verwandten Zytokinen, deren Synthese jedoch von zwei
unterschiedlichen Genen kodiert wird. Bei diesen beiden Zytokinen handelt es sich um das
TNF-a, auch als Cachectin bekannt und dem TNF-B, welches auch Lymphotoxin (LT)
genannt wird (Pfeffer 2003).

Pfeffer fasst zusammen, dass die beiden Zytokine ihre Namen urspriinglich durch ihre
Féhigkeit, die Apoptose von Tumorzellen und Kachexie hervor zu rufen, erhielten. Deren
Aktivitdt hat, vor allem bei Entziindungen und der Immunreaktion gegen einige infektidse
Pathogene, Vorteile fiir den Wirt. Auf der anderen Seite kann durch sie der Wirtsorganismus
bei Erkrankungen wie der Sepsis, der Tumorkachexie und Autoimmunerkrankungen
geschidigt werden (Pfeffer 2003).

Die ersten Mitglieder der TNF Zytokin-Familie waren das TNF-a und das LT (Pfeffer 2003).
Man identifizierte sie als Typ II Transmembranproteine, die biologisch aktiv sind und die

Struktur eines nicht kovalent gebundenen Trimers, bestehend aus drei Polypeptidketten,
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aufwiesen (Carswell et al. 1975). Das TNF-a und das LT haben nur ungefdhr zu 30% die
gleiche Aminosdurensequenz in ihrer Primirstruktur. Jedoch sind die Regionen mit der
groBten Homologie verantwortlich fiir die Ahnlichkeiten der Tertidir- und Quartirstrukturen
von TNF-o und LT (Pennica et al. 1984). In Kontrast dazu hat die externe Oberfliche dieser
Trimere, welches fiir Selektivitiit ihrer Rezeptoren verantwortlich ist, nur wenig Ahnlichkeit
(Idriss und Naismith 2000). Wéhrend das TNF-a sowohl als in der Membran integriertes
Protein als auch nach proteolytischer Spaltung durch Metalloproteinasen und somit in geloster
Form biologisch aktiv ist, entfaltet das LT seine Aktivitit nur als gelostes Molekiil (Hehlgans
und Pfeffer 2005).

Das TNF-a wird als 26 kDa schweres Propeptid synthetisiert und erst nach proteolytischer
Spaltung zum 17 kDa schweren reifen Protein. Beide Formen trimerisieren spontan und
bilden so die bioaktive Form (Smith und Baglioni 1987). Dieses wird, als ein pro-
inflammatorisches Zytokin von vielen unterschiedlichen Zelltypen, wie Makrophagen,
Monozyten und B- bzw. T- Lymphozyten, als Antwort auf Lipopolysaccharide, einschlielich
derjenigen der parodontalpathogenen Mikroorganismen (Lindemann et al. 1988), weiterhin
als Reaktion auf Entziindungen, Verletzungen und Infektionen, sezerniert (Tracey und Cerami
1993). Dabei verursacht es ein breites Spektrum an systemischen und zelluldren Reaktionen,
wie die Aktivierung und Migration von Leukozyten, Fieber, Akute-Phase-Reaktion,
Zellproliferation, T-Zell Differenzierung und Apoptose. Zudem induziert es die Synthese von
IL-1, IL-6, IFN-y und TNF-a selbst (Tracey und Cerami 1993). Eine Dysregulation der TNF-
o Synthese wird mit der Pathogenese verschiedener Krankheiten wie Morbus Crohn,
rheumatoider Arthritis und Diabetes in Verbindung gebracht (Balkwill et al. 2000). Bei
chronischer Parodontitis ist TNF-a in der Sulkusfliissikgeit in erhohter Menge vorzufinden
(Gamonal et al. 2003). Hier stimuliert es die Freisetzung von Kollagenasen aus Fibroblasten,
die fiir Gewebsuntergang und Knochenresorption verantwortlich gemacht werden (Bertolini
et al. 1986).

Somit wurde TNF-a als Priadiktor der Entwicklung einer Parodontitis betrachtet (Rossomando
et al. 1990).

Das TNF-J scheint eine wichtige Rolle bei der Organogenese lymphoider Organe zu spielen.
Hierzu wurde beispielsweise in einem Tierexperiment nachgewiesen, dass bei Mausen, denen
das TNF-p fehlte, periphere Lymphknoten und Peyer-Plaques nicht angelegt waren (De Togni
et al. 1994).
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Interleukin-4 (IL-4)

Das IL-4, friher ,,B-Zell growth factor genannt (Howard et al. 1982), ist ein 20 kDa
schweres Produkt von vor allem aktivierter T-Zellen. Es besteht aus 129 Aminosduren
(Corcoran et al. 1992) und moduliert verschiedene Funktionen der hdmatopoetischen Zellen
(Mizel 1989). IL-4 unterdriickt viele Funktionen humaner Monozyten, wie beispielsweise die
Produktion von TNF-a und IL-1, IL-6 (te Velde et al. 1990), und IL-8 (Standiford et al.
1990). Durch die Inhibition von Prostaglandin E2 fiihrt es zur Verringerung der interstitiellen
Kollagensynthese und somit zur verstirkten Knochenresorption (Shapira et al. 1992). Das
Fehlen von IL-4 in erkranktem parodontalem Gewebe wurde mit der Aktivitdit und dem
Fortschreiten parodontaler Erkrankungen in Bezug gebracht (Shapira et al. 1992).

AuBler in der Parodontologie wird das IL-4 mit einigen weiteren Allgemeinerkrankungen wie
beispielsweise Asthma (Wenzel et al. 2007), Multiple Sklerose (Mirel et al. 2004) oder
erosiver rheumatoider Arthritis (Prots et al. 2006) in Bezug gebracht.

Interleukin-10 (IL-10)

Das IL-10 ist eines der wichtigsten Zytokine mit anti-inflammatorischen Eigenschaften. Es
besteht aus 160 Aminoséuren, hat ein Gewicht von ungefdahr 35kDa und ist ein Homodimer,
welches aus zwei nicht kovalent miteinander gebundenen Monomeren besteht (Windsor et al.
1993, Sabat et al. 2010).

Im Jahre 1989 wurde das erste mal ein neuer immunologischer Mediator in einem
Tierexperiment mit Mdusen entdeckt, welches von T-Helferzellklonen sezerniert wurde und
die Synthese von IL-2 und Interferon-y (IFN-y) inhibierte. Es wurde ,,cytokine synthesis
inhibitory factor* (CSIF) genannt (Fiorentino et al. 1989). Heute ist das CSIF als IL-10
bekannt. Mit der Zeit wurde bekannt, dass das IL-10 nicht nur von T-Zellen, sondern von fast
allen Leukozyten produziert wird. Dabei scheinen jedoch die Makrophagen, Monozyten
(Siewe et al. 2006) und T-Helferzellen (Murai et al. 2009) eine besonders wichtige Rolle zu
spielen. Die Funktionen des IL-10 sind sehr verschieden. Es scheint hierbei vor allem auf
Monozyten und Makrophagen hemmende Effekte zu haben (Fiorentino et al. 1991). Diese
sind vor allem die Hemmung der Freisetzung von Immunmediatoren und die Hemmung der
Antigen-Préisentation. Es unterdriickt somit einige Funktionen jener Zellen, die fiir eine aktive
Rolle bei der Immunreaktion verantwortlich sind (Sabat et al. 2010). Somit wird, die durch
bakterielle Lipopolysaccharide und INF-y induzierte Sekretion von TNF-a, IL-1p, IL-6 und
IL-8, verhindert (Fiorentino et al. 1991). IL-10 reduziert zudem die Produktion von INF-y in
Thl-Zellen und die Synthese von IL-12, wobei die Funktion der Thl-Reaktion drastisch
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abgeschwicht wird (D'Andrea et al. 1993).

Zusiatzlich verstarkt das IL-10 die Th2-Reaktion, die Freisetzung von anti-entziindlichen
Mediatoren wie dem IL-1-Rezepor-Antagonisten sowie dem TNF-a-Rezeptor als auch die
Proliferation und Differenzierung von B-Zellen (Hart et al. 1996, Jenkins et al. 1994). Es
stimuliert die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen und die Differenzierung von
Monozyten zu Makrophagen (Calzada-Wack et al. 1996).

Im Bezug zur Parodontitis gibt es Studien, die eine erhohte Produktion von IL-10 bei
Probanden mit Parodontitis nachweisen. Man fand heraus, dass ginigivale mononukleare
Zellen von Probanden mit chronischer Parodontitis mehr IL-10 produzierten als diejenigen
von Probanden mit gesunder Gingiva. Es wurde vermutet, dass das IL-10 im entziindeten
gingivalen Gewebe eine lokale Immunantwort potenziert, welche in eine erhohte Produktion
von anti-kollagensezernierenden Zellen endet (Stein und Hendrix 1996). Jedoch weill man
auch, dass CD8+ Zellen, die IL-10 produzieren bei Probenden mit Parodontitis in geringer
Menge vorkommen (Gemmell und Seymour 1998).

Zusammengefasst besteht die physiologische Funktion des IL-10 darin, eine iiberschieBBende
sowohl spezifische als auch unspezifische Immunreaktion zu verhindern und somit

verstiarktem Gewebeabbau vorzubeugen.

1.4.3 Matrix-Metalloproteinase 8 (MMPS8) — Biomarker der Parodontitis
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) bilden die wichtigste Gruppe der Proteinasen, die sich
sowohl am normalen Gewebeumbau des Parodonts als auch Destruktionsprozessen bei
parodontalen Erkrankungen beteiligen (Birkedal-Hansen 1993, Woessner 1991). Sie
degradieren Makromolekiile der extrazelluldren Matrix wie Kollagene, Fibronectin, Laminin
und das Proteoglykan Core Protein (Birkedal-Hansen 1993). Viele Zellen der Gingiva, wie
beispielsweise Fibroblasten (Hanemaaijer et al. 1997) und polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (Uitto et al. 2003) sind in der Lage MMPs zu synthetisieren.

Dabei werden die MMPs als inaktive Zymogene sezerniert. Die Aktivierung der MMP
Zymogene zu aktivierten Matrix Metalloproteinasen (aMMP) spielt somit eine wichtige Rolle
fiir die Struktur, Funktion und Zusammensetzung der parodontalen Bindegewebsmatrix und
geschieht durch die Trennung einer Zink (Zn>")-Cystein Verbindung, die die Reaktivitit ihrer
aktiven Seite verhindert. Dabei werden diese Zymogene meistens vorher in I6slicher Pro-
Form sezerniert (Uitto et al. 2003).

Nur eine kleine Gruppe von MMPs, auch ,,Membrantyp-MMP” (MT-MMP) genannt, wird

nicht sezerniert, sondern fiihrt ihre Funktion auf der Zelloberfliche aus. Einige der 16slichen
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MMPs werden dabei auf der Zelloberfliche von eben diesen MT-MMP aktiviert (Uitto et al.
2003). Wieder andere 16sliche MMPs werden extrazelluldr durch bestimmte Kaskaden, die
von Gewebeproteinasen, wie Plasmin, Kallikrein und Tryptase initiiert werden, aktiviert.
Diese Prozesse werden oft von aktivierten MMPs, die als Pro-MMPs arbeiten amplifiziert
(Uitto et al. 2003).

MMPs werden neben ihren bereits beschriebenen pathologischen Funktionen auch mit
physiologischem Gewebeumbau, wie beispielsweise wahrend der Embryonalentwicklung, der
Zahnentwicklung oder der Wundheilung in Verbindung gebracht (Woessner 1991, Llano et
al. 1997). Tatsédchlich wurden einige andere Aktivititen der MMPs identifiziert, die nicht das
Spalten von extrazelluldren Molekiilen einbeziehen. Es scheint so, als ob MMPs die Fahigkeit
haben mit grofter Prédzision bioaktive Molekiille wie Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Rezeptoren der Zelloberfliche und Adhidsionsmolekiile zu prozessieren (Lopez-Otin und
Overall 2002).

Die Gen-Familie der MMPs kodiert 24 homologe Proteinasen (MMP 1-3 und 7-28). Die
MMP Familie kann in fiinf Obergruppen unterteilt werden: den interstitiellen Kollagenasen
(MMP-1, -8, -13) , den Gelatinasen (MMP-2, MMP-9), den Stromelysinen (MMP-3, -10, -
11), den Membran-Typ MMPs (MMP-14, -15, -16, 17) und anderen MMPs (Sorsa et al.
2004). Wie viele extrazelluldre Proteine, sind MMPs multidoméanische Mosaikproteine, die
sich in ihrer Primar-, Sekundéar-, und Tertidrstruktur sehr dhneln. Die funktionell wichtigste
Domine ist die katalytische. Bemerkenswert ist dabei, dass die katalytischen Doménen unter
allen MMPs sehr dhnlich sind. Nur durch kleine Unterschiede in der Domédne wird die
Substratspezifitit fiir die jeweilige MMP festgelegt und zusitzlich durch bestimmte
AuBenstrukturen am Protein modifiziert (Uitto et al. 2003).

Da MMPs in der Lage sind Gewebe zu zerstoren, wird ihre Aktivitét streng iiberwacht. Dies
passiert vor allem durch ihre vier Gegenspieler: den ,tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases 1-4” (TIMP-1-4). Die Hauptform ist hierbei das TIMP-1. Es ist ein
ungefdhr 30 kDa schweres Glykoprotein und wird von den meisten Bindegewebszellen und
von Makrophagen synthetisiert (Uitto et al. 2003). Alle TIMPs haben als Gemeinsamkeit eine
zwei-doménen Struktur, in der nur die N-Doméne in der Lage ist MMPs zu inhibieren. TIMP-
1 bildet mit hoher Affinitét irreversible, nicht kovalente Bindungen mit aktivierten MMPs und
hemmt diese dadurch. Jeder TIMP ist in der Lage die meisten MMPs zu inhibieren. Eine
Ausnahme bilden hier die Membran-Typ MMPs: diese kénnen nicht von TIMP-1 gestoppt
werden (Uitto et al. 2003, Ingman et al. 1996).

Wie Sorsa und Mitarbeiter reflektierten (Sorsa et al. 2004), wurde die humane gingivale
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Kollagenase das erste Mal im Jahre 1966, also vor mehr als vierzig Jahren im Labor
nachgewiesen (Fullmer und Gibson 1966). Heute herrscht die Meinung, dass Kollagenasen,
allen voran die Matrix-Metalloproteinasen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der
Parodontitis spielen.

Da parodontalpathogene Mikroorganismen bei Parodontopathien eine wichtige Rolle spielen,
nahm man jedoch zunéchst an, dass jene Kollagenasen mikrobiellen Ursprungs sind (Sorsa et
al. 1987). Diese Theorie wurde widerlegt, als man herausfand, dass Kollagenasen der
Saugetiere Kollagen an einem einzigen Lokus angreifen und spalten, wéhrend bakterielle
Kollagenasen jenes an multiplen Orten spalten und so mehrere kiirzere Fragmente bilden
(Sorsa et al. 1987). Ein Jahr spiter fanden Sorsa ef al. heraus, dass die wichtigste Kollagenase
bei der Pathogenese der Parodontitis die humane Kollagenase-2, auch MMP-8 genannt, ist
(Sorsa et al. 1988). Diese Erkenntnisse wurden in den nachfolgenden Jahren durch Studien,
die ein breites Spektrum an RNA- und Protein-Analyseverfahren fiir MMPs anwendeten,
weiterhin ausgedehnt und verfeinert (Kiili et al. 2002, Tervahartiala et al. 2000). Golub und
Mitarbeiter haben nachgewiesen, dass es sich bei 94%-96% der Kollagenasen, die bei
Patienten mit chronischer Parodontitis gemessen wurden, um MMP-8 handelt (Golub et al.
1997). Die Behandlung der Parodontitis durch Scalen und Wurzelglattung senkt nachweislich
den MMP-8 Level in der gingivalen Sulkusfliissigkeit, wahrend tiefe parodontale Taschen
erhohte MMP-8 Werte aufweisen (Méntyld et al. 2006).

Vorerst wurde angenommen, dass das MMP-8 nur von PMN synthetisiert werden kann.
Jedoch weil man heute, dass auch viele andere Zelltypen, die sich im gesunden und
erkrankten parodontalem Gewebe befinden wie Epithelzellen des gingivalen Sulkus,
Fibroblasten, Endothelzellen (Hanemaaijer et al. 1997), Monozyten, Makrophagen und auch
Plasmazellen in der Lage sind das MMP-8 zu produzieren (Kiili et al. 2002, Tervahartiala et
al. 2000).

Bakterielle Proteinasen, die sich in der sub-, und supragingivalen Plaque befinden, sind in der
Lage, das durch ihre eigenen Lipopolysaccharide, von PMN freigesetzte MMP-8 zu
prozessieren. Diese werden dabei von ihrer inaktiven, 60-80 kDa schweren Form, in die
aktive Form, die 40-60 kDa wiegt, umgewandelt (Sorsa et al. 1995).

Andererseits konnen 40-60 kDa schwere MMP-8 auch zu den weniger glykosylierten Formen
dieser Spezies gehoren, deren Produktion durch Fibroblasten des parodontalen Ligaments,
Endothelzellen, Odontoblasten und Chondrozyten und von pro-inflammatorischen Mediatoren
wie das IL-1B sowie das TNF-a begiinstigt wird (Hanemaaijer et al. 1997, Palosaari et al.

2000, Cole et al. 1996). Weiterhin befinden sich inaktive hochmolekulare MMP-8 Formen in

19



der Sulkusfliissigkeit, die mehr als 100 kDa wiegen. Diese haben mit ihren endogenen
Inhibitoren wie dem a2-Makroglobulin und den TIMPs Komplexe gebildet und sind somit
nicht mehr in der Lage ihre Funktion auszufiihren (Ingman et al. 1996).

MMP-8 stellt einen Biomarker und ein potenzielles Hilfsmittel bei der Diagnostik einer
Parodontitis dar (Sorsa et al. 2004). So gibt es Methoden die auf einem
immunofluormetrischem Assay (Hanemaaijer et al. 1997) basieren oder verschiedene ,,Chair
side-Tests”, die eine schnelle Messung des MMP-8 Levels ermoglichen (Méntyla et al. 2006,
Munjal et al. 2007).

1.5 Risikofaktoren fiir die Parodontitis

Unter einem Risikofaktor wird eine Variable aus dem Bereich des Lebensstils, der Umwelt
und angeborener oder erworbener Faktoren verstanden, die auf Basis epidemiologischer
Evidenz mit der Krankheitsentstehung eines Individuums in Zusammenhang steht (Hoffmann
2005). Risikofaktoren stehen somit mit der Entwicklung und Progression der Erkrankung in
Verbindung, ohne zwangsldufig einen kausalen Charakter zu haben.

Als Risikofaktoren fiir die Parodontitisprogression sind schon lange Rauchen (Tabakkonsum)
(Solomon et al. 1968) und unbehandelter Diabetes mellitus bzw. ungeniigend eingestellter
Diabetes mellitus (Grossi und Genco 1988) bekannt. Als Risikoindikatoren werden Stress und
Osteoporose genannt (Genco 1996).

In Deutschland liegt die Raucherprivalenz &dhnlich hoch wie im europdischen Durchschnitt.
Etwa 37% der erwachsenen Frauen und 42% der Méanner in Deutschland rauchen (Baumeister
et al. 2008). Studien haben gezeigt, dass Raucher eine stirker pathogene orale Mundflora
besitzen, als Nichtraucher. Diese wird vor allem durch die Anwesenheit von A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis und T. forsythia gekennzeichnet (Zambon et al. 1996).
Es wurde nachgewiesen, dass bei jungen rauchenden Erwachsenen, der klinische
Attachmentlevel und Loki mit Rezessionen, signifikant hoher waren, als bei Nichtrauchern
(Rosa et al. 2008). Andere Studien berichten, dass das Rauchen zu Zahnverlust,
Attachmentverlust und Abbau des Alveolarknochens fiihrt (Axelsson et al. 1998).

Weiterhin findet man bei ungefdhr 20-30% der Raucher eine Melanose der befestigten
Gingiva. Es gibt allgemein bei Rauchern eine ausgeprigte Zahnsteinbildung und trotz
Entzlindung nur relativ geringe Anzeichen fiir eine entziindete Gingiva. Diese ist weniger
gerdtet und die Blutungsneigung ist beim Sondieren um ein vielfaches geringer als bei
Nichtrauchern (Miller et al. 2002). Zusédtzlich scheinen Raucher anfilliger fiir

fortgeschrittene und aggressive Formen der Parodontitis zu sein (Gloria et al. 2002) und auf
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die Behandlung der Parodontitis weniger anzusprechen als Nichtraucher (Baumert Ah et al.
1994).

Der Tabakrauch der Zigaretten modifiziert die Immunantwort des Wirtes bei der Bekdmpfung
parodontalpathogener Keime. Dabei werden vor allem die PMN, als erste Linie der
Infektionsabwehr, beeintrachtigt. Durch das Rauchen wird die Entwicklungsfahigkeit und die
Funktion von PMN nachteilig beeinflusst (Guentsch et al. 2006). Durch die Beeintrachtigung
threr Chemotaxis und Phagozytose, kommen diese in erkrankten Gebieten des Parodonts in
verringerter Zahl vor oder werden in ihrer Funktion gehindert (Seymour 1991).

Das Rauchen fiihrt zu einer verschlechterten Durchblutung des Gewebes (Baab und Oberg
1987), Reduktion der Fibroblastenfunktion des Desmodonts (Hanes et al. 1991), zu einer
Unterdriickung der Osteoblastenproliferation (Fang et al. 1991), zu einer Stimulation der
Osteoklasten und somit zum Knochenabbau (Henemyre et al. 2003), zu einer erhdhten
Flussrate der gingivalen Sulkusfliissigkeit (McLaughlin et al. 1993) und einer Verringerung
der Lymphozytenproliferation (Barbour et al. 1997).

Es wird zudem vermutet, dass das Rauchen auch Einfluss auf die Sekretion bestimmter
Zytokine des Wirtes, wie beispielsweise das IL-1, IL-6 oder TNF-a, hat (Bostrom et al. 1999,
Rawlinson et al. 2003).

Auch auf bestimmte Enzyme des Wirtes scheint das Rauchen einen einflussreichen Effekt zu
haben. In einer Studie von Ozcaka et al. wurde nachgewiesen, dass die Serumkonzentration
des MMP-9, der Myeloperoxidase und der neutrophilen Elastase bei Rauchern im Vergleich
zu Nichtrauchern erhoht, wihrend der Level von TIMP-1 verringert ist. Aus diesem Ergebnis
wurde das Fazit gezogen, dass das Rauchen zusammen mit parodontaler Destruktion
pradisponierend fiir kardiovaskuldre Erkrankungen sein konnen (Ozgaka et al. 2011).

Eine Studie wies nach, dass die Konzentration des aMMP-8 im Komplex mit a2-Antitrypsin
in positiver Korrelation mit dem Tabakkonsum stand (Soder et al. 2002).

Auch ist dazu bekannt, dass der Level der aktivierten MMP-8 bei Rauchern mit chronischer
Parodontitis einen negativen Einfluss auf das Behandlungsergebnis einer Parodontitis hat

(Leppilahti et al. 2013).

Untersuchungen zum Einfluss der aMMP-8 bei Rauchern mit Parodontitis sind in der

Literatur, trotz der Bedeutung der aMMP-8 als Biomarker der Parodontitis, selten.
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2. Ziele der Arbeit

Die Parodontitis wird primdr durch spezielle Keime des subgingivalen Biofilms initiiert.
Allerdings ist es die iiberschieBende Immunantwort des Wirtes auf die bakterielle Bedrohung,
die fiir den parodontalen Gewebeverlust verantwortlich ist.

Aktives MMP-8, welches unter anderem von neutrophilen Granulozyten sezerniert wird, ist
mit verantwortlich fiir den parodontalen Attachmentverlust. In Reaktion auf die mikrobielle
Belastung spaltet aMMP-8 Kollagen in parodontalem und gingivalem Ligament.

Somit kann die Analyse der Sulkusfliissigkeit im Hinblick auf den aMMP-8 Level dem
behandelnden Zahnarzt die Moglichkeit geben, zwischen gesundem und entziindetem
Parodont zu differenzieren.

Einen starken Einfluss auf die Reaktionen des Immunsystems haben Risikofaktoren wie
beispielsweise der Tabakkonsum. Im Rahmen der Literaturrecherche zeigte sich, dass bisher
ungekldrt ist, ob Tabakkonsum als Risikofaktor der Parodontitis Einfluss auf die

Konzentration von aMMP-8 in der Sulkusfliissigkeit hat.

In der vorliegenden Studie wurden in der gingivalen Sulkusfliissigkeit mikrobielle und
immunologische Parameter analysiert und mit klinischen Befunden (SBI, 6-Punkt-Messung,

AL) in Bezug gesetzt.

Hierbei ergaben sich folgende Fragen im Detail:

1.) In welchem Zusammenhang steht der Tabakkonsum mit der Konzentration von aMMP-8
in der Sulkusfliissigkeit?

2.) Eignet sich die aMMP-8 als Biomarker der Parodontitis bei Rauchern?

3.) Bestehen Korrelationen zwischen den untersuchten Interleukinen und der Konzentration
der aMMP-8?

4.) Ist die bakterielle Belastung durch Parodontalpathogene mit der aMMP-8 Konzentration
assoziiert?

5.) Korreliert der klinische Zustand des Parodonts in Abhédngigkeit vom Tabakkonsum mit der

aMMP-8 Konzentration?
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3.Material und Methoden

3.1 Probandenauswahl

Fiir die vorliegende Studie wurden 67 Patienten des Zentrums fiir Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde des Universititsklinikums im Zeitraum von September 2011 bis August 2012
als Probanden rekrutiert. Von diesen wurden 60 (je 15 Nichtraucher mit klinisch gesundem
Parodont bzw. mit chronischer Parodontitis und je 15 Raucher mit klinisch gesundem
Parodont bzw. mit chronischer Parodontitis) in die Auswertung der Studie einbezogen.

Die Definition der chronischen Parodontitis richtete sich nach der Klassifikation des
,International Workshop for a Classification System of Periodontal diseases and Conditions
aus dem Jahre 1999 (Armitage 1999).

Raucher (PR) und Nichtraucher mit chronischer Parodontitis (PNR) wurden in die Studie
einbezogen, wenn sie folgende Kriterien erfiillten: mehr als 30% der Sondierungstiefen >
Smm, SBI > 30%, API > 30%. In die Kontrollgruppen wurden Raucher (GR) und
Nichtraucher (GNR) mit klinisch gesundem Parodont ohne Anzeichen von Attachmentverlust
(Sondierungstiefen < 3 mm; SBI < 30%; API < 30%; klinischer Attachmentlevel =0 mm)
rekrutiert.

Zusitzlich erfolgte die Erfassung der Packungsjahre. Als Nichtraucher wurden die Probanden
klassifiziert, die noch nie geraucht hatten. Gelegenheitsraucher und Ex-Raucher wurden von
der Untersuchung ausgeschlossen.

Alle Probanden mussten allgemein folgende Einschlusskriterien aufweisen:

Sie durften keinerlei antibiotische Behandlung in den letzten 6 Monaten erfahren haben.
Chronische allgemeinmedizinische Erkrankungen (z.B. Diabetes Mellitus oder koronare
Herzerkrankungen) sowie Erkrankungen im nasopharyngealen Bereich durften nicht
vorliegen. Mindesten 25 Zihne mussten vorhanden sein. Schwangere und stillende Frauen
wurden nicht in die Studie aufgenommen.

Ein positives Votum der Ethikkomission der Universitit Jena lag vor. Alle Probanden wurden
vor Beginn der Untersuchungen iiber die Studie aufgekldrt und unterschrieben eine

entsprechende Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie.

3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Klinische Untersuchungen

Modifizierter Sulkus-Blutungs-Index (SBI)
Zur Messung des modifizierten Sulkusblutungsindex (Lange 1978), als Ausdruck des
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Entzlindungsstatus der Gingiva, wurde der Gingivarand mit Hilfe einer stumpfen
Parodontalsonde (PCPMDBIU, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA) bei einem geringen Druck von
etwa 0,25 N ausgestrichen. Nach einigen Sekunden wurde das Vorhandensein einer Blutung
mit einer Ja/Nein Entscheidung bewertet. Dieser Vorgang erfolgte im ersten und dritten
Quadranten vestibuldr und im zweiten und vierten Quadranten oral. AbschlieBend wurde der
SBI prozentual fiir das Gesamtgebiss, als Anteil der blutenden Sulci aus der Gesamtzahl der

untersuchten Sulci, berechnet.

Approximalraum-Plaque-Index (API)

Der Approximalraum-Plaque-Index (Lange 1978) dient zur Beurteilung der Mundhygiene des
Patienten. Mit Hilfe eines Plaquerevelators (Mira 2 Ton, Hager & Werken GmbH und Co.
KG, Duisburg, Deutschland) wurde der supragingivale Biofilm an allen vorhandenen Zihnen
angefdarbt. Danach wurde quadrantenweise im Sinne einer Ja/Nein Entscheidung bewertet ob
im Approximalraum Plaque vorhanden war oder nicht. Dies geschah, im Gegensatz zum SBI,
im ersten und dritten Quadranten von oral und im zweiten und vierten Quadranten von
vestibuldr. Bei der Beurteilung blieben orale und vestibuldre Glattflichen unberiicksichtigt.
SchlieBlich wurde der API prozentual fiir das Gesamtgebiss, als Anteil der plaquebehafteten

Approximalrdume aus der Gesamtzahl der untersuchten Approximalrdume, berechnet.

Sondierungstiefe und Klinischer Attachmentlevel (AL)

Der klinische Attachmentlevel definiert sich als die Distanz zwischen der Schmelz-Zement-
Grenze und dem mit einer Sonde klinisch sondierbaren Boden der parodontalen Tasche
(Ramfjord 1967) und wurde analog zur Sondierungstiefe ermittelt.

Die Messungen wurden mit Hilfe einer Parodontalsonde (Parodontometer CP-15UNC, Hu-
Friedy, Chicago, IL, USA) mit Milimeterskala, an jedem vorhandenen Zahn an sechs
verschiedenen  Stellen  (mesiobukkal, bukkal, distobukkal, distopalatinal/lingual,
palatinal/lingual, mesiopalatinal/lingual) vorgenommen.

Es folgte die Einteilung der Sondierungstiefen in drei Subkategorien (Hung und Douglass
2002). Hierbei wurde wie folgt unterteilt:

- Flache Tasche: 1 - 3 mm

- Mittlere Tasche: 4 - 6 mm

- Tiefe Tasche: > 7 mm

SchlieBlich wurde der Mittelwert aller aufgenommenen Werte je Proband ermittelt.
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Packungsjahre (PJ)
Packungsjahre beschreibt die inhalierte Rauch-Dosis eines Rauchers in einem Jahr. Um die PJ
zu ermitteln wird die Zahl der téglich konsumierten Zigarettenpackungen mit der Zahl der

Raucherjahre multipliziert.

3.2.2 Probeentnahme und Untersuchungen der Sulkusfliissigkeit

Die Sulkusfliissigkeit wurde mittels Filterpapierstreifen-Streifen (GCF-Streifen, dentognostics
GmbH, Jena, Deutschland) einen Tag nach den klinischen Untersuchungen entnommen, um
Blutkontaminationen der gewonnen Proben zu vermeiden. Die Probenentnahme erfolgte bei
den Parodontitispatienten aus der tiefsten Tasche je Quadrant und bei den parodontal
Gesunden standardisiert an der mesiobukkalen Stelle des jeweiligen ersten Molars. Dafiir
wurde der Entnahmeort mit Hilfe von Watterollen trockengelegt und mit einem kurzen
Luftsto mit dem Luftblidser getrocknet, so dass der Zahn vom Speichel befreit wurde. Die
Filterpapierstreifen wurden danach in die Taschen eingefiihrt und fiir 30 Sekunden dort
belassen. Nach der Probeentnahme wurden die vier Filterpapierstreifen gepoolt, in einem
Eppendorf-Rohrchen gesammelt und fiir maximal einer Stunde bei 2-8° Celsius im
Kiihlschrank gelagert, um hiernach zum Labor transportiert zu werden (Guentsch et al. 2011).
Der Transport zum Labor erfolgte in einem gekiihlten Behélter und dauerte im Durchschnitt
zehn Minuten.

Die Weiterverarbeitung der Poolproben im Labor umfasste folgende Arbeitsschritte:

Zu den Filterpapierstreifen wurde 600ul Eluierungspuffer bestehend aus Phosphatpuffer,
Kaseinpuffer und 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane (Angaben der Firma dentognostics GmbH,
Jena, Deutschland) gegeben. Das Rohrchen wurde vorsichtig geschwenkt, worauf eine
fiinfminiitige Eluierung folgte. Nach fiinf Minuten + 10 Sekunden wurde 100ul Eluat aus dem
Rohrchen in ein zweites Eppendorf-Gefal3 aliquotiert. Das zweite Gefal wurde bei 2-8°
Celsius im Kiihlschrank, bis zur weiteren Analyse, die innerhalb von 7 Tagen erfolgte,
gelagert.

Da in dieser Studie mit den Poolproben der Sulkusfliissigkeit sowohl die Konzentration des
aMMP-8 als auch der oben genannten Zytokine und parodontalpathogenen Keime untersucht
werden sollten, wurde das verbliebene restliche Eluat wie folgt weiter verarbeitet:

Die Rohrchen mit den Streifen und dem Puffer wurden fiir eine Minute geschiittelt, worauf
ein fiinfminiitiges Zentrifugieren bei 111,2 g folgte. Hiernach wurden je 30ul in vier weitere
Eppendorf-Rohrchen aliquotiert. Alle R6hrchen wurden bei -20° Celsius bis zur Analyse der
Zytokine und Bakterien gelagert.
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Dabei wurden die 4 Eppendorf-Réhrchen mit je 30ul Eluat fiir die Untersuchungen der
Zytokine verwendet, wahrend die Gefdlle mit dem iibrig gebliebenen 380ul Eluat und den
vier Filterpapierstreifen fiir die Analyse der Keime herangezogen wurden.

Die Bearbeitung der Proben erfolgte en bloc, um unndtiges Auftauen zu vermeiden und

methodisch bedingte Schwankungen bei den nachfolgenden Untersuchungen zu minimieren.

3.2.3 Quantitative Bestimmung der aMMP-8 Konzentration

Die quantitative Bestimmung der aMMP-8 Konzentration erfolgte  mittels
Enzymimmunoassay (dentoELISA aMMPS, dentognositcs GmbH, Jena). Nachdem die
intraoral entnommenen Proben im klinikeigenen Labor mit dem Eluierungspuffer bearbeitet
wurden, erfolgte der Transport von 100ul zur Firma dentognostics GmbH. Hier wurden die
Proben wie folgt weiter bearbeitet:

Das Eluat wurde noch einmal mit Eluierungspuffer auf ein Verhiltnis von mindestens 1:50
verdiinnt (10ul GSF-Eluat : 490ul Probenpufter).

Auf einer Mikrotitrationsplatte waren in die einzelnen Vertiefungen spezifische Antikorper
gegen die aMMP-8 fixiert. Je 100ul der nun verdiinnten Probe wurde in jede Vertiefung der
Mikrotitrationsplatte gegeben. Das Ganze wurde bei 37°Celsius in einem Brutschrank fiir 60
Minuten inkubiert. Die in der Sulkusfliissigkeit befindlichen aMMP-8 bildeten
Immunkomplexe mit den fixierten Antikorpern. Nach dieser Zeit wurden die nicht
gebundenen Komponenten je 3 mal mit 200ul Waschpuffer pro Vertiefung ausgewaschen.
Anschlieend wurde in jede Vertiefung 100ul Peroxidase-Enzymkonjugat (monoklonaler
aMMP-8 Antikorper, gekoppelt mit Peroxidase) gegeben. Die Mikrotitrationsplatte wurde
wieder bei 37° Celsius fiir 30 Min im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit verband sich das
Konjugat mit den gebildeten Immunkomplexen. Nichtgebundene Komponenten wurden nach
30 Minuten wieder je 3 mal mit 200ul Waschpuffer pro Vertiefung heraus gewaschen.
Danach wurde in jede Vertiefung 100ul TMB-Substratlésung (3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin
und Wasserstoffperoxid) gegeben. Die Platte wurde fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und wihrenddessen bei 500 U/min geschiittelt. Durch die Aktivitit der Peroxidase
entstand ein blauer Farbstoff. Nach 15 Min wurde in jede Vertiefung 100ul Stopplésung
(Schwefelsdure) gegeben, wodurch die Losungsfarbe nach gelb umschlug. Nach Zugabe der
Stopplosung wurde die Farbintensitét jeder Vertiefung im Mikrotitrationsplatten-Photometer
bei 450 nm mit einer Referenzwellenlinge von 620 nm gemessen. Die Farbintensitdt war
dabei proportional zur Konzentration der aMMP-8 in der Probe.

Da es sich bei den Proben um Poolproben handelte, wurden die Ergebnisse als Mittelwert
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zusammen mit einem mathematisch unterlegten Streubereich angegeben.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden in Anlehnung an (Prescher et al. 2007) wie folgt
interpretiert:

-aMMPS8 im Eluat <8 ng/ml: Niedriger Bereich, gesund, nicht entziindet.

-aMMPS8 im Eluat 8-20 ng/ml: Mittlerer Bereich, geringgradiges entziindliches Geschehen
-aMMPS8 im Eluat >20 ng/ml: Hoher Bereich, akutes Entziindungsgeschehen

(Dentognostics Stand: 09/12)

3.2.4 Quantitative Bestimmung von Zytokinen in der Sulksufliissigkeit

Die quantitative Datenerfassung der Zytokine wurde mit dem Human Thl/Th2 11 plex Kit
(eBioscience, Wien, Osterreich) durchgefiihrt. Das Prinzip der Untersuchung beruht auf
einem Sandwich Immunoassay bei dem sogenannte Beads als feste Phase benutzt werden.
Diese Polysterolbeads liegen in zwei Gro3en vor (4,4 um und 5,5 um) und tragen spezifisch
zu den gesuchten Analyten fluorochrommarkierte (Starfire Red) Antikorper. Durch eine
Abstufung der Fluoreszenzintensititen kann spéter eine messtechnische Unterscheidung der
Analyten innerhalb einer GréBenpopulation getroffen werden. Mit dem verwendeten Test war
es moglich folgende Zytokine in einem Ansatz zu untersuchen: IL-1p, IL-6, IL-8, IL-4, IL-10,
TNF-a und TNF-B.

Die Beads bilden bei Zugabe zur Probe Immunkomplexe mit den passenden Zytokinen. Uber
einen Detektionsantikorper (Biotinkonjugat-Mix) wird ein Streptavidin-Phycoerythrin (PE) —
Konjugat an die Immunkomplexe gebunden.

Die messtechnische Analyse eines FlowCytomix-Ansatzes erfolgte im Durchflusszytometer
BD FACSCalibur (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Durch die Unterscheidung der Beads
im Vorwirtsstreulicht ist eine Trennung der GroBe nach moglich. Die Analyse der
Fluoreszenzintensititen des Starfire red-Signals und des PE-Signals ldsst eine
Differenzierung hinsichtlich Art und Konzentration der Zielgrée zu. Fiir alle untersuchten
Zytokine wurden entsprechende Standardreihen im Test mitgefiihrt.

Die Kalkulation der Volumina des Bead-Mix, des Konjugat-Mix und der Streptavidin-
Phycoerythrin-Losung erfolgte mit dem Volume Calculation Programm (eBioscience, Wien,
Osterreich).

Zur Durchfithrung der Untersuchung mussten zunéchst alle Reagenzien auf Raumtemperatur
erwarmt werden. Die Testreagenzien wurden entsprechend Herstellerangaben vorbereitet und
schrittweise mit den Proben inkubiert. Alle Inkubationsschritte wurden auf 96er

Mikrotiterplatten (eBioscience, Wien, Osterreich), dunkel, bei Raumtemperatur und unter
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vorsichtigem Schiitteln durchgefiihrt. Zur Analyse wurden die Ansétze in Rohrchen tiberfiihrt
und im Durchflusszytometer hinsichtlich ihrer Eigenschaften im Streulicht und
Fluoreszenzintensitét untersucht.

Die Auswertung und Kalkulation der gesuchten Zytokinkonzentrationen konnte mit der
Software FlowCytomix Pro 3.0 (eBioscience, Wien, Osterreich) erfolgen.

Fiir jedes Zytokin wurde zusitzlich eine Standardreihe hergestellt.

Testdurchfiihrung

Die Untersuchungen wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt:

Es wurde 25ul des Probenpuffers in ein Zentrifugenréhrchen gegeben. Diesem wurden 25ul
des Probeneluats, 25ul der Perlenmixtur und 50ul der Konjugatmixtur beigemengt. Alle
Komponenten wurden gemischt und bei Raumtemperatur (18-25°Celsius) fiir 2 Stunden
gelagert. Dabei wurden sie mittels Aluminiumfolie vor Lichteinwirkung geschiitzt.

Nach dieser Zeit wurden 1ml des Probenpuffers in jedes Rohrchen gegeben und mit 200
U/min fiir 5 Minuten zentrifugiert. Alle Uberschiisse wurden vorsichtig entfernt, sodass noch
100pl Liquid im Rohrchen verblieben. An dieser Stelle wurden alle bisherigen Schritte
wiederholt.

Es folgte die Zugabe von 50ul der Streptavidin-Phycoerythrin Losung, das erneute Mischen
aller Komponenten und die anschlieBende Lagerung bei Raumtemperatur fiir eine Stunde.
Auch hier wurden die Proben mittels Aluminium-Folie vor Lichteinwirkung geschiitzt.
Danach wurde Iml Probenpuffer dazu gegeben und das Rohrchen mit 26 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Die Uberschiisse wurden vorsichtig verworfen, so dass noch 100ul Liquid in
jedem Rohrchen verbleiben. Hiernach wurden die letzten beiden Schritte wiederholt.
Abschlieend wurden 500ul Probenpuffer in jedes Rohrchen beigemischt und die Fluoreszenz

bei einer Wellenlédnge von 575nm im Flowcytometer gemessen.

3.2.5 Mikrobiologische Untersuchungen

Die  Untersuchungen  der  Mikroflora  erfolgte  mithilfe  einer  Real-time
Polymerasekettenreaktion (PCR). Dazu wurden zuerst die Desoxyribonukleinsduren (DNA)
der Bakterien mit einem DNA Extraktionssystem (High Pure PCR Template Preparation Kit;
Roche, Mannheim, Germany), unter Beriicksichtigung der Herstellerangaben, gewonnen.

Die Real-time PCR wurde mit Hilfe des Real-time Rotary Analyzers (RotorGene 2000;
Corbott Research, Sydney, Australia) durchgefiihrt. Die Primer fiir Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia und Treponema denticola wurden von Ashimoto und

Mitarbeiter (Ashimoto et al. 1996) vorgegeben, wihrend die Primer fiir Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans von Tran und Rudney (Tran und Rudney 1999) und diejenigen fiir
Filifactor alocis von Schlafer et. al (Schlafer et al. 2010) beschrieben wurden. Die
Amplifikation der DNA wurde mit einem 20 pl Reaktionsvolumen, welches aus 2 pl
extrahiertem DNA-Strang und 18 ul Reaktionsgemisch bestand, durchgefiihrt. Letztere setzte
sich aus 2 ul 10x PCR Pufferlosung, 2,75 mM Magnesiumchlorid, 0,2 mM Nukleotiden, 0,5
uM Primer, 10 SyberGreen und 1 U taq Polymerase zusammen (Fermentas Life Science, St.
Leon-Rot, Germany).

Fiir jeden Probanden wurden zusétzlich positive und negative Kontrollen durchgefiihrt. Die
Positivprobe wurde zusammengesetzt von 2 pul Genom-DNA der Referenzstimme in einer
Konzentration von 10® bis 107, wihrend die Negativprobe aus 2 pl sterilem Wasser bestand.
Zu jeder der beiden Proben wurde 18ul Reaktionsgemisch hinzugegeben.

Die Reaktionszyklen begannen mit einem anfdanglichen Denaturierungsschritt (bei 95°C fiir 5
Minuten). Hiernach folgten 45 Zyklen bei 95°C (je 15 Sekunden), bei 60°C (auBer bei
Aggregatibacter Actinomycetemcomitans 58°C, 20 Sekunden) und bei 72°C (20 Sekunden).
Weiterhin wurden die Sensitivitdt und Spezifitit dieser Methode anhand von den bekannten
Bakterienstimmen und subgingivalen Proben iiberpriift.

Schlussendlich wurde die Spezifitdit der Vervielfdltigung mithilfe von Schmelzkurven

getestet.

3.3 Statistische Auswertung

3.3.1 Studiendesign

Die aMMP-8 Konzentration wurde als primérer Zielparameter definiert, wéhrend die
Konzentration der Interleukine und Bakterien als sekundire Parameter einbezogen wurden. Es
wurde a priori eine Teststdrkenanalyse (G*Power, freie statistische Software) basierend auf
einer Pilot-Studie (10 Probanden, die nicht in der Hauptstudie einbezogen wurden)
durchgefiihrt. Eine Probenzahl von n=14 in jeder Gruppe erreichte eine statistische Stirke von

90%.

3.3.2 Auswertungen

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software SPSS 20.0.0 fiir Mac OS (IBM SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt.

Fiir jede Variable pro Gruppe (GNR, GR, PNR, PR) wurde der Mittelwert mit der
Standardabweichung ermittelt. Danach erfolgte die Datenauswertung im Allgemeinen mit

Hilfe von nichtparametrischen Tests. Diese werden immer dann angewandt, wenn die

29



Annahme der Normalverteilung nicht aufrechterhalten werden kann. Bei diesen Tests werden
nicht die Messwerte selbst, sondern deren Rangplédtze verarbeitet. Somit sind sie
unempfindlich gegen Ausreiler einer Messreihe (Biihl 2012). Aus diesen Griinden eigneten
sie sich besonders gut fiir die Auswertung der Daten in dieser Studie.

Um die verschiedenen Variablen in den einzelnen Gruppen untereinander auf signifikante
Unterschiede zu vergleichen, wurde zundchst der H-Test nach Kruskal und Wallis
durchgefiihrt. Dieser basiert auf eine gemeinsame Rangreihe der Werte aller Stichproben und
eignet sich beim Vorliegen von mehr als zwei voneinander unabhidngigen Stichproben (Biihl
2012). Bei einem signifikantem Testergebnis stellte sich die Frage, welche der vier Gruppen
sich im Einzelnen paarweise voneinander unterscheiden wiirden. Die Antwort darauf wurde
mit dem U-Test nach Mann und Whitney ermittelt, welcher sich zum nichtparametrischen
Vergleich von zwei unabhingigen Stichproben eignet und auf einer gemeinsamen Rangreihe
der Werte beider Stichproben basiert (Biihl 2012).

Bei allen Tests wurde das statistische Signifikanzniveau mit p < 0,05 festgelegt.

Wie aus Studien bekannt ist, spielt das Verhéltnis von IL-1B, als gewebedestruierendes
Zytokin, zu IL-10 als Zytokin, welches eine liberschieBende Immunreaktion verhindert, eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese der Parodontitis (de Lima Oliveira et al. 2012, Teles et al.
2010, Toker et al. 2008). Aus diesem Grund wurde auch in der vorliegenden Studie fiir jeden
Probanden das Verhiltnis von IL-1f zu IL-10 errechnet. Aus diesen Daten wurde der

Mittelwert pro Gruppe gebildet.

AbschlieBend wurden die klinischen, immunologischen und mikrobiologischen Parameter auf
eine statistisch signifikante Korrelation mit den aMMP-8 Werten untersucht. Bei bestehender
Korrelation wurde die Regressionsgerade gebildet. Auch die Korrelation der
immunologischen Ergebnisse untereinander wurde analysiert.

Zur Untersuchung der Korrelation wurde die Rangkorrelation nach Spearman berechnet.
Diese eignet sich fiir nichtnormalverteilte Parameter. Dabei werden die einzelnen Werte
Rangplitzen zugeordnet, die dann in einer entsprechenden Formel weiterverarbeitet werden
(Biihl 2012). Bei diesen Berechnungen wurde die statistisch signifikante Korrelation mit

p < 0,05 festgelegt.

30



4. Ergebnisse

Die Probanden waren geschlechts- und altersgleich verteilt. Wie erwartet, hatten Patienten mit

Parodontitis signifikant hohere Werte beziiglich klinischer Attachmentlevel, Sondierungstiefe,

SBI und API. Demografische und klinische Daten wurden in Tabelle 1 zusammengefasst.

4.1 Charakterisierung der Probanden und klinische Parameter

Tabelle 1: Demografische und klinische Parameter

Nichtraucher Raucher
Parodontal Parodontitis Parodontal Parodontitis
Gesund (n=15) (n=15) Gesund (n=15) (n=1)5)
Alter [J] 41 (23-68) 45 (24-70) 37 (24-59) 44 (26-61)
(Mittelwert;
Bereich)
Geschlecht (m:w) 5:10 9:6 8:7 6:9
SBI 36,62 + 18,96 48,64 +19,45 27,62+17,67* 48,06+22,39*

(Mittelwert £ SA)
[7o]

API
(Mittelwert £ SA)
[7o]

Klinischer AL
(Mittelwert £ SA)
[mm]

Sondierungstiefe
(Mittelwert £ SA)
[mm]

Packungsjahre
(Mittelwert = SA)

21,56 +20,92*

1,91 £0,32*

1,85 +£0,30*

95,68 + 6,38*

1,81 £0,41%*

2,79 £0,94*

24,76 + 18,82*

3,13+2,16*

1,79 £ 0,39*

6,03 +£4,35%

92,33 +£8,32*

3,26 £ 0,64*

3,03 +0,56*

18,24 + 12,60*

*p < 0,05

Der SBI war im Durchschnitt in den beiden Gruppen mit parodontal gesunden Probanden

niedriger als in den Gruppen mit Parodontitispatienten. Der Unterschied zwischen den beiden

Gruppen mit Rauchern (GR-PR) war statistisch signifikant (p < 0,05) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Blutungsneigung und statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05)

Es war zu erkennen, dass Probanden mit gesundem Parodont einen geringeren API aufwiesen,
als diejenigen mit Parodontitis. FEin statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Parodontitispatienten und Patienten mit gesundem Parodont bestand (p < 0,05).

Der klinische Attachmentlevel war bei Rauchern hoher als bei Nichtrauchern. Zwischen den
Gruppen GNR-PNR, GNR-PR, GR-PNR und GR-PR wurde beim AL ein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt (p < 0,05).

Bei den Sondierungstiefen bestand zwischen den Gruppenpaaren GNR-PNR, GNR-PR, GR-
PNR, PNR-PR sowie GR-PR ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) (Abbildung 2).
In dieser Studie lag der Wert der Packungsjahre bei Probanden mit gesundem Parodont
deutlich niedriger als bei Probanden mit Parodontitis (Tabelle 1).

Hierbei wurde zwischen den beiden Gruppen mit Rauchern GR-PR ein statistisch

signifikanter Unterschied ermittelt (p < 0,05).
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Abbildung 2: Mittlere Sondierungstiefen [mm] und statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05)

4.1.1 Kategorisierung der Sondierungstiefen
Die Unterteilung der Sondierungstiefen in flache, mittlere und tiefe parodontale Taschen ist in

Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Prozentuale Verteilung Sondierungstiefenkategorien

Nichtraucher Raucher
Parodontal Parodontitis Parodontal Parodontitis
Gesund (n=15) (n=15) Gesund (n=15) (n=15)

Sondierungstiefe 100,00 £+ 0,00* 77,69 £17,43* 100,00 +0,00* 71,39+ 16,16*
1-3mm

(Mittelwert + SA)

[%0]

Sondierungstiefe 0,00 + 0,00* 19,26 £ 10,16* 0,00 = 0,00* 26,49 + 13,69
4-6mm

(Mittelwert + SA)

[%o]

Sondierungstiefe 0,00 + 0,00* 3,04 +10,13 0,00 + 0,00* 2,10 £ 4,29*
>7mm

(Mittelwert + SA)

[o]

*p < 0,05

Sowohl fiir flache (ST 1-3 mm) als auch fiir mittlere (ST 4-6 mm) Sondierungstiefen bestand
zwischen den Gruppen GNR-PNR, GNR-PR, GR-PNR sowie GR-PR ein statistisch
signifikanter Unterschied (p < 0,05).
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Bei den tiefen Taschen (ST > 7 mm) wurde zwischen den Gruppenpaaren GNR-PR sowie

GR-PR ein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt (p < 0,05) (Tabelle 2).

4.2 Immunologische Parameter

Zu den immunologischen Ergebnissen werden in dieser Studie sowohl die Messung der
aMMP-8 als auch der Zytokin Konzentrationen gezdhlt. Die Auswertung der
immunologischen Parameter erfolgte separat fiir den primiren Zielparameter aMMP-8 und

anschliefend fiir die untersuchten Zytokine als sekundédre Untersuchungsparameter.

4.2.1 Ergebnisse der Messungen der aMMP-8-Konzentration

Die aMMP-8 war, bei Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu parodontal Gesunden
signifikant erhoht (p < 0,05). Der Mittelwert fiir Probanden mit Parodontitis wurde
durchschnittlich mit 35,73 + 25,31 ng/ul gemessen, wéhrend es fiir parodontal Gesunde bei
10,80 = 7,11 ng/ul lag.

Innerhalb der Gruppen Parodontal Gesund und Parodontitis bestanden keine signifikanten
Unterschiede (GNR vs. GR = 9,20 + 4,36 ng/ul vs. 12,40 £ 8,96 ng/ul; PNR vs. PR = 35,67 +

29,27 ng/ul vs. 35,80 + 21,68 ng/ul).
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Abbildung 3: aMMP-8 Konzentration [ng/ml] und statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05)
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4.2.2 Ergebnisse der Messungen der Zytokin-Konzentrationen
Die entnommenen Proben der GSF wurden auf 7 verschiedene Zytokine untersucht.
Zur Charakterisierung der immunologischen Prozesse wurden die Zytokine in pro-

inflammatorische (Tabelle 3) und anti-inflammatorische Zytokine (Tabelle 4) unterteilt.

4.2.2.1 Pro-inflammatorische Zytokine

Tabelle 3: Pro-inflammatorische Zytokine

Nichtraucher Raucher

Zytokin Parodontal Parodontitis Parodontal Parodontitis
Gesund Gesund

IL-1B (Mittelwert + SA) 65,20 + 21,93 87,35+ 55,61* 26,76 +22,67* 130,16 + 91,00*
[pg/ml]

IL-6 (Mittelwert + SA) 100,00 + 5,02 40,08 + 0,00 4,69 +5,51 40,08 + 55,86
[pg/ml]

IL-8 (Mittelwert + SA) 86,01 + 19,9% 119,62 + 77,84* 39,38 + 28,86 126,72 + 75,59
[pg/ml]

TNF-a (Mittelwert + SA) 134,82 +£ 19523 234,27+ 32421 21,15+2.28 91,99 + 161,14
[pg/ml]

TNF-B (Mittelwert + SA) 82,19+ 109,21 84,29 + 97,73 44,85 + 51,08 72,26 + 99,70
[pg/ml]

*p < 0,05
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Abbildung 4: IL-1p Konzentration [pg/ml] und statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05)

IL-1B [pg/ml]
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Allgemein ergaben sich fiir das IL-1 bei Probanden mit gesundem Parodont niedrigere Wert,
als fiir Probanden mit Parodontitis. Diese Beobachtung wurde sowohl fiir Raucher als auch
fiir Nichtraucher gemacht. Weiterhin fiel auf, dass die IL-1 Konzentration in der Gruppe GR
deutlich niedriger war als in den anderen drei Gruppen. Es konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen GR-PNR und GR-PR ermittelt werden (p < 0,05)
(Abbildung 4).

Der Mittelwert fiir Probanden mit Parodontitis lag bei 106,81 + 73,20 pg/ml, wéhrend bei
parodontal Gesunden 49,83 + 28,85 pg/ml gemessen wurde. Es konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen Probanden mit klinisch gesundem Parodont und

denjenigen mit Parodontitis festgestellt werden.

Interleukin-6

Die IL-6 Konzentration war im Durchschnitt bei Rauchern deutlich niedriger als bei
Nichtrauchern. Die Gruppe PNR konnte in der Auswertung nicht beriicksichtigt werden, da
IL-6 bei nur einem Probanden gemessen wurde (Abbildung 5). Der Mittelwert fiir Probanden
mit Parodontitis lag bei 17,32 £+ 39,54 pg/ml, wéhrend fiir parodontal Gesunde 0,31 + 1,56

pg/ml ermittelt wurde.
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Abbildung 5: IL-6 Konzentration [pg/ml]

Interleukin-8

Der Mittelwert der Interleukin-8 Konzentration fiir Probanden mit Parodontitis war

124,19 + 73,44 pg/ml, wihrend fiir parodontal Gesunde 59,08+33,29 pg/ml ermittelt wurden.
Es konnte ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen Probanden mit klinisch
gesundem Parodont und denjenigen mit Parodontitis festgestellt werden.

Die IL-8 Konzentration war in der Gruppe GNR verglichen mit der Gruppe GR deutlich
erhoht. Parodontal erkrankte Raucher und Nichtraucher hatten vergleichbare IL-8 Werte.
Rauchende Probanden mit gesundem Parodont hatten durchschnittlich die niedrigste
Interleukin-8 Konzentration im Sulkus, wihrend die Raucher mit Parodontitis die hochste
aufwiesen. Es wurde ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen GNR-

GR ermittelt (p < 0,05) (Abbildung 6).

37



250,007
200,007
150,00

100,00 i

50,007

IL-8 [pg/ml]

00 T T T T
Gruppe

Abbildung 6: IL-8 Konzentration [pg/ml] und statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05)

Tumornekrosefaktor-a
Beim TNF-a lag der Mittelwert fiir Probanden mit Parodontitis bei 30,05 + 107,05 pg/ml und
bei parodontal Gesunden bei 34,73 + 107,29 pg/ml.

Allgemein war TNF-a bei Nichtrauchern erhoht. Probanden mit klinisch gesundem Parodont
wiesen durchschnittlich die niedrigsten Werte auf, wéhrend bei Nichtrauchern mit
Parodontitis der hochste TNF-a Wert detektiert wurde. Die Gruppe PR hatte eine relativ hohe
TNF-a Konzentration, der dennoch unter den Konzentrationen lag, die in den Gruppen GNR

und PNR gemessen wurden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: TNF-a Konzentration [pg/ml]
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Tumorekrosefaktor- 3

Die TNF-B Konzentration war in den Gruppen mit Nichtrauchern generell hoher als bei

Rauchern (Abbildung 8). Wihrend bei den Gruppen GNR und PNR vergleichbare TNF-f

Konzentrationen gemessen wurden, waren in der Gruppe PR hohere Werte zu erkennen, als

bei den Rauchern mit klinisch gesundem Parodont (Tabelle 3).

Der Mittelwert fiir TNF-B lag bei Probanden mit Parodontitis bei 13,24 + 43,76 pg/ml,

wéhrend flir parodontal Gesunde 16,68 + 52,44 pg/ml ermittelt wurden.

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden nicht (p > 0,05).
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Abbildung 8: TNF- Konzentration [pg/ml]

4.2.2.2 Anti-inflammatorische Zytokine

Tabelle 4: Anti-inflammatorische Zytokine

Nichtraucher Raucher
Zytokin Parodontal Parodontitis Parodontal Parodontitis
Gesund Gesund
IL-4 (Mittelwert = SA) 40,41+ 36,30 29,83 £15,02 54,31 £ 67,27 64,44 £ 24,36
[pg/ml]
IL-10 (Mittelwert + SA) 85,91 + 64,87 50,52 £29,93 42,00 £ 13,03 53,00 + 29,39

[pg/ml]

*p < 0,05
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Interleukin-4

Das IL-4 wurde bei Nichtrauchern in einer niedrigeren Durchschnittskonzentration gemessen.
Fiir die Gruppe PR ergab sich eine um das doppelte hohere Konzentration als fiir die Gruppe
PNR. Die Gruppe GNR hatte durchschnittlich eine etwas niedrigere IL-4 Konzentration als
die Gruppe GR (Tabelle 4). Bei den Nichtrauchern hatten die klinisch parodontal gesunden
Probanden hohere Werte als diejenigen mit Parodontitis, wihrend bei den Rauchern
Probanden mit gesundem Parodont geringere Werte aufwiesen, als diejenigen mit einer
Parodontitis (Abbildung 9). Der Mittelwert fiir Probanden mit Parodontitis lag bei 43,68 +
25,35 pg/ml, wihrend fiir parodontal Gesunde 44,58 + 43,92 pg/ml gemessen wurde.
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Abbildung 9: IL-4 Konzentration [pg/ml]

Interleukin-10

Der Mittelwert der Interleukin-10 Konzentration fiir Probanden mit Parodontitis lag bei

51,59 + 27,38 pg/ml, wihrend fiir parodontal Gesunde 68,40 &+ 53,92 pg/ml ermittelt wurden.
Die Durchschnittskonzentration des IL-10 war bei Nichtrauchern generell hoher als bei
Rauchern. Nichtraucher mit gesundem Parodont hatten hohere IL-10 Konzentrationen als
Nichtraucher mit Parodontitis. In der Gruppe PR war die IL-10 Konzentration im Vergleich
mit der Gruppe GR erhoht (Abbildung 10). Signifikante Unterschiede bestanden nicht

(p =0,05).
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Abbildung 10: IL-10 Konzentration [pg/ml]

4.2.2.3 Verhdltnis (Ratio) von IL-1f zu IL-10

Tabelle 5: Ratio IL-1 zu IL-10

Nichtraucher Raucher
Parodontal Parodontitis Parodontal Parodontitis
Gesund Gesund
IL-1B : IL-10 0,82 +0,42 1,51 £0,70 0,40 £ 0,39 1,20+ 0,11

*p < 0,05

Das Verhiltnis von IL1- zu IL-10 war bei der Gruppe GR am niedrigsten, wihrend sie den
maximalen Wert in der Gruppe PNR erreichte. Der Wert der Gruppe PR lag etwas niedriger,
als derjenige der Gruppe PNR (Tabelle 5). Werte groBer 1,0 deuteten auf eine Imbalance

zwischen pro — und anti-inflammatorischen Zytokinen hin.

4.3 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen

Die Parodontalpathogene wurden bei Parodontitispatienten signifikant hdufiger und in
hoheren Konzentrationen detektiert als bei parodontal Gesunden (4. actinomycetemcomitans
= klinisch gesund vs. Parodontitis = 9,38 + 15,00/ul vs. 1057,38 = 4216,39/ul, P. gingivalis =
0,00 £+ 0,00/pl vs. 163137,88 + 362188,14/ul, T. denticola = 127,76 + 488,07/ul vs. 16091,50
+35991,03/ul, T. forsythia = 127,76 + 488,07/ul vs. 166971,90 = 35991,04/ul und F. alocis =
0,00 £ 0,00/pl vs. 996,35 +2513,93/ul).
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Fiir P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia und F. alocis wurden jeweils statistisch
signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen klinisch Gesunden und Probanden mit
Parodontitis ermittelt. Dabei hatten vor allem Raucher durchschnittlich hohere Werte.

A. actinomycetemcomitans war in allen Gruppen nachweisbar, mit deutlich hoheren
Keimzahlen bei Parodontitispatienten. P. gingivalis konnte nur bei Parodontitispatienten
signifikant detektiert werden (p < 0,05). Ahnlich stellte sich T. forsythia dar. T. denticola
wurde in allen Gruppen nachgewiesen, auch hier wiederum mit deutlichem Bezug zur
Parodontitis. F. alocis konnte vor allem bei Parodontitispatienten nachgewiesen werden. Hier

primir bei Rauchern (Tabelle 6).

Tabelle 6: quantitative Mengen der Keime A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T.

denticola und F. alocis

Nichtraucher Raucher
Keim [Anzahl/ul] Parodontal Parodontitis Parodontal Parodontitis
(Mittelwert = SA) Gesund Gesund
A. actinomycetemcomitans 5,71 £ 8,41 671,80 + 12,73 £ 18,88 144292 +
231828 5579,60
P. gingivalis 0,00 + 0,00* 161320,06 + 0,00 = 0,00* 164955,73 +
477656,87* 208728,03*
T forsythia 0,00 + 0,00* 142845,53 + 78,63 £260,80* 191098,267 +
310639,68* 212052,503*
T. denticola
32,00 = 13260,86 = 217,13 = 18922,20 +
69,33* 37986,52* 673,98%* 34972,84*
F. alocis
0,00 £0,00* 460,27 <+ 0,00 = 0,00* 1532,40 =
1638,31%* 3129,09*
*p <0,05

4.4 Korrelationen der Daten

4.4.1 Korrelation der klinischen Daten mit der aMMP-8 Konzentration

Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen der aMMP-8 Konzentration und dem SBI
festgestellt (p < 0,05). Dabei zeigte sich: je hoher die aMMP-8 Konzentration war, desto
hoher stieg der prozentuale Anteil der Sulkusblutung (Abbildung 11A).

Weiterhin wurde eine signifikante Korrelation zwischen aMMP-8 und dem Mittelwert der

Sondierungstiefe festgestellt (p < 0,05). Man konnte einen deutlichen Anstieg der
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Sondierungstiefe mit dem Anstieg der aMMP-8 Konzentration in Bezug bringen (Abbildung
11B).

Es wurde zudem eine signifikante Korrelation zwischen aMMP-8 und dem Mittelwert der
Packungsjahre festgestellt. Je groBer die Zahl der Packungsjahre, desto hoher die aMMP-8
Werte (Abbildung 11C).

Letztlich wurde eine statistisch signifikante Korrealtion zwischen dem klinischen
Attachmentlevel und der aMMP-8 Konzentration ermittelt (p < 0,05). Hierbei zeigt sich ein
Zusammenhang zwischen der aMMP-8 Werte und dem Attachmentlevel (Abbildung 11D).
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Abbildung 11: Korrelation der klinischen Daten mit der aMMP-8 Konzentration; A) aMMP-8 vs. SBI;
B) aMMP-8 vs. Sondierungstiefe; C) aMMP-8 vs. Packungsjahre; D) aMMP-8 vs. Attachmentlevel
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4.4.2 Korrelation der immunologischen und mikrobiologischen Daten mit der aMMP-8

Konzentration

Immunologische Parameter

Als einziges Zytokin wurde fiir IL-1pB eine signifikante Korrelation mit der aMMP-8
Konzentration festgestellt (p < 0,05). Auch hier konnte man einen Zusammenhang zwischen
Anstieg der IL-1B Konzentration und dem Anstieg der aMMP-8 Konzentration beobachten
(Abbildung 12).

Bei allen anderen in dieser Studie untersuchten Zytokine konnten keine statistisch
signifikanten Korrelationen mit der aMMP-8 Konzentration festgestellt werden. Auf eine

weiterfithrende grafische Darstellung wird daher verzichtet.
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Abbildung 12: Korrelation des IL-1p mit der aMMP-8 Konzentration

Mikrobiologische Parameter

Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der aMMP-8 Konzentration und P.
gingivalis konnte verzeichnet werden (Abbildung 13A).
Weiterhin wurde eine statistisch signifikante Korrelation zwischen den Keimen 7. denticola

(Abbildung 13B), T. forsythia (Abbildung 13C) und F. alocis (Abbildung 13D) ermittelt.
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Abbildung 13: Korrelation der mikrobiologischen Daten mit der aMMP-8 Konzentration; A) aMMP-8
vs. P.gingivalis.; B) aMMP-8 vs. T.denticola; C) aMMP-8 vs. T. forsythia; D) aMMP-8 vs. F.alocis

4.4.3 Korrelation der klinischen Daten untereinander
Die Korrelation der klinischen Daten untereinander ist in Tabelle 7 dargestellt. Sowohl der
klinische Attachmentlevel als auch die Sondierungstiefen korrelierten hierbei mit dem SBI

und den Packungsjahren.

45



Tabelle 7: Signifikante Korrelation der klinischen Daten untereinander (P); Korrelationskoeffizient

nach Spearman (R)

AL SBI PJ ST
P R P R P R P R
AL - - 0,00 041 0,00 0,75 0,00 0,93
SBI 0,00 0,41 - - - - 0,00 0,48
PJ 0,00 0,75 - - - - 0,00 0,69
ST 0,00 094 0,00 048 0,00 0,68 - -

- keine statistisch signifikante Korrelation P: p-Wert < 0,05 statistisch signifikante Korrelation

R: Korrelationskoeffizient nach Spearman

4.4.4 Korrelation der Zytokine untereinander
Die Werte fiir IL-1B als pro-inflammatorisches Zytokin korrelierten mit den anti-
entziindlichen Zytokinen IL-10 und IL-4. TNF-a stand sowohl mit IL-6 als auch mit TNF-f in

statistisch signifikanter Korrelation (Tabelle 8).

Tabelle 8: Korrelation der Zytokine untereinander; Korrelationskoeffizienten nach Sparman

IL-1B IL-6 IL-8  TNF-q TNF-B IL-10 IL-4

P R P R PR P R P R P R P R
IL-1B - - - - - - - - - - 0,01 0,70 0,00 0,77
IL-6 - - - - - 002 082 - - - - -
IL-8 - - - - - - - - - - -
TNFo | - - 002 08 - - - - 000 09 - - - -
TNFB | - - - - - - 000 090 - - - - -
IL-10 |0,01 0,70 - - - - - - - - - -
IL-4 0,00 0,77 - - - - - - - - - -

- keine statistisch signifikante Korrelation P: p-Wert < 0,05 statistisch signifikante Korrelation

R: Korrelationskoeffizient nach Spearman
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4.4.5 Korrelation der mikrobiologischen Ergebnisse mit den klinischen Daten

Bei der Untersuchung der klinischen und mikrobiologischen Daten fiel auf, dass P. gingivalis

und 7 .denticola mit den klinischen Parametern SBI, ST, AL und PJ signifikant korrelierten,

A. actinomycetemcomitans dagegen nicht (Tabelle 9).

Tabelle 9: Korrelationen der klinischen Parameter vs. mikrobielle Werte mit Korrelationskoeffizienten

nach Spearman

SBI ST AL PJ
P R P R P R P R
A. actinomycemtcomitans - - - - - - - -
P. ginigvalis 0,00 0,35 0,00 0,52 0,00 0,58 0,00 0,67
T. forsythia - - 0,00 054 0,00 0,60 0,00 0,63
T. denticola 0,00 0,44 0,00 0,58 0,00 0,59 0,00 0,57
F. alocis 0,05 0,23 0,00 048 0,00 0,56 0,00 0,57

- keine statistisch signifikante Korrelation

R: Korrelationskoeffizient nach Spearman

P: p-Wert < 0,05 statistisch signifikante Korrelation
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5. Diskussion

5.1 Einordnung in die wissenschaftliche Literatur

Die Parodontitis ist eine entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates. In der
internationalen Literatur geht man primér davon aus, dass sie durch eine Gruppe von gram-
negativen und anaeroben Bakterien, die subgingival siedeln, ausgelost wird. Jedoch besteht
Evidenz zur Annahme, dass nur bei einem empfinglichen Wirt eine Entziindung ausgelost
wird (Bartold und Van Dyke 2013).

Bisher ist erwiesen, dass das Immunsystem des Wirtes auf Bakterien und ihre
Virulenzfaktoren mit einer entziindlichen Reaktion antwortet. Dabei werden Zytokine und
andere Entziindungsmediatoren wie z.B. die Matrix-Metalloproteinasen ausgeschiittet, die
dann die Destruktion von Knochen und Bindegewebe einleiten (Page und Kornman 1997).
Um die Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus bei einer Parodontitis zu verstehen, wird
schon lange die gingivale Sulkusfliissigkeit als diagnostisches Medium heran gezogen. Schon
vor mehr als dreiflig Jahren wurden die ersten Immunindikatoren in ihr entdeckt (Goodson et
al. 1974). Heute weill man, dass in der Sulkusfliissigkeit sowohl mikrobiologische als auch
immunologische und systemische Parameter gemessen werden konnen (Armitage 2004). Die
Zunahme der Bedeutung der Sulkusfliissigkeit als diagnostisches Medium stellt im Hinblick
klinischer und labortechnischer Untersuchungsmethoden neue Herausforderungen an dentale
Diagnostikmethoden. Im Hinblick auf diese Problematik wurden in der Vergangenheit diverse
Methoden zur Probenentnahme aus der Sulkusfliissigkeit untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass sich Papierstreifen zur simultanen Messung von immunologischen und
mikrobiellen Werten am Besten eignen (Guentsch et al. 2011).

Bei der Untersuchung der Sulkusfliissigkeit hat sich in der letzten Zeit das aMMP-8 als ein
wichtiger Biomarker der Parodontitis durchgesetzt (Kraft-Neumérker et al. 2012, Sorsa et al.
2004). Dieses scheint vor allem eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der chronischen
Parodontitis zu spielen (Ingman et al. 1996, Kiili et al. 2002). Diverse Studien belegen einen
Riickgang der zuvor erhohten aMMP-8 Konzentration nach der Behandlung der Parodontitis
(Chen et al. 2000, Mintyla et al. 2006).

Eine weitere, noch nicht vollstindig beantwortete Frage ist das Zusammenspiel
immunologischer Botenstoffe miteinander bei der Pathogenese der Parodontitis. Viele
verschiedene Zytokine spielen hierbei eine wichtige Rolle und wurden in verschiedenen
Studien nédher betrachtet. Vor allem das IL-1B (Engbretson et al. 1999) und das TNF-a
(Gamonal et al. 2003, Rossomando et al. 1990) als pro-inflammatorische und das IL-10

(Fiorentino et al. 1991) als anti-inflammatorisches Zytokin werden dabei in der
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internationalen Literatur hdufig diskutiert. Besonders das Verhiltnis von IL-1B zu IL-10
scheint die entziindliche Reaktion gut widerzuspiegeln. Man fand heraus, dass die
Konzentration von IL-1pB nach Behandlung der Parodontitis abnahm, wihrend die IL-10
Konzentration zunahm (de Lima Oliveira et al. 2012). Eine andere Studie von Teles et. al
belegt, dass Probanden mit aggressiver Parodontitis ein IL-1B/IL-10 Verhiltnis grofer als 1
aufwiesen, als Probanden mit gesundem Parodont. Man nahm somit an, dass bei einer
Parodontitis eine Imbalance zwischen pro-und anti-inflammatorischen Zytokinen vorliegen
misse (Teles et al. 2010).

Neben dem IL-10 wird in der internationalen Literatur auch das IL-4 als anti-
inflammatorisches Zytokin genannt (te Velde et al. 1990). Seine Rolle bei der Entstehung der
Parodontitis scheint vernachléssigt zu werden. Es existieren nur wenige Studien dariiber, die
belegen, dass seine Abwesenheit mit der Progression parodontaler Erkrankungen in Bezug
gebracht werden kann (Shapira et al. 1992).

Zusammen mit der mikrobiellen Ursache wird die Parodontitis durch Risikofaktoren wie dem
Tabakkonsum begilinstigt. Rauchen modifiziert die Immunantwort des Wirtes bei der
Reaktion auf Pathogene. Diese wird abgeschwicht und begiinstigt somit die Entstehung einer
Parodontitis mit typischen Symptomen wie Attachmentverlust, vergroBerte Sondierungstiefen
und Knochenabbau (AAP 1999).

Das Rauchen wurde im Bezug auf die Pathogenese der Parodontitis schon in einigen
verschiedenen Studien untersucht. So wurde beispielsweise eine Reduktion der PMN
Funktion mit starkem Tabakkonsum in Verbindung gebracht (Guentsch et al. 2006). Man fand
auBBerdem heraus, dass das Immunsystem bei Rauchern im Vergleich zu Nichtraucher eine
niedrigere Menge an Antikorper bilden kann, wodurch die Bekdmpfung der bakteriellen
Infektion beeintrachtigt wird (Mooney et al. 2001). Weiterhin stellten Gunsolley und
Mitarbeiter heraus, dass Raucher einen héheren Plaque Index aufwiesen, als Nichtraucher
(Gunsolley et al. 1998). Eine andere Studie untersuchte die aMMP-8 Konzentration im Bezug
zu klinischen Parametern und beobachtete, dass die aMMP-8 Konzentration vor allem bei
Rauchern mit Parodontitis erhoht war (Méntyla et al. 2006).

Die vorliegende Studie untersuchte die Effekte des Tabakkonsums auf die Ausschiittung des
aMMP-8 im gingivalen Sulkus. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen der aMMP-8
Konzentration und der Konzentration von diversen pro-und anti-inflammatorischen
Zytokinen, den Parodontalpathogenen A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola,
T. forsythia und F. alocis sowie traditioneller klinischer parodontologischer Parameter wie

dem SBI, dem klinischen Attachmentlevel und der Sondierungstiefe gesucht.
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5.2 Diskussion der immunologischen Ergebnisse

5.2.1 Zytokine

5.2.1.1 Pro-inflammatorische Zytokine

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt fiinf pro-inflammatorische Zytokine untersucht.
Die Unterteilung in pro- und anti-inflammatorische Zytokine erlaubt eine bessere Sicht auf
die immunologischen Verhiltnisse und ist in Tabelle 3 und Tabelle 4 zusammenfassend zu

sehen.

IL-1B

Das IL-1P ist ein pro-inflammatroisches Zytokin, das in mehreren Studien mit der
Pathogenese der Parodontitis in Bezug gebracht wurde. Engbretson et al. fanden heraus, dass
Probanden mit Parodontitis eine bis zu 2,5 fach hohere IL-1p Konzentration in den
parodontalen Taschen aufwiesen, als diejenigen die nicht an Parodontitis erkrankt waren
(Engbretson et al. 1999). Das IL-1f ist in hoher Menge in entziindeter Gingiva vorhanden und
induziert dort die Aktivitdt von Kollagenasen und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), was
wiederum zum Knochen und Bindegewebeabbau fiihrt (Birkedal-Hansen 1993, Honig et al.
1989). Somit sollte eine hohe IL-1B Konzentration auch mit einer hohen Konzentration an
Kollagenasen und MMPs vergesellschaftet sein.

Die in der vorliegenden Studie gesammelten Daten stimmen mit den Hinweisen in der
internationalen Literatur iiberein. Das IL-1p war allgemein in den Gruppen mit Parodontitis in
deutlich hoherer Konzentration zu messen, als in den Gruppen, mit parodontal gesunden
Probanden (Tabelle 3). Die Gruppe PR hatte dabei den hochsten Wert, wihrend der mit
Abstand niedrigste Durchschnittswert in der Gruppe GR gemessen wurde. Dieses Ergebnis
sowie die statistisch signifikante Differenz zwischen den Gruppen GR-PR (Abbildung 4),
lasst vermuten, dass Parodontitis die Ausschiittung des IL-1 fordert.

Jedoch deutet die stark erhohte IL-1B Konzentration bei der Gruppe PR darauf hin, dass die
immunsupprimierenden Effekte des Rauchens nur solange anhalten bis keine Entziindung
vorliegt. Weitere Untersuchungen scheinen zu belegen, dass bei der Parodontitis der
Tabakkonsum keinen Einfluss auf die IL-1p Konzentration im GCF hat (Giannopoulou et al.
2003). Sowohl bei Rauchern als auch bei Nichtrauchern mit Parodontitis ist der IL-18 Level
erhoht.

Es scheint, dass das Rauchen bei gesunden Probanden einen immunsupprimierenden Effekt
hat. Es wurde bereits berichtet, dass Tabakkonsum die Funktionen von polymorphkernigen

neutrophilen Granulozyten, die eine wichtige Rolle im Immunsystem spielen, enorm
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abschwicht (Guentsch et al. 2006). Weiterhin ist bereits bekannt, dass Monozyten und
Makrophagen auf Lipopolysaccharide und Endotoxine gramnegativer Bakterien mit einer
erhohten Sekretion von IL-1 (Lindemann et al. 1988) reagieren. Demzufolge deuten die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der Tabakrauch nicht nur negative
Auswirkungen auf die PMN, sondern auch auf andere Immunzellen wie die Monozyten und
Makrophagen hat. In der Literatur liegen keine exakten Daten dazu vor, sodass um dieses

Ergebnis zu untermauern, weitere Studien in dieser Richtung notig wéren.

IL-6

Das IL-6 wird wéhrend der Immunantwort beispielsweise von Makrophagen oder PMN
produziert (Kishimoto 1989). Es ist bei der Parodontitis erhdht (Guillot et al. 1995) und kann
zusammen mit anderen Mediatoren Knochenresorption induzieren (Ishimi et al. 1990).

Die in dieser Studie gemessenen Werte entsprechen nur zu einem Teil der Meinung in der
aktuellen Studienlage. Bei Nichtrauchern mit gesundem Parodont war der IL-6 Titer deutlich
hoher, als bei Nichtrauchern mit Parodontitis. Immunmodulierende Faktoren, wie
Tabakkonsum oder die entziindliche Reaktion bei einer Parodontitis, scheinen das
Gleichgewicht zwischen Sekretion und Inhibition dieses Zytokins zu Gunsten der Hemmung
der Sekretion oder der vermehrten Sekretion zu beeinflussen.

Beim Vergleich der Gruppen GNR und GR lésst sich eine leichte Tendenz zur Abschwiachung
des Immunsystems bei Rauchern erkennen, wéhrend die entziindliche Reaktion bei einer
Parodontitis mit einer erhohten IL-6 Produktion einhergeht (Tabelle 3). Diese Tendenz
bekriftigt die vorliegenden Daten aus der internationalen Literatur (Guillot et al. 1995,
Kishimoto und Hirano 1988)

Passend zur Studienlage wurde in der vorliegenden Studie eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen IL-6 und TNF-a gefunden (Tabelle 8). Dieses Ergebnis verstirkt die
Vermutung, dass das IL-6 in seiner Funktion von TNF-a abhédngt (Billiau et al. 1989, Ishimi
et al. 1990).

IL-8

IL-8 ist dafiir bekannt, ein starker Mediator bei entziindlichen Prozessen zu sein (Baggiolini
und Clark-Lewis 1992). Wichtige Zellen des Immunsystems wie beispielsweise die
neutrophilen Granulozyten sezernieren als Reaktion auf Lipopolysaccharide von
parodontalpathogenen Keimen IL-8 (Yoshimura et al. 1997). Dieses hat Einfluss auf

chemotaktische und aktivierende Funktionen der PMN und spielt damit eine wichtige Rolle
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bei der Initiierung und Entwicklung entziindlicher Prozesse und dem Gewebsuntergang
wihrend parodontalen Erkrankungen (Bickel 1993). Hierbei verstirkt es den
Gewebeuntergang durch die Induktion der Sekretion von mehr MMPs (Tonetti et al. 1998)
und Elastase (Bickel 1993).

Diese Beobachtungen werden tendenziell in dieser Studie bestdtigt. Die IL-8 Konzentration
lag in der vorliegenden Arbeit bei Probanden mit gesundem Parodont unterhalb dem Wert
derjenigen mit Parodontitis (Tabelle 3). In der internationalen Literatur herrscht teilweise eine
kontroverse Meinung dariiber ob das IL-8 bei Nichtraucher mit Parodontitis in erhohter
Konzentration vorliegt oder nicht. Chung et. a/ haben beispielsweise herausgefunden, dass die
Parodontitistherapie bei einigen Probanden zu einem erhdhten bei anderen aber wiederum zu
einem erniedrigten IL-8 Level fiihrt (Chung et al. 1997). Eine Studie von Mathur et. al/ fand
aber wiederum heraus dass, die IL-8 Menge bei einer Entziindung ansteigt und in gesundem
Parodont verringert ist (Mathur et al. 1996).

Diese unterschiedlichen Meinungen in der Literatur, machen es schwierig eine korrekte
Einordnung dieses Zytokins zu vollziehen.

Das Ergebnis dieser Studie mag insgesamt darauf hindeuten, dass die IL-8 Sekretion bei einer
Parodontitis erh6ht wird. Dieses wiirde Daten aus der gdngigen Literatur bestdtigen (Mathur
et al. 1996). Um genauere Schlussfolgerungen zu ziehen, wiren weitere Studien mit einer
grofleren Probandenzahl notig.

Der Tabakkonsum scheint eine wichtige Rolle, bei der IL-8 Sekretion wéhrend einer
Parodontitis zu spielen. Die Daten aus dieser Studie belegen, dass bei Rauchern der IL-8
Level niedriger ist, als bei Nichtrauchern (Abbildung 6). Dieses Ergebnis entspricht
denjenigen aus der bekannten Literatur (Kamma et al. 2004, Tymkiw et al. 2011).

TNF-a

Die Werte der TNF-a Konzentration waren in der vorliegenden Studie allgemein bei
Rauchern niedriger als bei Nichtrauchern (Tabelle 3). Das TNF-o wurde schon friih als
Indikator fiir die Entwicklung einer Parodontitis bekannt (Rossomando et al. 1990) und liegt
bei Entziindung des Parodonts in erhohter Konzentration vor (Gamonal et al. 2003). Auch in
dieser Studie waren die TNF-o Konzentrationen in beiden Gruppen mit gesundem Parodont
niedriger als in den Parodontitisgruppen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigen

somit die aktuellen Erkenntnisse aus der Literatur.
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TNEF-

Das TNF-f spielt eine wichtige Rolle bei der Organogenese lymphoider Organe (De Togni et
al. 1994). Es bindet zwar an den selben Rezeptor wie das TNF-a (Loetscher et al. 1991),
wurde aber dennoch bis jetzt nicht mit der Parodontitis in Bezug gebracht.

In der vorliegenden Studie sind die durchschnittlichen TNF- Konzentrationen in beiden
Gruppen mit Rauchern niedriger als in denjenigen mit Nichtrauchern. Somit ldsst sich auch
hier eine Beeintrachtigung des Immunsystems durch den Tabakkonsum vermuten. Auffallig
ist, dass Probanden mit Parodontitis eine durchschnittlich hohere TNF- Konzentration hatten
als Probanden mit gesundem Parodont (Tabelle 3). Diese Tendenz ldsst darauf deuten, dass
dieses Zytokin bei entziindlichen Prozessen im Parodont eine wichtige Rolle spielen konnte
und somit erhdht ist.

Die in dieser Studie berechnete statistisch signifikante Korrelation zwischen TNF-a und TNF-
B (Tabelle 8) lasst auf dhnliche Wirkungsweise der beiden Botenstoffe schlieBen. Weitere

Studien wéren notig, um diesen Zusammenhang besser zu untersuchen.

5.2.1.2 Anti-inflammatorische Zytokine

Bei den anti-inflammatorischen Zytokinen, die in dieser Studie in Betracht gezogen wurden,
handelte es sich um IL-4 und IL-10 (Tabelle 4).

Sie spielen als Antagonisten der pro-inflammatorischen Botenstoffe einen wichtigen

Konterpart und verhindern eine iiberschieBende entziindliche Immunreaktion.

IL-4

Interleukin-4 ist dafiir bekannt, verschiedene Funktionen der hd@matopoetischen Zellen zu
regulieren (Mizel 1989). Als anti-inflammatorisches Zytokin hemmt es viele entziindliche
Reaktionen des Immunsystems wie beispielsweise die Ausschiittung von TNF-a, IL-1, IL-6
(te Velde et al. 1990). Die Abhidngigkeit der IL-1p Sekretion vom IL-4 Level wurde auch in
der vorliegenden Studie durch eine statistisch signifikante Korrelation zwischen den
genannten Zytokinen nachgewiesen und bestérkt (Tabelle 8).

In der internationalen Literatur wird ein niedriger IL-4 Level in erkranktem parodontalem
Gewebe mit dem Fortschreiten und der Aktivitit parodontaler Erkrankungen in Bezug
gebracht (Shapira et al. 1992). Die Daten aus der vorliegenden Studie bestitigen diese
Aussage. Hier wurde in der Gruppe PNR die niedrigste IL-4 Konzentration gemessen, was fiir
eine aktive parodontale Lision mit Gewebeverlust sprechen wiirde. Diese Erkenntnis deckt

sich mit den in dieser Studie gesammelten klinischen Daten.
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Auch sprechen Page ef. al davon, dass das IL-4 in hohen Mengen die Sekretion von
monozytischen Zellen und die Aktivitit von knochenresorbierenden Matrix-
Metalloproteinasen und Zytokinen inhibiert, so dass die Gewebszerstorung supprimiert wird
(Page et al. 1997).

Andererseits haben einige Studien heraus gefunden, dass das IL-4 im entziindeten
parodontalem Gewebe auffillig hoch ist (Gemmell et al. 2002) und es wurde nachgewiesen,
dass der Immunglobulin G4 Titer, dessen Produktion vom IL-4 induziert wird, in
parodontalen Lédsionen um ein vielfaches hoher ist, als in gesundem Parodont (Reinhardt et al.
1989). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestitigen diese Aussagen. In der Gruppe PR
wurde die hochste IL-4 Konzentration gemessen. Dieses entspricht den Ergebnissen aus der
Studie von Gemmell et. al (Gemmell et al. 2002).

Da sich in dieser Studie fiir diesen sekundéiren Zielparameter keine statistischen Signifikanzen
ermitteln lieBen, wéren weitere Studien mit groBeren Fallzahlen ndtig um genauere
Informationen iiber dieses Zytokin im Zusammenhang mit Rauchen und Parodontitis zu

bekommen.

IL-10

Das IL-10 ist als ein sehr wichtiges anti-inflammatorisches Zytokin dafiir verantwortlich, dass
weniger pro-inflammatorische Zytokine wie das IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-8
sezerniert werden (Fiorentino et al. 1991). Es verstérkt die Freisetzung von anti-entziindlichen
Mediatoren, wie dem IL-1-Rezeptor-Antagonisten und dem TNF-a-Rezeptor (Hart et al.
1996, Jenkins et al. 1994) und verhindert damit zusammengefasst eine iiberschieBende
Immunreaktion sowie verstirkten Gewebeabbau bei der Parodontitis.

Eine Studie wies eine prozentual verringerte Anzahl von IL-10 produzierenden CDS8 Zellen
im gingivalen Gewebe von Probanden mit Parodontitis nach (Gemmell und Seymour 1998),
wiéhrend eine andere Arbeit heraus fand, dass gingivale mononukleare Zellen von Probanden
mit chronischer Parodontitis mehr IL-10 produzierten als diejenigen von Probanden mit
gesunder Gingiva (Stein und Hendrix 1996). Es wurde zudem berichtet, dass der 1L-10 Level
bei Parodontitis erniedrigt zu sein scheint (Passoja et al. 2010).

Die in der vorliegenden Studie gesammelten Daten sprechen dafiir, dass die IL-10
Konzentration bei Probanden mit Parodontitis niedriger ist als bei parodontal Gesunden.
Dieser Zustand konnte durch eine geringere Anzahl von IL-10 produzierenden Zellen hervor
gerufen worden sein, wie Gemmell und Seymour vermuteten (Gemmell und Seymour 1998).
In der Gruppe GR wurde die niedrigste IL-10 Konzentration gemessen. Es scheint dass der

Tabakkonsum auch hier eine hemmende Wirkung auf das Immunsystem hat.
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Auch in der internationalen Literatur wird bestitigt, dass bei Rauchern die IL-10
Konzentration im Sulkus erniedrigt ist (César-Neto et al. 2007, Torres de Heens et al. 2009)

und pro-inflammatorische Zytokine dominieren.

5.2.1.3 Verhdltnis von IL-1f zu IL-10

Parodontale Entziindungen konnen sowohl mit einem erhohten Level von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise IL-1p, als auch mit einem gesenkten Level
von anti-inflammatorischen Botenstoffen wie das IL-10 einhergehen. Diese beiden Umsténde
konnten eine wichtige Rolle bei der Pathogenese parodontaler Erkrankungen spielen
(Deschner et al. 2000). Es ist noch nicht vollstdndig geklirt, wie dieses Zusammenspiel der
Botenstoffe bei der Pathogenese einer Parodontitis funktioniert und konzertiert ist.

Das Verhiéltnis von IL-1B zu IL-10 im gingivalen Sulkus kann hierbei einen wichtigen
Hinweis auf Aktivitdt und das Fortschreiten von entziindlichen Prozessen im Parodont geben
(Toker et al. 2008). Man vermutet, dass eine Imbalance zwischen dem pro-inflammatorischen
Zytokin IL-1p und dem anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 bei parodontalen
Erkrankungen vorkommt. So wurde heraus gefunden, dass die IL-1B/IL-10 Ratio bei
Probanden mit generalisierter aggressiver Parodontitis hoher ist, als bei denjenigen mit
gesundem Parodont (Teles et al. 2010). Eine weitere Studie wies nach, dass die IL-1B/IL-10
Ratio nach der Therapie der Parodontitis signifikant gesenkt werden konnte, so dass das
vorher vermutete Ungleichgewicht zwischen IL-1pB und IL-10 teilweise wieder riickgingig
gemacht wurde (de Lima Oliveira et al. 2012).

Auch die Daten der vorliegenden Studie weisen sowohl bei gesunden Rauchern, als auch
Nichtrauchern auf eine IL1-B/IL-10 Ratio < 1 hin. Im Vergleich zur Gruppe GNR war die IL-
1B/IL-10 Ratio in der Gruppe PNR um ungefdhr das Doppelte erhoht (> 1). Raucher mit
Parodontitis hatten eine dreimal so hohe Ratio wie gesunde Raucher (Tabelle 5). Werte > 1
deuten hierbei auf eine Imbalance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen zu
Gunsten Letzterer hin. Diese Ergebnisse bekriftigen damit die Erkenntnisse vorheriger
Studien (de Lima Oliveira et al. 2012, Teles et al. 2010). Interessanterweise war bei Rauchern
mit Parodontitis die IL-1B/IL-10 Ratio im Vergleich zu Nichtrauchern mit Parodontitis

kleiner, was auf eine immunsupprimierende Wirkung des Rauchens hinweisen konnte.

5.2.2 Aktivierte Matrix Metalloproteinase-8 (aMMP-8)
Das aMMP-8 wird schon lange als wichtige gingivale Kollagenase bei der Pathogenese der
Parodontitis diskutiert (Sorsa et al. 1988, Ingman et al. 1996). Man hat heraus gefunden, dass

es sich bei 94%-96% der bei Patienten mit chronischer Parodontitis identifizierten
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Kollagenasen um das aMMP-8 handelt (Golub et al. 1997). Sie ist somit die pridominante
Kollagenase in entziindeter humaner Gingiva (Sorsa et al. 2004, Sorsa et al. 1988). Durch
Scalen und Wurzelglitten kann bei Patienten mit Parodontitis der aMMP-8 Level gesenkt
werden (Méntyld et al. 2006). In der vorliegenden Studie wurde bei Probanden mit klinisch
gesundem Parodont eine signifikant geringere aMMP-8 Konzentration gemessen, als bei
Patienten mit Parodontitis.

Verglichen mit den Daten aus der Studie von Prescher ef. a/ wurde hier bei den gesunden
Probanden mit einem Durchschnittswert von 9,2+4,36 ng/ml eine tendenziell hhere aMMP-8
Konzentration gemessen. Die Patienten mit Parodontitis hingegen wiesen aMMP-8
Konzentrationen auf, die auch in der Studie von Prescher et. al fir Parodontitis
charakteristisch waren (Prescher et al. 2007). Die Differenz der Werte bei parodontal
Gesunden erklart sich, da die Probanden in der vorliegenden Studie nicht anhand der aMMP-8
Werte, sondern mit Hilfe der klinischen Daten in die jeweiligen Gruppen eingeteilt wurden.
Beziiglich dessen wurde nachgewiesen, dass sich von den klinischen Parametern vor allem
die Sondierungstiefe dazu eignen konnte, um einen Bezug zur aMMP-8 Konzentration
darzustellen. Wahrend Prescher und Mitarbeiter keine Korrelation zwischen der
Sondierungstiefe und dem aMMP-8 Level darlegten (Prescher et al. 2007), fand eine andere
Studie eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Sondierungstiefen und dem
aMMP-8 Level. Je groBBer die Sondierungstiefe, desto grofler war hierbei der aMMP-8 Level
(Kraft-Neumadrker et al. 2012). Jedoch kann die Sondierungstiefe nicht alleinig betrachtet
werden, um einen Vergleich mit dem aMMP-8 Level in der gingivalen Sulkusfliissigkeit
herzustellen, da ein allgemeiner Vergleich keine Riickschliisse auf spezifische einzelne
Taschen und ihrem aMMP-8 Level zuldsst (Kraft-Neumaérker et al. 2012). Zu diesem Schluss
kamen Kraft-Neumirker et al., da sie in tiefen Taschen geringe aMMP-8 Level entdeckten,
wihrend sie in flachen Taschen wiederum hohe aMMP-8 Level maBlen (Kraft-Neumarker et
al. 2012).

Auch in der vorliegenden Studie wurde eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der
aMMP-8 Konzentration und der Sondierungstiefe berechnet. Hier wurde auch mit der
Zunahme der Sondierungstiefen eine Zunahme der aMMP-8 Konzentration verzeichnet
(Abbildung 11B). Hierbei konnten tiefe Taschen mit einem hohen aMMP-8 Level in Bezug
gebracht werden (Abbildung 11B).

Zusitzlich wurde in dieser Studie eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem SBI
und der aMMP-8 Konzentration berechnet. Mit Zunahme der aMMP-8 Konzentration stieg
der SBI an (Abbildung 11A). Die erhohte gingivale Blutung bei hoher aMMP-8
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Konzentration ist nicht nur durch die erhohte GetfdBBpermeabilitit, sondern auch durch den
Untergang von parodontalem Bindegewebe zu erkldaren, die MMPs bei der Parodontitis
verursachen (Sorsa et al. 1988). Sie spalten Makromolekiile der extrazelluliren Matrix wie
Kollagene, Fibronectin, Laminin und das Proteoglykan Core Protein (Birkedal-Hansen 1993).
Damit konnte auch der SBI zusammen mit der Messung der Sondierungstiefe zu einem
Vergleich mit der aMMP-8 Konzentration heran gezogen werden. Man kann aus der
statistisch signifikanten Korrelation dieser beiden klinischen Parameter mit der aMMP-8
Konzentration schlielen, dass allgemein ein hoher aMMP-8 Level mit einer Verschlechterung
der klinischen parodontalen Situation einhergeht. Dennoch kann auch durch die in dieser
Studie gesammelten Daten kein genauer Vergleich gewihrleistet werden, da die gesammelten
klinischen Daten sich auf das gesamte Gebiss des jeweiligen Probanden beziehen, wiahrend
die entnommenen Proben jeweils aus der tiefsten parodontalen Tasche stammen und somit
nicht als allgemeingiiltig fiir das gesamte Gebiss betrachtet werden konnen. Um Prézise
vorhersagen beziiglich eines Zusammenhangs zwischen klinischer Parameter und dem
aMMP-8 Level machen zu konnen, sind groere Studien nétig, die nicht nur mehr Probanden
als in der Studie von Kraft-Neumaérker umfassen (Kraft-Neumérker et al. 2012), sondern auch
Daten von jedem einzelnen Sulkus sammeln.

Das aMMP-8 wird unter anderem von PMN als inaktive Pro-Form sezerniert und danach
durch Botenstoffe des Immunsystems wie beispielsweise das IL-13 oder das TNF-a aktiviert
(Ryan et al. 1996). Auch in der vorliegenden Studie wurde eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen der aMMP-8 Konzentration und der IL-1 Konzentration berechnet
(Abbildung 12). Dabei wurde festgestellt, dass die aMMP-8 Konzentration mit der Zunahme
des IL-1B Levels anstieg. Somit wird die in der bekannten Literatur vertretene Meinung, dass
die Aktivierung des inaktiven MMP-8 unter anderem vom Botenstoff IL-1p abhéngt,
bestétigt.

Eine erhohte aMMP-8 Konzentration in der gingivialen Sulkusfliissigkeit scheint vor allem
bei Rauchern, die Progression der Parodontitis zu begiinstigen (Méntyld et al. 2006). Auch
Soder bestitigt, dass vor allem bei rauchenden Probanden mit tiefen parodontalen Taschen
eine signifikant hohere Konzentration von aMMP-8 zu messen ist, als bei Probanden mit
gesundem Parodont (Soder 1999). Die statistisch signifikante Korrelation zwischen der

Packungsjahre und der Sondierungstiefe (Tabelle 7) bekriftigt diese Aussage.

57



5.3 Diskussion der mikrobiologischen Ergebnisse

Die parodontalpathogenen Mikroorganismen Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forstythia, Treponema denticola und Filifactor alocis
wurden signifikant vermehrt bei Patienten mit Parodontitis detektiert.

In dieser Studie wurde bei Raucher mit Parodontitis die hochste Menge von Tannerella
forsythia nachgewiesen. Auch in der internationalen Literatur wird bestitigt, dass Tannerella
forsythia eher bei Rauchern zu finden ist, als bei Nichtrauchern (Haffajee und Socransky
2001). Es ist beispielsweise nachgewiesen, dass das Risiko von 7. forsythia infiziert zu
werden fiir Raucher 2,3 mal hoher ist, als fiir Nichtraucher.

Aus der internationalen Literatur ist bekannt, dass Filifactor alocis vor allem bei Patienten mit
chronischer Parodontitis zu finden ist (Kumar et al. 2003, Schlafer et al. 2010). Dieser
Zusammenhang wird durch die Daten dieser Studie bekriftigt. F. alocis wurde auch hier vor
allem bei Probanden mit Parodontitis in erhdhter Menge nachgewiesen (Tabelle 6). Es scheint
so, als ob das Risiko einer Infektion mit F. alocis die Parodontitis begiinstigen wiirde. Damit
konnte sich F. alocis, wie bereits in einigen wenigen Studien angenommen (Kumar et al.

2006, Schlafer et al. 2010), als ein Leitkeim fiir die Parodontitis etablieren.
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6. Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie untersuchte vor allem die Effekte des Tabakkonsums auf die
Konzentration der aMMP-8 im gingivalen Sulkus. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen
der aMMP-8 Konzentration und der Konzentration der Zytokine IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a,
TNF-B, IL-10 und IL-4, den Bakterien A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola,
T. forsythia und F. alocis sowie klinischer Parameter wie dem SBI, dem klinischen

Attachmentlevel und der Sondierungstiefe gesucht.

Patienten mit Parodontitis wiesen erwartungsgemil3 signifikant hohere Sondierungstiefen,
Attachmentlevel, Sondierungsblutungen und Plaquewerte auf als parodontal Gesunde.
Rauchen scheint einen negativen Effekt auf Sondierungstiefe und Attachmentlevel zu haben,
da diese in der Gruppe der rauchenden Parodontitispatienten im Vergleich zu den
Nichtrauchern mit Parodontitis signifikant erhoht waren.

Es zeigte sich, dass die hochsten Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine bei
Rauchern mit Parodontitis (PR) gemessen wurden, wihrend anti-inflammatorische Zytokine
bei parodontal gesunden Nichtrauchern (GNR) dominierten. Die Tatsache, dass die IL-1p/IL-
10 Ratio in der Gruppe PR im Vergleich zur Gruppe GNR um mehr als das Doppelte erhoht
war und in der Gruppe GR generell am hochsten lag, ldsst einen Zusammenhang zwischen
dem Tabakkonsum und der Produktion von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen
vermuten.

Bei Patienten mit Parodontitis konnte eine subgingivale Infektion mit parodontalpathogenen
Mikroorganismen nachgewiesen werden. Bei den Keimen 7. denticola und T. forsythia fiel
auf, dass sie vor allem bei Rauchern in erh6hter Menge gemessen wurden, was dafiir sprechen

wiirde, dass der Tabakkonsum die Infektion mit 7. denticola und T. forsythia beglinstigt.

Je hoher der Zigarettenkonsum, desto schlechter der klinische parodontale Zustand, welcher
mit erhohten Mengen von P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia und F.alocis einher ging.
Diese wiederum induzieren eine erhohte aMMP-8 Produktion, die eine bereits bestehende
Parodontitis verstarken.

Die aMMP-8 Konzentration war bei Probanden mit Parodontitis hoher als bei parodontal
Gesunden. Rauchen hatte nur einen limitierten Effekt auf den aMMP-8 Spiegel.

Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen aMMP-8 und der Taschentiefe, dem

klinischen Attachmentlevel sowie dem SBI.
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