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1 Zusammenfassung

Die Parodontitis ist neben der Karies die hiufigste Ursache fiir den Zahnverlust im
Erwachsenenalter. Die  Parodontalerkrankungen treten als Folge des
Ungleichgewichtes zwischen den potentiell pathogenen Mikroorganismen und der
lokalen Immunantwort in der Mundhdohle auf.

Zu denen am engsten mit den Parodontitiden verbundenen Bakterien zédhlen
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia und Treponema denticola. Die Mundhohle ist die erste immunologische
Barriere. Einen Teil der Abwehrfunktion iibernimmt der Speichel mit seinen
Antioxidantien. Freie Radikale, die exogen zugefiihrt werden oder endogen im
Rahmen der Immunantwort durch polymorphkernige Lymphozyten gebildet werden,
werden durch diese Antioxidantien abgefangen. Erfolgt keine Reaktion durch die
Antioxidantien, kommt es zum oxidativen Stress fiir das umliegende Gewebe,
welcher wiederum zur Lipidperoxidation, DNA-Schiddigung bis hin zum Zelltod
fiihren kann. Bei Parodontitispatienten ist eine erhohte oxidative und antioxidative
Belastung nachweisbar. Die Immunglobuline spielen eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der Parodontitis. Ein weiterer Teil des Immunsystems stellt die
angeborene Immunabwehr dar. Mit den antimikrobiellen Peptiden und
granulozytiren Enzymen wird ihm eine gro3e Bedeutung in der Abwehrreaktion

zugesprochen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die oxidative und antioxidative Belastung
sowie der immunologische Status des Speichels von Parodontitispatienten
untersucht. Die Versuche sollen zeigen, ob diese Parameter im Speichel zur
Diagnostik und Differenzierung von aggressiver und chronischer Parodontitis

angewandt werden konnen.

Im Rahmen der Studie wurden 22 Patienten mit Parodontitis untersucht, wobei 7
Probanden der Gruppe mit aggressiver Parodontitis und 15 der chronischen
Parodontitis zugeordnet wurden. Die Versuchspersonen waren Nichtraucher, wiesen

keine Allgemeinerkrankungen auf, eine Antibiotikacinnahme in den letzten 3
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Monaten sowie eine Schwangerschaft und Stillzeit wurden ausgeschlossen. 19
Probanden dienten als Kontrollgruppe. Bei allen Personen wurden klinische
Parameter ermittelt, eine Plaqueprobe fiir den Nachweis von parodontopathogenen
Bakterien mittels Real-Time PCR und eine unstimulierte Speichelprobe entnommen.
Zu den Parametern der angeboren Immunantwort zédhlten die Neutrophile Elastase,
die Proteinase 3, das Cathepsin C (CTSC), die humanen neutrophilen Peptidel-3
(HNP1-3) und das humane Cathelicidin 18 (hCAP-18). Die Analysen des Speichels,
durchgefiihrt an der Jagiellonen-Universitidt in Krakau, zeigten, dass Patienten mit
chronischer Parodontitis tendenziell die hochsten Werte oder Aktivititen erzielten. In
der Kontrollgruppe wurden die geringsten Werte mit Ausnahme von HNP1-3
ermittelt.

Die Ergebnisse der antioxidativen und oxidativen Belastung, ermittelt durch
photospektrische Messung, waren in den Parodontitisgruppen erhoht, wobei auch
hier in der Gruppe der chronischen Parodontitis hdufig die groSten Resultate erzielt
wurden.

Die Antikorper der erworbenen Immunantwort, gemessen durch den ELISA, waren
in der chronischen Parodontitisgruppe gegeniiber den zwei Vergleichsgruppen
erhoht. Die bakterienspezifischen Immunglobuline G wiesen hohere Werte im
Zusammenhang mit einem quantitativ hoheren Nachweis des Bakteriums auf. Diese
Ergebnisse wurden nicht in Bezug auf Immunglobulin A gefunden.

Schlussfolgernd lisst sich festellen, dass Parameter der oxidativen und antioxidativen
Belastungen als Marker fiir die Parodontitis genutzt werden kdnnen.

Weitere epidemiologische Studien hinsichtlich der Relevanz zur Nutzung der

Immunglobuline als Parodontitismarker sind erforderlich.
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2 Einleitung

Erkrankungen des Parodontium befallen 10-15% der Weltbevolkerung und sie
werden als Hauptursache fiir den Zahnverlust angesehen (Chapple et al. 2002). Bei
Erwachsenen steigt die Haufigkeit von Zahnextraktionen ab dem 40. Lebensjahr aus
parodontalen Griinden an (Reich et al.1993). So weist die dritte deutsche
Mundgesundheitsstudie in der Gruppe der 35- bis 44-jidhrigen bei 30 % der Personen
schwere Parodontalerkrankungen auf, wihrend ihre Zahl in der Gruppe der 65 bis
74-jahrigen auf 55 % steigt (Michaelis, Reich 1999).

Zwei wichtige, zusammenhingende Faktoren sind in die pathophysiologische
Entwicklung der Parodontitis mit einbezogen: die Aktivierung des Immunsystems
sowie die damit im Zusammenhang entstehenden Stoffwechselprodukte
einschlieBlich der Produktion von Sauerstoffradikalen. Die wachsende Produktion
von Sauerstoffradikalen tragen zum oxidativen Stress bei. Dieser ist bei
verschiedenen Erkrankungen, darunter der Parodontitis, von Bedeutung (Wei P-F, et
al. 2004).

Faktoren der Wirtsabwehr konnen im Speichel nachgewiesen werden. Ziel der Arbeit
war es, einige Variablen im Speichel von Parodontitispatienten im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe zu untersuchen.

2.1 Klassifikation der Parodontitis

Auf dem ,, Internationalen Workshop for a classifiaction of Periodontal Diseases and

Conditions “ 1999 wurde eine neue Klassifizierung der parodontalen Erkrankungen
eingefiihrt. Ziel der Neuerungen war eine klare Definition und damit eine
entsprechende Abgrenzung der entsprechenden Krankheitsbilder.
Die parodontalen Erkrankungen werden wie folgt unterteilt (Armitage 1999):
1. Gingivitiden
chronische Parodontitis
aggressive Parodontitis
Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen
nekrotisierende Erkrankung

Abszesse des Parodonts

N kD

Parodontitis in Zusammenhang mit endodontalen Lisionen
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8. Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustinde
In der hier vorliegenden Arbeit wird sich auf die chronische und aggressive

Parodontitis bezogen, deshalb werden diese beiden Formen genauer vorgestellt.

2.1.1 Chronische Parodontitis
Die am weitesten verbreitete Form, frither als adulte Parodontitis bezeichnet, ist die

chronische Parodontitis (Amitage 1999). Die chronische Parodontitis ist
Hauptursache von Zahnverlust im Erwachsenenalter. Der Altersgipfel liegt bei iiber
35 Jahren (Altmann et al 1985, Suzuki 1988, Genco 1990, Ranney 1992). Die
chronische Parodontitis ist durch Entziindung des Zahnhalteapparates sowie durch
progressiven Attachment- und Knochenverlust gekennzeichnet. Charakteristisch sind
die Bildung von Zahnfleischtaschen und/oder Gingivarezessionen. Wéihrend die
bakterielle Plaque als dtiologischer Faktor fungiert, ist die Pathogenese durch die
Wirtsreaktion determiniert. Die Unterteilung kann nach Ausmall und Schweregrad

vorgenommen werden (Deutsche Gesellschaft fiir Parodontologie 2001).

1. lokalisierte Form:
Weniger als 30 % der Zahnflidchen sind betroffen.
2. generalisierte Form:

Mehr als 30 % der Zahnfldachen sind betroffen.

Eine weitere Einteilung richtet sich nach der Grof3e des Attachmentverlustes (CAL):
1. leichte Form: CAL 1-2mm
2. moderate Form:CAL 3-4mm

3. schwere Form: CAL ist grofler als Smm

Die chronische Parodontitis tritt iiberwiegend im Erwachsenenalter auf. Die
Destruktion steht mit lokalen Reizfaktoren in Zusammenhang, hierbei ist die
Plaquezusammensetzung variabel. Eine vorwiegend langsame Progression ist
vorherrschend, wobei auch Aktivitidtsschiibbe vorkommen Kkonnen (Deutsche
Gesellschaft fiir Parodontologie 2001). Im Rontgenbild ist ein horizontaler
Knochenabbau sichtbar (Karpinia et al. 2000, Fowler et al. 2001).
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Als Risikofaktoren gelten Systemerkrankungen wie Diabetes mellitus oder HIV-
Infektionen, Tabakkonsum, Osteoporose oder emotionaler Stress. Des Weiteren
zahlen eine spezifische Mikroflora, eine abgelaufene Parodontitisprogression,
soziookonomische Faktoren sowie lokale zahnspezifische Faktoren, insbesondere der

1atrogenen Art zu den Risikofaktoren.

2.1.2 Aggressive Parodontitis

Die aggressive Parodontitis ist eine infektiose, entziindliche Erkrankung des
Zahnhalteapparates mit raschem Attachment- und Knochenverlust bei sonst
gesunden Patienten. Oft ist ein Missverhiltnis an bakteriellen Ablagerungen und dem
Ausmal der Gewebedestruktion zu beobachten. Ein hidufiges familidres Auftreten ist
moglich. In der subgingivalen Plaque konnen erhohte Mengenanteile von
Aggregatibacter Actinomycetemcomitans sowie teilweise Porphyromonas gingivalis
vorliegen (Armitage 1999, Miiller et al. 2001).

Es wird auch hier eine lokalisierte und eine generalisierte Form unterschieden. Die
erst genannte Form beginnt wihrend der Pubertét. Betroffen sind die ersten Molaren
und Schneidezidhne. Diagnostisch konnen SerumantikOrper gegen bakterielle
Agenzien nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu sind die Patienten bei der
generalisierten Form meist jiinger als 30 Jahre, zudem liegt ein approximaler Befall
mit Attachmentverlust an mindestens drei Ziahnen, auBer den ersten Molaren und
Schneidezdhnen, vor. Diese Form ist durch einen episodenhaften Verlauf
charakterisiert (Sanderik 2004). Ein besonderes Kennzeichen ist das Auftreten von
kurzen aktiven und inaktiven Schiiben, bzw. ruhenden Intervallen. Der

rontgenologische Befund weist einen horizontalen und vertikalen Knochenabbau auf.

2.2 Atiologie und Pathogenese der Parodontitis

Die Hauptursache fiir das Entstehen der Parodontitis ist die bakterielle Infektion.
Wesentlich ist die Ausbildung einer mikrobiellen Plaque, welche in mehreren Phasen
erfolgt. Die Mikroorganismen, lokalisiert in der sub- und supragingivalen Plaque,
stellen den wichtigsten pathogenen Faktor dar (Pfister und Eick 2001). Der mit

parodontopathogenen  Mikroorganismen besiedelte Biofilm induziert eine
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Entziindungsreaktion in das umliegende Bindegewebe. Die induzierte
Entziindungsreaktion ist in der Initialphase mit leukozytiren Abwehrmechanismen
und im weiteren Verlauf durch lymphozytire Abwehrmechanismen, Makrophagen,
Plasmazellen und extravaskuldren Immunglobulinen gekennzeichnet (Konig 1987,
Page et al.1976., Hellwig, Klimek, Attin 1999). Die resultierende parodontale
Destruktion findet hauptsédchlich im Rahmen der Abwehrreaktion wirtseigener Zellen
des Parodontiums durch lytische Enzyme neutrophiler Granulozyten (z. B. Elastase,
Laktoferrin), aber auch durch Proteasen (z.B. Matrixmetallproteasen) statt. Es folgt,
wenn auch nur zu einem geringen Anteil, der Abbau von Bindegewebe und Knochen
durch direkte Einwirkung bakterieller proteolytischer Enzyme und Zytokine
(Nieminen et al. 1995).

Spezielle Zellwandstrukturen, die als Endotoxin oder auch als Lipopolysaccharide
bezeichnet werden, besitzen ein hohes immunologisches Potential und verursachen
eine starke Immunantwort des Wirtes (Teng 2003, Sanderink et al. 2004).
Parodontopathogene  Bakterien nutzen verschiedene Moglichkeiten, die
Epithelbarriere zu iiberwinden. Sie bilden proteolytisch wirkende Enzyme (z. B.
Hyaluronidasen, Kollagenasen). Matrixbestandteile und Kollagen werden
denaturiert. Andere bakterielle Stoffe und Bakterien konnen somit in das Gewebe
eindringen (Katz et al. 2000, Hintermann et al. 2002, Potempa et al. 2000). Die
Wirtsantwort versucht, durch oxidative und nichtoxidative Mechanismen, die
Bakterien zu eliminieren (Miyasaki et al. 1991). Das erworbene Immunsystem tritt
nach einer Latenzzeit von 6 - 7 Tagen in Aktion. Dabei werden die Bakterien durch
Antikdrper opsoniert.

Die Pathogenese der Parodontitis wird durch eine Vielzahl von Risikofaktoren
beeinflusst. Begiinstigend fiir das Entstehen einer Parodontitis wirken Rauchen,
Stress, Storungen des Stoffwechsels, z. B. Erkrankungen des Blutes, Immundefekte,
Veridnderungen im Hormonhaushalt, Fehl- und Mangelerndhrung, die zur
Schidigung des Parodonts fithren sowie mechanisch bedingte Traumata durch

Okklusionsstorungen, falsche Putztechnik (Lang et al. 1985).
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2.2.1 Parodontopathogene Bakterien

Mehr als 300 Arten von Mikroorganismen befinden sich in der Mundhéhle, aber nur
einige wenige dieser Bakterien sind parodontopathogen. Folgende Mikroorganismen
konnen beteiligt sein: Porphorymonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola und andere
Spirochiten, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum,
Streptococcus intermedius, Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Fusobacterium
nucleatum und Eikenella corrodens (Flemming et al. 1999). Allerdings werden diese
Spezies auch mitunter bei parodontal gesunden Personen nachgewiesen, wie z. B. A.
actinomycetemcomitans. Demgegeniiber wurde P. gingivalis weder in gesunden
noch bei Gingivitispatienten diagnostiziert (Doungudomadacha et al. 2000). Die
Vermehrung dieser Mikroorganismen ist von den 6kologischen Bedingungen in der
parodontalen Tasche, wie z. B. dem pH-Wert, dem osmotischen Druck, der
Temperatur, der Eisenkonzentration und dem Antikorperspiegel abhéngig (Holt et al.
1991).

Definierte Merkmale, die parodontopathogene Keime beschreiben, sind (Genco et al.

1996):

. Die Bakterien sind in einer groBen Anzahl in progressiven Lisionen,
verglichen mit ihrer Abwesenheit bzw. ihrer Anwesenheit in kleinen Zahlen

nicht progressiver Lédsionen, vorhanden.

. Der Wirt reagiert mit einer spezifischen Immunantwort.

. Deren Elimination hat Regeneration bzw. Reparation des erkrankten Gewebes
zur Folge.

° Die Bakterien besitzen Virulenzfaktoren, die zur Manifestation der
Erkrankung beitragen.

. Im Tierversuch wird eine dhnliche Gewebsdestruktion durch diese Keime
erreicht.

2.2.1.1 Porphyromonas gingivalis
Im Jahre 1986 wurde diese Gattung definiert und umfasst schwarz pigmentierte,

asaccharolytische bzw. nur schwach saccharolytische Stibchenbakterien der Familie
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Bacteroidaceae (Sanderik et al. 2004). Das gramnegative obligat anaerob Bakterium
P. gingivalis ist eines der Organismen, das am meisten mit der chronischen
Parodontitis  assoziiert ist. Dariiber hinaus konnte P. gingivalis bei
Wurzelkanalinfektionen, anderen odontogenen Abszessen sowie aus dem Speichel
und der Zungenpberfliche und Tonsillen von Parodontitispatienten isoliert werden
(Loos et al.1993).

P. gingivalis weist zahlreiche Virulenzfaktoren, wie Fimbrien, Hamagglutinine,
Lipopolysaccharide, verschiedene bakterielle und proteolytisch wirkenden Enzyme,
welche Proteasen genannt werden, auf. Proteasen sind zur Hydrolyse von Kollagen,
Immunglobulinen, Eisenbindungsproteinen und Komplementfaktoren fihig (Lynch
et al. 1999). Die Aufspaltung der Proteine dient zum Zweck der
Nahrungsgewinnung. Somit wird ein Wachstum von P. gingivalis erméglicht, was zu
einer Zerstorung des Wirtsgewebes fiihrt (Loesche et al. 1985). Unter allen
parodontopathogenen Keimen weist P. gingivalis mit Abstand die grofite
proteolytische Aktivitit auf (Eley et al. 2003, Courant et al. 1966). Spezielle
Cysteinproteasen mit trypsindhnlicher Wirkung, die Ginigipaine, sind fiir 85 % der
proteolytischen Aktivitdt von P. ginigvalis verantwortlich (Potempa et al. 1997). Die
Gingipaine werden in verschiedene Gruppen aufgrund der Spaltung der
Aminosdureresten unterteilt.

Gingipain R sind argininspezifische Cysteinendopeptidasen und werden von den
Genen rgpA und rgpB transkriptiert. Gingipain K ist eine lysinspezifische
Endopeptidase und wird vom kgp-Gen transkriptiert (Potempa et al. 2000).
Gingipaine tragen wesentlich zur Virulenz von P. gingivalis bei. Gingipain R hat
zum einen Einfluss auf die Kaskade der Blutgerinnung, wo durch die Gerinnung
gesteigert wird, zum anderen kommt es durch Gingipain K zur Denaturierung von
Fibrin und Fibrinogen und somit zur Verldngerung der Blutungszeit (Imamura et al.
2000). Es konnte bei Parodontitispatienten nachgewiesen werden, dass die
Blutungstendenz mit der Anwesenheit von P. gingivalis korreliert (Albander et al.
1990). Wirtsproteine, die durch die Gingipaine in-vitro abgebaut werden, sind
Proteine der extrazelluliren Matrix, wie Laminin, Fibronektin und Kollagen des
Typs IIL, IV und V (Potempa et al. 2000). Gingipain K ist zusétzlich fiir eine erhohte

vaskuldre Permeabilitit, fiir eine verstiarkte Bindung von Fimbrien an Fibroblasten
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und die Zerstorung von Komplementfaktoren verantwortlich (Pike et al.1994). Die
Ginigpaine sind weiterhin in der Lage, Interleukin-8 hydrolytisch zu spalten,
wodurch die Rekrutierung von Leukozyten behindert wird (Darveau et al. 1998).

Ein Enzym, welches ebenfalls zur Virulenz dieses Organismus beitrdgt, ist die
Superoxiddismutase (Sanderik et al. 2004). Weiterhin wirken verschiedene
Stoffwechselprodukte, wie z. B. Propionate, proinflammatorisch (Po6lldnen et al.

1997).

2.2.1.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans
A. actinomycetemcomitans ist ein nichtbewegliches, gram-negatives, kapnophiles,

fermentatives, und kokoides Stibchen, welches einigen Himophilusarten dhnlich ist,
aber keine Wachstumsfaktoren X und V benotigt. Der Mikroorganismus kann bei der
chronischen sowie bei der aggressiven Parodontitis auftreten (Fives-Tayler 1999). A.
actinomycetemcomitans stellt den Leitkeim der lokalisierten aggressiven Parodontitis
dar (Slot et al. 1999).

Die Spezies teilt sich in sechs Serotypen (a-f) auf, wobei ca. 10 % nicht mit
serologischen Methoden typisierbar sind (Lakio et al. 2003). Studien zur
Epidemiologie von A. actinomycetemcomitans zeigten, dass die Serotypen a und b
hiufig bei der lokalisierten juvenilen Parodontitis isoliert wurden. Der Serotyp ¢ kam
bei nicht oralen Infektionen sowie bei gesunden Personen vor, wihrend die
Serotypen d und e selten in der Gesamtbevolkerung auftraten (Kaplan et al. 2001).
Die primédre menschliche Nische, in der das Bakterium vorkommt, ist die
Mundhohle. A. actinomycetemcomitans wurde in der sub- und supragingivalen
Plaque, in parodontalen Taschen, auf der Zunge, auf den Tonsillen und in der
Wangenschleimhaut bei 36 % der Normalbevilkerung nachgewiesen (Zamboon
1985, Asikainen et al. 1991, Miiller et al. 2001). Als Virulenzfaktoren werden
Kollagenasen, Proteasen, Hyaluronidasen, ein Fibroblasten hemmender Faktor,
Lipopolysaccharide, Fimbrien und ein sehr starkes Exotoxin gebildet. Ein
hochspezifisches, hitzestabiles Leukotoxin schiddigt durch Verdnderungen der
Zellpermeabilitit Makrophagen und PMN (Berthold et al. 1992, Kolodrubetz et
al.1996, Paul-Satyaseela et al. 2006). Weiterhin bildet A. actinomycetemcomitans
Pili, welche festsitzend an der Oberfdche haften konnen (Kaplan et al 2001). Einen
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wichtigen Virulenzmechanismus stellt die Produktion von Proteinen dar, die den Fc-
Teil der Immunglobuline binden. Somit kann der komplement- oder
antikorperabhidngige Immunmechanismus gestort werden. Das Haupt Fc-
Bindungprotein von A. actinomycetemcomitans wurde als modifizierbares duferes
Membranprotein (OMP) identifiziert (White et al. 1998). A. actinomycetemcomitans
OMP 100 induziert die Produktion von Zytokinen und ist in die Adhédsion und
Invasion von dem Bakterium in Epithelzellen involviert (Paul-Satyaseela et al.
2006).

Einen weiteren Virulenzfaktor von A. actinomycetemcomitans stellt das Cytolethal
distending toxin (CDT) dar (Mayer et al.1999, Shenker et al. 1999, Sugai et al.
1998). CDT ist verschliisselt auf den drei Genen cdtA, cdtB und cdtC, welche ein
Operon bilden. Die am besten beschriebene Wirkung von CDT ist die Fahigkeit, die
Zellzyklusprogression durch Blocken von Zellen in der G,Phase zu inhibieren
(Comayras et al. 1999, Cortes-Bratti et al. Pickett et al. 1999). Diese
Zellzyklusaktivitit wurde bei Zellen in Zusammenhang mit Parodontitis
nachgewiesen. Es besteht die Annahme, dass diese durch A. actinomycetemcomitans

induziert wird (Belibasakis et al. 2002, Yamamoto et al. 2004).

2.2.1.3 Tannerella forsythia
Hierbei handelt es sich um ein fusiformes, jedoch pleomorphes, nicht bewegliches,

nicht pigmentiertes, saccharolytische Stidbchenbakterium. T. forsythia ist in
subgingivaler und als Kommensal in supragingvaler Plaque und Biofilmen
anzutreffen. Diese Spezies wird hdufig bei therapieresistenten Parodontitiden
gefunden. Mit Hilfe von P. gingivalis ist es in der Lage, in das parodontale Gewebe
einzudringen. Als weitere Virulenzfaktoren gelten Proteasen, Sialidasen, welche bei
Lymphozyten Apoptose auslosen sowie toxische bzw. Antigene Zellwandbetandteile

(Sanderik et al. 2004).

2.2.1.4 Treponema denticola
T. denticola gehort zur Familie der Spirochaetaceae. Es sind bewegliche, im

Aussehen lange, schmale und korkenzieherdhnlich gewundene Bakterien. Beim

Menschen lassen sie sich aus reifer Plaque isolieren. Des Weiteren trifft man sie in
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grof3er Zahl in aus Parodontaltaschen entnommener Plaque an. Virulenzfaktoren sind
die Fahigkeit zur Adhédrenz und zur Expression zytotoxischer Effekte, Abbau von
extrazelluldrer Matrix und Osteolyse, Aufnahme von Eisen und die Fortbewegung

mit Hilfe von Flagellen (Sanderik et al. 2004).

2.3 Angeborene Immunantwort

Die Mundhohle ist stindig einer Vielzahl von potenziell pathogenen
Mikroorganismen ausgesetzt. Dennoch kommt es relativ selten zu Infektionen.
Neben der gut erforschten mechanischen epithelialen Barriere wird neuerdings auch
eine chemische Barriere diskutiert. Diese als antimikrobielle Peptide bezeichneten
Stoffe stellen eine Art korpereigene Antibiotika dar.

Bestandteile der angeborenen Immunantwort sind unter anderem antimikrobielle
Peptide (AMP’s), wie die Cathelicidine (hCAP-18) und die Defensine (HNP1-3)
sowie die neutrophile Elastase, die Cathepsine (CTSC) und die Proteinase.

AMPs sind Effektormolekiile mit direkter antimikrobieller Funktion sowie
Mediatorfunktion (Pag et al. 2008, Huttner et al. 1999, Lehrer et al. 1999).
Mikroorganismen werden in ihrem Wachstum inhibiert und abgetotet, in dem die

Peptide mit den Biomembranen interagieren (Zasloff et al. 2002).

2.3.1 Antimikrobielle Peptide (AMP’s)

2.3.1.1 Human Cathelicidin
Das humane Cathelicidin (hCAP-18) ist ein Vertreter der antimikrobiellen Peptide.

Cathelicidine sind durch ein N-terminales Signalpeptid, eine hochkonservierte
Prosequenz und ein strukturell variables, reifes Peptid am C-terminalen Ende
charakterisiert (Gennaro et. al. 2000). HCAP-18 ist das einzige beim Menschen
gefundene Cathelicidin (Sorensen 2005). Es wurde in den peroxidase -negativen
Granula von Neutrophilen, in verschiedenen Epithelien, Mastzellen und
Subpopulationen von Lymphozyten und Monozyten nachgewiesen. LL-37 ist die
biologisch aktive Domine des Peptides und befindet sich in der Regel am C-
Terminus des Proteins (Sorensen et al. 2001). Es zeigt eine breite antimikrobielle

Wirkung gegen gramnegative und grampositive Bakterien, funktioniert als ein



2 Einleitung 12

immunmodulierendes Molekiil, neutralisiert die Lipopolysaccharidaktivitit und wirkt
als Zellmembranrezeptor Agonist (Bucki et al. 2007). Es ist bekannt, dass das in den
sekundiren Granula neutrophiler Granulozyten gelagerte hCAP18 nach Stimulation
durch Exozytose entlassen wird. Durch die anschlieBende Spaltung des Peptids
entsteht hieraus, mit Hilfe von Protease 3 oder der neutrophilen Elastase, das reife

LL-37 Peptid (Bucki et al. 2007).

2.3.1.2 Human Neutrophil Peptides 1-3
Die Humanen Neutrophilen Peptide 1-3 (HNP 1-3, a-Defensin) sind kleine,

antimikrobielle und zytotoxische Peptide, die dem angeborenen Immunsystem
zugerechnet werden. Sie bestehen aus 29-35 Aminosduren (Ganz et al. 1990). Man
unterscheidet a- und f -Defensine und eine dritte Gruppe von Theta-Defensinen.
Sechs a-Defensine konnten identifiziert werden.

Vier Humane Neutrophil Peptide (HNP)1-4 die sich tiberwiegend in den azurophilen
Granula von neutrophilen Granulozyten und zwei (HNP 5-6), die sich in den
Panethzellen der Darmkrypten befinden. Das Defensine HNP 1-3 konnte im Speichel
nachgewiesen werden (Abiko et al. 2003). Daneben gibt es  -Defensine (HBD), die
in Epithelzellen von Haut, Lunge und Darm nachgewiesen wurden. Hier
unterscheidet man 6 Subtypen. Die HBD 1-2 konnte auch im Speichel nachgewiesen

werden (Abiko et al 2003).

2.3.2 Cathepsin C
Die Cathepsine bilden eine grofle Gruppe ubiquitir vorkommender lysosomaler

Enzyme. Der Begriff Cathepsine hat seinen Ursprung im Griechischen (verdauen,
zerkochen) und wurde im Jahre 1929 von Willstitter und Baumann geprigt.
Cathepsine wurden in fast allen Geweben des menschlichen Korpers nachgewiesen.
Besonders hohe Konzentrationen fand man in Niere, Milz, Leber und Makrophagen
(Uchiyama et al.1994). Die Cathepsine sind am Auf- und Abbau von Proteinen
beteiligt und sind somit Bestandteil von physiologischen und pathophysiologischen
Vorgingen (Takahashi et al.1982). Cathepsin C (CTSC) aktiviert die in den PMNs
vorhandenen Serinproteasen Elastase, Cathepsin G und Proteinase 3 (de Haar et al.

2006, Sivaparvathi et al. 1996).
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Diese proteolytischen Enzyme werden nach den katalytischen Zentren in Klassen
eingeteilt. In Tabelle 1 ist die Einteilung der wesentlichen Cathepsine dargestellt
(Durand et al. 2000).

Tab 1: Einteilung der Cathepsine

Name Funktion
Cathepsin A Carboxypeptidase
Cathepsin B Cysteinprotease
Cathepsin C Aspartatprotease
Cathepsin D Serinprotease
Cathepsin H Cysteinprotease
Cathepsine L Cysteinprotease

Diese drei Enzyme spielen eine entscheidende Rolle in der Abwehr pathogener
Spezies. Aulerdem konnte man zeigen, dass Cathepsin G und Elastase fahig sind A.
actinomycetemcomitans und Capnocytophagen zu eliminieren (de Haar et al. 2006).
Elastase und Cathepsin G sind in der Lage, das Leukotoxin von A.

actinomycetemcomitans zu neutralisieren.

233 Serinproteinasen

2.3.3.1 Neutrophile Elastase
Die neutrophilen Granulozyten sind die dominanten Leukozyten im gingivalen

Taschenepithel und im angrenzenden Gewebe bei Gingivitis und Parodontitis
(Christersson et al. 1987). Die neutrophile Elastase (NE) wurde in hohen
Konzentrationen in der Sulkusfliissigkeit (GCF) von Parodontitispatienten und im
Speichel von Parodontitispatienten gefunden (Cox et al. 2006). Sie wird von den
Granulozyten in die GCF abgegeben und marginal der Gingiva mit dem Speichel
vermischt. Die neutrophile Elastase (28kD) ist eine neutrale Serinproteinase, die im
Zytoplasma der azurophilen Granula der Granulozyten gespeichert wird (Janoff et
al.1985). Das Polypeptidgrundgeriist besteht aus 218 Aminosduren mit 2
Asn—gebundenen Kohlenhydratseitenketten (Asn95 und Asnl44) (Bode et al. 1986,

Sinha et al. 1987). Die neutrophile Elastase ist ein stark zerstorend wirkendes
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Enzym, welches extrazelluldre Matrix abbauen kann. Zum Beispiel kann sie
Komponenten des Bindegewebes Elastin, Kollagen und Proteoglykane sowie die

Plasmaproteine IgG, C3 und CS5 spalten (Starkey 1976, Solomon 1978).

2.3.3.2 Proteinase 3
Die Proteinase 3 (Prot3) gehort wie die FElastase und Cathepsin G zu den

Serinproteinasen. Sie ist in der azurophilen Membran von neutrophilen Granulozyten
und der Granula von Monozyten lokalisiert (Rao et al. 1991, Dewald et al. 1975,
Gabay et al. 1986). Die primidre Funktion ist die Beteiligung am Abbau von
extrazelluliren Proteinen in Entziindungsarealen sowie die Regulation der
Immunantwort. Die Proteinase3 kann neben der Elastase, Entziindungsmediatoren
wie TNF-a (Robache gallea et al. 1995, Coeshott et al. 1999), IL-1 B (Coeshott et al.
1999) sowie den IL-2-Rezeptor (Bank et al. 1999) aktivieren.

2.4 Antioxidative und oxidative Mechanismen

24.1 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen eine potentielle Rolle in der Pathogenese
des Parodonts. Die entziindliche parodontale Erkrankung ist ein komplexes
Geschehen, einbezogen in ein Ungleichgewicht von enzymatischen und nicht
enzymatischen zerstorenden Mechanismen. ROS werden vorwiegend durch
polymorphkernige Leukozyten wihrend einer entziindlichen Reaktion gebildet und
wirken zerstorend auf die Umgebung (Waddington et al.2000). Bei aggressiver und
chronischer Parodontitis werden von den polymorphkernigen Leukozyten vermehrt
reaktive Sauerstoffspezies produziert. Die Bedeutung von ROS bei parodontaler
Erkrankung ist nicht eindeutig geklirt, antioxidative Mechanismen wirken zudem
modulierend. ROS-Molekiile sind fahig, parodontales Gewebe zu zerstoren. Sie sind
assoziiert mit der Knochenresorption durch Osteoklasten (Chapple et al 2000). Neue
Therapien zielen auf die Reduktion von oxidativen Stress im Gewebe auf zelluldrer

Ebene (McCord et al. 2000).
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24.1.1 Freie Radikale und Radikalentstehung
Radikale sind Molekiile oder Atome, die ungepaarte Elektronen in ihrer @uBeren

Atombhiille aufweisen und deshalb sehr instabil und reaktionsfdhig sind (Battino et al.
2002, Basu et al. 1999). Die wichtigsten reaktiven Sauerstoffderivate, in der
Reihenfolge abnehmender Reaktivitit aufgefiihrt, sind OH  (Hydroxyradikal), O,
(Singulettsauerstoff) HO," (Hydroxyperoxylradikal), O," (Superoxidradikal), RO’
(Alkoxyradikal), ROO" (Peroxylradiakl) und H,O, (Wasserstoffperoxid). Zur Bildung
dieser  reaktionsfreudigen =~ Substanzen  tragen  endogene  enzymatische
Redoxreaktionen und viele exogene Faktoren bei.

Zu den endogenen Radikalquellen zdhlen die mitochondrale Atmungskette, der
Arachidonsduremetabolismus, der Purinabbau sowie die mikrosomale NAD(P)H-
Oxidase und Myeloperoxidase neutrophiler Granulozyten. Exogene Radikalquellen
sind Genussgifte (Alkohol, Nikotin), Luftverschmutzung, UV-, Rontgen- und
radioaktive Strahlung sowie Medikamente. Auch Autooxidationsreaktionen, die
nichtenzymatisch in Abhéngigkeit vom Sauerstoffpartialdruck ablaufen, fordern die
Radikalentstehung. (Siems, W.G. et al. 1998).

Freie Radikale verursachen den sogenannten oxidativen Stress, der letztendlich

hiufig in Zellapoptose oder Nekrose endet (Helliwell et al. 1994).

Radikale entstehen in Endothelzellen, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen.
Durch Entziindungsmediatoren stimulierte Makrophagen und neutrophile
Granulozyten haben einen gesteigerten Verbrauch an Sauerstoff und Glukose
(Respiratory burst) und konnen in erheblichem MaBle zur Bildung von reaktiven
Substanzen fithren (Rosen, G.M. et al. 1995). Eine Anreicherung von
Schwermetallen, wie Kadmium, Blei oder Quecksilber kann die Radikalbildung
zusitzlich begiinstigen. Auch Eisen und Kupfer haben als Katalysatoren einen
Einfluss auf die Radikalbildung und die nachfolgende Lipidperoxidation (Stohs, S.J.
et al. 1995). Eisen ist an der Entstthung von Hydroxylradikalen oder
Ferrylverbindungen in der Fenton-Reaktion und von Peroxyl- bzw.
Hydroxyperoxylradikalen in der Haber-Weiss -Reaktion beteiligt (Abbildung 1,
Henle et al. 1997, Kehrer 2000).
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Abb 1:Fentonreaktion, Haber-Weiss-Reaktion (nach Joseph Weiss)

In dhnlicher Weise wie Eisen reagieren Kupferionen. So kann durch Kupfer die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und die Peroxidation von Membranlipiden
katalysiert werden. Aullerdem steigert Kupfer durch Oxidation die Zytotoxizitdt von
Hydrochinonen, die wiederum DNS-Doppelstrangbriiche verursachen kann (Stohs,

S.J. etal. 1995).

2.4.2 Oxidative Mechanismen

Zu dem oxidativ wirkenden Enzymsystem zidhlen die Myeloperoxidase (MPO) und

die Lipidperoxidase (LPO).

2.4.2.1 Myeloperoxidase
Die MPO wurde erstmals 1941 isoliert. Eine MPO-Defizienz wurde 1954

beschrieben (Sheik et al. 2004). Die MPO ist ein Enzym, das zwei Hiamgruppen
enthélt. Das Absorptionsspektrum ist durch einen hohen Soret Peak bei A max=430
nm und durch schwichere Banden bei 570, 620 und 690 nm charakterisiert (Harrison
et al. 1976). Die MPO wird in den azurophilen Granula der neutrophilen
Granulozyten und in Monozyten gespeichert (Hussam u. Stanley, 1999). Sie kann
bereits wihrend der Reifung der Granulozyten im Knochenmark in den Granula
nachgewiesen werden (Petrides et al. 1998). Neutrophile Granulozyten werden
wihrend des Entziindungsprozesses aktiviert. Sie zerstoren eingedrungene
Mikroorganismen durch die Freisetzung toxischer Stoffe aus ihren Granula oder
durch die Bildung von Sauerstoffmetaboliten (Weiss et al.1989). Die neutrophilen

Granulozyten werden nicht nur durch die Freisetzung von Zytokinen angelockt,
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sondern auch durch die MPO im entziindeten Gewebe (Johannsson et al. 1979). Es
kommt zu einem Verschmelzen der Granula mit dem Phagosom. Dabei werden
Lysozyme, Hydrolasen und Lactoferrin in die Vakuole, jedoch nicht in das Cytosol
der neutrophilen Granulozyten freigesetzt. Zu diesem Zeitpunkt findet der
sogenannte ,respiratory burst statt. Der Sauerstoffverbrauch steigt dabei um ein
vielfaches an, nachfolgend entsteht Superoxidanion:

NADPH +20, -> NADP* + H"+20"

AnschlieBend ldauft die Reaktion der Superoxiddismutase unter Bildung der
Hydroxylradikale ab. Die MPO katalysiert jetzt die Reaktion:
HO+CI-> HO+OCl

Kettle et al. (1997) bewiesen in verschiedenen Untersuchungen, dass Superoxid nicht
nur als Wasserstoffquelle dient, sondern auch direkt mit der MPO und ihren

Produkten reagiert.

2.4.2.2 Lipidperoxidation

ROS induzieren die Lipidperoxidation mit zusammenhingenden Effekten in den
Zellen (Guerin et al. 2001). Dieser Prozess beginnt, wenn ungesittigte Fettsduren in
Membranen oder Lipoproteinen mit ROS interagieren. Im Ergebnis der LPO-Kette
werden die Fettsduren zu Primér/Hauptprodukten der Lipidperoxidation oder zu

sekundiren Metaboliten umgewandelt (Little et al. 1999, Abbildung 2).

LH (ungesittigte Fettsdure) -> L™ (Lipidradikal)
L'+0O,->LOO (Lipidperoxyradikal)
LOO LH -> LOOH (Lipidperoxid) + L

Abb 2: Reaktion im Rahmen der Lipidperoxidation (nach Black Hommer 1987, Fuchs 1993)

Die unkontrollierte Produktion von Lipidperoxiden kann zu oxidativen Stress mit
signifikanter Zerstorung der Zellintigritédt fithren (Little et al. 1999, Marnett 1999).
Die Lipidperoxidation ist ein Ergebnis des oxidativen Stresses. Verschiedene Marker

steuern diesen Prozess.
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Ein Marker ist das sogenannte Malondialdehyd (MDA). Die Hydroperoxide der
Fettsduren zerfallen auf Grund ihrer chemischen Instabilitit rasch in Alkane,
aliphatische und ungesittigte Aldehyde. Dabei entsteht auch das Malondialdehyd,
welches zu den sogenannten sekundiren Lipidperoxidationsprodukten gezdhlt wird
und die Eigenschaft besitzt, Proteine und Lipide zu vernetzen. Es entfaltet seine
toxischen Wirkungen durch verschiedene Mechanismen auf diversen zelluldren
Ebenen. Zu diesen Mechanismen gehoren Reaktionen mit der DNA, fehlerhafte
Transkriptionen und damit verdnderte Genprodukte oder Funktionsstorungen
intrazelluldrer Proteine. AuBerdem fithren Lipidhydroperoxide zur Storung der
Barrierefunktion und weiterer elementarer chemischer und physikalischer
Eigenschaften der Zellmembran, mit dem Ergebnis, dass die Membranfluiditit ab

und die Rigiditdt zunehmen.

24.3 Antioxidative Mechanismen

Der Schutzmechnismus gegen oxidativen Stress in der Pathogenese der Parodontitis
hat an Bedeutung gewonnen. Es werden enzymatische und nichtenzymatische
Antioxidantien unterschieden. Die nichtenzymatischen Antioxidantien wiederum
lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Endogene antioxidative Stoffe werden vom
Organismus selbst synthetisiert und konnen sich der oxidativen Belastung in
gewissen Maflen anpassen. Dazu zidhlen unter anderem Harnsdure, Glutathion und
das kupferhaltige Coeruloplasmin. Die exogenen Antioxidantien, die mit der
Nahrung aufgenommen werden miissen, sind vor allem essentielle Spurenelemente
und Vitamine, wie Selen, Kupfer, Zink, Vitamin E und C sowie Betacarotin als
Vorstufe des Vitamin A (Winnefeld, K. et al. 1995).

Der sekundidre antioxidative Schutzmechanismus wird durch die Katalase,
Superoxiddismutase und Gluthationperoxidase beschrieben (GOI et al. 2007). Diese
Enzyme spielen eine wichtige Rolle beim Abfangen und Inaktivieren von
Sauerstoffmetaboliten (Davies K.J. et al. 1995). Sie kommen im Zytosol und in den
Mitochondrien vor.

Die im Zytosol vorhandene Superoxiddismutase (SOD) ist mangan- oder
kupferzinkabhidngig (MnSOD, CuZnSOD). Eisen, Kupfer und Zink nehmen als

enzymatische Kofaktoren sowohl strukturelle und katalytische Funktionen war, ohne
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die keine vollstindige Enzymaktivitit erreicht werden kann (Hassan, H.M. et al.
1981).

Die Reaktion der Superoxiddismutase ist:
40~ +2H+ Superoxiddismutase> H202 +02

Die Katalase katalysiert Wasserstoffperoxide. Die Reaktion durch die Katalase ist
nach McCord (McCord 2000):
H,0,+H,0, — % 2H,0 + 0,

Neben Superoxiddismutase, Katalase und Peroxidase, ist das Glutathionsystem eines
der wichtigsten antioxidativ wirkenden Enzymsysteme (Meister 1989). Es besteht
aus dem  Tripeptid Glutathion, der Glutathionperoxidase und der
Glutathionreduktase. Glutathion kommt hauptsichlich intrazellulidr in reduzierter
Form vor und nur zu einem geringen Teil als Glutathiondisulfid. Es ist aus den
Aminosduren Glutamat, Glycin und Cystein zusammengesetzt. Die Sulthydrylgruppe
der Cysteinyl-Seitenketten ist die reaktivste Gruppe des Glutathion-Molekiils und
kann als nukleophiles Zentrum direkt Radikale abfangen. Zusitzlich trigt Glutathion
tiber Glutathion-S-Transferasen zur Entgiftung von toxischen Substanzen und
Xenobiotika bei. Es entstehen Glutathion-S-Konjugate, die dann letztendlich als
Cystein-Produkte ausgeschieden werden. AuBerdem ist Glutathion unter anderem
wichtig fiir die Regenerierung von anderen Antioxidantien, wie Vitamin C und E
sowie fiir die Aufrechterhaltung der Funktion von Plasmaproteinen und —peptiden
(Siems et al. 1996). Die Plasma Glutathionperoxidase ist ein wichtiges
extrazelluldres Antioxidant, welches hauptsdchlich in den Nieren produziert wird und
in  zahlreichen Korperfliissigkeiten des Menschen zu finden ist. Die
Glutathionperoxidase ist ein selenbindendes Enzym, welches Wasserstoffperoxide
und verschiedene Wasserstoffperoxide, die Glutathion als Reduktionsmittel
bendtigen, entgiftet. Es wurde gezeigt, dass einige parodontopathogene Bakterien die
Fahigkeit besitzen, Glutathion und Cysteine fiir den Wasserstoffsulfid-Aufbau zu
nutzen. Dariiber hinaus wird NF-xB aktiviert und so die Bildung
proinflammatorische Zytokine, welche das Gewebe zerstoren, induziert (Wei et al.

2004).
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Die Reaktionen von Glutathionperoxidase und Glutathionreduktase sind (Battino et
al.1999):
H202 + 2GSH Glutathiongeroxidase> 2H20 + GSSG

GSSG + NADPH+H* Slutathionreduktase > 59 | NADP

Die Glutathionperoxidase besteht aus vier Untereinheiten, an die jeweils ein Atom
Selen gebunden ist. Selen tridgt so als ein wesentlicher Bestandteil des Enzyms
entscheidend zu dessen Funktion bei. Glutathionperoxidase katalysiert die Reduktion
von Wasserstoffperoxid und anderen organischen Hydroperoxiden. Dabei wird das
reduzierte Glutathion zu Glutathiondisulfid oxidiert, das nachfolgend durch die
NADPH+H"-abhiingige Glutathionreduktase wieder reduziert wird. Das Enzym
besitzt in der Leber und den Erythrozyten die hochsten Aktivititen. Mit seinem
zytosolischen und mitochondrialen Vorkommen hat es eine wichtige Schutzfunktion
fiir Plasma- und Mitochondrienmembran. Somit trigt es entscheidend fiir den Erhalt
der Zellfunktionen bei (Flohe, L. 1988).

Die Harnsiure ist ein relativ starkes Antioxidant von wasserloslichen Radikalen, vor
allem von Hypochloridsdure und Einfachsauerstoff. Es besitzt die Fahigkeit Kupfer
sowie Eisen zu binden (Davies 1986). Die Reaktion von Harnsdure mit einigen
Radikalen (zum Beispiel. OH) ldsst Harnsdureradikale entstehen. Diese konnen aber
leicht durch Ascorbate entfernt werden (Halliwell et al. 1990). Die Harnsdure ist im

Speichel und in der GCF zu finden (Moore et al. 1994).

2.5 Erworbene Immunantwort

Die menschliche Immunantwort, besonders die Produktion von Immunglobulin G
(IgG) und Immunglobulin A (IgA), hat eine schiitzende Rolle in der Entstehung von
parodontalen Erkrankungen (Takahashi et al. 1982).

2.5.1 Immunglobulin A

Immunglobulin A ist das dominierende Immunglobulin im Speichel und spielt eine
wichtige Rolle im Immunsystem. IgA iibt eine antientziindliche Schutzfunktion aus

und reguliert die Entziindung bei gehemmter Immunglobilun G (IgG) und
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Immunglobulin (IgM)-Funktion herab. Weitere Funktionen dieses Immunglobulins
sind die Virusneutralisation, Hemmung der Bakterienkolonisation durch Binden an
Epithelzellen oder in der Plaque. In der Mundhohle erleichtert die Beseitigung der
Bakterien die Interaktion des sekretorischen Immunglobulin (s-IgA) mit bakteriellen
Rezeptoren (Lie et al. 2007). Man nimmt an, dass die Hauptfunktion der IgA-
Antikorper darin besteht, die epithelialen Oberflichen vor Krankheitserreger zu
schiitzen (Dorries 2004). IgA steigert die antimikrobielle Aktivitdt von Laktoferrin,
der Speichelperoxidase, des Agglutinins und des Muzins (Marcote et al. 1998).

Es existieren zwei Unterklassen von IgA, die Unterklasse Al und A2. Der
Unterschied befindet sich in der Fc-Domiéne, welche die Gruppe Al kennzeichnet.
Die Unterklasse IgA2 ist durch Proteasen nicht leicht zu spalten und zu inaktivieren
(Hagewald et al). S-IgA (sekretorisches IgA) wurde in den Sekreten des
Gastrointestinal-, Respirations-, und Urogenitaltraktes sowie in den Speichel-,
Trinen- und Brustdriisen gefunden. Diese IgA-Untergruppen werden unterschiedlich
in den Korperfliissigkeiten sezerniert (Conley et al. 1987). Die Griinde fiir den
relativen hohen Anteil von IgA2 im Speichel sind im Transport von den weit entfernt
liegenden produzierenden Gewebe und teilweise zunehmender Zahl von IgA2-
enthaltenen Plasmazellen im exokrinen Gewebe zu suchen. Die Anderung der IgA1-
und IgA2-Konzentration im Speichel ist ein Resultat von verschiedener
Antigenstimulation in der Mundhohle. (Crago et al. 1984; Brown and Mestecky
1985). Gesamt s-IgA und spezifisches s-IgA reagieren mit Zellextrakten von A.
actinomycetemcomitans, A. naeslundii, C. rectus, F. nucleatum, P. gingivalis, P.
intermedia, P. nigresens, P. micros, T. denticola, Candida albicans, Streptococcus

gordonii and Streptococcus mutans (Lie et al. 2002 und Hagewald et al. 2001).

25.2 Immunglobulin G
Neben IgA spielt auch Immunglobulin G (IgG) eine wichtige Rolle bei der

Immunitét der Schleimhaut. IgG ist im gesamten Speichel vorhanden. Dieses stammt
vom Serum und gelangt durch passive transmukosale Diffusion dorthin (Sitig et al.
2002).

Das IgG ist in vier Untergruppen IgGl, IgG2, IgG3 und IgG4 zu finden (Takahashi
et al. 1997). IgG ist der hidufigste Isotyp im Blut und in extrazelluldren Sekreten, wie
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GCF (Dorries 2004). IgG opsoniert effizient pathogene Mikroorganismen fiir die
Aufnahme durch Phagozyten und aktiviert das Komplementsystem, wihrend IgA ein
weniger gutes Opsonin ist und das Komplementsystem kaum aktiviert. IgG2 ist die
tiberwiegend vorkommende Untergruppe und wird auf Reaktion mit bakteriellen
Lipopolysacchariden produziert. Speichel IgA - und IgG - Untergruppen wurden bei
oralen Erkrankungen noch nicht umfassend analysiert (Sitig et al. 2002).

2.6 Speichel als diagnostisches Medium

Der Speichel ist das erste Medium, mit dem externe Materialien, wie Essen,
Getrinke, inhalierten Stoffen, in Kontakt treten (Goi et al. 2007).

Der Speichel ist eine komplexe Mischung, welche zum einem durch die Génge der
drei paarig groen Speicheldriisen, der Parotis, der Submandibularis sowie der
Sublinguales und zum anderem durch die Génge der kleinen Speicheldriisen, in die
Mundhohle gelangen. Der Speichel besteht zu 99 % aus Wasser. Weiterhin sind
Glykoproteine (Lactoferrin, IgA, IgG, Amylase), Proteine, Hormone, Vitamine und
andere Ionen vorhanden. Die SpeichelflieBrate beeinflusst die Konzentration der im
Speichel enthaltenen Stoffe. Generell fiihrt eine schwach erhohte Sekretionsrate zu
einem erhohten Anteil an Natrium, Bikarbonat sowie einem erhohten pH-Wert und
einem erniedrigten Gehalt an Kalium, Kalzium, Phosphat, Chlorid, Harnstoff und
Proteinen. Bei einer gesteigerten Sekretionsrate sind die Konzentration von Natrium,
Calcium, Chlor, Bikarbonat und Proteinen erhoht, da eine geringere Konzentration
von Phosphaten vorliegt. Speichel hilft den Zihnen ihre Integritit durch die
Bereitstellung von Ionen vor allem Kalzium, Phosphate, Magnesium und Fluoride
fir die Remineralisierung von Zahnschmelz aufrechtzuerhalten (Marcotte et al.

1998).
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3 Zielstellung

Neben der Erhebung klinischer Parameter hat die Untersuchung diverser

Speichelparameter in den letzten Jahren an Aufmerksamkeit gewonnen. Eine erhohte

oxidative Belastung im Speichel konnte bei entziindlichen Vorgingen nachgewiesen

werden. Verdnderungen im antioxidativen System wurden ebenfalls erkannt. Auch

Veridnderungen der immunologischen Werte sind nachweisbar.

Die vorliegende Arbeit sollte folgende weitere Fragen beantworten:

Bestehen Unterschiede zwischen Patienten mit aggressiver Parodontitis,
chronischer Parodontitis und parodontal gesunden Personen in Bezug auf
oxidative Parameter (Lipidperoxidase, Myeloperoxidase) und dem
antioxidativem Status (Katalase, Glutathionperoxidase,Superoxiddismutase,
Harnsdure) sowie immunologischen Parameter der angeborenen und

erworbenen Immunitét im Speichel?

Eignen sich diese Speichelparameter zur Diagnostik der Parodontitis?

Kann mit Hilfe dieser Speichelparameter unterschieden werden, ob eine

chronische oder eine aggressive Parodontitis vorliegt?
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4 Material und Methoden

4.1 Auswahl der Probanden

Fiir die vorliegende Studie wurden 22 Patienten mit Parodontitis (chronische und

aggressive Parodontitis) des Zentrums fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde sowie
19 parodontal gesunde Studenten der Zahnmedizin (Kontrollgruppe) und anderer

Fachrichtungen rekrutiert.

Als Kriterien fiir die Patientengruppe wurde eine Sondierungstiefe > 3,5mm an
mindestens fiinf Zdhnen festgelegt. In die Kontrollgruppe wurden nur Personen mit
Sondierungstiefen < 3,5 mm aufgenommen. Alle Teilnehmer dieser Studie waren
Nichtraucher. Weitere Einschlusskriterien waren das Vorhandensein von mindestens
20 in Funktion stehenden Zihnen. Die Probanden durften keine schweren
Allgemeinerkrankungen  aufweisen. ~ Weitere =~ Ausschlusskriterien ~ waren
Schwangerschaft und Stillen sowie die Einnahme von Antibiotika wihrend der
letzten drei Monate sowie eine systematische Parodontitistherapie wihrend der

letzten 12 Monate.

Nach klinischer und rontgenologischer Untersuchung unter Einbeziehung der
mikrobiologischen Analyse wurde folgende Einteilung vorgenommen: 15 Probanden
wiesen eine chronische Parodontitis (cP) auf, 7 hatten eine aggressiver Parodontitis
(aP) und 19 waren parodontal gesund (K). Die Alters- und Geschlechtsverteilung ist

der Tabelle 2 zu entnehmen.

Tab. 2: Alters- und Geschlechtsverteilung in den Gruppen

durschnittliches Alter Geschlecht
(Jahre) (m:w)
aP 38,42 + 11,35 5:2
cP 59 +£3,03 9:6
K 26 +£2.61 7:12

Die Patienten befanden sich in der Initialtherapie unmittelbar vor der Kiirettage. Die

Entfernung von sub- und supragingivalen Konkrementen wurde durch die
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Fachschwester vorgenommen. Die Taschentiefen, der Lockerungsgrad, der
Blutungsindex und der Plaqueindex wurden ermittelt. Danach wurden Plaqueproben
fiir die mikrobiologische Analyse an den jeweils tiefsten Stellen eines Quadranten
sowie Speichelproben fiir die weitergehenden diagnostischen Untersuchungen

entnommen.

4.2 Klinische Befundaufnahme und Mikrobiologische Analyse

421 Parodontalstatus

4.2.1.1 Mundhygienestatus
Der Mundhygienestatus wurde mit Hilfe des Approximalpplaqueindex (API)

ermittelt. Die Beurteilung der Approximalplaqueablagerung erfolgte im ersten und
dritten Quadranten oral und im zweiten und vierten Quadranten vestibuldr durch eine
Ja/Nein Entscheidung. Der API berechnet sich nach folgender Gleichung( Hellwig et
al. 1999):

API= Summe der positiven Plaquemessungen x 100

Summe der Approximalraum MeBpunkte

Der API wird folgendermalen eingeteilt:
API<25% entspricht einer optimalen Mundhygiene
API 25-39% entspricht einer guten Mundhygiene
API 40-69% entspricht einer maBigen Mundhygiene
API 70-100% entspricht einer unzureichenden Mundhygiene

4.2.1.2 Blutungsindex
Die Dokumentation der Blutung erfolgte wihrend der Untersuchung. Es wurde eine

Ja/Nein Entscheidung (Bleeding on Probing) getroffen.
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4.2.1.3 Lockerungsgrad
Die Zahnbeweglichkeit wurde manuell mit zwei stabilen Instrumentengriffen

horizontal getestet. Die Auslenkung wurde visuell beurteilt. Die Lockerungsgrade I-
IIT wurden nach der Einteilung der Deutschen Gesellschaft fiir Parodontologie
festgelegt. Der Grad O ist die physiologische, nicht erhohte Zahnbeweglichkeit. Eine
erhohte Zahnbeweglichkeit (Grad I) ist spiirbar oder bis 1 mm sichtbar. Ist die
erhohte Beweglichkeit tiber 1 mm sichtbar, spricht man vom Grad II. Beim Grad III
liegt eine erhohte Beweglichkeit auf Lippen-und Zungendruck in/oder axialer

Richtung vor (Hellwig et al. 1999).

4.2.1.4 Sondierungstiefe
Die Bestimmung der Sondierungstiefe erfolgte durch die Sechspunktmessung mit

einer millimetergraduierten Parodontalsonde (Hu freidy). Als Referenzpunkt diente

der Abstand zwischen Taschenboden und marginaler Gingiva.

422 Molekularbiologische Methoden zur Identifizierung mikrobieller
Organismen
Molekularbiologische Methoden werden vermehrt zur Labordiagnose von

Infektionen eingesetzt. Haupteinsatzgebiet ist der direkte Nachweis von Bakterien,
die sich nicht kultivieren lassen, nur schwer kultivierbar sind oder sehr langsam

wachsen.

4.2.2.1 Plaqueprobenentnahmen
Eine Papierspitze (ISO 30), ohne farbliche Markierung, wurde in die 4 tiefsten

Taschen eingefiihrt. Nach 20 s erfolgte die Entfernung der Papierspitze aus den

Taschen und die Lagerung bei —20° C bis zur weiteren Verarbeitung.

4.2.2.2 DNA-Extraktion
Die DNA-Extraktion aus Plaqueproben wurde nach folgendem Protokoll

durchgefiihrt. Aus den entnommenen Plaqueproben wurde die DNA wie folgt

isoliert:
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In jedes Probenrohrchen wurde zu der mit Papierspitze 100 ul Trispuffer pipettiert,
30 s gevortext und kurz anzentrifugiert. AnschlieBend wurden 200 ul Total
Lysepuffer und 20 pl Proteinase K hinzugefiigt und fiir 20 s mit dem Vortex
vermischt. Diese Proben wurden zunichst fiir 20 min bei 37° C und folgend fiir
weitere 5 min bei 70° C inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fiir 2
min bei 14000 Umdrehungen/min. Der dabei entstandene Uberstand wurde in das
Auffanggefiall des Filter-Tubes iibertragen.

Dieses wurde 1min bei 14000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
verworfen. Der Filtertube wurde wieder in das Auffanggefill gesetzt, 500 ul
Waschpuffer zupipettiert und bei 14000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Der
Filtertube wurde in ein neues 2ml Tube eingesetzt, 400 ul Waschpuffer zupipettiert
und 2 min bei 14000 zentrifugiert. Die Auffanggefile wurden verworfen und das
Filtertube in ein sauberes 1,5 ml Eppendorf-Tube eingesetzt. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von dem zuvor auf 75°C erhitzten Trispuffer. Die entstandene Losung
wurde bei Raumtemperatur 5 min inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Das
Filtertube wurde verworfen und die Reaktionsgefif3e verschlossen. Das entstandene

DNA-Extrakt wurde fiir die Real-Time PCR weiterverwendet.

4.2.2.3 Bestimmung der Mikroflora mittels Real-Time PCR
Die PCR erlaubt eine millionenfache selektive Vervielfiltigung einer bestimmten

DNA-Sequenz. Die Spezifitit dieser Reaktion fiir eine ausgesuchte Sequenz in der
Ziel-DNA wird durch die Verwendung von spezifischen Oligonukleotideprimern
erreicht.

Die Real-Time PCR wird allgemein durch die Messung der DNA-Menge in
,Echtzeit” charakterisiert, welche sich in einem Reaktionsgefil an DNA-
spezifischen Farbstoff anlagern kann. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde der
Sybr®Green (Bio-Rad, Eugene, Oregon, USA) verwendet. Sybr®Green lagert sich an
die doppelstringige DNA an, wird bei A= 470 nm zur Fluoreszenz angeregt und bei
A=510nm digital gemessen (Corbett 2000). Exponentielle Wachstumsraten der DNA-
Amplifikate, ergeben sich bei korrekter Amplifikation. Diese lassen sich durch eine

tiberproportionale Zunahme der Fluoreszenzsignale nachweisen.
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Fiir die Real-Time PCR wurden folgende Reagenzien pro Probe in ein 1,5 oder 2 ml
Reaktionsgefdl tiberfiihrt:

2 ul 10fach Puffer

2 ul MgCl, (25 mM)

2 ul Nukleotide

1 pl Primer 1

1 ul Primer 2

1 ul Sybr®Green

1 pul taq Polymerase (1U)

8 ul ddH,O

Des Weiteren wurden eine Verdiinnungsreihe der untersuchten Bakterienspezies von
107 bis 10° als Standard mitgefiihrt, ergdnzt durch eine Negativkontrolle bestehend
aus 18 pl Mastermix und 2 pl ddH20O. Die anderen Reaktionsgefile enthielten
jeweils 18 pl Mastermix und 2 pul DNA.

Die Primer wurden zur Amplifikation bakterienspezifischer 16S rDNA-Abschnitte
ausgerichtet. Die Auswahl der Primer erfolgte nach Literaturrecherche. Nach
Literaturstudium und Bestimmung der Sensitivitit und Spezifitit erwiesen sich die
von Ashimoto et al. (1996) beschriebenen Primer fiir die Bestimmung von P.
gingivalis, T. forsythia und T. denticola als geeignet. Die Primer fiir den A.
actinomycetemcomitans wurde von Tran und Rudney (1999) beschrieben (Tabelle
3).

Als Kontrollen dienten die Stamme P. gingivalis ATCC 33277, T. denticola ATCC
35405 und T. forsythia ATCC 43037 in einer Konzentration von 10° Keimen. Es

handelt dabei sich um gut charakterisierte Stimme.
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Tab. 3: Ubersicht zu den verwendeten Primern

PCR Primerpaare Quelle

P. gingivalis: Ashimoto et
e Pg-1: 5AGG CAG CTT GCC ATACTG CG ¥ al., 1996

e Pg-2: 5ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT3

A. actinomycetemcomitans: Tran &

e Aa-1: 5ATT GGG GTT TAG CCC TGG TG3 Rudney,

e Aa-2:5ACGTCA TCC CCA CCT TCC TC3 1999

T. forsythia: Ashimoto et
e Tf-1: 5GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA¥ al., 1996

Tf-2: §TGCT TC AGT GTC AGT TAT ACC T3

T. denticola: Ashimoto et
e Td-1: 5TAA TAC CGA ATG TGC TCA TIT al., 1996
ACA TS
e Td-2:5TCA AAG AAG CAT TCC CTC TTC
TTC.TTAZ

4.3 Speichelanalysen

43.1 Speichelprobenentnahme:

Die Patienten und Probanden wurden gebeten fiir 10 min den im Mund gesammelten
Speichel iiber einen Glastrichter in ein Rohrchen abzugeben. Dabei wurde darauf
geachtet, dass dieser nicht stimuliert und stressfrei sezerniert wurde, um
Ruhespeichel zu erhalten. Die Probenentnahme erfolgte vormittags, um Fehlern
tageszeitlicher Schwankungen der Speichelsekretion vorzubeugen. Das Sammelgefal3
wurde leer und mit Speichel gewogen. Anschlieend erfolgte die Zentrifugation der
Proben bei 3500 Umdrehungen. Der Uberstand wurde in ein 10 ml Reaktionsgefif

portioniert und bei —20°C tiefgefroren.
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432 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Messung des Proteingehaltes erfolgte mit dem Nanodrop. Zur Bestimmung des
Proteingehaltes wurden 2 ul Speichel auf das Gerét pipettiert und die Extinktion mit
einer Wellenldnge von 260 und 280 nm gemessen. Daraus konnte nach der folgenden
Formel der Proteingehalt in mg/ml angegeben werden:
Proteingehalt = 260nm-280 = mg
2,51 ml

433 Bestimmung von antimikrobiellen Peptiden

Die Speichelproben wurden zur Analyse der antimikrobiellen Peptide hCAP18 und
HNPI1-3 an der Universitit in Krakau untersucht. Die HNP1-3 wurde mit dem
ELISA bestimmt. Die Aktivitit von hCAP18 wurde mit Hilfe des Western Blot

gemessen.

434 Bestimmung der Aktivitit von Proteasen

Die Aktivititsmessung der proteolytisch wirkenden Enzyme NE, CTSC sowie Prot3

erfolgte ebenfalls an der Jagiellonen-Universitidt Krakau.

4.3.5 Oxidative Parameter

4.3.5.1 Bestimmung der Lipidperoxidation
Die Ermittlung des Maf3es an Lipidperoxidation wurde am Nanotrop spektrometrisch

durchgefiihrt.

Dazu wurden 100ul Speichelprobe, 300 pl 1,35 mM TCA, 300 pul 20 mM TBA und
40 pl 8,1%iges SDS in einem Kulturrohrchen mit Schraubenverschluss vermischt.
Diese Losung wurde 1h bei 90° inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis gelegt. Es
wurden 200 pl H,O und 1 ml Butanol hinzugefiigt, bei 4°C 20 min geschiittelt und
10 min bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
bei 537 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte anhand eines Standards. Zur
Herstellung der Standardlosung wurde Malondialdehyd-Tetrabutylammoniumsalz in

100 ml H,O gelost. Die Bezugslosungen waren 0; 2,5; 7,5,10 uM MDA-
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Stammlosung. Je 0; 50; 100; 150 und 200 pl MDA-Stammlésungen zu Sml ddH,O
gegeben.

4.3.5.2 Bestimmung des Gehalts an Myeloperoxidase als Mal} fiir die Anzahl
polymorphkerniger Granulozyten (PMNs5)
Die Aktivitit der Myeloperoxidase wurde fotospektrometrisch bei 450 nm
nachgewiesen. Dazu benotigt man Substrat mit und ohne Hemmstoff. Auf
Mikrotiterplatten wurden 40 ul Probe und 160 pl Substrat mit und ohne Hemmstoff
pipettiert, gemessen(t0), bei 37°C inkubiert und wieder gemessen.
Das Substrat setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen: 10 ml 0,1 M Na-
Citrat-Puffer, pH-Wert 5,5; 64 ul 20% Triton-X-100; 100 pl 20,1 mg/ml O-
Dianisidin/DMSO (82,4 mM O-Dianisdin; 40 pl 26,4 mM H,0, (3Teile pl 3 % H,0,
und 97 Teile H,O). Das Substrat mit Hemmstoff besal die oben genannte
Zusammensetzung und enthielt zusitzlich 100 pul NaN3 1 % (10 mg/ml NaN3).

Die Volumenaktivitit wurde wie folgt berechnet:

Volumenaktivitit (mU/ml)=A E* V
the*d*v
A E/t Extinktionsdifferenz der Proben mit und ohne Hemmstoff
€ Extinktionskoeffizient 11,48* nM-1*cm-1
\Y Volumen der Messlosung 200 ul
\% Volumen der Proben 40 ul

d Schichtdicke der Kiivette

4.3.6 Antioxidative Parameter

4.3.6.1 Aktivitat der Gluthationperoxidase
Die Aktivititsmessung der Gluthationperoxidase erfolgte nach der Methode von

Lawrence und Burk. Zur Bestimmung dieses Enzyms benétigte man 1 ml
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Substratlosung, 20ul H,O, (0,25uM) und 20 pl Speichelprobe. Die Substratlosung
setzte sich aus folgenden Substanzen zusammen: 20 ml PBS, 20 pl
Tetrabutylammonium-( (5uM), 200 ul Gluthationlésung, 20 ul NaNjz, 200 ul
NADPH-Losung, 1,84 ul Gluthationreduktase (0,25 U/ul). Diese Komponenten
wurden miteinander vermischt. Die Aktivitit wurde durch die Absorption bei 340 nm

zum Zeitpunkt 0 min und nach 1 min am Spektrometer gemessen.

Zur Herstellung der NADPH-Losung wurden 1,42 g NADPH in 10 ml 0,5 M Tris
gelost. Die Gluthationlosung bestand aus 6,15 mg Gluthation, gelost in 10 ml PBS
(100 fach) und die NaN3 Losung wurde aus 8,5 mg NaNs, gemischt mit 10 ml PBS
(1000 fach), hergestellt. Das 0,25 uM H;0, wurde in einer 3-stufigen 1:1000
Verdiinnungsreihe angefertigt. Dazu wurden 30 pl 3 % HO; und 970 ul H,O
vermischt, davon wurden nochmals 30 pl entnommen und in 970 pl H,O gelost. Von

dieser Losung Substrat wurden 3ul entnommen und mit 997 ul H,O vermischt.

4.3.6.2 Aktivitit der Katalase
Die Aktivitdt der Katalase wurde nach Das ermittelt. Folgende Substanzen wurden

fiir photometrische Messungen mit einander gemischt: 200 ul H,O, 100 ul H,0O,
(1:100 verdiinnt)) und 2 pl Speichel. Die Losung wurde alle 10 s Imin lang bei 240
nm am Nanodrop an Hand des Programms UV-Spektroskopie UV-Vis gemessen.

Die maximale Absorption betrug 0,5 %.

4.3.6.3 Aktivitit der Superoxiddismutase
Die Aktivititsmessung erfolgte mit dem 19160 SOD Determination Kit der Firma

Flukatec. Die Methode wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die SOD
katalysiert die Umwandlung von Superoxidanion (O73) und Wasser (H,O) in
molekularem Sauerstoff (O,) und Wasserstoffperoxid (H,0,). Die SOD-Bestimmung
ist eine indirekte Methode, die auf jeweils zwei SOD-Well-Platten durchgefiihrt
wird.

Die Nitroblautetrazoliummethode beruht auf der geringen Wasserloslichkeit von
Formazan und der Interaktion mit der reduzierten Form der Xanthinoxidase. Zum
Nachweis der SOD dient ein wasserlosliches Tetrazoliumsalz, das WST-1(2-(4-
Iodophenyl)-3(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium,

Monosodiumsalz). Dieses produziert ein wasserlosliches Formazan, welches bei der
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Reduktion mit dem Superoxidanion entsteht. Die Geschwindigkeit der Reduktion mit
Sauerstoff (O,) steht in linearer Beziehung mit der Xanthinoxidaseaktivitit (XO) und
wird gehemmt durch die SOD. Deshalb kann die ICs (50 % der SOD-Aktivitét sind

gehemmt) mittels der kalorischen Methode nachgewiesen werden (Abbildung 3).

xanthine

O, 20, WST-1 formazan
H,O, 20, WST-1
uric acid |

O, + H;O;

I S04
N
T, T
A+ =
=N SO3 N

N at

O,N

Abb.3: Reaktion der Xanthinoxidase und Superoxiddismutase (Firma Fuklatec)

Zur Durchfiihrung bendtigte man verschiedene Losungen. Fiir die WST-
Arbeitslosung wurden 1,67 ml WST-Losung und 31,67 ml Pufferlosung benétigt.
15ul + 2,5ml Dilutionbuffer (DB) wurden durch pipettieren gemischt. Folgende
SOD-Losung (Ausgang 1000 U/ 100ul) lagen vor:

A:1ul+99ul DB (=100 U/ml)
B: 1S5ul A+ 15ul DB (=50 U/ml)
C: 6 ul A+24 ul DB (=20 U/ml)
D: 3 ul A+27 ul DB (=10 U/ml)
E.3ulB +27 ul DB (=5 U/ml)
F: 3 ul C+27 ul DB (=2 U/ml)
G:3ulD+27 ul DB (=1 U/ml)

H: 27 nl DB (blank)
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Tab. 4:Pipettierschema der Wellplatten

Platte 1:
1 |2 3 4 5 6 |7 |8 |9 |10 |11 |12
A l Standard |Probe |Probe |Probe l . l . l . r
B I Standard |Probe |Probe |Probe I I I I I I ._
C I Standard |Probe |Probe |Probe I I I I I I ._
D l Standard |Probe |Probe | Probe l . l . l . r
E I Standard |Probe |Probe |Probe I I I I I I ._
F I Standard |Probe |Probe |Probe I I I I I I ._
G l Standard |Probe |Probe | Probe l . l . l . r
H I Standard |Probe |Probe |Probe I I I I I I ._
Platte 2:
1 2 3 4 5 6 |7 (8 |9 |10 |11 |12

A I I Probe |Probe | Probe [I I I I I ._
B [} [ | Probe |[Probe(Probe (Il N N N N N |
c B [ | Probe |[Probe(Probe (Il N N N N N |
D I I Probe |Probe | Probe [I I I I I ._
o] | [ | Probe |[Probe(Probe (Il N N N N N |
F | [ | Probe |[Probe(Probe I/l N N N N N |
G [ | Probe |[Probe[ddH.0 (Il N W W N N |
HE B probe | Probe [ddLO Il [ W W M M

Einen Uberblick iiber die Pipettierschemen ist in Tabelle 4 dargestellt.
20 pl Speichelproben wurden in die Spalten 3-5 der Platten 1 und 2 pipettiert. Der

zuvor hergestellte Standard wurde in die Spalte 1 der Platte 1 platziert.

Anschlieend wurde 200ul WST-Arbeitslosung zu jedem Well dazugegeben (auller

)

20ul DB zu jedem Well auf die Platte 2 (auller l)
20ul Enzym —Arbeitslosung zu Platte 1 (aufler .)
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Die Substanzen wurden vorsichtig vermischt und 20 min bei 37°C inkubiert. Die
reduktive Umwandlung von Nitroblautetrazolium in den blauen Farbstoff Formazan

lie} sich spektralphotometrisch bei 450 nm verfolgen.

4.3.6.4 Harnsdure
Die Ermittlung des Harnsdurespiegels im Speichel erfolgte im Institut fiir Klinische

Chemie der Friedrich Schiller Universitit Jena. Die Untersuchung wurde nach

Laborprotokoll durchgefiihrt.

4.3.7 Bestimmung der erworbenen Immunantwort

4.3.7.1 Bestimmung von P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans
spezfischem IgA und IgG

Zum Nachweis der Bakterien wurden polyklonale Antikorper (Anti-Human IgG
sowie IgA HRP) im Immunoassays eingesetzt. Als Bakterienstimme wurden der

P.gingivalis M5 und ATCC, sowie der A.Actinomycetencomitans verwendet.

Verwendete Losungen:

Coatingpuffer: PBS

Blockingpuffer: PBS + 3-4 % BSA
Standardpuffer: PBS + 0,3-0,4 % BSA
Stopplosung: 0,5 M H,SO4
Waschlosung: TBS-Tween

Die Aufarbeitung der Stimme erfolgte nach Vorschrift im Labor. Es wurde eine OD
660nm=1,0 eingestellt. Von dieser Suspension wurden je 200ul auf ein Well gegeben
und die Platte bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Danach wurden die Wells ausgeklopft,
und mit jeweils 400 ul Blockingpuffer fiir 2h versehen.

Anschlieend erfolgte das Waschen mit TBS-Tween. 50 pl Speichel wurden
hinzugefiigt, mit selbstklebender Folie abgedeckt, bei Raumtemperatur fiir 60 min

inkubiert und 3mal mit TBS-Tween gewaschen. 100ul HRP-konjugierte Anti IgA
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und -IgG wurden in einer Verdiinnung von 1:10000 hinzugegeben und 60 min
inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte dann durch die
enzymatische Reaktion. Als Substrat diente TMB (Tetramethylbenzidin), dessen
Umsatz photometrisch bei 450 nm im ELISA-Reader detektiert wurde. Die Platten
wurde abermals dreimal mit der Waschlosung gespiilt und im Anschluss wurden 100
pul TMB, pro Well zugegeben. Die Platten wurden dieses Mal verdunkelt und nicht
abgeklebt 30 min inkubiert. In dieser Zeit wurde das farblose Substrat in ein blaues
Produkt umgewandelt. Diese Reaktion wurde mit der Zugabe von 50 pl 0,5 M H,SO4
pro Well beendet, wodurch ein Farbumschlag von blau nach gelb stattfand.

Als Standard diente eine 6-stufige Verdiinnungsreihe von drei Seren, die von

Patienten mit Parodontitis gewonnen wurden.

4.3.7.2 Bestimmung des Gesamtimmunglobulingehaltes von IgA und IgG
Die Ermittlung des Gesamtimmunglobulingehaltes IgA und IgG im Speichel fand in

dem Institut fiir klinische Chemie der Friedrich Schiller Universitit laut

Laborvorschrift statt.

4.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des t-Testes unter Zuhilfenahme von
SPSS Version 15. Die Gruppen wurden untereinander verglichen. Das
Signifkanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Wurde ein Wert von p<0,05 ermittelt,

lag eine statistische Signifikanz vor.
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5 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der klinischen Parameter, der
antioxidativen und oxidativen Aktivititen sowie Variablen der angeborenen und
erworbenen Immunitdit im Speichel von Parodontitispatienten und einer
Kontrollgruppe dargestellt. Weiterhin erfolgt die Angabe der parodontopathogenen
Bakterien A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, die
durch die Real-Time PCR in den oben genannten Gruppen ermittelt wurden. Zur
Auswertung der Ergebnisse, mittels t-Tests, wurde das Statistikprogramm SPSS
Version 15.0 herangezogen. Die Darstellung der Ergebnisse Mittelwerte (M) und
Standardabweichungen (STAW) erfolgt tabellarisch und im Diagramm. Ein

signifikanter Unterschied lag vor, wenn p<0,05 war.

5.1 Klinische Parameter

Die klinischen Parameter Sondierungstiefe, Blutung auf Sondierung, Plaqueindex
und Lockerungsgrade der Zihne sind Kriterien der Parodontitis. Als pathologische
Werte galten Zihne deren Sondierungstiefe > 3,5mm waren. Wurde ein solcher Wert
bei mindesten fiinf Zihnen pro Person erreicht oder iiberschritten, erfolgte eine
Einordnung in die Parodontitisgruppe.

In den Parodontitisgruppen wurden bei allen klinischen Parametern hohere Werte als
in der Kontrollgruppe gemessen.

Die Gruppe der chronischen Parodontitis erreichte die hochsten Mittelwerte bei der
Sondierungstiefe und beim Lockerungsgrad. Durchschnittlich wiesen 20,86+6,23
Sondierungsstellen eine Sondierungstiefe (ST) von >3,5 mm und einen
Lockerungsgrad (LG) von 5,574£3,37 Zihne auf. Die Patienten mit aggressiver
Parodontitis erreichten beim Blutungsindex (BoP) und bei der Plaqueindex (PL) die
hochsten Werte. Durchschnittlich traten 14,86+10,56 Blutungspunkte nach
Sondierung auf und der Plaqueindex betrug 18,2+8,8%. Die Kontrollgruppe erzielte
bei jedem dieser Parameter den geringsten Mittelwert, wobei die Sondierungstiefe
und der Lockerungsgrad 0 ergaben (Tabelle 6). Die Ergebnisse des t-Tests sind in der
Tabelle 5 dargestellt. Ein siginfikanter Unterschied lag bei *=p<0,05 vor.
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Tab. 5: Klinische Parameter im Speichel

ST BoP LG (Zahne) |PL (%)
(ST-stellen) (Blutungspunkte)
aP
12,57+10,31 14,86+10,56 2,14+3.39 18,248,8
cP
20,86+6,23 12,7145,57 5,5743,37 15+6,7
K
0+0 5,89+4,34 0+0 9,4+8.,6
Tab. 6: Signifikanzpriifung (*=p<0,05)
ST BoP LG PL
Vergleich (p) <0,001* 0,002%* 0,004* 0,015%
aP-K
Vergleich (p) <0,001* 0,0002* <0,001* 0,31
cP-K
Vergleich (p) 0,016%* 0,272 0,02%* 0,182
aP und cP

5.2 Bestimmung der Mikroflora in der subgingivalen Plaque mittels Real-

Time-PCR

Mittels der Real-Time-PCR wurde ermittelt, welche Proben positiv auf die Bakterien

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia und T. denticola reagierten.

Die Proben wurden mit einer Papierspitze ISO 30 aus der tiefsten Tasche entnommen

und aufgearbeitet. Die quantitative Bestimmung der Bakterien mittels der Real-

Time-PCR erfolgte {iber definierte Schwellenwerte. Dieser Schwellenwert lag fiir das

Bakterium A. actinomycetemcomitans bei einer Keimzahl 10°. Fiir P. gingivalis, T.

forsythia und T. denticola wurde ein Schwellenwert von 10° verwendet. Sowohl bei

Patienten mit chronischer Parodontitis als auch bei Patienten mit aggressiver

Parodontitis konnten die Mikroorganismen A. actinomycetencomitans, P. gingivalis,

T. forsythia, T. denticola nachgewiesen werden.
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Bei Patienten mit chronischer Parodontitis wurde die hochste Anzahl
parodontopathogener Bakterien nachgewiesen. Eine Ausnahme bildete das
Bakterium A. actinomycetemcomitans. Hier wurde durch die Real-Time-PCR das
hochste Ergebnis in der Gruppe der aggressiven Parodontitis ermittelt. Zwei Proben
iiberschritten die Keimzahl von 10°. Des Weiteren lag ein Nachweis des A.
actinomycetemcomitans in der Kontrollgruppe vor. (Tabelle 7). Der t-Test ergab
Signifikanzen bei dem Bakterium A. actinomycetemcomitans im Vergleich der
aggressiven Parodontitis mit der Kontrollgruppe (p<0,001) sowie der chronischen
Parodontitis  (p=0,001). Der Vergleich chronische Parodontitis mit der
Kontrollgruppe ergab keine signifikanten Unterschiede (p=0,093, Tabelle 8).

Die meisten positiven P. gingivalis-Proben wurden bei der chronischen Parodontitis
ermittelt, gefolgt von der aggressiven Parodontitis. Sieben der zu untersuchenden
Proben der chronischen Parodontitis erreichten eine Keimzahl von 10°. In der
Kontrollgruppe konnte P. gingivalis nicht nachgewiesen werden (Tabelle 7).
Signifikant erwiesen sich dabei die Unterschiede zwischen der aggressiven und der
chronischen Parodontitis (p<0,001) sowie zwischen chronischer Parodontitis und
Kontrollgruppe (p<0,001). Bei einem Vergleich der aggressiven Parodontitis mit der
Kontrollgruppe wurde keine Signifikanz ermittelt (p=0,073, Tabelle 8).

Sechs Proben von Patienten mit chronischer Parodontitis wiesen bei der Bestimmung
des Bakterium T. forsythia eine Keimzahl von >10° auf (Tabelle 7). Ein Vergleich
der chronischen Parodontitis mit der Kontrollgruppe ergab eine Signifikanz
(p=0,034). Die aggressive Parodontitis war im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p=0.114) und zur chronischen Parodontitis (p=0,477) nicht signifikant verschieden
(Tabelle 8).

Fiir das Bakteriums T. denticola ergab der t-Test zwischen Parodontitisgruppen und
mit der Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede. Vier Proben von Patienten

mit der chronischer Parodontitis enthielten eine Keimzahl >10° (Tabellen 7,8).
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Tab. 7: Anzahl der positiv getesteten Proben

A.a. P.g. T.f. T.d.

10” 10°% 10% 10°%)
aP @ 2(1) 43) 2(1)
cP 3(0) 14(7) 11(6) 7(4)
K 1(0) 0(0) 4(1) 3(0)

Tab. 8: Signifikanzpriifung (*=p<0,05)

A.a. P.g. T.f. T.d.
(->10°) =10% =10% =10%
Vergleich (p) | <0,001* 0,073 0.114 0,304
aP-K
Vergleich (p) | 0,093 <0,001* 0,034* 0,131
cP-K
Vergleich (p) | 0,001* <0,001* 0,477 0,145
aP und cP
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5.3 Proteingehalt des Speichels

Der Proteingehalt des Speichels wurde photospektrometrisch mit dem Nanodrop

gemessen. Der hochste Proteingehalt wurde in der Gruppe der aggressiven
Parodontitis mit 5,989+8,408 mg /ml erreicht, gefolgt von der Gruppe der
chronischen Parodontitis (3,727+ 2,336 mg/ml) und der Kontrollgruppe
(2,726£1,750 mg/ml, Abbildung 4). Der t-Test ergab keine signifikanten

Unterschiede.

Gesamtproteingehalt im Speichel

/ml)
=

Proteingehalt (mg
(@)

aggressive chronische Kontrollgruppe
Parodontitis Parodontitis

Abb. 4: Durchschnittlicher Proteingehalt
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54 Variablen der angeborenen Immunantwort im Speichel

In dem folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der Variablen der angeborenen
Immunantwort dargestellt. Zu diesen zdhlten hCAP-18, HNP1-3, die Aktivitidten von
CTSC, Prot3 und NE. Die chronische Parodontitis zeigte bei den untersuchten
Parametern die hochsten Werte. Eine Ausnahme stellte Cathepsin C dar, welches die

grofte Aktivitit in der aggressiven Parodontitis erreichte.

54.1 Humanes Cathelicidin
Die Menge des Proteins hCAP-18 wurde durch den Western Blot an der Jagiellonen-

Universitit Krakau Polen ermittelt. Die Intensitdt der Banden von hCAP-18 wurde
zur Referenz gemessen und diese war 4 Units (U).

In Abbildung 5 sind die gemessenen Werte dargestellt. Die Bestimmung von hCAP-
18 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei der
chronischen Parodontitis wurde mit 0,727 + 1,366 U die hochste durchschnittliche
Aktivitat an hCAP-18 gemessen. Es folgte die aggressive Parodontitis mit 0,348
0,778 U und die Kontrollgruppe mit 0,198 + 0,559 U.

HCAP-18 im Speichel
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aggressive chronische Kontrollgruppe
Parodontitis Parodontitis

Abb.5: Aktivitidt von hCAP-18
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5.4.2  Humane neutrophile Peptids 1-3
Die hochste durchschnittliche Menge an HNPI1-3 wurde bei der chronischen

Parodontitis gemessen (4307 pg/l £ 4293 ug/l) gefolgt von der Kontrollgruppe (484
pg/l = 450 pg/l). Die niedrigste Konzentration von HNPI1-3 wurde bei der
aggressiven Parodontitis ermittelt (146 pg/l £ 206 ug/l, Abbildung 6).

Der t-Test ergab einen signifikanten Unterschied im Vergleich der aggressiven
Parodontitis mit der chronischen Parodontitis (p=0,049) sowie der chronischen
Parodontitis mit der Kontrollgruppe (p=0,042). Die Gruppe der aggressiven

Parodontitis war zur Kontrollgruppe nicht signifikant verschieden (p=>0,05).

HNP1-3 im Speichel
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ADD. 6: Durchschnittliche Konzentrationen von HNP1-3
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543 Cathepsine C
Die Bestimmung der Enzymaktivitit von CTSC im Speichel ergab den groften

Mittelwert von 15,039 + 21,835 U/ml in der Gruppe der aggressiven Parodontitis.
Dieser Unterschied war mit p=0,013 zur Kontrollgruppe signifikant, welche einen
durchschnittlichen Enzymaktivitit von 0,984 +0,43 U/ml zeigte (Abbildung 7). Bei
Patienten mit chronischer Parodontitis wurden 5,873 + 10,73 U/ml gemessen. Keine
statistischen Unterschiede wurden mit dem t-Test bei der Gegeniiberstellung

chronischer Parodontitis mit der aggressiven Parodontitis sowie der Kontrollgruppe

ermittelt (p>0,05).
CTSC im Speichel
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Abb. 7: Durchschnittliche Aktivitit von CTSC
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54.4 Serinproteinasen

5.4.4.1 Proteinase 3
Bei einem Vergleich der drei Gruppen zeigte sich, dass die chronische Parodontitis

den hochsten Mittelwert (26,443 £21,743 U/ml; Abbildung 8) aufweist, gefolgt von
der aggressiven Parodontitis (10,633 £8,080 U/ml) und der Kontrollgruppe
(7,769.£6,950 U/ml). Beim Vergleich der chronischen Parodontitis mit der
Kontrollgruppe war eine Signifikanz erkennbar (p=0,004).

Prot3 im Speichel
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ADD. 8: Durchschnittliche Aktivitit der Prot3



5 Ergebnisse 46

5.4.4.2 Neutrophile Elastase
Die NE wurde bei Patienten mit chronischer Parodontitis (5,644 + 7,133 U/ml) mit

dem hochsten Mittelwert nachgewiesen (Abbildung 9). Die aggressive Parodontitis
hatte eine durchschnittliche Aktivitdat von 1,988 + 2,009 U/ml. Die geringsten Werte
wurde in der Kontrollgruppe ermittelt (0,028 + 0,077 U/ml).

Bei der Ermittlung der durchschnittlichen Aktivitiat des Enzyms NE wurde ein hoch
signifikanter Unterschied beim Vergleich der aggressiven Parodontitis mit der
Kontrollgruppe (p=0,001) sowie der chronischen Parodontitis mit der Kontrollgruppe

(p=0,005) festgestellt. Die Parodontitisgruppen waren untereinander nicht signifikant

verschieden (p=>0,05).
NE im Speichel
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Abb. 9: Durchschnittliche Aktivitit der NE
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5.5 Antioxidative und oxidative Parameter im Speichel

5.5.1 Antioxidative Parameter

Bei einem Vergleich der antioxidativen Parameter Katalase, Glutathionperoxidase,
Superoxiddismutase und Harnsdure zeigte sich, dass vor allem bei chronischer
Parodontitis die Enzymaktivitidten mit Ausnahme der Katalase im Mittel am hochsten

waren.

5.5.1.1 Katalase
Die hochste Aktivitit der Katalase wurde bei der aggressiven Parodontitis mit 0,120

+ 0,210 U/ml gemessen, gefolgt von der chronischen Parodontitis (0,062 +
0,051U/ml) und der Kontrollgruppe (0,030 1+ 0,027 U/ml, Abbildung 10).

Der t-Test ergab, dass die Katalaseaktivitit in der Kontrollgruppe signifikant
niedriger als in der Gruppe der aggressiven (p=0,036) als auch in der chronischen
Parodontitis (p=0,015) war. Keine Signifikanz konnte im Vergleich aggressive

Parodontitis mit chronischer Parodontitis ermittelt werden (p>0,05).

Katalase im Speichel
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Abb. 10: Durchschnittliche Aktivitit der Katalase.
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5.5.1.2 Glutathionperoxidase
Die grofte Konzentration der Glutathionperoxidase wurde bei der chronische

Parodontitis (0,101 #0,080 U/ml) ermittelt. Die Messung in der aggressiven
Parodontitis ergab einen durchschnittlichen Wert von 0,094 +0,090 U/ml, gefolgt
von der Kontrollgruppe mit 0,07 £0,060 U/ml (Abbildung 11).

Bei der statistischen Analyse ergab der t-Test fiir die chronische Parodontitis mit der

Kontrollgruppe einen statistischen Unterschied von p=0,039.

GSHPx im Speichel
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ADD. 11: Durchschnittliche des Aktivitit der GSHPx
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5.5.1.3 Superoxiddismutase

In der Gruppe der chronischen Parodontitis (4,193 + 3,278 U/ml) wurde die hochste
Aktivitat der Superoxiddismutase ermittelt, gefolgt von der aggressiven Parodontitis
(3,551 £ 1,817 U/ml) und der Kontrollgruppe (2,217 £1,349 U/ml; Abbildung 12).
Signifikante Unterschiede ergaben ein Vergleich der aggressiven Parodontitis und

chronischen Parodontitis jeweils mit der Kontrollgruppe (p=0,026 bzw. p=0,012).

SOD im Speichel
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ADD. 12: Durchschnittliche Aktivitit der SOD
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5.5.1.4 Harnsédure
Bei den antioxidativen Parametern lag der Harnsduregehalt im Mittel bei der

chronischen Parodontitis (210,481 + 126,93 pumol/l) am hochsten. Die
durchschnittliche Konzentration betrug bei der Kontrollgruppe 181,36 +73,258
umol/l und bei der aggressiven Parodontitis 149,643 +69,27 pmol/l. Bei dem
untersuchten Parameter wurden keine signifikanten Unterschiede im t-Test ermittelt

(p>0,05; Abbildung 13).

Harnsaure im Speichel
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Abb. 13: Durchschnittliche Konzentration der Harnsdure

5.5.2 Oxidative Parameter
Als oxidative Parameter wurden die Enzyme Lipidperoxidase und Myeloperoxidase

in den zwei Parodontitisgruppen und der Kontrollgruppe gemessen. Hier zeigte sich,
dass die beiden zu untersuchenden Enzyme im Mittel die héchsten Werte bei der

aggressiven Parodontitis aufwiesen.

5.5.2.1 Lipidperoxidation

In der Abbildung 14 ist erkennbar, dass der hochste Wert (0,110 £ 0,119 U/ml) der
LPO in der aggressiven Parodontitis erreicht wurde. Die Untersuchung des Speichels
bei Patienten mit chronischer Parodontitis und der Kontrollgruppe ergaben 0,090 +

0,077 U/ml und 0,033 + 0,051 U/ml.
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Der t-Test zeigte, dass die Kontrollgruppe sich sowohl zur aggressiven Parodontitis
(p=0,025) als auch zur chronischen Parodontitis (p=0,016) signifikant unterschied.
Nicht signifikant verschieden waren aggressive und chronische Parodontitis

(p=0,05).

LPO im Speichel
0,250
~0,200 -
E
=0,150 -
g
—0,100 -
0,050 - I
0,000
aggressive chronische Kontrollgruppe
Parodontitis Parodontitis

Abb. 14: Durchschnittliche Aktivitit der LPO
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5.5.2.2 Myeloperoxidase
Aus den Mittelwerten liel sich erkennen, dass mit 3,904+1,068 U/ml in der

aggressiven Parodontitis die hochste Aktivitit gemessen wurde, gefolgt von der
chronischen Parodontitis mit einer Enzymaktivitdat von 3,762 +0,647 U/ml und der
Kontrollgruppe mit 3,473+1,483 U/ml (Abbildung 15).

Der t-Test ergab in den Gruppen keine Signifikanz.

MPO im Speichel

6,000
5,000 A

4,000 A T
3,000 -
2,000 ~
1,000 ~
0,000

MPO (U/ml)

aggressive chronische Kontrollgruppe
Parodontitis Parodontitis

Abb. 15: Durchschnittliche Aktivitit der MPO

5.6 Erworbene Immunitiit
Die Immunglobuline IgG und IgA, die spezifisch gegen die Bakterien A.

actinomyctencomitans (A.a.IgG/ A.a.IgA) und P.gingivalis (P.g.IgA/ P.g.IgG)

gebildet werden, wurden mittels ELISA untersucht.

Weiterhin wurden der Gesamtimmunglobulingehalt (GesIgG/GesIgA) bestimmt.

5.6.1 Immunglobulin G
Bei den zu untersuchenden Immunglobulinen wurden in der Gruppe mit chronischer

Parodontitis die hochsten Konzentrationen ermittelt, auler bei dem Immunglobulin

A.a.IgG. Dieser Wert war bei Patienten mit aggressiver Parodontitis erhoht.



5 Ergebnisse 53

5.6.1.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans-spezifisches IgG
In der aggressiven Parodontitis konnte der grof3te Mittelwert (1,062 £+ 0,585 U) des

Immunglobulines A.a.IgG nachgewiesen werden. Die chronische Parodontitis
erreichte 0,620 +0,502 U. Die niedrigste Aktivitit erzielte die Kontrollgruppe mit
0,258 +0,229 U (Abbildung 16). Die aggressive Parodontitis war signifikant
verschieden im Vergleich mit der Kontrollgruppe p<0,001 und mit der chronischen
Parodontitis p=0,047. Eine Gegeniiberstellung der chronischen Parodontitis mit der

Kontrollgruppe ergab eine Signifikanz von p=0,005.

A.a.JgG im Speichel
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Abb. 16: Durchschnittliche Aktivitdt von A.a.IgG
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5.6.1.2 Porphyromonas gingivalis spezifisches IgG (P.g.1gG)
Patienten mit chronischer Parodontitis wiesen die hochsten spezifisch gegen P.

gingivalis gerichteten IgG-Spiegel auf (0,652 + 0,407 U). Die aggressive Parodontitis
hatte eine mittlere Aktivitidt von (0,440 + 0,273 U). Der geringste Wert war in der
Kontrollgruppe mit (0,186 0,119 U) vorhanden (Abbildung 17). Dieser war
signifikant niedriger als bei Patienten mit aggressiver und chronischer Parodontitis
(beide jeweils p<0,001). Ein Vergleich beider Parodontitisgruppen ergab keine
Signifikanz (p=0,05).

P.g.IgG im Speichel
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Abb. 17: Durchschnittliche Aktivitéit von P.g.IgG
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5.6.1.3 Gesamt-IgG
Der durchschnittlich hochste GeslgG-Gehalt wurde bei chronischer Parodontitis

(74,373 £ 76,087 mg/l) gemessen, gefolgt von der aggressiven Parodontitis (28,975 +
26,745 mg/l) und der Kontrollgruppe (17,514 + 19,121 mg/l, Abbildung 18). Beim
Vergleich der Mittelwerte der chronischen Parodontitis mit der Kontrollgruppe des
Parameters GeslgG stellte sich ein signifikanter Unterschied (p=0,007) dar. Der t-
Test ergab in den anderen Vergleichsgruppen keine Signifikanz (p>0,05).
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Abb. 18: Durchschnittliche Konzentrationen von GeslgG

5.6.2 Immunglobulin A
Tendenziell zeigte sich ein hoher Wert der Immunglobuline A gegen die

parodontopathogenen  Bakterien in der aggressiven Parodontitis. Der
Gesamtimmunglobulingehalt war dagegen bei Patienten mit chronischer Parodontitis

von den drei untersuchten Gruppen am hochsten.

5.6.2.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans-spezifisches IgA
Der groBite Wert des A.a.IgA (0,941 + 0,624 U) war in der Gruppe der aggressiven

Parodontitis zu finden. Der zweitgrofite Wert wurde in der Gruppe der chronischen
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Parodontitis (0,855 + 0,426 U) gemessen. Der Durchschnittswert fiir die

Kontrollgruppe betrug bei A.a.IgA 0,740 £ 0,416 U.

Ein Vergleich der Gruppen ergab keine Signifikanzen (Abbildung 19).
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Abb. 19: Durchschnittliche Aktiviit des A.a.IgA

Kontrollgruppe
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5.6.2.2 Porphyromonas gingivalis spezifisches IgA
Die gemessenen Werte des P.g.IgA lagen zwischen 0,682 + 0,489 U bei aggressiver

Parodontitis und 0,638 +0,253 U bei chronischer Parodontitis und unterschieden sich
somit nicht wesentlich voneinander. 0,586 U #* 0,407 U wurden in der
Kontrollgruppe ermittelt (Abbildung 20). Ein Siginfikanzniveau von p<0,05 beim

Vergleich der Gruppen wurde nicht erreicht.
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Abb.20: Durchschnittliche Aktiviit des P.g.IgA
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5.6.2.3 Gesamt-IgA (GesIgA)
Patienten mit chronischer Parodontitis besitzen einen signifikant (p=0,029) hoheren

Gehalt an Gesamt-IgGA im Speichel verglichen mit der Kontrollgruppe (125,00 +
100,292 mg/l versus 58,843 +48,134 mg/l). Im Mittel wurden in der Gruppe der
aggressiven Parodontitis 64,677 + 39,75 mg/l gemessen (Abbildung 21). Eine
Signifikanz wurde zwischen der Kontrollgruppe und der chronischen Parodontits

ermittelt (p=0,029).
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Abb. 21: Durchschnittliche Konzentration des GesIgA
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6 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden antioxidative und oxidative Parameter
sowie immunologische Parameter im Speichel der von Parodontitispatienten mit
aggressiver und chronischer Parodontitis und parodontal gesunden Personen
entstammte untersucht. Die Mundhohle ist ein offenes System, iiber das neben
Speisen, Bakterien und diverse Noxen in den menschlichen Organismus gelangen
(Hanning 2006). Die Zusammensetzung des Speichels kann physiologisch stark
variieren. Um diese Einfliisse zu minimieren bzw. konstant zu halten, wurden
Ausschlusskriterien beachtet und es erfolgten samtliche Messungen standardisiert. So
galt als ein Kriterium fiir die Patientengruppe eine Sondierungstiefe >3,5 mm an
mindestens 5 Zihnen. In die Kontrollgruppe wurden nur Personen mit
Sondierungstiefen < 3,5 mm aufgenommen. Alle Teilnehmer dieser Studie waren
Nichtraucher.

Weitere Einschlusskriterien waren das Vorhandensein von mindestens 20 in
Funktion stehenden Zihnen. Die Probanden durften keine schweren
Allgemeinerkrankungen  aufweisen. = Weitere = Ausschlusskriterien =~ waren
Schwangerschaft und Stillen. Die Einnahme von Antibiotika wihrend der letzten drei
Monate sowie eine systematische Parodontitistherapie wihrend der letzten 12

Monate waren ebenso untersagt.

Speichel ist ein besonderes Medium, welches in den letzten Jahren in den
Mittelpunkt des Interesses geriickt ist. So konnte mit Speichel die Einnahme von
Drogen sowie orale und systemische Krankheiten nachgewiesen werden (Streckfus et
al. 2002). Immer wieder wurden in den vergangenen Jahren Versuche unternommen,
anhand von Speichelproben nicht nur das Kariesrisiko zu bestimmen, sondern auch
das Risiko fiir eine Parodontitis, bzw. Speichel als Hilfsmittel zur Diagnostik
parodontaler Erkrankungen einzusetzen. Es gibt verschiedene Methoden zur
Gewinnung von Speichel. Moore et al. 1994 verwendeten stimulierten Speichel zur
Analyse der antioxidativen Kapazitit. Edgar (1992) wiederum untersuchte

unstimulierten Speichel in Bezug auf die Antioxidantien.
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In unserer Studie wurde auf eine Standardisierung der Entnahme des Speichels

geachtet, so wurde unstimulierter Speichel stets zur gleichen Uhrzeit gewonnen.

6.1 Klinische Parameter

Die ersten Kklinischen Zeichen einer Parodontitis sind Attachmentverlust,
Knochenverlust und die Entziindung der Gingiva wie Blutung, Rotung und
Schwellung. (Flemming 1999).

Die durchschnittlich hochste Anzahl der Zihne mit einer Sondierungstiefe >3,5mm
wurden in der Gruppe der chronischen Parodontitis mit durchschnittlich 20,86+6,23
Sondierungspunkten erzielt.

Untersuchungen von Greenstein (Greenstein et al. 1981) ergaben eine Korrelation
zwischen dem Bluten auf Sondieren und den histopathologischen Verdnderungen im
Zahnbett. In der Gruppe mit aggressiver Parodontitis stellte sich die Blutungsneigung

mit 14,86+10,56 Zihnen im Durchschnittswert dar.

Parodontopathogene Bakterien mit deutlichem Bezug zur Parodontitis und Aktivitit
der Entziindung sind neben dem A. actinomycetemcomitans, P.gingivalis T.forsythia
und T.denticola (Genconl996, Slots 1979). Diese Leitkeime treten sowohl bei
chronischer als auch bei aggressiver Parodontitis auf (Mombelli et al.1994).

Somit wurde das parodontopathogene Potential von A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, B. forsythia aber auch von P. intermedia und T. denticola in zahlreichen

Studien belegt (Genco et al. 1996, Buchmann 1999, 2001).

Diese parodontopathogenen Bakterien wurden in der hier vorliegenden Studien
mittels der Real-Time PCR nachgewiesen. Die Real-Time PCR ist eine
Weiterentwicklung der konventionellen PCR. Die Nachweisgrenze liegt meistens bei
10°-10* Zellen und gestattet eine anschauliche Therapieiiberwachung. In der
aggressiven Parodontitis wurde A. actinomycetencomitans am héufigsten
nachgewiesen. Sieben Plaqueproben zeigten ein positives Ergebnis, zwei davon
lagen iiber dem definierten Schwellenwert von 10°. Weiterhin wurde A.
actinomycetemcomitans in der Kontrollgruppe in geringer Anzahl gefunden. Bekannt

ist, dass er bei parodontal gesunden Personen nachgewiesen wurde (Kaplan et al.
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2001), jedoch erfolgte in dieser Studie keine Serotypisierung. Der Mikroorganismus
P. gingivalis wurde in den Parodontitisgruppen, aber nicht in der Kontrollgruppe

detektiert.

6.2 Gesamtproteingehalt des Speichels

Die ermittelten Proteinwerte lagen im Bereich von 2,73 mg/ml - 6 mg/ml. Der
hochste Gesamtproteingehalt lag dabei in der Patientengruppe mit aggressiver
Parodontitis. Statistische Unterschiede konnten jedoch nicht nachgewiesen werden.
In der Literatur sind Werte von 1,8 - 4,2 mg/ml zu finden, welche durch Hansen
(1961) und Edgar (1992) beschrieben wurden. In Analysen von Korb, GénBler
(2008) und Seifert (2002) wurden Werte zwischen 1,0 mg/ml bis 2,0 mg/ml
gemessen. Henskens stellte signifikante Unterschiede des Gesamtproteingehaltes
zwischen den Parodontitisgruppen und der Kontrollgruppe fest, wobei die aggressive
Parodontitis den hochsten Gehalt aufwies. Die Speichelproteine besitzen
verschiedene biologische Aktivititen. Einige von ihnen sind mit eingebunden in die
Verdauung wie zum Beispiel die Amylase, die Maltase, die Peptidase. Andere haben
eine schiitzende Funktion in der Mundhohle und im Verdauungstrakt, wie die
Immunglobuline, antioxidative und oxidative Enzyme (Grigoriev et al. 2003) sowie
Parameter der angeborenen Immunabwehr. Der Gesamtproteingehalt ist assoziiert
mit der SpeichelflieBrate. Die SpeichelflieBrate hat einen entscheidenden Einfluss auf
die Speichelzusammensetzung. Laut Marcotte et al. 1998 ist bei einer hoheren
Sekretionsrate Natrium, Calcium, Chlorid, Bikarbonat, die Proteinkonzentration und
der pH-Wert erhoht. Die Phosphatkonzentration und Kalium ist reduziert (Marcotte
et al 1998). Aufgrund der gesteigerten Entziindungs- und Immunreaktion kommt es
zu einem erhohten Gesamtproteingehalt in der aggressiven Parodontontitis. Daraus

resultiert in dieser Gruppe eine gesteigerte SpeichelflieBrate.

6.3 Antimikrobielle Peptide
In der Mundhohle spielen AMP’s eine entscheidende Rolle zur Aufrechterhaltung

der oralen Gesundheit (Beverly et al. 2005). Die neutrophilen Granulozyten mit ihren
AMP’s sind unabkommlich fiir die Eliminierung von lokalisierten bakteriellen

Infektionen (Puklo et al. 2008).
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Der Anstieg der AMP-Konzentrationen bei einer Parodontitis wird deutlich, wenn
die Konzentrationen von gesunden Probanden und Parodontitispatienten verglichen
werden. In den hier vorliegenden Ergebnissen lédsst sich erkennen, dass die hochste
Aktivitdt der AMP's in der chronischen Parodontitis ermittelt werden konnte. Mit
Ausnahme des CTSC, welches mit den hochsten Werten in der aggressiven

Parodontitis lag.

Die HNP1-3 haben eine entscheidende Schutzfunktion im Speichel und sind bei
Patienten mit Entziindungen in der Mundhohle, gegeniiber gesunden Probanden
erhoht (Mizukawa et al.1999).

Auch in unserer Studien konnten deutliche Unterschiede beobachtet werden. Die
Konzentration der HNP1-3 war bei der chronischen Parodontitis 9fach hoher als in
der Kontrollgruppe und 30fach hoher als bei Patienten mit aggressiver Parodontitis.
Bei der statistischen Auswertung konnte eine Signifikanz beim Vergleich der
Gruppen chronische Parodontitis und aggressive Parodontitis (p=0,049) sowie
zwischen chronischer Parodontitis mit der Kontrollgruppe (p=0,042) ermittelt
werden.

Puklo et al. 2008 untersuchten den Gehalt an HNPI1-3 in der gingivalen
Sulkusfliissigkeit (GCF) von aggressiver und chronischer Parodontitis. Hier wurden
in der Gruppe der chronischen Parodontitis ebenfalls hohere Werte als bei
aggressiver Parodontitis gemessen. Die Kontrollgruppe wies in dieser Studie die
geringsten Konzentrationen auf.

Allerdings beschrieben Dale et al, dass HNP1-3 relativ unwirksam gegen die meisten
Bakterien in der Mundhohle sind (Dale et al.2005).

In der Studie von Puklo et al. 2008 wurde auf einen Zusammenhang zwischen der
Bakterienflora und Krankheitsformen hingewiesen. Der Mikroorganismus P.
gingvalis wurde hiufiger in der chronischen Parodontitis nachgewiesen. Die
erhohten Werte des HNP1-3 in der chronischen Parodontitis korrelierten mit den
Zahlen des P. gingivalis (Puklo et al.2008).

Ebenso traten hohere Werte in der Kontrollgruppe gegeniiber der aggressiven
Parodontitis auf. Hier besteht noch ein Bedarf an Aufkldrung durch weitere klinische

Studien.
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Das hCAP18 zeigte ebenfalls erhohte Werte bei Parodontitispatienten gegeniiber der
Kontrollgruppe, allerdings erwies sich der Unterschied nicht als signifikant. Die
hochste Konzentration wurde in der chronischen Parodontitis bestimmt. Cathelicidin
ist vorallem in neutrophilen Granulozyten und auch im Epithel vorhanden (Frohm et
al.1997). Besonders nichtkeratinisierte Epithelzellen der Gingiva am Taschengrund
produzieren AMP"s bei Kontakt mit Plaquebakterien (Ouhara et al.2005). LL37 kann
das Wachstum der pathogenen Mundflora in - vitro hemmen (Guthmiller et al 2001).
Laut Dale et al. 2005 sind die wichtigsten Bakterien A. actinomycetemcomitans, S.
mutans, F. nucleatum und Capnocytophaga sputigena (Dale et al. 2005), gegen die
die antimikrobielle Aktivitidt gerichtet ist. In der hier vorliegenden Studie wurden bei
aggressiver Parodontitis nicht die hochsten Spiegel gemessen, ein Mangel konnte das

Entstehen dieser Parodontitisform begiinstigen.

64 Cathepsin C und Serinproteinasen

Das Enzym Cathepsin C wies in der Gruppe der aggressiven Parodontitis die hochste
Aktivitdt auf. Der Unterschied zur Kontrollgruppe erwies sich als signifikant. Ein
Vergleich der chronischen Parodontitis mit der Kontrollgruppe und der aggressiven
Parodontitis erbrachte keine statistischen Unterschiede. Cathepsin C ist die
entscheidende Protease zur Aktivierung der neutrophilen Serinproteasen Elastase,
Cathepsin G und Proteinase 3. Bei Patienten mit Papillon —Lefévre —Syndrom und
dem A.actinomycetemcomitans liegen Mutationen im Gen von Cathepsin C vor
(Noack et al. 2008). Diese Patienten sind vermehrt mit A. actinomycetemcomitans
infiziert. Die Leukozytenfunktion zur Neutralisierung des Leukotoxin und zur
Eliminierung des A. actinomycetencomitans ist reduziert (de Haar et al. 2005).
Unsere Studie legt die Vermutung nahe, dass zur Elimination von A.
actinomycetemcomitans offensichtlich eine vermehrte Aktivierung von CTSC

erfolgt.

Die neutrophile Elastase ist eine Serienproteinase, welche entscheidend zur
Zerstorung parodontaler Strukturen beitrdgt. Wihrend der Phagozytose oder bei
Lysis wird sie aus den priméren, azurophilen Granula freigesetzt. Die neutrophile

Elastase wurde in GCF von Parodontitispatienten nachgewiesen. Die Hohe der
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Aktivitit hdangt mit der Schwere und dem Verlauf der Erkrankung zusammen (Cox et
al.2006). Auch konnte Cox et al.2006 diese Protease im Speichel von
Parodontitispatienten nachweisen. Im Speichel ist ebenfalls ein Regulator dieses
Enzyms, der sekretorische Leukozyten Protease Inhibitor zu finden (Cox et al.2006).

Nach Jin et al. 2003 ist die Elastase der GCF ein Indikator fiir Gingivitis und
Parodontitis (Jin et al.2003). Zusammenhinge zwischen parodontaler Destruktion
und proteolytischer Aktivitit in der Sulkusfliissigkeit wurde in Untersuchungen von
Cimasoni und Kowashi (1980) und Jenzsch et al. 2009 beschrieben.

Uitto 1996 zeigte, dass die orale Elastaseaktivitit als einfacher Indikator fiir die
parodontale Gesundheit genutzt werden konnte. Deutlich erhohte Speichelwerte
wurden hier bei Patienten mit Taschentiefen von > 6mm ermittelt. Diese Berichte
werden durch unsere Studie bestitigt. Das Enzym neutrophile Elastase erzielte die
hochste Aktivitdt in der chronischen Parodontitis. Eine statistische Signifikanz
(p=0,005) lag zwischen der Kontrollgruppe und der chronischen Parodontitis vor.

Die Proteinase ist wie die Elastase eine Serinproteinase. Dieses Enzym zeichnet sich
durch verschiedene biologische Aktivititen aus. Unter anderem zdhlt der Abbau der
extrazelluldren Matrix dazu. Kollagen, Elastin, Proteoglykan und Fibrinogen werden
abgebaut (Ohlsson et al. 1974). AuBBerdem stimuliert Proteinase 3 die Freisetzung der
Entziindungsmediatoren TNF-a, IL-1 f aus Monozyten und die Produktion von IL-8
und MCP-1 durch Endothelzellen (Uehara et al. 2009).

Die hochste Aktivitidt wurde wiederum in der Gruppe der chronischen Parodontitis
gemessen. Ein signifikanter Unterschied wurde zwischen der Kontrollgruppe und der
chronischen Parodontitis ermittelt. Hier wurde gezeigt, dass es durch die
entziindliche Verdnderung des Parodonts und durch die parodontopathogene

Bakterien zu einer erhohten Aktivierung der Proteinase gekommen ist.
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6.5 Antioxidaktive und oxidative Parameter im Speichel

Im menschlichen Korper gibt es moglicherweise einen Zusammenhang zwischen
oxidativem Stress und anderen Erkrankungen. Der oxidaktive Stress leistet einen
Beitrag zu allen entziindlichen Erkrankungen, wie zum Beispiel Arthritis, Vaskulitis,
Herzerkrankungen, Neurologische Erkrankungen, Parodontitis oder Bluthochdruck
(McCord 2000). Auch in unserer Studie wurden verschiedene antioxidative und
oxidative Variablen untersucht. So wurde bei den oxidativen Parametern die
Aktivitat der MPO bestimmt und zum anderen Malondialdehyd (MDA) gemessen.
Die hochste Aktivitit der MPO wurde in der aggressiven Parodontitis ermittelt. In
einer Studie von Yamalik (1993) wurde die hochste Aktivitit von MPO bei der
progressiv verlaufenden Parodontitis, heute aggressiven Parodontitis ermittelt. Dieser
Untersuchungsbefund deutet auf eine Beziehung zwischen MPO-Aktivitit und
Schweregrad der parodontalen Zerstorung hin (Yamalik et al.1993). Ursache dafiir
konnte das Bakterium der A. actinomycetemcomitans sein. So wurde eine erhohte
Aktivitdt der neutrophilen MPO gegeniiber A. actinomycetemcomitans beschrieben
(Miyasaki 1987).

Freie Radikale und andere ROS haben eine extrem kurze Halbwertszeit und kdnnen
nicht direkt in vivo gemessen werden. Deshalb werden in klinischen Studien
Biomarker des oxidativen Stresses ermittelt. Einen solchen Biomarker stellt MDA
dar. Es gehort zu den Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen (TBARS). MDA
entsteht beim Abbau von Lipidperoxiden und kann somit als indirekter
Radikalnachweis zur Abschitzung des oxidativen Stresses benutzt werden
(Winnefeld et al. 1995, Winnefeld 1996, Draper et al. 1990). Bei der Entziindung des
Parodontiums kommt es zu einer verstiarkten Abwehrreaktion durch Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten. Ursache fiir diese Aktivierung sind parodontopathogene
Bakterien und vermehrte Freisetzung von Sauerstoffradikalen. In Folge nimmt die
Lipidperoxidadion zu und somit auch der Gehalt an Malondialdehyd (Chapple 1996,
Chapple and Matthews 2007, Pfeiffer 2008).

In einer Querschnittstudie von Klinger et al. 2000 wurden sowohl im Gesamtspeichel

als auch im stimulierten und unstimulierten Parotisspeichel von Parodontitispatienten
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im Vergleich mit Speichel von parodontal Gesunden ebenfalls signifikant hohere
Konzentrationen an MDA ermittelt.

Auch in unserer Studie wurden bei beiden Parodontitisformen signifikant hohere
Spiegel an MDA, verglichen mit der Kontrollgruppe gemessen, wobei die hochsten

Werte bei aggressiver Parodontitis vorlagen.

An antioxidativen Parametern wurden in unserer Studie die Aktivitit an Katalase,
GSHPx, SOD sowie der Spiegel an Harnsdure bestimmt. Die grofite Enzymaktivitit
der SOD wurde bei Patienten mit chronischer Parodontitis ermittelt. Fiir den
erhohten Wert in der chronischen Parodontitis kann das Vorhandensein des P.
gingivalis und die Aktivierung des antioxidativen Mechanismus verantwortlich sein.
Ein Abwehrmechanismus des Bakterium P.gingvalis ist die SOD. Das Enzym
wandelt das Sauerstoffradikal (O;,") in Wasserstoffperoxid (H,O,) um. Das entstanden
H,0; wird durch die Katalase abgebaut (McCord 2000). H,O, ist das Endprodukt bei
der Reaktion der SOD und entsteht auch bei der Lipidperoxidation (Lehninger et al.
2001). Im Gingivasulkus wurde vereinzelt iiber vermehrte Aktivitit der Katalase bei
Parodontitis berichtet (Panjamurthy et al. 2005, Borges et Borges et al. 2007). In der
Literatur wird wenig iiber die Katalase im Speichel bei Parodontitiserkrankung
beschrieben. Die Aktivitidt von SOD und Katalase war in beiden Parodontitisgruppen
signifikant hoher als bei parodontal gesunden Personen. Die Aktivitit war bei
Patienten mit aggressiver Parodontitis am hdchsten. Die Katalase und SOD kénnen
Anwendung zur Diagnostik der aggressiven Parodontitis finden.

Die GSHPx des Speichels, erstmals 1987 von Hojo beschrieben, stellt neben anderen
Peroxidasen einen entscheidenden Schutz gegen reaktive Sauerstoffradikale dar.
Dieses Enzym stellt einen wichtigen Bestandteil des menschlichen Speichels dar, da
es von Bakterien gebildetes Wasserstoffperoxid inaktivieren kann (Carlsson 1987).
Im Speichel konnte ein Anstieg der GSHPx-Aktivitdat aufgrund einer Parodontitis
und des damit verbundenen Reizes somit erkliart werden. In der vorliegenden Studie
war die antioxidative Reaktion durch die Glutathionperoxidase in der chronischen
Parodontitis erhoht. Ein dhnliches Ergebnis stellten Wei et al. 2004 fest, die die
Sulkusfliissigkeit von Patienten mit Gingivitis, chronischer Parodontitis sowie

Gesunden untersuchten. Die Parodontitispatienten wiesen die stdrkste antioxidative
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Reaktion auf. Dem gegeniiber konnte Tsai 2005 keine Unterschiede zwischen
Parodontitispatienten und Gesunden feststellen. Chapple et al. 1996 fanden eine
reduzierte Konzentration an Antioxidantien bei Parodontitispatienten (Chapple et al.
1996). Die Aktivitit der Glutathionperoxidase gilt als ein Zeichen der antioxidativen
Abwehr. Eine erhohte Aktivitidt spricht fiir eine Adaptation des antioxidativen
Systems an eine dauerhaft gesteigerte oxidative Belastung (Flohe 1988, Chapple
1996, Winnefeld 1996).

Harnséure ist das Hauptantioxidants im Speichel (Moore et al. 1994, Chapple et al.
1996). In unserer Studie war die Konzentration der Harnsdure bei chronischer
Parodontitis am groften. Moore et al. (1994) haben ebenfalls eine nicht signifikante

Erhohung des Harnsdurespiegels bei Patienten mit chronischer Parodontitis ermittelt.

6.6 Immunglobuline

Immunglobuline sind sekretorische Antikorper, die den Makroorganismus vor
potentiell schddlichen Mikroorganismen schiitzen soll (Genco & Slots 1984; Childers
& McGhee 1989). Die menschliche Immunantwort, insbesondere die Produktion von
IgG und IgA, haben eine schiitzende Rolle in der Pathogenese bei parodontalen
Erkrankungen. Uber das Sulkusfluid gelangen stets geringe Mengen IgA, IgM und
IgG in den Speichel. Sie werden hauptsidchlich als Immunantwort auf gingivale
Plaquereize gebildet. In der hier durchgefilhrten Studie wurde der
Gesamtimmunglobulingehalt sowie die spezifisch gegen A. actinomycetemcomitans

und P. gingivalis gerichtete IgA und IgG ermittelt.

Neben IgA spielt auch IgG eine wichtige Rolle bei der Immunitit der Schleimhaut.

IgG ist im gesamten Speichel vorhanden. Dieses stammt vom Serum und gelangt
durch passive transmukosale Diffusion in den Speichel (Sitig et al. 2002). Die
Konzentration wird mit 14 mg/l (Carlen & Olsson 1995) und 46 mg/l (Ciba-Geigy
1977) angeben. Fiir parodontal gesunde Personen kénnen wir diese Werte mit 17,51
+ 19,12 mg/l bestitigen. Die Patienten mit aggressiver Parodontitis hatten einen
Spiegel von 28,97 + 26,74 mg/1. Die Werte bei chronischen Parodontitis mit 74,37 +
76,09 mg/l1 iibertrafen deutlich, die in der Literatur angegebenen Werte und spiegeln

somit das Abwehrgeschehen wieder.
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Der Spiegel an spezifisch gegen A. actinomycetemcomitans gerichteten IgG war bei
Patienten mit aggressiver Parodontitis am hochsten.

Es kam hier offensichtlich zu einer vermehrten Antigenstimulation auf Grund des in
hoherer Menge vorkommenden A. actinomycetemcomitans in der Plaque. Wilson et
al. 1995 konnten erhohte Serumspiegel von A.a.-IgG bei LJP, heute aggressive
Parodontitis, messen (Wilson et al.1995).

Der Spiegel an spezifisch gegen P. gingivalis gerichtetes IgG war bei Patienten mit
chronischer Parodontitis am hochsten. In dieser Gruppe wurde auch die hochste Zahl
positiver Plaqueproben mit diesem Bakterium ermittelt. Auch hier ist von somit einer
vermehrten Antigenstimulation auszugehen. Auch Takeuchi et al. 2006 ermittelten
hohere Werte des spezifischen IgG bei aggressiver und chronischer Parodontitis
gegeniiber der Kontrollgruppe (Takeuchi et al.2006).

Das IgA ist das liberwiegende Immunglobulin des Speichels. Es spielt eine wichtige
Rolle im lokalen Immunsystem (Hidgewald et al. 2002). Laut Marcotte et al. 1998 ist
das Immungobulin das pridominate Immunglobulin im Speichel. Das bestétigt sich
in unserer Studie. Das Ges-IgA war gegeniiber dem Ges-IgG erhoht. Wenig ist iiber
den Zusammenhang von s-IgA und parodontalen Erkrankungen bekannt.

So existieren widerspriichliche Daten iiber die Konzentration sekretorischer
Antikorper im Speichel von parodontal Kranken und Gesunden (Orstavik &
Brandtzeag, 1975; Ranney et al., 1981; Sandholm & Gronblad, 1984; Henskens et
al., 1996; Myint et al., 1997; Héagewald et al, 2000).

Der Immunglobulingehalt A des Speichels wurde mit 58,84+48,13 mg/l in der
Kontrollgruppe ermittelt. Das Ges-IgA ist gegeniiber dem Ges-IgG erhoht. Das IgA
ist das pradominate Immunglobulin im Speicheln, dagegen kommt das IgG hiufiger
im Serum vor. Unsere IgA-Werte lagen deutlich iiber denen von Higewald et al.
(2000, 2003) ermittelten von 0,0112 - 0,121 mg/ml, allerdings unter denen von
Carlen und Olsson (1995) mit 194 mg/1. Diese Werte wurden auch nicht von unseren
Patienten mit chronischer Parodontitis, wo durchschnittlich 125,00£100,29 mg/1
existierten, erreicht. Die Regulation der IgA Reaktion ist sehr komplex. Sie wird
durch Faktoren, wie zum Beispiel die Verteilung der T-Helferzellenpopulation,
beeinflusst (Celenligil et al. 1997, Katz et al. 1998; Bos et al 2001, Bosch et al.
2001).
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In unserer Studie waren die spezifisch gegen A. actinomyctencomitans bzw. P.
gingivalis gerichteten IgA-Spiegel leicht, aber nicht signifikant erhoht. Das
unterstreicht, das IgG bei Parodontitis eine groBere Rolle als IgA spielt. In
Versuchen von Ebersole et al 1981 waren die spezifische gegen
A.actinomycetencomitans gerichtete IgA (A.a.-IgA) gegeniiber der Kontrollgruppe
erhoht (Ebersole 1981). In Untersuchungen von Héagewald et al. 2002 war das A.a—
IgA der aggressiven Parodontitis niedriger als in der Kontrollgruppe (Higewald et al.
2002).

Weiterhin sah Hédgewald et al. 2000 in einer Studie keine Unterschiede in der
Konzentration und der Sekretion des P.g.-I[gA zwischen der Kontrollgruppe und
GEOP (Generalisierte, frith beginnende Parodontitis, heute aggressive Parodontitis).
Die Kontrollgruppe zeigte in seiner Studie erhohte Werte gegeniiber der
Parodontitisgruppe (Hégewald et al. 2000).

Verschiedene Studien haben uns gezeigt, dass Patienten mit Parodontitis eine
sekretorische Immunantwort gegen Antigene von einem oder mehreren
parodontopathogenen Bakterium besitzen, welche individelle verschieden sind
(Myint et al. 1997). Die Regulation des Immunglobulin A ist ein komplexer Prozess,
der von verschieden Faktoren beeinflusst wird. Zu diesen zidhlen die Verteilung der
T-Helferzellen, die B-zellpopulation oder die selbststindige Aktivierung. (Bosch et
al. 2001).
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7 Schlussfolgerungen

Der Speichel ist ein einfach zu gewinnendes Untersuchungsmedium. Somit besitzen
Speicheltests groBe Bedeutung zur Diagnostik und Verlaufskontrolle von
Erkrankungen in der Mundhohle.

Entziindungsprozesse fithren in der Mundhohle einschlieBlich der Speicheldriisen zu
oxidativem Stress. Die aggressive Parodontitis weist die hochste Aktivitdt bei den
oxidativen Parametern auf und konnte somit als Marker fiir diese Parodontitisform
verwender werde. Hohe Werte bei den antioxidativen Parametern sprechen hingegen
eher fiir eine chronische Parodontitis. Das Immunsystem ist ein wichtiges
Schutzsystem des menschlichen Korpers.

Ein Marker fiir die chronische Parodontitis im Speichel konnten hohe Spiegel an
HNP1-3 darstellen. Auch weitere Marker der angeborenen Immunantwort sind bei
chronischer Parodontitis gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht. Eine Ausnahme ist
CTSC, welches offensichtlich einen Zusammenhang zur aggressiven Parodontitis
aufweist. Die bakterienspezifischen Immunglobuline G sind erhoht, wenn ein
quantitativ hoherer Nachweis der jeweiligen Bakterien vorliegt. So besteht ein
Zusammenhang der aggressiven Parodontitis mit A. actinomycetemcomitans und
dessen bakterienspezifischen IgGs. Fiir eine chronische Parodontitis sprechen hohe
spezifische P. gingivalis-IgG-Spiegel. Immunglobulin A eignet sich nicht zur
Parodontitisdiagnoistik.

Weiter klinische Studien sind erforderlich, um einen Unterschied zwischen
aggressiver Parodontitis, chronischer Parodontitis und parodontal gesunden Personen

zu spezifizieren.
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