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Referat:

Es ist davon auszugehen, dass Fehlfunktionen im Immunsystem mit der Auspra-
gung des Krankheitsbildes der aggressiven Parodontitis im Zusammenhang ste-
hen. In dieser Arbeit sollen anhand klinischer, immunologischer und mikrobiologi-
scher Untersuchungen ein immunologisches Risikoprofil bei Patienten mit aggres-
siver Parodontitis erschlossen, gegebenenfalls Unterschiede zur moderaten chro-
nischen Parodontitis beleuchtet und explorativ Zusammenhange zwischen immu-
nologischen und mikrobiologischen Befunden eruiert werden. Es wurden geeigne-
te Patienten und gesunde Probanden laut Ethikvotum rekrutiert. Die immunologi-
schen Untersuchungen erfolgten an PBMCs unter Verwendung durchflusszyto-
metrischer Methoden und mittels ELISpot-Assay. Mikrobiologische Untersuchun-
gen subgingivaler Plaque wurden als klassische Kultur und 16S rRNA-
Sequenzierung durchgefihrt.

Immundefekterkrankungen konnten bei allen Individuen ausgeschlossen werden.
Im Gruppenvergleich wurde eine erhéhte Stimulierbarkeit der PBMCs von Patien-
ten mit moderater chronischer Parodontitis bezlglich ihrer IL-1B-Freisetzung bei
Inkubation mit LPS festgestellt. Des Weiteren wies diese Patientengruppe einen
vergleichsweise héheren Anteil an Gedachtnis-B-Zellen auf. In der mikrobiologi-
schen Untersuchung konnten bekannte parodontopathogene Spezies nachgewie-
sen und Prevotella denticola als bislang nicht explizit erwahntes Pathogen mit ag-
gressiver Parodontitis assoziiert werden. Unsere Untersuchung weisen auf Zu-
sammenhéange zwischen immunologischen und mikrobiologischen Befunde be-
zlglich einiger parodontopathogener Bakterien, wie Prevotella oralis, und Stimu-

lierbarkeit der IL-1B-Freisetzung, B-Zelldifferenzierung und T-Zellverhaltnis hin.
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1. Einfahrung

Die Parodontitis ist als entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates definiert,
deren Resultate die Destruktion von Faserapparat und Alveolarknochen darstel-
len. Dies kann zu starker Lockerung einzelner Zahne und Zahngruppen bis hin zu
deren Verlust fihren. Fir Betroffene resultieren zum Teil erhebliche Einschran-
kungen der Lebensqualitdt sowie psychische Beeintrachtigungen. Haufig sind
aufwendige prothetische Folgetherapien notwendig, um die Funktionsfahigkeit des
orofazialen Systems wieder herzustellen.

Neben Einschrankungen der Funktionsfahigkeit des orofazialen Systems werden
auch bei Parodontalerkrankungen auftretende Beeintrachtigungen des allgemei-
nen Gesundheitszustandes beschrieben. Viele Arbeitsgruppen untersuchen Zu-
sammenhange von Parodontitiden, vorrangig schwerer Auspragung, mit rheu-
matoider Arthritis und Endokarditis (Persson & Persson 2008; Mattila et al. 2005).
Es wurde gezeigt, dass Parodontitis und mit ihr assoziierte Bakterien Zusammen-
hange mit einer Anzahl systemischer Erkrankungen, wie kardiovaskularen Erkran-
kungen, Schlaganfall, Friihgeburt, Diabetes mellitus und Pneumonie (Brown et al.
2002; Salvi et al. 2008; Dewhirst et al. 2010), aufweisen.

Die Atiologie der Parodontitis I&sst sich als Infektionserkrankung verstehen, die
aus der Besiedlung der Mundhdhle mit parodontopathogenen Keimen hervorgeht
(Berezow & Darveau 2011). Der Immunantwort wird pathogenetisch eine ent-
scheidende Rolle zugeschrieben (Armitage et al. 2010; Berezow & Darveau 2011).
Die Bedeutung von Parodontalpathogenen bei der Entwicklung und Reifung der
angeborenen und adaptiven Immunantwort wird vermutet (Armitage 2010), da vie-
le parodontal gesunde Individuen Parodontalpathogene in ihrer normalen supra-
und subgingivalen Mikroflora aufweisen (Li et al. 2004; Papaioannou et al. 2009;
van Winkelhoff et al. 2002).

Vor diesem Hintergrund sollen in der vorliegenden Untersuchung anhand Klini-
scher, immunologischer und mikrobiologischer Untersuchungen ein immunologi-
sches Risikoprofil bei Patienten mit aggressiver Parodontitis erschlossen und ge-
gebenenfalls Unterschiede zur chronischen Parodontitis beleuchtet werden. Auf-

grund des interdisziplindren Ansatzes dieser Arbeit wird im EinfUhrungsteil aus-
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fihrlicher auf Zusammenh&nge zwischen den unterschiedlichen Fachgebieten
eingegangen. In der Diskussion wird der Schwerpunkt hingegen hauptsachlich auf

die gewonnenen Ergebnisse gelegt.
1.1. Parodontitis

Parodontitis ist eine komplexe Erkrankung und wird durch Risikofaktoren/-
indikatoren, wie Rauchen, Alter, Diabetes mellitus (Chi et al. 2010), Stress (De-
pressionen, Angstzustande, berufliche oder finanzielle Sorgen), Geschlecht (Tim-
merman & van der Weijden 2006), Bildungsniveau (van der Weijden & Slot 2011)
und HIV-Infektion (Imai & Ochiai 2011) modifiziert (Corbet & Leung 2011).

Hier soll im Speziellen auf die Krankheitsbilder der aggressiven und chronischen
Parodontitis Bezug genommen werden, welche viele Eigenschaften teilen, sich
aber in spezifischen Details unterscheiden (Armitage & Cullinan 2010). Bei beiden
Erkrankungsformen liegen keine systemischen Bedingungen vor, welche die Ent-
stehung einer Parodontitis begtinstigen (Meng et al. 2007), da sonst von der ,Pa-
rodontitis als Manifestation einer systemischen Erkrankung“ gesprochen werden
musste, laut der in dieser Arbeit verwendeten Nomenklatur nach Armitage, 1999.

1.1.1. Klinische Differenzierung zwischen Aggressiver und Chroni-
scher Parodontitis

Der Parodontitis, ob chronisch oder aggressiv, geht immer eine Gingivitis voraus
(van der Weijden & Slot 2011; Gjermo & Grytten 2009). Diese betrifft als mildeste
Form der Parodontalerkrankungen ausschlieBlich die Gingiva und ist vollstandig
reversibel. Parodontitis hingegen fihrt zum Verlust von parodontalem Halteappa-
rat und ist der haufigste Grund fur Zahnverlust beim Erwachsenen (Pihlstrom et al.
2005).

Die chronische Parodontitis stellt, verglichen mit der aggressiven Parodontitis, die
haufigere Krankheitsentitat dar und kann inzwischen als Volkserkrankung angese-
hen werden (Meng et al. 2007; Levin et al. 2006; Micheelis et al. 2006; Holtfreter
et al. 2009; Albandar 2011). Vor 1999 wurde sie als ,adulte Parodontitis“ bezeich-
net, da ihre héchste Pravalenz bei Erwachsenen vorliegt; sie tritt jedoch auch bei

Kindern und Jugendlichen auf. Daher erschien dieser Terminus ungeeignet und



EinfGhrung 9

wurde durch die Begrifflichkeit ,chronische Parodontitis® ausgetauscht (Armitage
1999). Die chronische Parodontitis ist durch Taschenbildung und/oder Rezessio-
nen gekennzeichnet, die mit progressivem Verlust von parodontalem Halteapparat
einhergehen, der langsam oder maRBig, phasenweise auch rasch, verlauft (Lindhe
et al. 1999). Die parodontale Destruktion entspricht der Menge lokaler atiologi-
scher Faktoren, zu denen bakterielle Belage sowie eine variierende Mikroflora ge-
héren (Schulz et al. 2008; Smith et al. 2010). Subgingivaler Zahnstein ist haufig
vorhanden, ebenso lokale pradisponierende Faktoren, die zahnbezogen oder iat-
rogener Natur sein kénnen (Lindhe et al. 1999).

LAggressive Parodontitis” ist die Bezeichnung fir eine Gruppe verschiedener de-
struktiver parodontaler Erkrankungen, die junge Patienten befallen (Lang et al.
1999). Die mittelwertig festgelegte Altersgrenze von 35 Jahren bei Diagnosestel-
lung wird kritisch gesehen, da Erscheinungen dieser Erkrankung in jedem Alter
auftreten kénnen (Armitage & Cullinan 2010). In einigen Fallen sind Voranschrei-
ten des Verlustes von parodontalem Halteapparat und Knochenresorption selbst-
limitiert, dann liegt meist eine lokalisierte aggressive Parodontitis vor (Lang et al.
1999). Lokalisierte und generalisierte aggressive Parodontitis werden aufgrund
unterschiedlicher klinischer, immunologischer und mikrobiologischer Befunde von
einigen Autoren als unterschiedliche Erkrankungen angesehen (Armitage & Culli-
nan 2010). Die Diagnosestellung sollte anhand aller Informationen, die bezuglich
der allgemeinen und speziellen Anamnese eines Patienten gewonnen werden
kdnnen, und genauer klinischer Untersuchung erfolgen (Armitage & Cullinan
2010).

Abbildung 1: Klinischer Zustand eines 39-jahrigen Patienten mit generalisierter aggressi-
ver Parodontitis
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Charakteristische Eigenschaften aggressiver Parodontitiden sind schnell voran-
schreitender Verlust von Zahnhalteapparat und Knochendestruktion (Lang et al.
1999). Sie sind durch frihen Beginn (Armitage & Cullinan 2010) und familiare
Haufung (Lang et al. 1999; Marazita et al. 1994) charakterisiert. Die Patienten
weisen definitionsgeman keine modifizierenden Allgemeinerkrankungen auf (Lang
et al. 1999). Meist sind Diskrepanzen zwischen der Menge atiologischer Faktoren
und Schwere des klinischen Befundes feststellbar (Lang et al. 1999; Schulz et al.
2008; Smith et al. 2010). Abbildung 1 zeigt den klinischen Befund bei einem Pati-
enten aus der Gruppe mit aggressiver Parodontitis, bei dem die Erkrankung gene-
ralisiert vorliegt. Der Patient weist trotz guter Mundhygiene starke Entziindungs-
zeichen des Zahnhalteapparates auf, ganze Zahngruppen sind gelockert. Der Pa-
tient war vom Hauszahnarzt in die Poliklinik fir Konservierende Zahnheilkunde
und Parodontologie des Universitatsklinikums Leipzig Uberwiesen worden, nach-
dem die Erkrankung trotz erfolgter Parodontitistherapie weiterhin rasch progre-

dient verlief.
1.1.2. Bakterielle Mikroorganismen und Parodontalerkrankungen

Bakterien sind in der Lage, an vielen verschiedenen Oberflachen der Mundhéhle
zu binden und in die residente Mikroflora integriert zu werden, was die Vorausset-
zung der Biofilm-Bildung darstellt (Nobbs et al. 2011). Zell-Zell-Interaktionen, hori-
zontaler Gentransfer und reduzierte Empfindlichkeit gegentber antimikrobiellen
Stoffen und Wirtsabwehr stellen flir Bakterien die Vorteile des Biofilms dar und
erleichtern Wachstum und Uberleben (Marsh 2005).

Die Anfélligkeit eines Patienten flr Parodontalerkrankungen ergibt sich aus kom-
plexen Interaktionen zwischen Individuum, Bakterien, Umweltfaktoren und unter-
schiedlicher Genexpression (Ohlrich et al. 2009). Die Schadigung des Parodonts
resultiert hauptséachlich aus der Immunantwort des Individuums auf bakterielle An-
tigene (Gemmell et al. 2002; Gemmell et al. 2007; Gemmell & Seymour 2004).

Das orale Mikrobiom besteht aus Uber 600 Spezies (Dewhirst et al. 2010). Von
diesen scheinen nur wenige in der Parodontitis-Pathogenese eine Rolle zu spie-
len. Das Definieren der ,gesunden® oralen Mikroflora gestaltet sich als kompliziert
(Berezow & Darveau 2011), da die Halfte der nachweisbaren Spezies noch nie
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kultiviert wurde (Aas et al. 2005; Faveri et al., 2008) und interindividuelle sowie
intraindividuelle Unterschiede bezlglich der oralen Mikroflora bestehen (Nasidze
et al. 2009; Aas et al. 2005). Ernahrungsumstellungen kombiniert mit schlechter
Mundhygiene kénnen eine Verschiebung in der Zusammensetzung der oralen
Mikroflora hervorrufen (Al-Ahmad et al. 2010). Weiterhin liegen Hinweise vor, dass
Veranderungen der oralen Mikroflora mit dem Alter des Menschen auftreten kén-
nen (Kang et al. 2006).

Es wurde eine positive Assoziation zwischen gesunden parodontalen Zustanden
und dem Vorhandensein von Veillonella (Kumar et al. 2006; Stingu et al. 2012)
sowie Capnocytophaga ochracea (Riep et al. 2009) beobachtet. Eine andere Ar-
beitsgruppe konnte Capnocytophaga im Komplex mit Actinomyces oris, Eikenella
corrodens, Streptococcus intermedius, Selenomonas noxia, Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguinis und Veillonella parvula als Risikofaktoren mit der Entste-
hung von Parodontitis assoziieren (Lépez et al. 2011). Weitere Untersuchungen
wiesen nach, dass Streptococcus mitis, Gemella haemolysans und Granulicatella
adiacens bei gesunden Patienten Ublicherweise vorkommen (Aas et al. 2005; Be-

rezow & Darveau 2011).

Grundsatzlich ist davon auszugehen, dass potentiell parodontopathogene Bakte-
rien zur kommensalen oralen Mikroflora gehéren (Li et al. 2004; Papaioannou et
al. 2009; van Winkelhoff et al. 2002) und eine essentielle Bedeutung fir die Ent-
wicklung und Reifung der Immunantwort haben (Darveau 2009; Slack et al. 2009).

Durch Dysbiose, auch als ,Microbial Shift“ bezeichnet, kann es zur Parodontitis
kommen (Berezow & Darveau 2011). Dabei verandert sich die symbiotische Bak-
terien-Wirts-Interaktion und es entsteht ein pathogenes Verhéltnis, in dem es zur
Schadigung des Wirtes kommt. Es treten unterscheidbare mikrobiologische Kom-
plexe auf. Der sogenannte ,orange Komplex® besteht aus gramnegativen anaero-
ben Spezies wie Prevotella intermedia und Fusobacterium nucleatum. Schreitet
die Erkrankung voran, verschiebt sich die Flora zum ,roten Komplex®, der die Pa-
rodontalpathogene Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia und Treponema
denticola zusammenfasst (Socransky & Haffajee 2005; Berezow & Darveau 2011).
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Parodontalpathogene haben unterschiedliche Mechanismen entwickelt, die Wirts-
abwehr zu umgehen und den Wirt zu schadigen. Socransky formulierte bereits
1979 funf Kriterien, welche die atiologische Rolle eines Bakteriums in der Initiation
und/oder Pathogenese der Parodontitis belegen (Socransky 1979). Aufgrund der
guten Kultivierbarkeit von Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Porphy-
romonas gingivalis liegen viele Untersuchungen der Parodontopathogenitat dieser
Bakterien vor (Armitage 2010). Virulenzfaktoren ermdglichen es parodontalpatho-
genen Spezies, Gewebe zu schadigen. A. actinomycetemcomitans ist durch Leu-
kotoxin in der Lage, die Zellmembran von Granulozyten, Monozyten und Lympho-
zyten zu zerstéren und die Lyse dieser Zellen auszuldésen. Des Weiteren fuhrt es
durch Chaperonin 60 zur Leukozytenaktivierung und Knochenresorption (Hender-
son et al. 2003). Die Bakterien des roten Komplexes (P. gingivalis, T. denticola, T.
forsythia) spielen eine groBe Rolle bei der Gewebeschadigung durch die von
Ihnen freigesetzten Proteasen (Holt & Ebersole 2005). Des Weiteren sind die von
P. gingivalis sezernierten Gingipaine, welche dem Eindringen der Bakterien in das
parodontale Gewebe dienen, in der Lage, die IL-8-Aktivitat zu verstarken. Sie mo-
dulieren somit die Immunantwort des Wirtes und wirken proinflammatorisch (Gai-
net et al. 1999; Guo et al. 2010).

P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans sind wichtige Pathogene im subgingi-
valen Biofilm. Es sollte jedoch beachtet werden, dass sich die 1996 aufgestellte
,consensus List“ der Parodontalpathogene (van Genco 1996) bis heute deutlich
verlangert hat und nicht nur auf gram-negative anaerobe Stdmme beschrankt ist
(Armitage 2010).

Einige Mikroorganismen scheinen flr die Entstehung einer Parodontitis wichtiger
zu sein als andere. Weder chronische noch aggressive Parodontitiden sind Mo-
noinfektionen (Armitage 2010) und viele parodontal gesunde Probanden beher-
bergen laut Studienlage niedrige Mengen parodontaler Pathogene als Teil ihrer
endogenen subgingivalen Plaqueflora (Papaioannou et al. 2009; Riep et al. 2009).

Wahrscheinlich ist, dass die oralen mikrobiologischen Gemeinschaften, die in kli-
nisch gesunden und erkrankten Geweben gefunden werden, sowohl zu organisier-

ter Expression von Mediatoren fihren, die an gesunden Situs beobachtet wurde,
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als auch zur Expression destruktiver Mediatoren, wie sie in erkrankten Geweben

vorliegt (Darveau et al. 1997).

Rescala et. al stellten bei Patienten mit generalisierter chronischer und generali-
sierter aggressiver Parodontitis signifikant héhere Zahlen an Spezies des roten
Komplexes fest als bei Gingivitispatienten. Zwischen chronischer und aggressiver
Erkrankungsform konnten, das mikrobielle Profil betreffend, keine Unterschiede
festgestellt werden (Rescala et al. 2010). Die meisten parodontopathogenen Bak-
terienspezies, wie P. gingivalis, scheinen starker mit erh6hten Taschentiefen as-
soziiert zu sein als mit der Diagnose ,aggressive oder chronische Parodontitis”
(Riep et al. 2009). In anderen Arbeiten wurden verschiedene Parodontalpathoge-
ne (P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola) mit chronischer Parodontitis assoziiert.
Es wird vermutet, dass Co-Infektionen mit bestimmten Spezies die Immunantwort
durch Genregulation modulieren kénnten. P. gingivalis steht im Verdacht, die Ent-
wicklung der Th1- zur Th2-Antwort (Ohlrich et al. 2009) und damit die Progression

parodontaler Lasionen zu induzieren.

Verschiedene Studien konnten eine verstarkte Assoziation des hochtoxischen A.
actinomycetemcomitans JP2-Klons vom Serotyp B mit aggressiver Parodontitis
beim Erwachsenen nachweisen (Haubek 2010). Es wurde weiterhin festgestellt,
dass dieser Klon hauptséchlich bei Patienten mit nordafrikanischer Herkunft auftritt
und im kaukasischen Kulturkreis wenig verbreitet zu sein scheint (Jentsch et al.
2012). Lokalisierte und generalisierte Erscheinungsform der aggressiven Parodon-
titis gehen vermutlich mit unterschiedlicher bakterieller Zusammensetzung des

subgingivalen Biofilms einher (Armitage 2010).

In diese Studie wurde die mikrobiologische Diagnostik eingeschlossen, um Ver-
gleichbarkeit mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen herzustellen und mégliche
Assoziationen zwischen dem Vorhandensein einzelner Bakterien und immunologi-

schen Befunden explorativ zu untersuchen.
1.2. Die Rolle des Immunsystems

Die erste Reaktion auf Pathogene geht von der angeborenen Immunantwort aus,

welche die meisten Infektionen abwehrt. Sie wird sofort oder innerhalb einiger
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Stunden nach Keiminvasion wirksam. Es gibt kein immunologisches Gedéchtnis;
ein Pathogen kann in der Zukunft nicht besser erkannt werden, sollte der Kérper

noch einmal von ihm befallen werden (Warrington et al. 2011).

Die adaptive Immunantwort entwickelt sich, wenn es der angeborenen Immunitat
nicht gelingt, die Infektion abzuwehren. Primdre Funktionen sind Antigenerken-
nung fremder Antigene, die Generation Pathogen-spezifischer immunologischer
Reaktionen und die Entwicklung eines immunologischen Gedachtnisses (Warring-
ton et al. 2011).

1.2.1. Allgemeine Aspekte der angeborenen Immunitat

Die angeborene Immunantwort dient in erster Linie der Rekrutierung von Immun-
zellen an den Ort der Entziindung durch die Produktion von Zytokinen. Die Zyto-
kinproduktion flihrt weiterhin zur Stimulation von Plasmazellen zur Synthese von
Antikdrpern und zur Freisetzung anderer Proteine, die das Komplementsystem
aktivieren. Auf diese Weise wird die Identifizierung und Opsonierung kérperfrem-
der Antigene realisiert, was diese der Phagozytose zuganglich macht. Eine weite-
re Aufgabe ist es, tote Zellen, Antikbrperkomplexe und kérperfremde Substanzen
aus Organen, Geweben, Blut und Lymphe zu entfernen. (Akira 2011; Warrington
et al. 2011).

Die angeborene Immunitat wird durch Granulozyten, Makrophagen und dendriti-
sche Zellen vermittelt, die unter der Uberschrift ,Phagozyten“ zusammengefasst
werden (Akira 2011). Diese Zellen nehmen Mikroben auf, vernichten sie und kén-
nen zusatzlich bei der Antigenprasentation eine Rolle spielen (Rossol et al. 2011).
Makrophagen und dendritische Zellen haben ihren Ursprung in den Monozyten
(CD14+), die als ihre Vorlauferzellen angesehen werden (Ziegler-Heitbrock et al.
2010). Wie schematisch in Abbildung 2 dargestellt, kann durch Antigenprasentati-

on die adaptive Immunantwort aktiviert und somit eingeleitet werden.

Die Erregererkennung ist unabdingbare Voraussetzung fiir die Funktion der ange-
borenen Immunantwort. Pathogene exprimieren verschiedene Identifikationsmole-
kule, sogenannte ,Pathogen-associated molecular patterns“ (PAMP), die fir ihr
Uberleben und ihre Pathogenitat essentiell sind. Dies kdnnen Bestandteile aus
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Hullstrukturen, wie LPS bei gramnegativen Bakterien (Poltorak 1998), aber auch
doppelstrangige RNA von Viren sein (Akira 2011). Die Erkennung erfolgt durch
spezielle Rezeptoren (PRR), evolutiondr hochkonservierte, angeborene Rezepto-
ren, welche Strukturen fast aller Erregertypen erkennen kénnen (Kumar et al.
2011). PRR werden auf Zellmembranen dendritischer Zellen, Makrophagen und
Neutrophiler exprimiert (Kawai & Akira 2010).

Erkennung des

Pathogene Pathogens und
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Deh\dritische Zelle

. \ | Immunantwort
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Peptid ® ten

\C? ‘Makrophage
Pathogen-spezifische Abwehr
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Abbildung 2: Interaktionen der angeborenen und adaptiven Immunitit, adaptierte Ubersicht
(Akira 2011)

Zu den PRR gehéren unter anderem die Toll-like-Rezeptoren (TLR). TLR sind
entscheidend fir die Verteidigung des Wirtes, kébnnen allerdings bei fehlender Re-
gulierung der TLR-Signalkaskaden wie auch bei Erkennung kérpereigener Mole-
kile mit der Pathogenese entzindlicher und autoimmunologischer Erkrankungen
assoziiert sein (Kawai & Akira 2010). Sie sind nach ,auBen“ gerichtete Rezepto-
ren, die mikrobielle Substanzen im extrazellularen Milieu oder im Lumen endozyto-
tischer Vesikel erkennen (Turvey & Broide 2010). Durch die Aktivierung von TLR
werden Signalkaskaden in Monozyten, den typischen Tragern von CD14-
Proteinen, in Gang gesetzt (Warrington et al. 2011). Es kommt zur Transkription
von Zytokinen und Chemokinen wie TNFa, Vertretern der IL-1-, IL-10-, IL-12-
Familien, IL-6, IL-8, IL-15, TGFB (Akira 2010; Kumar et al. 2009) und zur Produkti-
on dieser Chemo- und Zytokine sowie Typ-I-Interferone, welche zur Reifung dend-
ritischer Zellen notwendig und damit auch an der Einleitung der adaptiven Immun-
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antwort beteiligt sind (Turvey & Broide 2010). Des Weiteren werden Mikroorga-
nismen, nachdem sie phagozytiert worden sind, durch Neutrophile und Makropha-
gen intrazellular abgebaut oder durch Abgabe lysosomaler Bestandteile extrazellu-
lar eliminiert. Beide Vorgange sind mit dem sogenannten ,Respiratory Burst” as-
soziiert, der zur Freisetzung von Sauerstoff- und Stickstoffradikalen flhrt (Hendler
et al. 2010). Mutationen und Polymorphismen in vielen der Gene, die flir diese
Ablaufe wichtig sind, scheinen die Anfalligkeit far infektidse und entzindliche Er-

krankungen zu determinieren (Turvey & Broide 2010).

Neben der Erregererkennung spielen Leukozytenchemotaxis und —diapedese bei
der Immunantwort eine groBe Rolle. In Abbildung 3 wird die Einwanderung von
Leukozyten in infiziertes Gewebe schematisch illustriert. Sie ist in der Pathogene-
se der Parodontitis von essentieller Bedeutung. Auf den Endothelzellen lokaler
BlutgefaBe kénnen Zelladh&sionsmolekile (ICAM) induziert werden. Phagozyten
im Blutstrom binden im ersten Schritt durch auf ihrer Oberflache exprimierte Gly-
koproteine an Selektine der Endothelzellmembranen (Springer 1994). Die schwa-
chen Bindungskrafte reichen aus, um Leukozyten im Blutstrom abzubremsen, so-
dass sie auf der Endotheloberflache ,entlangrollen® (Sage & Carman 2009). Dies
ermdglicht die Interaktion der ICAM auf Endothelzellen mit den a-Ketten der In-
tegrine auf Leukozyten. LFA-1 und CRS3 stellen haufig exprimierte Integrine dar,
die an ICAM-1 und ICAM-2 binden kénnen. Eine ,feste* Bindung kommt nur zu-
stande, wenn das Integrin in seiner aktiven Form vorliegt (Murphy 2012). Die Akti-
vierung von Integrinen kann durch Chemokine, wie zum Beispiel IL-8, ausgeldst
werden. Wenn IL-8 an seinen Rezeptor (z.B. CXCR8) auf der Leukozytenoberfla-
che bindet, kommt es durch intrazellulare Signalkaskaden zu Veranderungen im
Zytoskelett des Leukozyten. Uber die stabile B-Einheit des Integrins, welche durch
das Strukturprotein Talin mit dem Zytoskelett der Zelle verbunden ist, wird das
Integrin in seine aktive Konformation versetzt, in der es eine héhere Aviditat fur die
Adhésionsmolekille der Endotheloberflache aufweist (Carman & Springer 2003).
Ist der Leukozyt gebunden, verandert er seine Morphologie durch Aktinaktivitat, er
wird breiter, polarisiert sich und fihrt Integrin-abhangig die laterale Migration durch
das Endothel (Diapedese) durch. Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass dies
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sowohl para- als auch transzellular erfolgen kann (Engelhardt & Wolburg 2004;
Sage & Carman 2009).
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Abbildung 3: Leukozytenwanderung und —diapedese (Murphy 2012)
1.2.2. Allgemeine Aspekte der adaptiven Immunitat

Es wird zwischen humoraler und zellularer adaptiver Immunitat unterschieden,
wobei ersterer die Abwehr von Bakterien in Blut oder Kérperflissigkeiten durch die
B-Zell-vermittelte Antikdrper-Produktion zugeschrieben wird, wahrend die zellulare
Komponente, welche durch zytotoxische T-Zellen (Killerzellen) vermittelt wird, flr

die Vernichtung von Tumorzellen und Zellparasiten verantwortlich ist (Akira 2011).

Um diese Funktionen zu erflillen, ist die adaptive Immunantwort von der Interakti-
on verschiedener immunologischer Netzwerke abhéngig. Diese werden haupt-
sachlich von T-Zellen reguliert, wobei das Gleichgewicht zwischen den verschie-
denen T-Helferzellpopulationen von entscheidender Bedeutung zu sein scheint
(Ford et al. 2010; Smith et al. 2010).

Zu den zellularen Bestandteilen der adaptiven Immunantwort zahlen T- und B-
Zellen sowie die nach Abschluss einer Infektion gebildeten Gedéachtniszellen (A-
kira 2011).
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T-Zellen entwickeln sich aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark
und reifen nach ihrer Migration im Thymus. Sie exprimieren einen ubiquitdren an-
tigenbindenden Rezeptor (TCR) und benétigen die Interaktion mit Antigen-
prasentierenden Zellen (APC), normalerweise dendritische Zellen, fiir die Antigen-

erkennung.

Dendritische Zellen werden als unreife Zellen in der Epidermis von Haut und
Schleimhaut (meist im Stratum spinosum) als Langerhans-Zellen bezeichnet. lhre
Fortsatze reichen durch die Tight junctions zwischen den Epithelzellen bis an die
Kdrperoberflache und kénnen so auch ohne offene Infektion oder Entziindung
bakterielle Antigene aufnehmen (Randolph et al. 2005). Die dendritischen Zellen
nehmen eingedrungene Pathogene auf (Phagozytose), verdauen sie in kleine
Peptide und prasentieren die Peptidantigene auf ihrer Zelloberflache. So sind sie
in der Lage, natlrliche Killerzellen zu stimulieren (Tew et al. 2012); sie migrieren
aber auch in die regionaren Lymphknoten (sekundare lymphatische Organe), wo
sie die Antigene naiven T-Zellen mit ihrem korrespondierenden Rezeptor prasen-
tieren (Steinman & Hemmi 2006) und die adaptive Phase der Immunantwort einlei-
ten (Jotwani & Cutler 2003). B-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten und Epithelzel-
len sind ebenfalls in der Lage, Antigene auf ihren Oberflachen zu prasentieren.
Antigenprasentierende Zellen (APC) exprimieren MHC-Proteine auf inren Oberfla-
chen. Diese werden in Klasse | MHC-Molekile (auch HLA A, B, C), die auf allen
Zellen mit Zellkern zu finden sind, und Klasse Il MHC-Molekile (auch HLA, DP,
DQ, DR), die nur auf bestimmten Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen,
dendritischen Zellen und B-Zellen, vertreten sind, unterteilt (Murphy 2012).

Trifft eine passende T-Zelle auf eine APC, die ein Antigen prozessiert hat und die
Antigenfragmente, auf ihren MHC-Molekullen gebunden, prasentiert, wird sie akti-
viert. Der MHC-Antigen-Komplex aktiviert den TCR, was bei CD4+ T-Helferzellen
zur Produktion von Zytokinen, welche die Immunantwort stimulieren, oder zur Ak-
tivierung zytotoxischer T-Zellen (CD8+) fuhrt (Warrington et al. 2011).

T-Helferzellen (CD4+) tragen Rezeptoren, die nur an MHC Klasse Il gebundene
Antigene erkennen (Murphy 2012). Sie spielen eine groBe Rolle beim Aufbau und
der Verstarkung der Immunantwort, haben keine phagozytierenden und nur wenig

zytotoxische Eigenschaften. Sie organisieren die Immunantwort, indem sie andere
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Zellen anleiten, infizierte Zellen zu eliminieren oder Pathogene zu beseitigen. Eini-
ge T-Helferzellen werden nach Beendigung der Infektion zu Th-Gedé&chtniszellen
(Warrington et al. 2011).

Th1-Zellen setzen IL-2 und IFN-y frei und aktivieren die Zell-vermittelte Immunitat
(Modlin & Nutman 1993), eine Reaktion, die auch bei der DTH (delayed type hy-
persensibility) ablauft. IFN-y aktiviert Makrophagen, natirliche Killerzellen und
CD8+ T-Zellen. IL-2 spielt fur Generierung und Sekretion opsonierender Antikér-
per-lsotypen durch B-Zellen eine entscheidende Rolle. Th2-Zellen induzieren vor
allem die humorale B-Zellantwort, indem sie IL-4, IL-5 und IL-10 freisetzen, wah-
rend ihre zweite Funktion in der Suppression T-Zell-vermittelter Immunantworten
besteht (Modlin & Nutman 1993).

Die Entdeckung der Th17-Zellen léste einige Kontroversen des Th1/Th2-Schemas
und warf gleichzeitig neue Fragen auf (Gaffen & Hajishengallis 2008). IL-17 ist das
Standardzytokin der Th17-Zellen. Die Th17-Zelle spielt bei entziindlichen Reaktio-
nen, Autoimmunitat und antimikrobieller Abwehr eine Rolle. Ihre Entwicklung ist
abhangig vom Vorhandensein der Interleukine 23 und 6 sowie TGF-$ (Laurence &
O'Shea 2007). IL-17 fuhrt zur Produktion von MMP und verstérkter Expression des
RANKL auf Osteoblasten, was in Osteoklastendifferenzierung und Knochenabbau
resultiert. Es férdert die Expansion und Rekrutierung von Zellen der angeborenen
Immunantwort und kooperiert mit Liganden von TLRen, IL-18 und TNF-a, was zu
verstarkten Entziindungsantworten, der Stimulierung der B-Defensin-Produktion
sowie der Generierung anderer antimikrobieller Peptiden fuhrt (Weaver et al.
2006; Yu & Gaffen 2008). Diese Prozesse spielen im Abbau von Befestigungsge-
webe und der Progression parodontaler Lasionen eine groBe Rolle.

Auch die Differenzierung von Th1-Zellen aus Th17-Zellen unter dem Einfluss von
IL-12, respektive die Bildung von Th2-Zellen durch IL-4-Stimulation, konnte nach-
gewiesen werden — allerdings nur bei Th17-Zellen, die in vitro generiert wurden. In
vivo generierte Th17-Zellen zeigten ein stabileres Zytokingedachtnis, das nicht
durch IL-12 und IL-4 beeinflusst wurde (Lexberg et al. 2008).

Eine weitere T-Helferzellart, bekannt als regulatorische T-Zelle, reguliert und limi-
tiert das Immunsystem (Nakajima et al. 2005). Sie kénnte bei der Verhinderung
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UberschieBender Immunantworten auf kérpereigene Antigene und der Entwicklung
von Autoimmunreaktionen wichtig sein (Laurence & O'Shea 2007; Warrington et
al. 2011).

In Mausen flihrte die Inkubation von naiven T-Zellen mit TGF- und IL-2 zu einer
verstarkten Translation des Transkriptionsfaktors FoxP3 und der Entwicklung von
regulatorischen T-Zellen. Wenn CD4+ T-Zellen hingegen mit TGF- und IL-6 inku-
biert werden, exprimieren sie den Transkriptionsfaktor RORyt und werden zu
Th17-Zellen (Laurence & O'Shea 2007). Diese Ergebnisse bestatigen die Er-
kenntnis, dass die Regulation des Verhaltnisses zwischen Th17- und regulatori-
schen T-Zellen stark von IL-6 abhangig ist (Ohlrich et al. 2009).

Zytotoxische T-Zellen (CD8+) sind fir die Zerstérung von Zellen, die wirtsfremde
Substanzen enthalten, zustandig. Sie werden durch die Interaktion ihres TCR mit
MHC Klasse | Molekullen aktiviert. Daraufhin findet die klonale Expansion der zyto-
toxischen T-Zellen statt, bei der Effektorzellen produziert werden, die Perforin und
Granzyme (Lyse der Zielzellen wird eingeleitet) sowie Granulysin (Apoptose der
Zielzelle wird eingeleitet) freisetzen. Nachdem die Infektion erfolgreich bekampft
wurde, werden die meisten Effektorzellen apoptotisch und durch Phagozytose be-
seitigt. Uberlebende Zellen werden zu Gedéachtniszellen. Diese kénnen schnell zu
Effektorzellen differenzieren, sollten sie erneut auf das Antigen treffen (Warrington
et al. 2011).

B-Zellen entstammen, wie auch T-Zellen, hamatopoetischen Stammzellen und
reifen im Knochenmark zu unreifen B-Zellen, die in die peripheren lymphatischen
Organe entlassen werden, wo durch DNA-Rekombination die Generierung der
Gene flir die B-Zell-Rezeptorbildung erfolgt (Akira 2011), normalerweise ein Im-
munglobulin der Klasse M oder D. B-Zellen sind in der Lage, ungebundene Anti-
gene direkt zu erkennen. Die Antigenerkennung fuhrt zur Aufnahme des Antigens
in die B-Zelle, wo es proteolytisch aufgespaltet (prozessiert) wird und seine Pepti-
de durch MHC lI-Molekiile auf der Oberflache der B-Zelle exprimiert werden. Spe-
zifische T-Helferzellen, die sich bereits durch den Kontakt mit demselben Antigen
differenziert haben, erkennen den MHC Il-Antigen-Komplex durch ihren spezifi-
schen T-Zellrezeptor. Die T-Zellen setzen Zytokine frei, welche die B-Zell-

Proliferation stimulieren. Die B-Zelle vermehrt sich (klonale Expansion), aus ihr
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entwickeln sich Antikérper-produzierende Zellen und Gedachtniszellen. Die Affini-
tatsreifung der Antigen-Bindungsstellen findet in sekundaren lymphatischen Orga-
nen durch somatische Hypermutation der variablen Region des Antikérpers statt.
Weiterhin findet wahrend der B-Zellreifung ein Klassenwechsel der Antikérper
(Expression der Gene in der konstanten Region wechselt) in den Lymphknoten
statt. Der Klassenwechsel ist von spezifischen Zytokinen abhangig, die aus T-
Helferzellen und anderen, im Lymphknoten ansassigen Zellen, stammen, abhan-
gig. Einige mikrobielle Antigene, zum Beispiel Polysaccharide, kbnnen B-Zellen
auch direkt und ohne die Hilfe von T-Helferzellen aktivieren, was zur Entstehung
weniger spezifischer Antikérper fahrt (Murphy 2012). Solche Antigene sind auch
als "Thymus-unabhangige-Antigene" bekannt und fihren nur zu einem limitierten
Klassenwechsel der B-Zellen ohne Bildung von Memory B-Zellen (Murphy 2012).

Die Bildung von Antikérpern ist Hauptaufgabe der B-Zellen. Antikérper tragen auf
drei Arten zur Immunitat bei: Neutralisierung, Opsonierung und Aktivierung von
Komplement. Durch die Neutralisation verhindern Antikérper eine Adharenz von
Bakterien an kdrpereigenen Zellen; Opsonierung férdert die Phagozytose. Durch
Aktivierung von Komplement wird die Opsonierung verstarkt und die Lyse einiger
Bakterien ausgel6st (Meng et al. 2007; Murphy 2012).

Memory B-Zellen tragen CD27 auf ihrer Oberflache, ein Mitglied der TNF-
Rezeptor-Familie, das auch durch naive T-Zellen exprimiert wird. CD27 bindet
CD70, das auch auf dendritischen Zellen vorkommt und vermittelt so die Interakti-

on zwischen dendritischen Zellen und B-Zellen (Murphy 2012).
1.2.3. Immunpathogenese der Parodontitis

1976 fundierte die Parodontopathogenese auf histologischen Untersuchungen
(Page & Schroeder 1976). 1997 wurde sie anhand neuer molekularbiologischer
und genetischer Erkenntnisse erweitert (Kornmann 1997). Im Jahr 2010 fassten
Smith et al. die Pathogenese der Parodontitis — basierend auf neuesten Erkennt-

nissen — erneut zusammen (Smith et al. 2010).

Wie bei jeder Infektion wird auch bei der Parodontitis zunachst die angeborene
und im Verlauf der Erkrankung, bei Bedarf, die adaptive Immunantwort aktiviert.
Bakterielle Metabolite wie Fettsauren, fMLP und LPS aus gram-negativen Bakte-
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rien regen Zellen des Verbindungsepithels zur Freisetzung verschiedener Entzin-
dungsmediatoren, unter anderem IL-8, IL-1a, PGE,, MMP und TNF-a, an und ver-
ursachen zusatzlich direkte Schaden an Epithelzellen. Die Permeabilitat des Ver-
bindungsepithels steigt infolge dessen an, Bestandteile von Mikroorganismen und
deren Stoffwechselprodukte kénnen in das subepitheliale Bindegewebe diffundie-
ren. Gleichzeitig kommt es zum Ausstrom von Sulkusflissigkeit — einem Serumde-

rivat, welches alle Komplementfaktoren enthalt.

Die Aktivierung des Komplementsystems fuhrt zur Produktion der Anaphylatoxine
C3a und C5a (Komplementfaktoren), welche zur Ausschittung vasoaktiver Amine
aus Mastzellen fihren (Hajishengallis 2010). Die GefaBpermeabilitat steigt, es
kommt zur Odembildung. Ebenfalls aus Mastzellen freigesetztes TNFa induziert
die Expression von Adhasionsmolekilen (ICAM-1) auf Endothelzellen. Gemein-
sam mit dem IL-8-Gradienten fuhrt dies zu Adhasion und Migration der PMNs in
das gingivale Gewebe und den gingivalen Sulkus (Ford et al. 2010). Die durch
PMNs beim ,respiratory burst® freigesetzten Sauerstoff- und Stickstoffradikale
(Hendler et al. 2010) fUhren zur Destruktion des parodontalen Halteapparates
(Dias et al. 2011). Neutrophile, die von Patienten mit Parodontitis isoliert werden,
zeigen ohne Stimulation eine starke Produktion von reaktiven oxidativen Sauer-
stoffverbindungen (ROS), weshalb sie auch als hyperaktiv bezeichnet werden
(Matthews et al. 2007a; Matthews et al. 2007b). Durch erhdhte Freisetzung von
Elastase und ROS bei Stimulation neutrophiler Fcy- und Toll-like-Rezeptoren kén-
nen sie auBerdem als hyperreaktiv bezeichnet werden (Matthews et al. 2007b). IL-
8, GM-CSF und IFN-a spielen eine Rolle bei der Induktion des hyperaktiven
Neutrophilenphanotyp (Dias et al. 2011). Erhéhung des IFN-a-Spiegels im Plasma
scheint ursachlicher Faktor der Hyperresponsivitdt von PMNs bei Parodontitis-
Patienten zu sein (Wright et al. 2008).

Neben der Freisetzung von Zytokinen und proteolytischen Enzymen kommt es zur
Antigenprasentation durch Makrophagen und dendritische Zellen der Gingiva
(Ford et al. 2010). Aktivierte Makrophagen produzieren Mediatoren der Immun-
und Entziindungsantwort und chemotaktische Substanzen, wie MCP, MIP und
RANTES (Kornmann 1997; Taylor 2010). RANTES spielt eine bedeutende Rolle in
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der Makrophagenmigration (Taylor 2010). Diese Interaktionen sind schematisch in
Abbildung 4 dargestellt.
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Zellen dominieren die Lasion, der
relative Anteil an PMNs nimmt ab (Berglundh & Donati 2005; Berglundh et al.
2007). Aus bislang ungeklarten Griinden entwickelt sich bei einigen Patienten
nach unterschiedlich langer Zeit aus einer Gingivitis Parodontitis, welche durch
Verlust von parodontalem Halteapparat aufgrund von progressivem Abbau extra-
zellularen Bindegewebes, Knochenresorption und Verschiebung des Saume-
pithels nach apikal beschrieben ist.

Verschiedene T-Zell-Populationen wurden in diesem Zusammenhang untersucht.
Th2-Zellen werden mit nicht-protektiven Antikérper-Antworten und aggressiver
Parodontitis beziehungsweise Progression der parodontalen Lasionen assoziiert,
wohingegen Th1i-Zellen mit stabilen L&sionen in Verbindung gebracht werden
(Ford et al. 2010; Garlet 2010). Es wird angenommen, dass die Th1-Antwort durch
IL-12/IFN-y stimulierte zellular vermittelte Immunitat (Taylor 2010) und Inhibition
der Osteoklastogenese zu erklaren ist (Gaffen & Hajishengallis 2008). Neben den
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Th1- und Th2-Zellen spielen die Th17-Zellen eine entscheidende Rolle in der Im-
munpathogenese der Parodontitis. IL-17 induziert die Freisetzung von IL-6, IL-8
sowie PGE, und wird auBerdem mit der Osteoklastenaktivierung und damit ein-
hergehender Knochenresorption in Verbindung gebracht (Lerner 2006; Ohlrich et
al. 2009). Schenkein et al. zeigten, dass IL-17-Konzentrationen mit parodontalem
Attachmentlevel assoziiert sind, nicht aber mit stdndigem Rauchen. Somit kénnten
Th17-Zell-vermittelte Immunantworten flr das Krankheitsbild der aggressiven Pa-
rodontitis charakteristisch sein und IL-17 bei der Pathogenese der aggressiven
Parodontitis eine Rolle spielen (Schenkein et al. 2010). Unterstitzt werden diese
Annahmen durch Untersuchungsergebnisse von Ito et al., die zeigten, dass 51 %
der gingivalen T-Zellklone IL-17 exprimierten im Vergleich zu nur 11 % der aus
dem peripheren Blut stammenden T-Zellklone (Ito et al. 2005). Oda et al. wiesen
nach, dass sogenannte ,outer-membrane-proteins® von P. gingivalis PBMCs zur
IL-17-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene anregen (Oda et
al. 2003). Entscheidend ist jedoch das Gleichgewicht zwischen IL-17 und der Ex-
pression seines Rezeptors. Zytokine kdénnen demnach nicht isoliert betrachtet
werden, sondern beeinflussen durch ihr Zusammenspiel die Expression der Er-
krankung.

In parodontalen Lasionen konnte mit zunehmendem B-Zell-Anteil das verstarkte
Aufkommen von regulatorischen T-Zellen (CD4+CD25+) nachgewiesen werden,
von denen antiinflammatorische und protektive Effekte ausgehen (Nakajima et al.
2005). So existieren Hinweise auf eine mdgliche Rolle regulatorischer T-Zellen bei
der Regulierung gingivaler Entzindung und alveoldaren Knochenabbaus
(Kobayashi et al. 2011).

1.2.4. Immunologische Unterschiede zwischen aggressiven und
chronischen Parodontitiden

Es existiert eine Vielzahl von Untersuchungen bezlglich immunologischer Unter-
schiede der angeborenen und adaptiven Immunantwort bei aggressiven und chro-
nischen Parodontitiden, die in aktuellen Review-Artikeln diskutiert werden (Armita-
ge et al. 2010; Ford et al. 2010; Ryder 2010).
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Erwiesen ist, dass Patienten mit zu geringer Anzahl zirkulierender neutrophiler
Granulozyten aufgrund seltener Umstande, wie zyklischer Neutropenie, das glei-
che Progressionsmuster bezlglich parodontalem Attachmentlevel aufweisen wie
Patienten mit aggressiver Parodontitis (Deas et al. 2003). Weder bei aggressiver
noch bei chronischer Parodontitis kann generell von erniedrigten Neutrophilenzah-
len gesprochen werden, da widersprichliche Untersuchungsergebnisse vorliegen
(Ryder 2010).

In alterer Literatur wurde vermutet, bei Patienten mit aggressiver Parodontitis sei
verringerte Neutrophilen-Chemotaxis (Page et al. 1985), Phagozytose und intra-
zellulare Abtdtung von Bakterien genetisch determiniert (Ryder 2010).Aktuell wird
eine Kombination erworbener und angeborener Eigenschaften als Ursache der
unterschiedlichen Funktionen von Neutrophilen bei aggressiven Formen der Paro-
dontitis angenommen (Armitage et al. 2010). Bei progressiven parodontalen Infek-
tionen scheinen Neutrophile in einen erhdhten Aktivitatszustand versetzt zu wer-
den, um effektiver gegen bakterielle Angriffe zu sein. Dieser als Priming bezeich-
nete Aktivierungsprozess fuhrt zu erhéhter Neutrophilenadh&sion, Enzymfreiset-
zung und verstarkter Produktion reaktiver Sauerstoffradikale, sowohl aus stimulier-
ten als auch aus ruhenden Zellen (Ryder 2010). Johnstone et al. wiesen die stér-
kere Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale und héhere phagozytotische Aktivitat
bei Neutrophilen von Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis im
Vergleich mit Neutrophilen von Patienten mit chronischer Parodontitis und gesun-
den Probanden nach. Eine verstarkie Aktivitdt des intrazelluldren Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid-Phosphat (ADP)-Oxidase-Systems wird als mdgliche Ursache
fir die kontinuierliche parodontale Destruktion diskutiert (Johnstone et al. 2007).
Vergleichbare Sensibilisierungsvorgange wurden allerdings auch bei Patienten mit
chronischer Parodontitis beobachtet (Guentsch et al. 2009). Takahashi et al. konn-
ten hingegen keinerlei Unterschiede beziglich Chemotaxis, Phagozytose oder
ROS-Produktion von Neutrophilen zwischen Patientengruppen und gesunden In-
dividuen feststellen (Takahashi et al. 2001). Verdnderungen im Calcium-
Stoffwechsel wurden ebenfalls als Ursache flr gestérte Neutrophilenfunktionen
untersucht. Hierbei wird bei Patienten mit aggressiver Parodontitis ein Defekt im

Einstrom von Calcium-lonen in das Zellinnere, der fir die Alkalisierung notwendig
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ist, vermutet (Herrmann et al. 2005; Shibata et al. 2000). Diacylglycerol fungiert als
endogener Aktivator der Proteinkinase C. Eine erhdhte oder verlangerte DAG-
Produktion, wie sie bei lokalisierter aggressiver Parodontitis beobachtet wurde
(Oyaizu et al. 2003), kdnnte zu einem abnormalen Aktivierungsmuster der PK-C,
die verschiedene Funktionen der der Neutrophilen reguliert, fihren und so zur Er-
klarung der parallel auftretenden Hypo- und Hyperaktivitdt der Neutrophilen bei-
tragen (Leino & Hurttia 1999).

Es konnte nachgewiesen werden, dass Makrophagen-&hnliche Zellen im Zahnhal-
teapparat an Stellen mit chronischer Parodontitis eine héhere Expression von
TLR-2 und TLR-4 aufweisen als an gesunden Stellen (Ren et al. 2005). Verschie-
dene Studien untersuchen Mutationen in den Genen fiur TLR-4 (Asp299Gly und
Thr99lle) und TLR-2 (Arg677Trp und Arg753Gly), die mit herabgesetzter Immun-
antwort bei parodontalen Erkrankungen assoziiert werden. Die Ergebnisse sind
widersprlchlich (Brett et al. 2005). Bei Patienten mit lokalisierter aggressiver Pa-
rodontitis konnte eine signifikant héhere Expression des TLR-2-Gens nachgewie-
sen werden als bei gesunden Kontrollen. Fir die generalisierte aggressive Paro-
dontitis konnte jedoch kein Zusammenhang mit Polymorphismen im TLR-2-Gen

nachgewiesen werden (Sgrensen et al. 2008).

Wiederholte in-vitro Stimulation von PMNs mit LPS erzeugte Endotoxintoleranz
und reduzierte Fahigkeit der Zytokinfreisetzung bei diesen Zellen, was auf eine
reduzierte Expression von TLR-2 und TLR-4 mRNA zurtckgefuhrt wurde. In situ
Versuche an erkrankter und gesunder Gingiva lieBen vermuten, dass eine ahnli-
che Form von Endotoxintoleranz in der oralen Mukosa bei Patienten mit chroni-
scher Parodontitis vorliegt (Muthukuru et al. 2005). In einer Folgeuntersuchung
konnte nachgewiesen werden, dass PMNs von Patienten mit chronischer Paro-
dontitis eine verringerte Kapazitat der Heraufregulierung von TLR-2, TLR-4 sowie
IL-18 im Vergleich mit gesunden Probanden aufweisen (Muthukuru & Cutler
2006). Sowohl TLR-Polymorphismen als auch die Mdglichkeit, Toleranz gegen-
Uber LPS auszubilden kénnten demnach immunologische Unterschiede zwischen

chronischer und aggressiver Parodontitis darstellen.

Dendritische Zellen werden ebenfalls in ihrer Bedeutung fir die Auspragung ver-

schiedener parodontaler Erkrankungen diskutiert. Es wurde gezeigt, dass bei
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chronischer Parodontitis die Anzahl von Langerhans-Zellen entsprechend der
Schwere der parodontalen Erkrankung abnimmt (Séguier et al. 2000). In Infiltraten
parodontaler Lasionen waren CD83+ B-Zellen die entscheidenden antigenprasen-
tierenden Zellen (Gemmell et al. 2002). Jotwani et al. beobachteten bei chroni-
scher Parodontitis einen Anstieg der Anzahl unreifer CD1a+ dendritischer Zellen in
der Epidermis erkrankten Epithels, wohingegen die Anzahl CD83+ gereifter dend-
ritischer Zellen (antigenprasentierend) in der Lamina propria zunahm (Jotwani et
al. 2001). Bei Patienten mit aggressiver Parodontitis scheint die Aktivitat dendriti-
scher Zellen erhdht zu sein, was IgG2-vermittelte Immunantworten férdert (Tew et
al. 2012). So ist die Reifung von Monozyten bei Individuen mit lokalisierter aggres-
siver Parodontitis zugunsten der Entwicklung dendritischer Zellen verschoben und
geht mit erhdéhter IgG2-Antwort einher, die als spezifisch flr das stimulierende Pa-
thogen, z.B. P. gingivalis (Kikuchi et al. 2005), nachgewiesen wurde. Dendritische
Zellen regen auBerdem die IFN-y-Produktion durch natirliche Killerzellen an, was
wiederum die |L-12-Freisetzung aus dendritischen Zellen stimuliert. IL-12 initiiert
und unterhalt die Th1-vermittelte Immunantwort, die mit der Generierung spezifi-
scher Antikdrper assoziiert wird (Ohlrich et al. 2009). Die Interaktion zwischen P.
gingivalis, dendritischen Zellen und nattrlichen Killerzellen fuhrt folglich zu rezip-
roker Stimulation der Immunzellen und erhéhter Typ-I-Zytokinproduktion.

Es wurde festgestellt, dass Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis
bei groBeren Mengen parodontopathogener Bakterien reduzierte IgG- und IL-10-
Mengen in der gingivalen Sulkusflissigkeit im Vergleich zu Patienten mit chroni-
scher Parodontitis aufweisen (Casarin et al. 2010). Dies deutet auf ein Ungleich-
gewicht der Immunantwort bei Patienten mit generalisierter aggressiver Parodonti-
tis hin und kénnte Hinweis auf Funktionsstérungen oder einen Mangel gereifter
dendritischer Zellen bei Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis sein.

Regulatorische T-Zellen scheinen in chronischen Phasen der Parodontitis flr die
Regulation der gingivalen Entziindung und des parodontalen Knochenabbaus von
Bedeutung zu sein (Kobayashi et al. 2011). Das Auftreten von CD4+CD25+ regu-
latorischen T-Zellen zusammen mit der erhdhten Expression von FoxP3 wurde in
Gingivabiopsien aus Geweben mit chronischer Parodontitis haufiger gefunden als
aus Geweben mit Gingivitis (Nakajima et al. 2005). Des Weiteren war die Expres-
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sion von FoxP3- und CD25-mRNA in aktiven parodontalen L&sionen héher als in
inaktiven Lasionen (Ito et al. 2005). Zhao et al. konnten bei Patienten mit generali-
sierter aggressiver Parodontitis herabgesetzte Anzahl und verringerte Funktion
von regulatorischen T-Zellen (CD4+, CD25+) im peripheren Blut nachweisen als
bei Patienten mit chronischer Parodontitis und gesunden Kontrollen (Zhao et al.
2009). Ergebnisse von Dutzan et al. fihren zur Annahme, dass FoxP3-positive
Zellen ohne regulatorische Funktion eine Rolle in der Pathogenese von aktiven
Parodontallasionen spielen, indem sie die Synthese von TGF-f3 und IL-10 reduzie-
ren, was wiederum zur Uberexpression der Zytokine IL-17 und RANKL durch
Th17-Zellen fuhrt (Dutzan et al. 2009). FoxP3-positive regulatorische T-Zellen
wurden hingegen mit reduzierter RANKL-Expression in parodontal erkrankten
Geweben assoziiert (Ernst et al. 2007).

In der Sulkusfliissigkeit von Patienten mit aggressiver Parodontitis konnten im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe signifikant hohere Konzentrationen
von MCP-1 und RANTES festgestellt werden, die positiv mit Taschentiefen und
klinischem Attachmentlevel korrelierten. Dies kénnte eventuell Hinweis auf die Be-
deutung dieser Chemokine in der Pathogenese der generalisierten aggressiven
Parodontitis sein (Emingil et al. 2004; Ford et al. 2010). MCP-1 ist ein Chemokin,
das chemotaktisch auf Monozyten und Makrophagen wirkt, dabei aber relativ spe-
zifisch fir Monozyten ist. Es wird durch Fibroblasten, Endothelzellen und mono-
nukledre Phagozyten gebildet. Mit steigender Entzindung nehmen AusmafB der
MCP-1-Produktion und Anzahl mononuklearer Phagozyten zu (Yu & Graves
1995). MCP-1 kann die IL-4-Produktion induzieren und scheint in die Th2-
Polarisation involviert zu sein (Gu et al. 2000). RANTES wird von gingivalen Kera-
tinozyten exprimiert, allerdings in geringerer Menge als andere Chemokine. Die
Expression verringert sich bei erhéhter Entziindungsreaktion, was eventuell auf
eine Rolle des Chemokins in friihen wie auch in spaten Entziindungsstadien hin-
deutet. RANTES stellt einen wirksamen Chemoattraktor fir eosinophile Gra-
nulozyten, Monozyten, NK-Zellen und Th1-Zellen dar; es hat keine Wirkung auf
Th2-Zellen (Siveke & Hamann 1998). Bei der Untersuchung von Gingivabiopsien
und Sulkusflissigkeit gesunder Probanden und von Patienten mit moderater bis
fortgeschrittener Parodontitis konnten ausschlieBlich bei Parodontitis-Patienten
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CCR5/RANTES-Rezeptor-positive Zellen in den Gingivabiopsien und RANTES in
gingivaler Sulkusflissigkeit nachgewiesen werden. Nach Parodontitistherapie
wurden reduzierte Zellzahlen mit CCR5-Expression und erniedrigte RANTES-
Spiegel in der Sulkusflissigkeit festgestellt. Dies lasst auf einen Zusammenhang
zwischen dem Chemokin und der Schwere der parodontaler Entziindung schlie-
Ben (Gamonal et al. 2001).

Die Untersuchung von CRP-, Zytokin- (IL-1B, IL-1ra, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y,
IP-10, TNF-a) und Chemokin-Konzentrationen (IL-8, VEGF, MCP-1, MIP-1a, MIP-
1B) im Blut von Patienten mit chronischer und aggressiver Parodontitis zeigte bis-
lang keine Unterschiede im entzindlichen Profil fur die beiden Erkrankungsformen
(Cairo et al. 2010).

EMAP-II ist ein Zytokin-dhnliches Molekll mit starker biologischer Wirkung auf
Aktivitdt und Funktion von mononukledren und polymorphkernigen Phagozyten
(Tas & Murray 1996). Die Stimulation von Monozyten in Kultur mit EMAP-II flihrte
zur Produktion von IL-8, TNF-a und Tissue factor (Kornmann 1997). EMAP-II-
Spiegel waren, verglichen mit gesunden Probanden und Patienten, die unter
Gingivitis litten, bei Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis in der
Sulkusflissigkeit signifikant erhéht. Es zeichnete sich ein Trend der hdheren Ex-
pression von EMAP-II im Sulkusfluid von Patienten mit generalisierter aggressiver
Parodontitis im Vergleich zu Patienten mit chronischer Parodontitis ab (Emingil et
al. 2005). Die Produktion von EMAP-II durch Monozyten im Parodontium steigert
mdglicherweise die rasche und schwere parodontale Destruktion bei generalisier-
ter aggressiver Parodontitis (Ford et al. 2010).

Atiologie und Pathogenese der aggressiven Parodontitis sind nicht endgiiltig ge-
klart. Aggressive und chronische Parodontitis scheinen von Plasmazellen domi-
niert und Th2-Zell-vermittelt zu sein (Smith et al. 2010; Ford et al. 2010). Die Re-
gulierung des Knochenverlustes scheint sich in ihren biochemischen Ablaufen bei
aggressiven und chronischen Parodontitiden lediglich bezliglich der Progressions-
geschwindigkeit zu unterscheiden (Bartold et al. 2010). Dem Aspekt der Selbstli-
mitierung bei Parodontitiden kommt eine besondere Bedeutung aus immunologi-

scher Sicht zu.
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2. Ziel der Untersuchung

In dieser Arbeit geht es darum, Fehlfunktionen des Immunsystems, die mit der
Auspragung des Krankheitsbildes der aggressiven Parodontitis im Zusammen-
hang stehen kénnten, zu identifizieren. Die mikrobiologische Untersuchung soll
der Herstellung einer Vergleichbarkeit mit bisherigen Publikationen, welche die
Pathogenese der aggressiven Parodontitis vor allem in Verbindung mit dem Vor-
handensein spezifischer parodontopathogener Keime untersucht haben, dienen.
Weiterhin soll explorativ der Zusammenhang einzelner Parodontopathogene mit

immunologischen Befunden untersucht werden.

Die Zielsetzung besteht darin, einen Konzeptvorschlag fir das Risikoprofil von
Patienten, die an aggressiver Parodontitis erkrankt sind, zu entwerfen.

Zu diesem Zweck sollte die immunologische Charakterisierung von Patienten mit
aggressiver Parodontitis, Patienten mit moderater chronischer Parodontitis sowie
gesunden Kontrollprobanden durchgefiihrt werden mit der Fragestellung, ob diese
sich in Beziehung zum parodontalen Gesundheitszustand und mikrobiologischen

Befund bringen lasst.

Die Diagnosestellung erfolgte anhand klinischer und radiografischer Befunde, ori-
entiert an der Parodontitisklassifikation nach Armitage, 1999.

Folgende Hypothesen werden untersucht:

1. Im Anteil der IL-4-produzierenden T-Zellen lassen sich Unterschiede zwischen
Patienten mit aggressiver Parodontitis gegeniber Patienten mit chronischer
Parodontitis und gesunden Probanden nachweisen.

2. Das Th1/Th2-Zellverhaltnis ist bei Patienten mit aggressiver Parodontitis er-
niedrigt im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

3. Die Stimulierbarkeit der IL-1B- und IL-8-Expression der PBMCs durch bakteriel-
le und virale Antigene unterscheidet sich zwischen den Probandengruppen.

4. Die mikrobielle Besiedelung unterscheidet sich zwischen den Patientengrup-
pen nicht. Es lassen sich Unterschiede zwischen Patientengruppen und der
gesunden Kontrollgruppe nachweisen, insbesondere bezlglich des Nachwei-
ses gramnegativer anaerober parodontopathogener Spezies.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten

Die Patientenakkreditierung erfolgte aus dem Patientenstamm des Funktionsbe-
reiches Parodontologie der Poliklinik fir Konservierende Zahnheilkunde und Paro-
dontologie des Universitatsklinikums Leipzig. Die Studie wurde von der Ethik-
Kommission der medizinischen Fakultdt der Universitat Leipzig genehmigt. Alle
Studienteilnehmer gaben die schriftliche Einverstandnis- und Datenschutzerkla-
rung ab und fillten vor Untersuchungsbeginn einen Fragebogen aus, durch den
Informationen zu allgemeinem Gesundheitszustand, familidrer Anamnese und

Mundhygienegewohnheiten gewonnen wurden.

Die Unterteilung der teilnehmenden Probanden erfolgte geman der Fragestellung
in drei Gruppen: Patienten mit lokalisierter oder generalisierter aggressiver
Parodontitis, Patienten mit lokalisierter oder generalisierter moderater chro-
nischer Parodontitis und gesunde Probanden. Alle Studienteilnehmer sind kau-
kasischer Ethnizitat und Nichtraucher oder Gelegenheitsraucher mit einem Ziga-
rettenkonsum von maximal 10 Zigaretten pro Woche (Gonzales et al. 2007). Bei
ehemaligen Rauchern wurde eine Zeitspanne von mindestens finf Jahren seit
dem Einstellen des Rauchens als Einschlusskriterium vorausgesetzt. Bei weibli-
chen Studienteilnehmern galten Schwangerschaft oder Stillen als Ausschlusskrite-
rien. Des Weiteren flhrten systemische Erkrankungen, welche den Verlauf einer
Parodontitis beeinflussen kénnten, zum Ausschluss aus der Studie. Die untersuch-
ten Patienten durchliefen in den letzten sechs Monaten vor dem Untersuchungs-
zeitpunkt keine Antibiotikatherapie oder Behandlung mit Immunsuppressiva. Ein-
und Ausschlusskriterien fir die einzelnen Gruppen sind der Tabelle 1 zu entneh-

men.

Die Diagnosestellung erfolgte unter Berlcksichtigung der allgemeinmedizinischen
sowie speziellen Anamnese der Probanden und anhand der Ergebnisse einer

sorgfaltigen klinischen Untersuchung.
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Tabelle 1: Definition der Probandengruppen

Probandengruppe

Gesund oder leichte ®

Gingivitis

aggressive Parodontitis
(lokalisiert oder genera- 4

lisiert)

moderate chronische
Parodontitis (lokalisiert

oder generalisiert)

Einschlusskriterien

Alter: 21 bis 35 Jahre

TT < 4mm an allen Zdhnen mit
Ausnahme distaler Pseudo-
taschen an den 8ern

AL <2mm

Diagnosestellung erfolgte vor
dem 35. Lebensjahr, auch nach-
tréaglich anhand von Réntgenbil-
dern, die vor dem 35. Lebens-
jahr entstanden sind (Gonzales
et al. 2007)

rasch fortschreitender Haltege-
websabbau nachgewiesen
(Lang et al. 1999)

wenn moglich familiare Aggre-
gation

mindestens 20 verbliebene Zah-
ne

PD, AL =2 5mm an mindestens
zwei verbliebenen Zahnen
Knochenverlust im Réntgenbild
= 50 % an mindestens zwei ver-
schiedenen Zahnen (Guentsch
et al. 2009)

30 bis 60 Jahre bei Diagnose-
stellung

AusmafB der parodontalen De-
struktion entspricht den lokalen
Risikofaktoren (Lindhe et al.
1999)

TT =2 4mm, AL = 3-4 mm an
mindestens drei Zahnen in min-
destens zwei verschiedenen
Quadranten

Ausschlusskriterien

e in der Vorgeschichte parodonta-

le Erkrankungen

¢ |okale Risikofaktoren wie insuffi-

ziente  Restaurationen  oder
schlechte Mundhygiene, die als
Ursache flr die Parodontitis in
Frage kommen (Lang et al.
1999)

e schnelle Progression (Lindhe et

al. 1999)

TT: Taschentiefe; AL: Attachmentlevel

Die Diagnosestellung erfolgte anhand klinischer und réntgenografischer Befunde.

Bei jedem Studienteilnehmer wurden folgende klinische Parameter anhand von

Sechspunktmessung erhoben: Taschentiefe (TT), klinisches Attachmentlevel

(CAL: Abstand zwischen Schmelz-Zement-Grenze bis zum Boden der parodonta-

len Tasche) und Sondierungsblutung (BOP: Ja/Nein-Entscheidung und als Pro-

zentsatz der Gesamtzahl an Messpunkten angegeben). Zur Bewertung der Mund-

hygiene wurde der Approximal-Plaque-Index (API, Lange et al. 1977) nach Anfar-
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ben der Belage mittels ,Mira 2 Ton* (Hager und Werken, Dusseldorf, Deutschland)
erhoben. Die Entzindung der Gingiva wurde mit dem modifizierten Sulkus-
Blutungsindex (SBI) beurteilt. Beide Indizes arbeiten mit einer Untersuchung des
Approximalraum-/Papillenbereichnes und werden in Form von ,Ja-Nein-
Entscheidungen® erhoben. Sondierung und Messung erfolgte mittels Parodonto-
meter UNC#UNC15 (Hu-Friedy, Leimen, Deutschland).

3.2. Materialien und Gerate
3.2.1. Blutenthahmen

Die Blutentnahme erfolgte mittels Vacutainer Systems Safety-Lok™ Blood Collec-
tion System (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA). Es wurden 18 ml Heparin-
Blut in CPTTM Cell Preparation Tubes und 6 ml EDTA-Blut in Vacutainer®-EDTA-
Roéhrchen (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) entnommen. Die Entnahme
wurde in der Ellenbeuge, meist aus der Vena mediana cubiti oder einer anderen
zuganglichen Vene, durchgefthrt. Nach der Enthahme wurden die Proben inner-
halb von drei Stunden in das Institut fir Klinische Immunologie und Transfusions-
medizin zur Weiterverarbeitung Uberflhrt. Bis zu diesem Zeitpunkt erfolgte die La-
gerung bei Raumtemperatur. Das EDTA-Blut jedes Patienten diente der Bestim-
mung eines allgemeinen Immunstatus nachdem 0,5 ml EDTA-Blut eingefroren
worden waren. Das heparinisierte Blut wurde, wie in Abschnitt 3.3.1. beschrieben,

weiterverarbeitet.

3.2.2. Lymphozytenpraparation

. Lagertem-
Bezeichnung peratur Hersteller “
Fétales Kéalberserum 2-8°C PAA, Pasching, Osterreich
: .. . Raumtem-  Eigene Herstellung nach Proto-
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung), steril peratur koll SOP 4-401

Verbrauchsmaterial:

Bezeichnung Hersteller

Serologische Pipetten 10 ml, steril Sarstedt, Nimbrecht, D
Pipettenspitzen, steril Sarstedt, Nombrecht, D
Serumpipette/ Pasteurpipette, steril Greiner, Frickenhausen, D

Polypropylen Einwegréhrchen 15/50 ml, steril Sarstedt, Nombrecht, D
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Bezeichnung
Variable Pipette fiir den Bereich 100-1000 ul
Kihlzentrifuge Rotana 46RS

Sterilbank Clean Air

Hersteller
Eppendorf, Hamburg, D
Hettich, Tuttlingen, D

Clean Air Techniek B.V., Woer-
den, Niederlande

3.2.3. Einfrieren und Auftauen der PBMCs

. Lagertem-
Bezeichnung peratur Hersteller
Fétales Kélberserum (FKS) 2-8 °C PAA, Pasching, Osterreich
Zellzuchtmedium RPMI 1640 mit L-Glutamin und . = .
HEPES, Cat. No: E-15-842 2-8 °C PAA, Pasching, Osterreich
DMSO Raumtem- i chem, Darmstadt, D
peratur
: . . Raumtem-  Eigene Herstellung nach Proto-
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung), steril peratur koll SOP 4-401
Trypanblau-Lésung (0,4 %) E:;Etfm' Sigma Aldrich, St. Gallen, CH

Verbrauchsmaterial:

Bezeichnung

Serologische Pipetten 5/10 ml, steril
Pipettenspitzen, steril

CryoTube™ Vials (1,0 ml)

Polypropylen Einwegréhrchen 15/50 ml, steril

Hersteller

Sarstedt, Nimbrecht, D

Karl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Nunc, Roskild, DK

Sarstedt, Nimbrecht, D

Bezeichnung
Variable Pipette fiir den Bereich 100—1000 ul
Kihlzentrifuge Rotana 46RS

Sterilbank Clean Air

Hersteller
Eppendorf, Hamburg, D
Hettich, Tuttlingen, D

Clean Air Techniek B.V.
Woerden, NL

3.2.4. Durchflusszytometrie

3.2.4.1. Bestimmung der intrazelluldren Zytokine

Reagenzien:

) Lagertem-
Bezeichnung peratur
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) ;138 ot()gls

' -10 bis
lonomycin -30°C
Monensin P

-30°C

Hersteller

Sigma Aldrich, St. Gallen, CH

Calbiochem/Millipore, lllinois,
USA

Sigma Aldrich, St. Gallen, CH
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Eigene Herstellung nach Proto-

Fixierpuffer far ICS 2-8 °C koll SOP 4-401
e Eigene Herstellung nach Proto-
Permeabilisierungspufferkonzentrat 2-8 °C koll SOP 4-401

Fétales Kélberserum (FKS), hitzeinaktiviert 2-8 °C PAA, Pasching, Osterreich
Zellzuchtmedium RPMI 1640 mit L-Glutamin und
HEPES, Cat. No: E-15-842

gemischt mit 10% FKS und Penicillin/ Streptomy- 28°C PAA, Pasching, Osterreich
cin
PBS mit 1 % FKS (Waschpuffer) 2-8 °C Biochrom, Tutzing, D

Raumtem-  Eigene Herstellung nach Proto-

Fixierpuffer (PBS mit 1 % Formaldehyd) peratur kol SOP 4-401

Verbrauchsmaterial:

Bezeichnung Hersteller
FACS-Réhrchen Falcon, BD Bioscience
Pipettenspitzen, kristall, gelb, blau Karl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Bezeichnung Hersteller
Blutprobenmischer Karl Hecht

Vortex Genie 2 Heraeus, Ohio, USA
l\l/lar/able Pipette fiir die Bereiche 1—10 ul, 10—100 ul, 100-1000 Eppendorf, Hamburg, D
Dispensierpipette mit Spitzen Eppendorf, Hamburg, D
CO,-Inkubator Heraeus, Ohio, USA
Kihlzentrifuge Rotana 46RS Hettich, Tuttlingen, D
FACS Canto Il BD Biosciences

3.2.4.2. CVID-Panel

. Lagertem-

Bezeichnung peratur Hersteller
IgD FITC BD Pharmingen 5ul
CD21 PE BD Pharmingen 5ul
CD5 Per-Cy5.5 BD Biosciences 10
CD38 PE-Cy7 BD Biosciences 2,5 ul
IgM APC 2-8°C BD Pharmingen 10 pl
CD27 APC-H7 BD Pharmingen 2,5 pl
CD24 Pacific Blue EXBIO Praha 2ul
CD19 AmCyan BD Biosciences 2,5 pl
Antikérper fur gebrauchsfertige Lésung mischen
Maus Normalserum Dako
Ziege Normalserum 5_8°C Dako 10ul
Beide Seren fir gebrauchsfertige Losung mi- 10ul
schen
BD-Lyse Raumtem- gy piocciences

peratur

Raumtem- Eigene Herstellung
PBS (Phosphat-gepufferte Salzl6sung) peratur nach Protokoll SOP

4-401
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Raumtem-

PBS mit 1% Formaldehyd (Fixierpuffer) peratur

Eigene Herstellung
nach Protokoll SOP
4-401

Verbrauchsmaterial:
Bezeichnung
FACS-Réhrchen

Hersteller
Falcon, BD Bioscience

Bezeichnung
Blutprobenmischer

Vortex Genie

Variable Pipette fiir die Bereiche 1—10 ul, 10-100 ul, 100-1000
ul

Dispensierpipette mit Spitzen

Kihlzentrifuge Rotana 46RS

FACS Canto Il

Hersteller
Karl Hecht, Sondheim, D
Heraeus, Ohio, USA

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D
Hettich, Tuttlingen, D

BD Biosciences, San José,
USA

3.2.5. ELISpot-Assay

Reagenzien:

. Lagertem-
Bezeichnung peratur
Fétales Kélberserum (FKS), hitzeinaktiviert 2-8 °C
Zellzuchtmedium RPMI 1640 with L-Glutamin,

HEPES, Cat. No: E-15-842, gemischt mit 10% 2-8 °C
FKS
PBS (Phosphat- gepufferte Salzlésung), steril E:r:r::;trem-
Streptavidin-Alkaline Phosphatase (3310-10) 4°C
) Raumtem-
gefiltertes (0,45um) BCIP/NBT-Substrat peratur
Leaf™ Purified anti-human IL-18 (JK1B-1) 4°C
Biotin anti-human IL-1 8 (JK1B-2) 4°C
Leaf™ Purified anti-human IL-18 (JK1B-1) 4°C
Biotin anti-human IL-1 B (JK1B-2) 4°C
Human CCL5/RANTES Development Module 4°C
Catalog Number: SEL278
ELISpot Blue Color Module 2-8 °C
Tween 20® pure REUEm-
peratur
Sucrose Raumtem-
peratur
Probumin (Bovines Serumalbumin), Code 82-
2-8 °C
045-1
Ethanol absolut Raumtem-
peratur
Porphyromonas gingivalis LPS (Catalog # tlrl- -20°C

pglps)

Hersteller
PAA, Pasching, A

PAA, Pasching, A

Eigene Herstellung nach Proto-
koll SOP 4-401
MABTECH AB, Hamburg, D

Sigma Aldrich, St. Gallen, CH

BioLegend/Biozol, Eching, D
BioLegend/Biozol, Eching, D
BioLegend/Biozol, Eching, D
BioLegend/Biozol, Eching, D
R&D Systems, Minneapolis,
USA

R&D Systems, Minneapolis,
USA

Serva, Heidelberg, D

Sigma Aldrich, St. Gallen, CH
Millipore, lllinois, USA

J. T. Baker, Deventer, NL

Invivo Gen, San Diego, USA
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Lipopolysaccharid (L 2654) -20°C Sigma-Aldrich, St. Gallen, CH
Pneumococcal cell wall polysaccharide mixture 20°C Statens Serum Institute, Kop-
(CWPS multi) (Bestelinr.: 68866) penhagen, DK
CEF Peptide pool -20°C Gen ID GmbH, StraBberg, D

. . Raumtem-  Eigene Herstellung nach Proto-
Steriles destilliertes Wasser peratur kol SOP 4-401

Verbrauchsmaterial:

Bezeichnung Hersteller
26- Wg// Filtration Plate MultiScreen; 0,45 um Hydrophobic High Millipore, Dublin, Irland

rotein
BD™ ELISPOT Plates, Cat. No.: 51-2447KC o eeleEEs, A e
Pipettenspitzen, steril Karl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Gewebekulturschalen Eppendorf, Hamburg, D
Bezeichnung Hersteller

Clean Air Techniek B.V. Woer-

Sterilbank Clean Air .

den, Niederlande
l\l/lar/ab/e Pipette fiir den Bereich 1—10 ul, 10-100 ul, 100-1000 Eppendorf, Hamburg, D
Multichannel-Pipette (100-300 pl) Eppendorf, Hamburg, D
Vortex-Genie 2 Heraeus, Ohio, USA
COs-Inkubator Heraeus, Ohio, USA
ELISpot-Reader AID, StraBberg, D

3.2.6. Mikrobiologische Diagnostik

Die Entnahme des Probenmaterials erfolgte an den 4 Stellen mit den héchsten
Taschentiefen, méglichst aus vier unterschiedlichen Quadranten, mittels steriler
Papierspitzen der Iso-GrdBe 50. Es wurde eine Papierspitze per Situs verwendet.
Die vier Papierspitzen wurden in ein Eppendorf-Gefa mit 1 ml BHI-Boullion ge-
geben. Weiterverarbeitung und Analyse erfolgten unverziglich im Anschluss an
die Probeentnahme im Institut fir Mikrobiologie und Infektionsepidemiologie der
Universitat Leipzig durch Frau Dr. Stingu. Stamme flir die Sequenzierung wurden
bei -80°C eingefroren.

3.2.6.1. Kultur

. Lagertem-
Bezeichnung peratur Hersteller
BHI-Bouillon (als Pulver, It. Packungsbeilage) 2-8 °C Oxoid, Wesel, D

Columbia-Blut-Agar 2-8 C Oxoid, Wesel, D
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Tryptic Soy Bacitracin Vancomycin 2-8 °C Oxoid, Wesel, D
API-Suspensionsmedium Raumtem- BioMérieux, Lyon, F

peratur
Schafsblut, Hemin 2-8 °C Sigma-Aldrich , St. Gallen, CH
Vitamin K 2-8 °C Oxoid, Wesel, D
Gentamycin 2-8 °C Oxoid, Wesel, D
MecFarland-Standard 4 Raumtem- BioMérieux, Lyon, F

peratur

Verbrauchsmaterial:

Bezeichnung

Pipettenspitzen, steril
Drigalski-Spatel

Safe-Lock. Tubes
Gewebekulturschalen

Rapid ID 32A Teststreifen (2-8 <C)
Anldent-Testringe (2-8 C)

Osen

Invisorb® Spin PCRapid Kit

Hersteller

Sarstedt, Nimbrecht, D
TechLab, Waville, F
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
BioMérieux, Lyon, F
Oxoid, Wesel, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Invitek, Berlin, D

Bezeichnung

Variable Pipette fiir den Bereich 10—100 ul

Anaerobier Box

Vortex-Mischer VF2
COs-Inkubator
Mini-API-Reader

Hersteller

Eppendorf, Hamburg, D
WHITLEY MG1000 anaerobic
work station, LAhden-Holte, D
IKA-Labortechnik, Staufen, D
Heraeus, Ohio, USA

BioMérieux, Lyon, F

3.2.6.2. Sequenzierung mit eubakteriellen Primern

Reagenzien:

Bezeichnung

Aqua dest. (DNAse und RNAse frei)

DNeasy® Blood and Tissue Kit

Gene Amp® PCR Buffer Il & MgCl.-Lésung

dNTP’s
10 uM BAK
10 uM PC3mod

Invisorb® Spin PCRapid Kit

Ethanol absolut

Natrium-Acetat

Lagertem-
peratur
Raumtem-
peratur
Raumtem-
peratur
-20°C
-20°C
-20°C
-20°C
Raumtem-
peratur
Raumtem-
peratur
4°C

Hersteller
Quiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Roche, Branchburg, USA
Roche, Branchburg, USA
Biometra, Géttingen, D
Biometra, Géttingen, D

Invitek, Berlin, D

J. T. Baker, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, St. Gallen, CH
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Verbrauchsmaterialien:

Bezeichnung Hersteller
Eppendorf-Tubes Eppendorf, Hamburg, D
Filter tip FT 1000 (E) Greiner, Frickenhausen, D
Polypropylen Einwegréhrchen 50 ml Sarstedt, Nimbrecht, D
Agarose-Gel Oxoid, Wesel, D

cerate: |
Bezeichnung Hersteller
Biofuge fresco Heraeus, Hanau, D
Thermomixer 5437 Eppendorf, Hamburg, D
T-Gradient (PCR-Blog) Biometra, Géttingen, D

3.3. Methoden
3.3.1. Zellbearbeitung

Alle Abschnitte der Zellbearbeitung auBer Zentrifugation und Zellzahlung erfolgten

unter sterilen Bedingungen.
3.3.1.1. Lymphozytenpraparation

Nach der Blutentnahme mittels zwei Vacutainerréhrchen (CPT™ Cell Preparation
Tube) & 9 ml erfolgte die Zentrifugation far 20 Minuten bei 1718 x g, Bremse
9/Anlauf 9 und Raumtemperatur. Der entstandene Lymphozytenring wurde mittels
Serumpipette abgesaugt und in PBS im 50 ml Einwegréhrchen aufgenommen.
AnschlieBend erfolgten das Auffillen des Einwegréhrchens auf 50 ml mit PBS und
erneute Zentrifugation fir zehn Minuten bei 430 x g, Bremse 6/Anlauf 6 und
Raumtemperatur. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in PBS resus-
pendiert. Nach dem Aufflllen des Réhrchens auf 50 ml mit PBS folgte erneut die
Zentrifugation far zehn Minuten bei 430 x g, Bremse 6/Anlauf 6 und Raumtempe-
ratur. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 1500 pl FKS

resuspendiert und in 3 Aliquoten kryokonserviert.
3.3.1.2. Kryokonservierung

Die Kryokonservierung erfolgte in 3 Aliquoten. Nach der Beschriftung der Kryo-
réhrchen mit der patientenspezifischen Identifikationsnummer wurden in den Kryo-
rohrchen auf Eis 100 pl DMSO und 400 pl FKS vorgelegt und jeweils 500 ul der
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Zellsuspension zugegeben. Die Kryoréhrchen wurden unverziglich in einer Nal-
gene-Einfrierbox (Isopropanol-Flllung und bei 2 bis 8 °C im Kihlschrank gelagert)
in einen -80 °C Klhischrank Uberfihrt. Die Umsetzung aus der Nalgene-Box in die
Probenbox im -80 °C Kihlschrank erfolgte am nachsten Tag. Alle Kryoréhrchen
wurden spatestens zwei Wochen nach Kryokonservierung in Stickstoff Gberflhrt.

3.3.1.3. Auftauen der kryokonservierten PBMCs

Zellkulturmedium (RPMI + 10 % FKS) wurde auf 37 °C vorgewarmt und pro aufzu-
tauender Probe wurden 8 ml Medium in einem 15 ml Einwegréhrchen vorgelegt.
Die aus dem Stickstoff entnommenen Kryoréhrchen wurden im Wasserbad bei 37
°C zu 50 % aufgetaut und anschlieBend in die vorbereiteten Einwegrdhrchen
tropfchenweise Uberflhrt; es erfolgte eine Rickpipettierung. AnschlieBend wurde
das Roéhrchen auf 15 ml mit 37 °C warmem Medium aufgefillt und fir zehn Minu-
ten bei 342 x g, Bremse 9/Anlauf 9 und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Zell-
tberstand wurde verworfen, die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert und die Zell-
zahl bestimmt. Dazu wurden 50 pl Zellsuspension enthommen und mit 50 pl
Trypanblau angeférbt, um die Zellen sichtbar zu machen und ihre Vitalitat zu pro-
fen. Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zahlkammer mikroskopisch bestimmt.
Far die Durchfihrung der durchflusszytometrischen Untersuchungen erfolgte kei-
ne exakte Einstellung der Zellzahl, die Mindestkonzentration betrug hier 0,5 x 10°
Zellen/ml, welche bei allen aufgetauten Proben erreicht wurde. Die Proben fir das
ELISpot-Assay wurden nach Auftauen und Zahlen mittels oben genanntem Medi-

um auf die benétigte Zellkonzentration von 3,5 x 10* Zellen/ml eingestellt.
3.3.2. Durchflusszytometrie

In diesem Verfahren zur Zellvermessung wird die Zellsuspension (Probenstrahl)
an einem optischen Messstrahl vorbei geflhrt wird. Der Probenstrahl wird durch
das Anlegen eines Hillstromes so verandert, dass die Zellen einzeln den Mess-
punkt passieren. Durch unterschiedliche Morphologie (Zellgr6Be und -granularitat)
wird das Licht verschieden stark gestreut und gleichzeitig wird durch den Einsatz
fluoreszierender Marker die Untersuchung molekularer Eigenschaften ermdglicht
(Colombo et al. 2008; Sack et al. 2007). Die Durchflusszytometrie dient haupt-
séchlich der Diagnostik und Verlaufskontrolle zellularer Immundefekte (Colombo
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et al. 2008), der Analyse des DNA-Gehaltes in Tumorzellen und der Bestimmung
des Aktivierungsgrades von Immunzellen oder gestérter Zellreifung bei Leukédmien
(Sack et al. 2007).

3.3.2.1. Bestimmung der intrazelluldren Zytokine

Um die Lymphozyten zu stimulieren, werden Kalzium-lonen, Phorbol-12-Myristat-
13-Acetat (10 ng/ml) und lonomycin (1uM) zu der Zellsuspension (Auftauen der
Zellen erfolgte wie oben beschrieben) hinzugegeben mit dem Ziel, die Protein-
kinase C zu aktivieren. Die Hemmung des intrazellularen Proteintransportes wird
mittels Monensin in der Konzentration 2,5 uM durchgefihrt. Die Inkubation erfolgt
far finf Stunden bei 37 °C im CO.-Inkubator, anschlieBend werden die Zellen ge-
waschen und fir 10 Minuten bei 4 °C fixiert. Daran schlieBen sich die Permeabili-
sierung und das Anfarben der Zellen an, wobei Oberflachenantigene zur Identifika-
tion der verschiedenen T-Zellpopulationen (CD3, CD4, CD8) und produzierte Zy-
tokine gleichzeitig angefarbt werden. Versuchsdurchfihrung und Messung mittels
Durchflusszytometrie  erfolgten im  Institut  far  Klinische  Immunolo-
gie/lmmundiagnostik durch Frau Heike Knaack im Rahmen der Routinediagnostik
und gemaB der Standardarbeitsanleitung SOP 4-410 am Facs Canto Il. Unter
Verwendung der Auswertungssoftware Facs Diva wurden die Messergebnisse in
selbstandiger Arbeit ausgewertet.

3.3.2.2. CVID-Panel

Die durchflusszytometrische Untersuchung ist ein Teil der Standarddiagnostik bei
Patienten mit Verdacht auf CVID geworden. Die Phé&notypisierung von B-Zellen
identifiziert Patienten mit schweren Defekten der reifungszentrumsabhangigen B-
Gedachtniszellbildung, frihen Defekten der B-Zelldifferenzierung und mdglichen
entzindlichen Veranderungen (Warnatz & Schlesier 2008). Die Einteilung der pe-
ripheren B-Zellen kann entsprechend der Freiburger Klassifikation nach Warnatz
et al. oder der aktuellen Euro-Klassifikation durchgefihrt werden und erfolgt an-
hand der Identifizierung der Antigenexpression auf Lymphozytensubpopulationen
(Abbildung 5). Die verwendeten Antikérper sind mit unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoffen konjugiert, die so ausgewahlt sind, dass sie nach Anregung Signa-

le aussenden, die im Zytometer getrennt ausgewertet werden kénnen.
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a) Freiburg classification b) Paris classification
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Abbildung 5: B-Zellphdnotyp basierte CVID-Klassifikationen; EuroClass-Klassifikation
(Warnatz & Schlesier 2008)

Die Versuchsdurchfihrung erfolgte gemaB der Standardarbeitsanleitung SOP-4-
441 durch Frau Heike Knaack.

Es werden je 20 ul des Normalserumgemisches in die FACS-Réhrchen mit der
Zellsuspension pipettiert und gut gemischt. AnschlieBend erfolgt fir zehn Minuten
die Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Es werden 39,5 pl des Antikor-
pergemisches in die FACS-Rdhrchen gegeben und erneut gut gemischt. Daran
schlieBt sich wiederum eine 15-mindtige Inkubation unter den oben genannten
Bedingungen an. Nach der Zugabe des Lysepuffers wird erneut fir 10 Minuten
(gleiche Bedingungen) inkubiert und im Anschluss bei 250 x g finf Minuten zentri-
fugiert. Nach vorsichtigem AbgieBen des Uberstandes werden die Zellen in 3 ml
PBS aufgenommen und gemischt. Es schlieBt sich ein weiterer Zentrifugations-
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schritt an (250 x g, finf Minuten), nach dem der Uberstand wieder abgegossen
und die das Zellpellet aufgelockert wird. Im Anschluss an die Fixierung mit 250 pl
Fixierlésung kann die Messung erfolgen, welche innerhalb von 24 Stunden bei
Lagerung der Zellen im Kuhlschrank erfolgen sollte.

Die anschlieBende Messung erfolgte im Facs Canto Il und wurde mit der Software
BD FACS-Diva ausgewertet.

3.3.3. ELISpot-Assay

Das Enzyme-Linked-Immunosorbent-Spot-Assay (ELISpot) stellt eine Mdglichkeit
dar, Zytokinfreisetzung von Immunzellen exakt zu quantifizieren. Die Besonderheit
hierbei ist, dass die Zytokinsezernierung auf Einzelzellniveau dargestellt wird.
Smedman et al. formulierten anhand ihrer Ergebnisse, dass die ELISpot-Technik
unter funktionellen Gesichtspunkten eine sinnvolle Methode zur Untersuchung von
Zellen der angeborenen Immunitat auf Einzelzellniveau darstellen kdnnte (Smed-
man et al. 2009).

Die Erstellung des Protokolls fir Untersuchung der IL-8- und IL-1B-Freisetzung
mittels ELISpot-Assay ist an der Arbeit von Smedman et al. aus dem Jahr 2009
orientiert, in der mittels ELISpot die Zytokinsekretion bei LPS-Stimulation in PMNs
und PBMCs auf Einzelzellniveau untersucht wurde. Die in der hier vorliegenden
Arbeit durchgefihrten Untersuchungen wurden mit E. coli LPS, Porphyromonas
gingivalis LPS, CWPS und CEF-Peptidpool als stimulierende Antigene durchge-
fuhrt.

LPS enthalten groBe, variable Polysaccharid- und Oligosaccharideinheiten sowie
eine relativ stark konservierte Lipidregion (Lipid A), die endotoxisch ist und die bio-
logische Aktivitat des LPS determiniert (Berezow et al. 2009). Verschiedene gram-
negative Pathogene exprimieren unterschiedliche LPS auf ihren Oberflachen und
sind somit in der Lage, unterschiedliche PRR zu aktivieren. LPS von Enteropatho-
genen, wie Escherichia coli, stimuliert TLR-2, wahrend das LPS des Oralpathoge-
nes Porphyromonas gingivalis sowohl TLR-2 als auch TLR-4 aktivieren kann (Dar-
veau et al. 2004). Die hier durchgefihrten Untersuchungen wurden mit hochgerei-
nigtem P. gingivalis LPS und E.coli LPS vorgenommen. Beide Antigene wurden in
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der Arbeitslésung mit einer Konzentration von 200 ng/ml in RPMI-Medium, das mit
10 % FKS angereichert wurde, eingesetzt.

Des Weiteren sollte die Wirkung von Polysacchariden, die in der Zellwand von
Pneumokokken vorkommen (CWPS), auf die Freisetzung von IL-8 und IL-1B un-
tersucht werden. Dabei wurde eine 1:1 Mischung von zwei gereinigten Polysac-
charid-Antigenen, die in allen Pneumokokken-Serotypen vorkommen, verwendet.
Auch dieses Antigen wurde mit einer Konzentration von 200 ng/ml eingesetzt, was
einer Stimulation mit 20 ng CWPS auf 3500 PBMCs entspricht.

Der CEF-Peptidpool besteht aus 23 verschiedenen Peptiden aus Zytomegalovirus
(CMV), Epstein-Barr Virus (EBV) and Influenza Virus (Flu), die gangige Epitope
von CD8+ T-Zellen darstellen und durch elf Klasse | HLA-A and HLA-B Allele pra-
sentiert werden (Currier et al. 2002). Der CEF-Peptidpool hat sich als Positivkon-
trolle bei der Optimierung von ELISpot-Assays zur Untersuchung der IFN-y Pro-
duktion durch Antigen-spezifische menschliche CD8+ T-Zellen bewahrt (Currier et
al. 2002). In den hier durchgefiihrten Untersuchungen wird CEF zur Evaluierung
der Stimulierbarkeit von IL-8 und IL-1B-Freisetzung aus PBMCs durch virale Anti-
gene eingesetzt.

Die Versuchsdurchfihrung des Assays ist im Folgenden dargestellt:

1. Prewetten der Platten mit jeweils 50 pl 35 % Ethanol/well far 2 Minuten und
finfmal Waschen mit 200 ul sterilem destillierten Wasser

2. Capture-Antibodies auf Arbeitskonzentration von 7,5 ug/ml in sterilem PBS
I6sen und 100 ul pro Well zugeben; Inkubation tber Nacht bei 4 °C

3. Coated Wells funfmal mit 200 pl/well sterilem PBS waschen und anschlie-
Bend die Membran blocken mit 200 ul Zellkulturmedium/ well fiir 30 Minuten

4. Es befinden sich je 3500 Zellen in einem Volumen von 200 pl Medium pro
Well einer 96-Well-Platte. Die Zellen werden mit E. coli LPS, Porphyromo-
nas gingivalis LPS und CWPS (Konzentration der Arbeitslésungen von 200
ng/ml) stimuliert. Als Negativkontrolle werden fiir jeden Probanden unstimu-
lierte Zellen mitgefiihrt. Des Weiteren werden Zellen mit CEF (in vorgege-
bener Losung) stimuliert.
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Die bislang erdrterten Arbeitsschritte erfolgten durchweg in steriler Arbeitsweise.

Folgende Schritte kbnnen unsteril durchgefihrt werden.

5.

11.
12.

Die stimulierten Zellen in den 5 %-CO,-inkubator geben und 5 Stunden (IL-
8) bzw. 21 Stunden (IL-1B) bei 37 °C inkubieren.

Zellen dann entfernen, indem fiinfmal mit 200 pl/well sterilem PBS gewa-
schen wird.

Biotinylierte Antikérper in PBS mit 0,5 % FKS auf Konzentration von 1 pg/ml
verdinnen und Zugabe von 100 ul/well

Inkubation Uber Nacht bei 4 °C fir IL-8 bzw. fiir 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur far IL-18

Platten wie oben beschrieben waschen

Streptavidin-ALP, gelést 1:1000 in PBS mit 0,5 % FKS zugeben und 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubieren

erneutes Waschen

Platten entwickeln indem 100 pl/well gefiltertes (0,45 pm) BCIP/NBT-
Substrat zugegeben wird; nach 10 Minuten die Reaktion durch extensives
Waschen mit destilliertem Wasser unterbrechen und die Platten bei Raum-

temperatur trocknen lassen

Plattendesign: Verteilung der Wells auf den Versuchsplatten: pro Proband 10
wells, Doppelbestimmungen, 9 Patienten pro Platte

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF LW CEF
B | LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF LW CEF
C| LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF LPS

D | LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF LPS

E| LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF Pg LPS

F| LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF Pg LPS

G| LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF CWPS

H | LW LW LPS LPS CWPS CWPS Pg LPS Pg LPS CEF CEF CWPS

LW: Leerwert; LPS: E.coli LPS; CWPS: pneumococcal cell wall polysaccharide; Pg LPS: Porphyromonas gingivalis
LPS; CEF: Peptidpool aus Cytomegalovirus, Epstein-Barr Virus und Influenza (Flu)-Virus

Das ELISpot-Assay fir die RANTES-Freisetzung wurde als kommerziell erhaltli-
ches Kit (Human CCL5/RANTES ELISpot Development Module der Firma R&D)
auf BD™ ELISPOT Plates (Catalogue No 51-2447KC) durchgefiihrt. Dabei wur-

den 3500 Zellen/well eingesetzt und fir finf Stunden unter den oben genannten
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Bedingungen und mit denselben Stimulantien inkubiert. Die Farbentwicklung er-
folgte mit dem empfohlenen ELISpot Blue Color Module (Catalog Number
SEL002).

Die Visualisierung und Zahlung der Spots wurde mit dem AID-Spot-Reader auto-

matisiert durchgefihrt.

3.3.4. Mikrobiologische Diagnostik
3.3.4.1. Kultur

Die gepoolte Probe wurde 30 Sekunden gevortext und anschlieBend eine zehnfa-
che Verdiinnungsreihe bis 10 in Thioglycolat-Lésung hergestellt. Von jeder Ver-
dinnung wurden 100 pl auf Columbia-Blut-Agar (5 % Schafsblut, Hemin (5 pg/l)
und Vitamin K1 (1 pg/l) zugesetzt) mit und ohne Gentamycin (100 mg) ausgestri-
chen. AuBerdem wurden Teilproben auf TSBV-Platten (nur Verdiinnungen 10™" bis
10%) gegeben, um selektiv A. actinomycetemcomitans zu isolieren und zu zéhlen.

Das Ausstreichen erfolgte mittels Drigalski-Spatel.

AnschlieBend wurden die Columbia-Platten 7 Tage unter anaeroben Bedingungen
und die TSBV-Platten 3 Tage in 10 % CO.-Atmosphare bebriitet.

Zur Isolierung wurden fir jede Kolonie-Art eine Columbia-Platte und eine viertel
Kochblut-Agar-Platte als CO.-Kontrolle eingesetzt. Diese wurden vier Tage bebri-
tet. Fakultativ anaerobe Stamme wurden nicht weiter bearbeitet. Die verbleiben-
den anaeroben Stdmme wurden anhand von Gram-Farbung, Koloniemorphologie,
Katalase-Produktion, An-ldent-Testblattchen und Biochemischen Tests (Rapid ID
32A System) identifiziert.

Die Identifizierung von A. actinomycetemcomitans erfolgte anhand der typischen
Kolonieformatierung (sternférmige innere Struktur) und der Produktion von Katala-

Se.

Stdmme, die durch den IDA32A-Teststreifen nicht auswertbar waren, wurden bei

-80 °C eingefroren.
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3.3.4.2. Sequenzierung mit eubakteriellen Primern

Eingefrorene Stdmme wurden durch sequenzielle Analyse der 16S ribosomalen-
DNA-Gene identifiziert. Diese Methode macht auch die Detektion von Bakterien
maoglich, die bislang nicht kultivierbar sind (Paster & Dewhirst 2009). Alle bekann-
ten Taxa und Phyla sind durch die ,Humane Oral Microbiome Database® (HOMD)
frei zuganglich recherchierbar (www.homd.org) (Dewhirst et al. 2010).

Nach dem Auftauen der eingefrorenen Bakterienstdmme fur die Durchfiihrung der
Sequenzierung werden mittels "DNeasy® Blood and Tissue Kit" laut der vom Her-
steller vorgegebenen Arbeitsanweisung die Templates hergestellt. Zu 2 ul Templa-
te werden 48 ul Mastermix (bestehend aus 36,75 ul Aqua dest, 5,0 ul Puffer, 3,0 pl
MgCl,, 1,0 ul dNTPs, 1,0 ul BAK, 1,0 ul PC3mod und 0,25 pl Tag-Polymerase)
zugegeben und bei Programm 9 des T-Gradient (PCR-Blog) der DNA-
Amplifikation unterzogen. 10 pl des entstandenen PCR-Produktes werden auf ein
Agarose-Gel aufgetragen, um den Erfolg der PCR zu evaluieren. Bei Erkennung
charakteristischer Banden wird das PCR-Produkt entsprechend der Arbeitsanlei-
tung des verwendeten Invisorb® Spin PCRapid Kits gereinigt. Der sich anschlie-
Bende Sequenzierungsschritt erfordert die Herstellung eines Mastermix aus 8,0 pl
Aqua dest, 4,0 pl markierter dNTPs (aus dem IZKF bezogen) und 1,0 ul BAK als
Primer. Diesem werden 4,0 ul DNA zugesetzt. AnschlieBend erfolgt die Sequen-
zierung bei Programm 3 im Thermocycler. Das Sequenase-Produkt wird nach fol-

gendem Protokoll ausgeféllt und getrocknet:

Zugabe von 2 pl Natrium-Acetat und 60 pl 96 %-igem Ethanol, anschlieBend 15

Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, Zentrifugation fr 15 Minuten mit 1371 x

g.
Abpipettieren des 96 %-igen Ethanols, Zugabe von 100 ul 70 %-igem Ethanol, 15
Minuten Zentrifugation bei 1371 x g.

Abnahme des Ethanols und trocknen lassen bei Raumtemperatur.

Nach vollstandiger Trocknung wurde das Sequenase-Produkt zur weiteren Aus-
wertung dem Interdisziplinaren Zentrum fir Klinische Forschung der Medizini-

schen Fakultat Leipzig (IZKF) Ubergeben. Anhand der dort ermittelten Nukleo-
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tidsequenzen wurde unter Verwendung der frei zuganglichen und taglich aktuali-
sierten BLAST-Database (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) eine Identifikation
der sequenzierten Spezies durch Kalkulation der statistischen Signifikanz von

Ubereinstimmungen der Nukleotidsequenzen vorgenommen.
3.4. Auswertung und Statistik

Grafische Darstellung der Ergebnisse sowie statistische Auswertungen wurden mit
dem Statistikprogramm SPSS Statistics 14.0 (SPSS Inc.) vorgenommen.

Die statistische Auswertung erfolgte durch deskriptive Statistik der klinischen so-
wie der durchflusszytometrisch erhobenen immunologischen Daten. Die Auswer-
tung der im ELISpot ermittelten Ergebnisse erfolgte unter Verwendung des
Kruskal-Wallis-Tests. Hierbei wurde auf Unterschiede in der Stimulierbarkeit der
PBMCs der Patientengruppen bezlglich ihrer IL-1B- und IL-8-Produktion bei Sti-
mulation mit verschiedenen Antigenen untersucht. Dazu wurde der jeweilige Sti-
mulationsindex als Quotient aus der Spotanzahl bei Stimulation mit dem entspre-
chenden Antigen und der Spotanzahl ohne Stimulation (Leerwert) gebildet. Das
Signifikanzniveau wurde entsprechend der Bonferroni-Korrektur mit p < 0,008

festgelegt.

Die Analysen der mikrobiologischen Daten wurden mittels Chi-Square-Test (oder
Fischer-Test) und Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Nach Bonferroni-Korrektur

wurde p < 0,001 als statistisch signifikant angesehen.

Zusammenhénge zwischen mikrobiologischen und immunologischen Befunden
wurden rein explorativ untersucht. Hierbei kamen der Mann-Whitney-U-Test sowie
der Kruskal-Wallis-Test zur Anwendung. Zusammenhéange mit p < 0,05 werden in

der Ergebnisdarstellung aufgefuhrt.
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4. Ergebnisse
4.1. Deskriptive Statistik der klinischen Charakteristika

Anhand klinischer Kriterien konnten von insgesamt 45 untersuchten Individuen 14
gesunde Probanden und 26 Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Von
diesen wurden 15 Patienten der Gruppe mit aggressiver Parodontitis zugeordnet,
bei 11 Patienten lag eine moderate chronische Parodontitis vor. Die Daten der
deskriptiven Beschreibung sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Neben Mittelwer-
ten + Standardabweichung sind flr die Gruppen im Einzelnen auch Minimum, Ma-

ximum sowie Median aufgeflhrt.

Die Patientenkohorten unterscheiden sich beziglich des Alters entsprechend der
Einschlusskriterien. Die gesunde Vergleichsgruppe weist mit 25 Jahren im Median
das niedrigste Alter auf, gefolgt von 31 Jahren bei Patienten mit aggressiver und
46 Jahren bei Patienten mit moderater chronischer Parodontitis. Dies ist keine

Normalverteilung.

Bei den gesunden Probanden liegt ein im Median niedriger APl mit 12,5 % vor,
was auf eine gute Mundhygiene hindeutet; die Probanden zeigen entsprechend
den Einschlusskriterien keine klinischen Anzeichen parodontaler Destruktion. Es
handelt sich bei den gesunden Individuen hauptsachlich um Studierende der

Zahn- und Humanmedizin.

Die Patienten mit aggressiver Parodontitis weisen gute Mundhygiene auf, ausge-
wiesen durch den im Median mit 25 % bestimmten API. Sie zeigen die schwersten
klinischen Symptome mit klinischen Attachmentverlusten von 3,42 mm im Median,
Sondierungstiefen von 3,10 mm im Median und erhdhter Blutung auf Sondierung
von 24,60 % im Median, beziehungsweise 30,12 % im Mittel. Der maximale klini-
sche Attachmentverlust liegt im Median bei 9,00 mm und ist als stark fortgeschrit-

ten zu bewerten.

Die Patientengruppe mit moderater chronischer Parodontitis weist im Vergleich
der Gruppen die schlechteste Mundhygiene bei einem API von 36 % und das
hdchste Alter mit 46 Jahren (jeweils der Median) auf. Der klinische Attachmentver-
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lust liegt bei 2,24 mm, die Sondierungstiefe betragt 2,53 mm und der BOP-Wert
17,46 % (jeweils im Median).

Maximaler rontgenologisch erkennbarer Knochenverlust wurde bei Patienten mit
aggressiver Parodontitis im Median mit 70 % und bei Patienten mit moderater
chronischer Parodontitis mit 15 % bestimmt. Bei gesunden Probanden mussten
nicht zwingend Réntgenaufnahmen vorliegen, da durch Sechspunktmessung an

allen Zahnen ein verlasslicher klinischer Ausschluss von Knochenverlust vorge-

nommen werden kann (Gonzales et al. 2007).

Tabelle 2: Klinische Charakteristika der Studienteilnehmer

agP Patienten

cP Patienten

Ktr.-Probanden

n=15 n=11 n=14
8w,7m S5w,6m 1w,3m
Alter [Jahre] Xtg 32,171 45,2 £ 8,0 249116
X 31,0 46,0 25,0
Min — Max 20 — 47 33-57 22 -27
API [%] X+¢ 30,7 £15,2 35,6 +16,4 12,1+55
X 25,0 36,0 12,5
Min — Max 11— 74 14 — 61 4-18
BOP [%] X+¢ 30,12 + 20,07 24,84 + 14,36 13,63 + 8,85
X 24,60 17,46 16,97
Min — Max 8,33 — 64,20 8,33 - 52,17 0,00 — 29,76
CAL (Mittelwert) X+¢ 3,39 + 1,00 2,23 + 0,81 0,42 + 0,36
[mm] X 3,42 2,24 0,30
Min — Max 2,07 — 5,49 1,10-3,32 0,03 —1,06
CAL (max) [mm] X+¢ 8,67 £2,19 455 +1,13 1,57 £ 0,85
% 9,00 4,00 1,00
Min — Max 5,00 — 12,00 3,00 — 6,00 1,00 — 3,00
TT (Mittelwert) X+¢ 3,25 + 0,96 2,66 £ 0,72 2,03 £0,25
[mm] X 3,10 2,53 2,08
Min — Max 2,27 — 5,58 1,17 -4,10 1,35 -2,40
TT (max) [mm] Xtg 7,732,774 5,27 £ 1,42 3,64 + 0,63
% 7,00 5,00 4,00
Min — Max 4,00 — 13,00 4,00 — 8,00 2,00 — 4,00
Max réntgen. Kno- X +¢ 66,67 + 9,76 13,18 + 4,62 0,00 + 0,00
chenverlust [%] X 70,00 15,00 0,00
Min — Max 40,00 — 80,00 5,00 — 20,00 0,00 — 0,00

agP: an aggressiver Parodontitis erkrankte Patienten; cP: an moderater chronischer Paro-
dontitis erkrankte Patienten; Ktr.-Probanden: Kontroll-Probanden; m: ménnlich; w: weib-
lich; n: StichprobengréBe; API: approximaler Plaqueindex; TT: Taschentiefe; CAL: klini-
sches Attachmentlevel; max: maximal; mean: durchschnittlich; BOP: Sondierungsblutung
aus der Tasche; X * g: Mittelwert + Standardabweichung; Max réntgen. Knochenverlust:
maximaler réntgenologisch sichtbarer Knochenverlust
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4.2. Immunologische Befunde in Bezug zur klinischen Zuordnung
4.2.1. Intrazelluldare Zytokinproduktion in PBMCs (IL-4, IL-17, IFN-y)

In Abbildung 6 wird durch drei gruppierte Boxplots die Produktion von IL-17, IL-4
und IFN-y durch PBMCs fir die drei untersuchten Gruppen dargestellt. Erkennbar
ist, dass keine Unterschiede im Anteil der IL-17-produzierenden T-Helferzellen,
der im Median 0,43% (gesund), 0,42 (cP) und 0,41 (agP) betragt, zwischen den

drei Probandengruppen bestehen.

25,00

20,00
1 Gruppe

gesund

agP

cP

15,00

10,00

5,00

% zytokinproduzierender CD4+ T- Zellen
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IL-17 IL-4 IFN-v
Zytokinproduktion

Abbildung 6: Bestimmung der intrazelluldren Zytokinproduktion mittels Durchflusszyto-
metrie bei Stimulation CD4-positiver T-Zellen (Th-Zellen) mit PMA (10 ng/ml)

Die Betrachtung der Boxplots, welche die IL-4-produzierenden Zellen reprasentie-
ren (Abbildung 6), einem hauptséchlich von Th2-Zellen freigesetzten Zytokin, l1&sst
vermuten, dass der Anteil IL-4-produzierender T-Helferzellen bei Patienten mit
moderater chronischer Parodontitis héher ist (1,00 % im Median) als in der gesun-
den Kontrollgruppe (0,67 % im Median) und der Gruppe mit aggressiver Parodon-
titis (0,58 % im Median). Die Werte in der Patientengruppe mit aggressiver Paro-
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dontitis zeigen, verglichen mit den anderen Gruppen, die starkste Streuung mit
einem Minimum von 0,14 % und einem Maximum von 2,87 %. In keiner der Grup-
pen fallt ein unphysiologisch hoher Anteil IL-4-produzierender T-Zellen auf. Es lie-
gen somit keine relevanten Unterschiede zwischen den Gruppen beziglich der IL-
4-Produktion ihrer T-Helferzellen vor.

Auch beziiglich der IFN-y-Produktion zeigen Patienten aus der Gruppe mit mode-
rater chronischer Parodontitis die im Median héchsten Prozentwerte der IFN-y-
produzierenden T-Helferzellen mit 10,29 %. Die Medianwerte der Gruppe mit ag-
gressiver Parodontitis (7,74 %) und der gesunden Kontrollen (7,55 %) sind anna-
hernd gleich groB. Der Anteil IFN-y-produzierender T-Helfer-Zellen ist insgesamt,
also in allen Gruppen, héher als der mit IL-17- und IL-4-Produktion. Es produzie-
ren also durchschnittlich mehr T-Helferzellen IFN-y als IL-4 und IL-17 bei Stimula-
tion mit PMA (10 ng/ml).
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Abbildung 7: Darstellung des Verhéltnisses von Thi- zu Th2-Zellen, errechnet aus dem
Quotienten der IFN-y produzierenden und IL-4 produzierenden CD4-positiven Zellen; intra-
zellulédre Zytokine wurden, wie oben beschrieben, durchflusszytometrisch bestimmt

Der IFN-y-produzierende T-Helferzell-Anteil reprasentiert die Th1-Zellen, wahrend
IL-4 ein typischerweise von Th2-Zellen produziertes Zytokin darstellt. Durch Bil-
dung des AQuotienten aus IFN-y-produzierenden T-Helferzellen und IL-4-
produzierenden T-Helferzellen kann das Th1-Th2-Zell-Verhéltnis bestimmt wer-
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den. Das Verhaltnis zwischen Th1- und Th2-Zellen wird in Abbildung 7 veran-
schaulicht: Im peripheren Blut wurden nur minimale Unterschiede des Th1/Th2-
Zellverhaltnisses zwischen Patienten mit aggressiver und moderater chronischer
Parodontitis sowie gesunden Kontrollen nachgewiesen. In der Gruppe mit aggres-
siver Parodontitis liegt der Median mit 8,59 leicht unter dem der anderen beiden
Gruppen, die untereinander mit 11,83 (cP) und 10,93 (gesund) keinen deutlichen
Unterschied zeigen. Dieser Zusammenhang spricht flr eine leicht herabgesetzte
Th1-Antwort bei aggressiver Parodontitis.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im Zytokinprofil peripherer Leu-
kozyten bei der Stimulierung mit PMA keine relevanten Unterschiede zwischen
den untersuchten Gruppen vorliegen.

4.2.2. CVID-Panel

Abbildung A-1 (im Anhang I) stellt den Anteil der B-Lymphozyten an der Gesamt-
anzahl der Lymphozyten firr die unterschiedlichen Gruppen dar. Es wird deutlich,
dass die Mediane des Anteils der B-Zellen an der Gesamt-Lymphozytenzahl im
Bereich zwischen 8,76 % (gesund) und 11,31 % (cP) und somit innerhalb des Re-
ferenzbereiches nach Warnatz et al. liegen, welcher mit 4,7 % bis 15 % angege-
ben ist (Sack et al. 2007). In unseren Untersuchungen stellten mindestens 5,81%
(bei einem Patient mit aggressiver Parodontitis) und maximal 21,67 % (Patient mit
moderater chronischer Parodontitis) der Lymphozyten CD19-positive B-Zellen dar.
Da die in der Literatur dargestellten Grenzwerte variieren, ist auch ein B-
Lymphozyten-Anteil von 5,81 % als klinisch unaufféllig einzustufen — Warnatz et
al. gaben die untere Grenze des Referenzbereiches mit 4,9 % an (Warnatz &
Schlesier 2008). Zusammenfassend kdnnen beziiglich des B-Lymphozytenanteils
keine Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Auch der Anteil an naiven und transitionalen B-Zellen unterscheidet sich nicht zwi-
schen den Gruppen, wie grafisch in Abbildung A-2 veranschaulicht. Die gemesse-
nen Werte liegen bei der Betrachtung aller Gruppen im Median mit 5,46 % etwas
unter dem von Warnatz et al. angegebenen Normwert von 7,7 — 36,0 % (Sack et
al. 2007). Das Minimum von nur 0,769 % bei Patienten mit moderater chronischer
Parodontitis ist deutlich niedriger als die untere Grenze des Referenzbereiches.



Ergebnisse 54

Da der niedrigste Wert bei gesunden Probanden mit 1,61 % und bei Patienten mit
aggressiver Parodontitis mit 2,51 % den Referenzbereich ebenfalls deutlich unter-
schreitet, scheint es sich um eine verfahrensbedingte Erscheinung zu handeln.
Das Maximum des Anteils naiver und transitionaler B-Zellen wurde in der Gruppe
der Patienten mit aggressiver Parodontitis mit 12,65 % erreicht.

Bei der Auswertung der Ergebnisse fir die klassengewechselten B-
Gedachtniszellen konnte ein im Median fur alle Gruppen mit 10,46 % bestimmter
Anteil an der gesamten B-Zellpopulation festgestellt werden, der innerhalb des von
6,5% bis 29,1 % angegebenen Referenzbereiches (Warnatz & Schlesier 2008)
liegt. Im Gruppenvergleich liegt der h6chste Medianwert mit 13,08 %, wie auch der
fur alle Gruppen ermittelte Maximalwert (36,65 %) in der Gruppe mit moderater
chronischer Parodontitis vor. Die Medianwerte der anderen Gruppen liegen mit
8,75 % (agP) und 10,44 % (gesund) im physiologischen Bereich. Im Minimum liegt
der Anteil klassengewechselter B-Zellen bei 4,78 % in der Gruppe mit aggressiver
Parodontitis und 5,10 % in der gesunden Kontrollgruppe. Abbildung A-3 (Anhang
[) stellt den Anteil der klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen (,switched me-
mory B-Zellen“) an der Gesamtpopulation der B-Zellen in den verschiedenen
Gruppen dar. Erkennbar ist, dass keine groBen Unterschiede bezliglich des An-
teils der klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen zwischen den Gruppen vorlie-
gen; die Daten lassen einen im Gruppenvergleich leicht erhdhten Anteil dieser B-

Zellpopulation bei Patienten mit moderater chronischer Parodontitis erkennen.

Eine weitere B-Zellpopulation, auf die hier eingegangen werden soll, stellen die
Gedachtnis-B-Zellen (,memory-B-Zellen“) dar, die keinen Klassenwechsel vollzo-
gen haben. In Abbildung 8 sind die erhobenen Daten grafisch dargestellt und las-
sen erkennen, dass die Gruppe mit moderater chronischer Parodontitis den im
Gruppenvergleich hdochsten Anteil dieser B-Zellen an der Gesamt-B-Zellzahl be-
sitzt. Dies bestatigen auch die Medianwerte mit 33,03 % (cP) versus 19,39 % (ge-
sunde Kitr.) und 15,06 % (agP), die alle innerhalb des Referenzbereiches liegen,
der mit 7,8 % bis 36 % angegeben ist (Sack et al. 2007). Der Gesamtmedian Uber
alle Gruppen liegt bei 19,39 % und lasst vermuten, dass statistische Signifikanz fir

einen erhdhten Anteil von B-Gedachtniszellen bei Patienten mit chronischer Paro-
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dontitis vorliegen kdnnte. Diese Zusammenhange werden in der vorliegenden Ar-
beit rein explorativ untersucht.
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Abbildung 8: Anteil der Gedachtnis-B-Zellen (CD19+CD27+IgM+) an den B-Zellen

Die Minimalwerte fur den Anteil der Gedachtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel
liegen mit 7,64 % (gesunde Kir.), 6,44 % (agP) und 7,81 % (cP) an der unteren
Grenze des Referenzbereiches, respektive flr Patienten mit aggressiver Parodon-
titis und gesunde Probanden leicht unterhalb des Normbereiches. Diese Abwei-
chungen sind als klinisch unauffallig anzusehen und werden auf methodische Ur-

sachen zurtckgefluhrt.
4.2.3. ELISpot-Assay

Bei der Betrachtung der Daten, die durch ELISpot-Assays erhoben wurden, wird
auf die Stimulationsindizes Bezug genommen. Diese berechnen sich durch Bil-
dung des Quotienten aus spezifischer Stimulation und unspezifischer Stimulation.
Die unspezifische Stimulation ist als Zytokinproduktion der Zellen ohne Stimulation
durch Antigen, also als Leerwert, zu verstehen. Der Stimulationsindex beschreibt
somit die Stimulierbarkeit der PBMCs durch das jeweilige Antigen.

Bei der Auswertung der Ergebnisse der ELISpot Assays flir die IL-1B-Produktion
durch PBMCs wurde festgestellt, dass entgegen der Ausgangshypothese, ,die

Stimulierbarkeit der Zellen von Patienten mit aggressiver Parodontitis unterschei-
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de sich von der gesunder Probanden®, die Stimulationsindizes im Vergleich dieser
beiden Gruppen annahernd gleich sind. Dies ist grafisch in den Abbildungen 9 und
10 dargestellt. Die LPS-Stimulierbarkeit der PBMCs bezliglich ihrer IL-13-
Produktion ist bei Patienten mit moderater chronischer Parodontitis hingegen sig-
nifikant héher als die der anderen beiden Gruppen (p = 0,002).
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Abbildungen 9 und 10: Darstellung des Sl fiir IL-1B bei Stimulation mit E. coli LPS (Abbil-
dung 9) und P.g. LPS (Abbildung 10): feststellbarer Unterschied des Sekretionsverhaltens
der PBMCs beziiglich der IL-1B-Freisetzung bei Stimulation mit LPS (sowohl E.coli LPS als
auch P.g. LPS) zwischen den Gruppen

Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, konnten flr die Freisetzung von IL-1B bei Stimulati-
on mit CEF, das einem viralen Peptidpool entspricht, keine Unterschiede zwischen
den Gruppen festgestellt werden. Des Weiteren ist die durch CEF induzierte IL-1p-
Ausschuttung, verglichen mit der Ruhesekretion (entspricht dem Wert 1), im Medi-
an kaum verandert, wie aus den Stimulationsindizes von 1,36 bei gesunden Pro-
banden und 1,20/1,00 fUr Patienten mit aggressiver und moderater chronischer
Parodontitis hervorgeht. Die Stimulierbarkeit der IL-1B-Sekretion durch virale Anti-
gene ist demnach bei 20-stlindiger Inkubation laut der durchgefihrten Untersu-

chungen in allen Gruppen als gering einzuschéatzen.

Nach flnfstindiger Inkubation mit den unter 3.3.3. erlauterten Antigenen konnte
bei Stimulation mit E. coli LPS in der Gruppe der Patienten mit moderater chroni-
scher Parodontitis der h6chste Stimulationsindex mit 2,86 fir die IL-8-Freisetzung

erhoben werden. Patienten mit aggressiver Parodontitis zeigten den niedrigsten
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Stimulationsindex fiir die IL-8-Freisetzung mit 1,58. Diese Zusammenhéange sind
mit p = 0,099 als statistisch nicht signifikant anzusehen. Eine ahnliche Beobach-
tung konnte bei der Stimulierung mit P.g. LPS gemacht werden (Abbildung 11), bei
der wiederum PBMCs von Patienten mit moderater chronischer Parodontitis den
starksten Anstieg der IL-8-Sekretion zeigten (Sl = 2,64), wahrend Leukozyten ge-
sunder Probanden und von Patienten mit aggressiver Parodontitis ein annédhernd
gleiches Sekretionsverhalten mit den Stimulationsindizes 1,51 und 1,59 zeigten.
Auch diese Ergebnisse sind mit p = 0,094 nicht signifikant.

Tabelle 3: Stimulationsindizes und Rangverteilung nach Kruskal-Wallis

X Xtg
Gesund AgP cP Gesund AgP cP
n=14 n=15 n=11 n=14 n=15 n=11
SIIL-1B E coli LPS 3,23 2,51 11,00 415+212 3,22+2,03 12,69+9,49
Mittlerer Rang 19,54 14,03 30,55
SIIL-1B8 P.g. LPS 2,54 2,13 12,08 3,17+£1,86 2,72+1,73 11,70%8,63
Mittlerer Rang 18,04 15,10 31,00
SIIL-18 CEF 1,36 1,20 1,00 1,26 £0,57 1,48+0,90 2,69+2,98
Mittlerer Rang 19,29 20,97 21,41
SI'IL-8 E coli LPS 2,01 1,58 2,86 272+284 1,83+0,96 8,36+15,74
Mittlerer Rang 19,89 16,63 26,55
SIIL-8 P.g. LPS 1,51 1,59 2,64 2,78+282 1,72+2,03 6,53+10,41
Mittlerer Rang 19,00 17,20 26,91
SIIL-8 CEF 1,12 1,07 1,40 1,26 £0,53 1,20+0,37 1,85+1,33
Mittlerer Rang 18,32 18,77 25,64

statistisch signifikante Werte hervorgehoben

agP: an aggressiver Parodontitis erkrankte Patienten; cP: an moderater chronischer Paro-
dontitis erkrankte Patienten; Sl: Stimulationsindex (Quotient aus unspezifischer Zytokin-
sekretion und stimulierter Zytokinfreisetzung); x: Median; X + g: Mittelwert + Standardab-
weichung; n: Stichprobenanzahl

Die Stimulation mit CEF-Peptidpool fihrte zu keiner wesentlich erhéhten IL-8-
Freisetzung der PBMCs. Die Stimulationsindizes in der Gruppe der gesunden
Probanden und der an aggressiver Parodontitis erkrankten Patienten entsprechen
mit im Median 1,12 und 1,07 annahernd der Ruhesekretion; bei den an moderater

chronischer Parodontitis erkrankten Patienten liegt der Stimulationsindex mit 1,40
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im Median etwas héher als bei den anderen beiden Gruppen. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind als statistisch nicht signifikant anzusehen (p = 0,230).
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Abbildung 11: Stimulierbarkeit IL-8-Freisetzung der PBMCs durch P.g. LPS

Die Untersuchung der RANTES-Sekretion mit Hilfe des ELISPOT-Assays flhrte
bei vielen Probanden zu nicht auswertbaren Spot-Formationen. Aus diesem Grund

wird auf die grafische Darstellung der Ergebnisse verzichtet.
4.3. Mikrobiologische Befunde in Bezug zur klinischen Zuordnung

Nicht bei allen in die Studie eingeschlossenen Individuen wurde die mikrobiologi-
sche Diagnostik durchgeflhrt, da bei einem gesunden Probanden und vier Patien-
ten mit aggressiver Parodontitis kein Probenmaterial an das Institut fr Mikrobiolo-

gie und Infektionsepidemiologie geschickt werden konnte.

Bei den 36 mikrobiologisch untersuchten Individuen konnten insgesamt 236 anae-
robe Isolierungen identifiziert werden, davon 186 bei Patienten und 50 bei gesun-
den Probanden. 51 verschiedene anaerobe Spezies wurden isoliert, durchschnitt-

lich 8,1 Spezies pro Patient und 3,8 Spezies je gesunder Proband.
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Unterschiede der Pravalenz konnten fur den Nachweis von Prevotella denticola
bei aggressiver Parodontitis (p = 0,00098) und hohen Werten fur CAL (p =

0,00100) nachgewiesen werden.

Der Vergleich zwischen Parodontitis-Patienten und gesunden Probanden zeigte
einen tendenziellen Zusammenhang zwischen moderater chronischer Parodontitis
und dem Nachweis von Porphyromonas gingivalis (p = 0,082), Prevotella interme-
dia (p = 0,047) und Prevotella oralis (p = 0,023) sowie aggressiver Parodontitis mit
Parvimonas micra (p = 0,015), Prevotella oralis (p = 0,011) und Anaerococcus
prevotii (p = 0,039). Fur Parvimonas micra konnte des Weiteren ein Zusammen-
hang mit hohen Taschentiefen (p = 0,005) und klinischem Befestigungsverlust (p =
0,012) festgestellt werden, ebenso flir Prevotella oralis (TT: p = 0,035; CAL: p =
0,023). Anaerococcus prevotii ist mit erhéhtem klinischen Attachmentlevel assozi-
ierbar (p = 0,007).

Beim Vergleich zwischen Patienten mit aggressiver Parodontitis und moderater
chronischer Parodontitis konnte die Pradominanz von P. gingivalis (p = 0,093) bei
moderater chronischer Parodontitis und A. prevotii (p = 0,093) bei aggressiver Pa-

rodontitis nachgewiesen werden.

Far Porphyromonas gingivalis fiel erhdhte Pravalenz bei h6herem Alter (p = 0,006)
und API (p = 0,015) sowie tieferen Taschen (p = 0,023) auf.

Nach Bonferroni-Korrektur wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit der statistischen
Auswertung mit a = 0,001 festgesetzt. Die Nullhypothese wurde verworfen und
das Ergebnis als statistisch signifikant betrachtet, wenn dieser Wert unterschritten
wurde (p < 0,001). Die Ergebnisse weisen demnach auf eine signifikant erhdhte
Pravalenz von Prevotella denticola bei Patienten mit aggressiver Parodontitis und
erhdhten Taschentiefen hin. Alle anderen Ergebnisse sind als statistisch nicht sig-

nifikant anzusehen.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans war bei keinem der hier untersuchten

Individuen nachweisbar.

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht (iber die isolierten Bakterienspezies und ihr Vor-
kommen in den drei verschiedenen Gruppen. Des Weiteren sind in der Anlage |l
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quantitative Keimzahlen der nachgewiesenen Spezies flir Patientengruppen und
gesunde Kontrollgruppe aufgefihrt. Zusammenfassend kann bemerkt werden,
dass die quantitative Menge der nachgewiesenen Bakterienspezies bei den ge-
sunden Probanden am geringsten war. Die Ausnahme stellt das Bakterium Acti-
nomyces israelii dar, welches bei gesunden Individuen in héherer Menge nachge-
wiesen wurde als in den Gruppen mit moderater chronischer und aggressiver Pa-
rodontitis. Typische parodontopathogene Keime wie P. intermedia und F. nuclea-
tum konnten auch bei gesunden Probanden nachgewiesen werden, dort aber in

wesentlich geringerer quantitativer Menge als in den Patientengruppen.

Tabelle 4: Kultivierte Spezies in den Probandengruppen

Kolonisierte Kir.- Kolonisierte agP- Kolonisierte cP-
Probanden (nges=13) Patienten (nges=12) Patienten (Nges=11)

Bakterienspezies n % n % n %
Actinomyces israelii 2 15,38 1 8,33 1 9,09
Actinomyces meyeri 4 30,78 5 47,92 2 18,18
Actinomyces odontolyticus 1 7,69 1 8,33 1 9,09
Actinomyces naeslundii 0 0,00 1 8,33 0 0,00
Actinomyces viscosus 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Actinomyces prevotii 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Eggerthella lenta 3 23,08 2 16,67 1 9,09
Veillonella species 5 38,46 7 58,33 2 18,18
Capnocytophaga spp. 6 46,15 2 16,67 3 27,27
Fusobacterium nucleatum 5 38,46 7 58,33 8 72,73
Fusobacterium varium 0 0,00 1 8,33 1 9,09
Fusobacterium necrogenes 1 7,69 3 25,00 1 9,09
Fusobacterium necrophorum 1 7,69 1 8,33 0 0,00
Prevotella intermedia 5 38,46 9 75,00 9 81,82
Prevotella loeschii 3 23,08 5 47,92 4 36,36
Prevotella buccae 3 23,08 3 25,00 6 54,55
Prevotella bivia 1 7,69 0 0,00 0 0,00
Prevotella oralis 1 7,69 7 58,33 6 54,55
Prevotella melaninogenica 2 15,38 2 16,67 0 0,00
Prevotella denticola 0 0,00 7 58,33 1 9,09
Prevotella disiens 0 0,00 0 0,00 2 18,18
Prevotella buccalis 0 0,00 1 8,33 1 9,09
Prevotella tannerae 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Prevotella nigrescens 1 7,69 0 0,00 0 0,00
Gemella morbillorum 2 15,38 2 16,67 5 45,45
Micromonas micros 0 0,00 5 47,92 2 18,18
Propionibacterium acnes 1 7,69 1 8,33 1 9,09
Propionibacterium propioni- 0 0,00 1 8,33 0 0,00
cus
Anaerococcus prevotii 0 0,00 4 33,33 0 0,00
Peptostreptococcus anaero- 0 0,00 2 16,67 1 9,09
bicus
Bacteroides merdae 0 0,00 1 8,33 1 9,09
Bacteroides ureolyticus 1 7,69 3 25,00 3 27,27
Eubacterium limosum 0 0,00 2 16,67 0 0,00
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Eubacterium yurii 0 0,00 1 8,33 0 0,00
Eubacterium brachy 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Campylobacter rectus 0 0,00 2 16,67 0 0,00
Finegoldia magna 0 0,00 0 0,00 2 18,18
Selenomonas spp. 0 0,00 3 25,00 2 18,18
Porphyromonas gingivalis 0 0,00 0 0,00 3 27,27
Porphyromonas asaccharo- 0 0,00 0 0,00 2 18,18
lytica

Porphyromonas endodon- 0 0,00 0 0,00 1 9,09
talis

Clostridium clostridioforme 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Clostridium fallax 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Clostridium tyrobutyricum 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Clostridium spp. 1 7,69 0 0,00 0 0,00
Clostridium beijerium 0 0,00 2 16,67 1 9,09
Clostridium sordellii 0 0,00 0 0,00 1 9,09
Clostridium bifermentans 0 0,00 1 8,33 0 0,00
Clostridium histolyticum 0 0,00 2 16,67 0 0,00
Clostridium innocuum 1 7,69 0 0,00 1 9,09
Clostridium sporogenes 1 7,69 0 0,00 1 9,09

Prozentsatz der Trager von individuellen kultivierten Spezies unter Patienten mit aggressi-
ver und moderater chronischer Parodontitis sowie gesunden Kontrollprobanden

nges: Gesamtanzahl der in die Betrachtung eingeschlossenen Individuen der Gruppe
n: Anzahl der Individuen

4.4. Bezug mikrobiologische und immunologische Befunde

Da in der Studie sowohl die immunologische als auch mikrobiologische Charakte-
risierung der Studienteilnehmer durchgefiihrt wurde, werden in diesem Teil der
Ergebnisdarstellung Zusammenhangen zwischen diesen Befunden explorativ un-

tersucht und dargestellt.

Der Rangsummentest nach Mann-U-Whitney wurde explorativ durchgefihrt, um
mogliche Zusammenhange zwischen Bakterienspezies und immunologischen Be-
funden zu eruieren. Zusammenhange mit p < 0,05 sind in Tabelle 5 zusammenge-
fasst, unabhangig vom parodontalen Befund. Das als spezifisch bei aggressiver
Parodontitis nachgewiesene Bakterium Prevotella denticola zeigte keinen Bezug

zu den erhobenen immunologischen Befunden.

Wie aus Tabelle 5 hervorgeht, lasst sich das Bakterium P. gingivalis, welches aus-
schlieBlich in der Gruppe mit moderater chronischer Parodontitis nachgewiesen
wurde (Tabelle 4), mit verstarkter LPS-Stimulierbarkeit der PBMCs bezlglich de-
ren IL-1B- und IL-8-Freisetzung in Zusammenhang bringen. Des Weiteren kann
das Vorhandensein von P. gingivalis positiv mit dem Anteil IFN-y-freisetzender T-
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Helferzellen assoziiert werden, wodurch auch das erhéhte Verhaltnis von IFN-y zu
IL-4 bei der Betrachtung der intrazellularen Zytokinfreisetzung zu erklaren ist. Das
Verhaltnis zwischen T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen ist bei Patienten, in
deren subgingivaler Plaque P. gingivalis nachgewiesen werden konnte, zugunsten

der zytotoxischen T-Zellen verschoben.

Der Nachweis von Prevotella disiens — ein Bakterium, das hier ausschlieBlich bei
Patienten mit chronischer Parodontitis isoliert wurde — zeigt Zusammenhang mit
einem erhdhten Stimulationsindex bezlglich der IL-1B3-Sekretion bei Stimulierung
der PBMCs mit P.g. LPS. Auch die Verschiebung des Verhéltnisses von IFN-y- zu
IL-4-Produktion von T-Helferzellen zugunsten von IFN-y zeigt einen Zusammen-
hang mit dem Nachweis von Prevotella disiens. Finegoldia magna wurde ebenfalls
ausschlieBlich bei Patienten mit moderater chronischer Parodontitis isoliert und
zeigt im explorativ durchgefihrten Mann-Whitney-U-Test positive Assoziation mit
dem Anteil naiver B-Lymphozyten und der Anzahl IL-4-produzierender T-
Helferzellen, der sich auch in der Verschiebung des IFN-y/IL-4-Verhaltnisses zu-
gunsten von IL-4 widerspiegelt. Des Weiteren fallt eine reduzierte LPS-

Stimulierbarkeit der PBMCs bezlglich ihrer IL-8-Freisetzung auf.

Der Nachweis von Fusobacterium nucleatum lasst sich tendenziell mit erniedrig-
tem Anteil an B-Lymphozyten sowie ,naiven und transitionalen“ B-Zellen in Ver-
bindung bringen, wahrend der Anteil IgM und auch IgG freisetzender Gedachtnis-
B-Zellen erhdht ist. Prevotella buccalis konnte mit relativer Erhdhung der T-

Helferzellen gegeniber der zytotoxischen T-Zellen assoziiert werden.

Anaerococcus prevotii und Campylobacter rectus wurden ausschlieBlich bei Pati-
enten mit aggressiver Parodontitis nachgewiesen, wie auch aus Tabelle 4 hervor-
geht. Sie sind mit verringerter Stimulierbarkeit der IL-1B-Freisetzung durch PBMCs
bezlglich LPS-Exposition assoziierbar. Auch die IFN-y-Produktion von T-
Helferzellen scheint bei Patienten mit Campylobacter rectus-Infektion herabge-
setzt zu sein. Eubacterium limosum ist ein weiteres Bakterium, welches bei Pati-
enten mit aggressiver Parodontitis isoliert wurde und das sich mit immunologi-
schen Befunden (erniedrigter Anteil naiver und transitionaler B-Zellen sowie B-

Lymphozyten) in Zusammenhang bringen Iasst.
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Tabelle 5: Bezug zwischen immunologischen und mikrobiologischen Befunden

. Mittlerer Rang
Immunologischer

Befund . . P
positiv negativ

Bakterium

SIIL-1B E.coliLPS 31,67 17,30 0,019
SI'IL-8 E.coliLPS 31,00 17,36 0,029
L SIIL-8 P.g. LPS 32,00 17,27 0,015
Porphyromonas gingivalis
(n=3) CD4/CD8 Verhaltnis 5,00 19,73 0,023
IFN-y produzierende T- 31.33 17,33 0,023
Helferzellen
IFN-y/IL-4 ratio 32,00 17,27 0,015
B-Lymphozyten 15,10 22,75 0,030
Naive und transitionale B-
Fusobacterium nucleatum Zeilfer 14,20 23,88 0,050
(n=20) Switched memory B-Zellen 22,35 1369 0,014
Memory B-Zellen 22,20 13,88 0,018
Anaerococcus prevotii (n =4) Sl IL-1B E.coli LPS 5,88 20,08 0,007
Actinomyces meyeri (n = 12)  B-Lymphozyten 13,58 20,96 0,049
o SIIL-1B P.g. LPS 33,50 17,62 0,029
Prevotella disiens (n = 2) )
IFN-y/IL-4 ratio 33,50 17,62 0,029
SIIL-1B E.coliLPS 4,00 19,35 0,038
Campylobacter rectus (n = 2) .
IFN-y produzierende Ty-Zellen 3,00 19,24 0,019

Naive und transitionale B-

) ) 34,50 17,56 0,013
Eubacterium limosum (n = 2)  Zellen
B-Lymphozyten 34,50 17,56 0,013
B-Lymphozyten 34,50 17,56 0,013
IFN-y/IL-4 ratio 3,00 19,41 0,019
AmAgell MEEHE [ = 2) SI IL-8 E.coli LPS 4,00 19,35 0,038
IL-4-produzierende T- 33,00 17.65 0,038
Helferzellen
. Switched memory B-Zellen 13,86 21,45 0,035
Prevotella oralis (n = 14) )
IFN-y/IL-4 ratio 13,86 21,45 0,035
Prevotella buccalis (n = 2) CD4/CD8 Verhaltnis 35,50 17,50 0,003

Darstellung von Zusammenhéangen zwischen immunologischen und mikrobiologischen Be-
funden; Untersuchung mittels Mann-Whitney-U-Test: Testung erfolgte rein explorativ; Dar-
stellung von Zusammenhéangen mit p < 0,05

n: Anzahl der Individuen, bei denen das Pathogen nachgewiesen werden konnte

Bei dem in dieser Untersuchung mit Parodontitis assoziierten Bakterium Prevotella
oralis werden Zusammenhange mit der B-Zell-Reifung gefunden. Der Nachweis
von Prevotella oralis lasst sich weiterhin in Bezug zum Anteil klassengewechselter

Gedachtnis-B-Zellen bringen; bei positivem Keimnachweis nimmt der Anteil klas-
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sengewechselter Gedachtnis-B-Zellen ab (p = 0,035), wie auch in Tabelle 5 dar-
gestellt ist. Prevotella oralis wird hauptsachlich bei Patienten mit Parodontitis
nachgewiesen (p = 0,004). Dem entsprechend wird festgestellt, dass die unter-
suchten Patienten mit Parodontitis, in deren subgingivaler Plaque Prevotella oralis
nachweisbar ist, einen erniedrigten Anteil klassengewechselter B-Zellen aufwei-
sen, verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe (p = 0,002). Hierbei fallt auf, dass
der verringerte Anteil klassengewechselter B-Gedachtniszellen auf Patienten mit
aggressiver Parodontitis entfallt. Diese Erkenntnis wird in Tabelle 6 durch die Dar-
stellung der Rangverteilung nach Mann-Whitney fiir den Anteil klassengewechsel-
ter B-Gedachtniszellen in den Gruppen mit Parodontitis mit Zahlen unterlegt.

Tabelle 6: Klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen bei Nachweis von Prevotella oralis

Gruppe n Mittlerer Rang o]
Switched memory B- Patienten mit aggressiver PA 7 5,14
Zellen (IgD-IgM- : . .
CD19+CD27+) Patienten mit chronischer PA 6 9,17
[% der B-zellen] Gesamt 13 0,073

Pivot-Tabelle fiir die Rangverteilung des Anteils an klassengewechselten Gedéachtnis-B-
Zellen (,,switched memory B-Zellen“) bei Individuen mit Parodontitis, die positiv flir das
Bakterium Prevotella oralis getestet wurden; Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests fir
den nichtparametrischen Test von zwei unabhédngigen Stichproben

n: Anzahl der positive getesteten Individuen; PA: Parodontitis

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit festgestellt, dass, wie aus Tabelle 5 zu
ersehen ist, neun Assoziationen fir T- und B-Zellen, die Bestandteile der adapti-
ven Immunitat darstellen, mit mikrobiologischen Befunden vorliegen. Weiterhin
fallen finf Assoziationen bezuglich des IL-1B-Stimulationsindex und zwei Assozia-
tionen in Hinblick auf den IL-8-Stimulationsindex auf. Es resultiert die Erkenntnis,

dass alle Arme des Immunsystems zur Parodontopathogenese beitragen.
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5. Diskussion

Ziel der Arbeit ist die Untersuchung immunregulatorischer Vorgange, welche mit
der Entstehung des Krankheitsbildes der aggressiven Parodontitis in Verbindung
stehen. Zugrunde liegende klinische und immunologische Zusammenhéange sind
in der Einleitung dieser Arbeit ausfihrlich dargestellt. Des Weiteren wurde mikro-
biologische Diagnostik durchgefiihrt zur Herstellung der Vergleichbarkeit mit ande-
ren Untersuchungen, die sich mit Zusammenhangen zwischen dem Vorhanden-
sein verschiedener Parodontalpathogene und dem klinischen Bild der untersuch-
ten Individuen beschaftigt haben (Gajardo et al. 2005; Lafaurie et al. 2007; Nibali
et al. 2012; Ximénez-Fyvie et al. 2000) und in der Einleitung genauer beleuchtet
sind. Weiterfihrend spielt die Eruierung mdglicher Zusammenhange zwischen
parodontopathogenen Bakterien und immunologischen Befunden in dieser Arbeit
eine Rolle.

Grundsatzlich kdnnen immunologische Untersuchungen der regulatorischen Vor-
gange in der Pathogenese einer Parodontitis an verschiedenen Zelltypen, die sich
in unterschiedlichen Kompartimenten des Individuums befinden, durchgefihrt
werden. In dieser Arbeit wurde die klinische Charakterisierung der Studienteil-
nehmer durchgeflhrt und Leukozyten im peripheren Blut sowie die mikrobiologi-

sche Zusammensetzung der Taschenflora untersucht.

Bei der Untersuchung der Entziindungsabldufe in parodontalen Lasionen muss
auch die Produktion von Entziindungsmediatoren durch ortsstandige Zellen be-
trachtet werden. Gingivale Fibroblasten (GF) und Zellen des Parodontalligaments
(PDLF) sind funktionell unterschiedliche Zelltypen des Parodontiums, die an der
Immunantwort bei Parodontitis teilnehmen. Bei Stimulation mit P. gingivalis konn-
ten far beide Zelltypen, die in einer von Scheres durchgefiihrten Untersuchung aus
gesunden Individuen stammten, starke immunologische Reaktionen beobachtet
werden. Auf Ebene der Genexpression konnte eine Erhéhung von IL-18, IL-6, IL-8,
TNF-a, MCP-1 und RANTES durch Stimulation beobachtet werden. Bei
Gingivafibroblasten konnte eine Induktion des MCP nachgewiesen werden, wah-
rend die Expression von Osteoprotegerin erniedrigt war, was nicht bei Parodontal-

ligamentzellen zu beobachten war. In unstimulierten Zellen war eine héhere Ex-
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pression von IL-6 in GF als in PDLF nachweisbar. Zwischen den verschiedenen
Zellspendern konnte groBe Heterogenitat bezlglich der Empfindlichkeit auf P.
gingivalis festgestellt werden. Des Weiteren waren bei jedem Individuum entweder
GF oder PDLF empfindlicher gegenlber P. gingivalis (Scheres et al. 2010). Eine
Studie unter Einbeziehung von Vergleichsgruppen kénnte hier weitere Informatio-
nen bereitstellen. Fir die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Untersuchungs-
ergebnisse wird klar, dass die letztendlich am Ort der Entziindung auftretenden
Konzentrationen proinflammatorischer Zyto- und Chemokine nicht nur durch
PBMCs determiniert sind.

Zytokine wirken in einem funktionellen Netzwerk zusammen und integrieren dabei
sowohl Aspekte der angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort, indem
sie die Leukozytenmobilisierung zur Infektionsstelle sowie die Initiation von adapti-
ver Immunantwort und akuter-Phase-Reaktion vermitteln (Preshaw & Taylor
2011).

5.1. Angeborene Immunitat und Parodontitis (IL-18 und IL-8)

In den durchgefuhrten Untersuchungen wurden, betreffend der IL-1B-Freisetzung
Unterschiede in der Stimulierbarkeit von PBMCs mittels LPS festgestellt: Die
Gruppe mit moderater chronischer Parodontitis weist eine signifikant erhéhte Sti-
mulierbarkeit der PBMCs durch P.g. und E.coli LPS auf (p = 0,002), verglichen mit
den anderen Gruppen, deren Stimulationsindizes annahernd gleich groB sind. Fir
die Stimulierbarkeit der IL-8-Freisetzung wurden keine Unterschiede zwischen den

untersuchten Gruppen festgestellt.

IL-1B und TNF-a sind die Zytokine, welche am besten in der Pathogenese der Pa-
rodontitis beschrieben sind. Sie werden mit der Destruktion parodontalen Halteap-
parates assoziiert (Preshaw & Taylor 2011). Die molekularen Mechanismen der
Funktionen und Interaktionen von IL-1B sind weitestgehend verstanden und in
verschiedenen Ubersichtsartikeln dargestellt (Boch et al. 2001; Dinarello 2005). Es
ist unter anderem in die Aktivierung verschiedener Gene involviert, die wiederum
for die Produktion anderer Zytokine sowie deren Rezeptoren, Proteine der akuten
Phase, Wachstumsfaktoren, Enzyme fir den Gewebeumbau, Komponenten der

extrazellularen Matrix und Adhé&sionsmoleklle verantwortlich sind (Dinarello
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1996). Viele Studien haben sich mit der Untersuchung von IL-1p in gingivalen Ge-
weben und gingivaler Sulkusflissigkeit bei Patienten mit verschiedenen Diagno-
sen bezlglich des parodontalen Gesundheitszustandes beschéftigt. In beiden
Probenmaterialien konnte erhdhte IL-1B-Expression positiv mit der Schwere der
Parodontalerkrankung assoziiert werden (Scheres et al. 2010; Becerik et al. 2012).
Dem gegentber zeigten die Plasmaspiegel untersuchter proinflammatorischer Zy-
tokine keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit chronischer Paro-
dontitis, aggressiver Parodontitis und Gingivitis sowie gesunden Kontrollen (Bece-
rik et al. 2012).

IL-1B8 wird bei Parodontitispatienten durch zirkulierende Monozyten, Makrophagen
und Fibroblasten gebildet (Boch et al. 2001). Auch auf die B-Zellen, insbesondere
Gedachtnis-B-Zellen, entfallt ein Teil der Produktion dieses Zytokins sowie auch
anderer Zytokine und Chemokine, zu denen u.a. IL-8 z&hlt (Agrawal & Gupta
2011).

Tanabe et al. behandelten Makrophagen, die aus U937 Monozyten isoliert wur-
den, mit niedrigen LPS-Dosen (10 bis 100 ng/ml) und beobachteten, dass diese
Toleranz auf erneute LPS-Stimulation entwickelten, was sich vorrangig in einer
signifikant reduzierten TNF-a-Sekretion zeigte. Die Toleranzreaktion war weiterhin
mit erhdhter IL-1B8- und MMP-9-Sekretion assoziiert, wohingegen die Sekretion
von IL-6, IL-8 und PGE: nicht beeinflusst war. Inhibitoren der PI-3-K, welche wah-
rend der Toleranzinduktion zugegeben wurden, unterstltzten die Steigerung der
IL-B-Sekretion merklich, hatten aber keinen Effekt auf TNF-a (Tanabe & Grenier
2008).

Bei mehrfacher Stimulierung von Monozyten aus peripherem Blut mit P.g. LPS
oder E. coli LPS in einer Konzentration von 1000 ng/ml konnten Muthukuru et al.
eine Herabregulierung von TLR2 und TLR4 auf mRNA- und Proteinebene sowie
von IL-1B auf mRNA-Ebene beobachten. Des Weiteren wiesen sie eine circa 10-
fache Reduktion der TNF-a-Sekretion nach (Muthukuru et al. 2005). Es ist anzu-
merken, dass eine erhhte mRNA-Bildung nicht zwingend mit erhdhten Spiegeln

von funktionell wirksamem IL-13 einhergehen muss (Dinarello 1996).
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Der Nachweis einer reduzierten TNF-a-Sekretion konnte bei wiederholter Stimula-
tion von THP-1-Zellen mit LPS auch durch Zaric et al. erbracht werden (Zaric et al.
2010). Diese Arbeitsgruppe schloss durch die gleichbleibend hohe IL-8-
Ausschuittung auf die Induktion einer partiellen Endotoxintoleranz, die zu gleich-
bleibend starker Migration von Neutrophilen bei gestdértem Gleichgewicht zwischen
Generierung und Apoptose der Zellen dieser Zellpopulation fihrt (Zaric et al.

2010) und die parodontale Destruktion begunstigt.

In mehreren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die LPS-
Konzentration im Blut von Parodontitispatienten erhéht ist, verglichen mit gesun-
den Individuen (Pussinen et al. 2007). Dies fuhrt auch zu den vielfach beschriebe-
nen systemischen gesundheitlichen Problemen, die durch Parodontitis induziert
werden kdnnen (Pussinen et al. 2007; Brown et al. 2002). Demnach ist anzuneh-
men, dass auch die LPS-Konzentration im Blut der hier untersuchten Patienten
erhoht ist und es somit zu einer ,Vorstimulation® der PBMCs mit niedrigen LPS-
Dosen in der Blutbahn kam, wie sie in den Experimenten von Tanabe experimen-

tell erzeugt wurde (Tanabe & Grenier 2008).

Eine von Shaddox et al. durchgefiihrte Untersuchung wies bei Stimulation des
TLR4 peripherer Leukozyten im Blut von Patienten mit lokalisierter aggressiver
Parodontitis eine erhdhte Produktion verschiedener pro-inflammatorischer Zyto-
und Chemokine nach, verglichen mit Kulturen gesunder Probanden (Shaddox et
al. 2010).

Patienten mit moderater chronischer Parodontitis weisen einen milderen Erkran-
kungsverlauf als Patienten mit aggressiver Parodontitis auf. Dies spiegelt sich in
den — trotz vergleichsweise gréBerer Plaguemengen (APl = 36 %) und héherem
Alter — lediglich moderaten Entztindungszeichen und Attachmentleveln wieder, die
in der hier vorliegenden Untersuchung festgestellt wurden. In der gesunden Ver-
gleichsgruppe, fir die in der Analyse der subgingivalen Flora eine wesentlich ge-
ringere Besiedlung mit gram-negativen Keimen vorlag, wurde ein ahnliches Ver-
halten bezlglich der Stimulierbarkeit der IL-1B-Freisetzung von PBMCs festge-
stellt, wie in der Gruppe mit aggressiver Parodontitis, die ein dhnliches mikrobiolo-
gisches Profil aufwies wie die Patienten mit moderater chronischer Parodontitis.
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Induzierbarkeit einer LPS-Toleranz kénnte bei Patienten mit aggressiver Parodon-
titis gestdrt sein und zur schnellen Progression des Entziindungsprozesses beitra-
gen. Inwieweit die Erhéhung der Anzahl IL-1B-produzierender Zellen auch mit der
quantitativen Erhéhung der Menge an freigesetztem IL-1B korreliert, kann anhand
der hier durchgeflihrten Untersuchungen nicht einwandfrei vorhergesagt werden.

Tendenziell stimmt die Beobachtung der erhéhten IL-13-Menge nicht mit dem Kkili-
nischen Bild des milderen Erkrankungsverlaufes bei moderater chronischer Paro-
dontitis UGberein, da IL-1B ein proinflammatorisches Zytokin darstellt. Andere Auto-
ren formulierten aber auch die Hypothese, dass eine Reduktion des IL-1[-
Spiegels die Fahigkeit des Wirtes, eine bakterielle Infektion abzuwehren, ab-
schwéachen kénnte (Bostanci et al. 2007). Mdglicherweise wird durch eine Erhé-
hung der IL-1B-Produktion der PBMCs bei Patienten mit moderater chronischer
Parodontitis die Apoptose der Neutrophilen, welche bei Patienten mit aggressiver
Parodontitis aufgrund fehlender TNF-a-Mengen nur in reduziertem MaBe abzulau-
fen scheint (Zaric et al. 2010), kompensiert und so die immunologische Homéo-
stase bezliglich des Neutrophilenumsatzes im Gewebe aufrecht erhalten. Dies

wirde auch den Entzindungsprozess limitieren.

IL-8 spielt eine groBe Rolle bei der Entziindungsantwort, da es fur Neutrophilen-
migration und -aktivierung unerlasslich ist (Taylor 2010). Es wird auch als CXCL8
bezeichnet und ist ein proinflammatorisches CXC-Chemokin. Die Transkription
des IL-8-Gens fuhrt zur Bildung eines Proteins, das prozessiert und in ein signal-
kompetentes Protein von 77 (Nicht-lmmunzellen) oder 72 (Monozyten und Makro-
phagen) Aminosauren umgewandelt wird. Die Expression von IL-8 wird primar
durch ein Aktivatorprotein und/oder die NF-kB-vermittelte Transkriptionsaktivitat
reguliert. Zusatzlich wird die IL-8-Expression durch eine Anzahl verschiedener
Stimuli, einschlieBlich inflammatorischer Signale (z.B. TNFa, IL-1a), chemischen
und umweltbedingten Stress (Chemotherapie, Hypoxie) und Steroidhormone
(Androgene, Ostrogene, Dexamethason) beeinflusst (Waugh & Wilson 2008).

Goncalves et al. konnten bei Stimulierung von PBMCs mittels LPS eine starkere
IL-8-Freisetzung bei gesunden Probanden, verglichen mit an chronischer Paro-
dontitis erkrankten Patienten, beobachten (Goncalves et al. 2010). Dem gegen-

Uber stehen Untersuchungen, die im Plasma von Patienten mit schwerer chroni-
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scher Parodontitis eine erhfhte IL-8-Konzentration, verglichen mit gesunden Kon-
trollprobanden, nachweisen konnten, die zum Priming der Neutrophilen und somit

zur verstarkten Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale fiihrten (Dias et al. 2011).

Es ist bekannt, dass Zytokine einander kompensieren und somit den Effekt Zyto-
kin-spezifischer Inhibitoren limitieren kénnen. Die Modulierung eines Signalweges
kann verschiedene Gene betreffen. Der MKK-MAPK-MK2-Signalweg ist in die
Phosphorylierung verschiedener Zwischenprodukte involviert und reguliert so die
Synthese proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF-a, GM-CSF und IL-8 durch
deren mRNA-Stabilitat (Li et al. 2012).

Es konnte nachgewiesen werden, dass IL-1B sowie auch TNF-a und LPS durch
MAPK/AP-1 und IKK o/B/I-kB-a/NF-kB Signaltransduktionskaskaden aktivieren,
welche die Synthese von IL-8, IL-6, PGE> und MMP-1 in humanen Parodontalli-
gament-Zellen (Murayama et al. 2011) und auch gingivalen Fibroblasten (Kida et
al. 2005) vermitteln. Die Inhibierung der p38 MAPK oder des NF-kB waren beson-
ders effektiv bezliglich der Suppression der IL-1B-Aktivitat. Die lokale Applikation
von p38-MAPK-Inhibitoren, Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung, Proteasom-
Inhibitoren und IKK-Inhibitoren kénnten therapeutisch und klinisch nttzlich bei der
Therapie der destruktiven Parodontitis sein (Murayama et al. 2011). Mdglicher-
weise existieren bei Patienten mit mildem Verlauf der parodontalen Erkrankung,
wie sie bei moderater chronischer Parodontitis vorliegt, natlrliche Inhibierungsme-
chanismen, welche die Signaltransduktion auf ein optimales MaB beschranken,
welches die Neutrophilenrekrutierung und —aktivierung in sinnvollem Rahmen re-

guliert und so die Gewebshomdostase aufrecht erhalt.

Auch Hyperlipidamie kann nachgewiesenermafen einen Einfluss auf immunologi-
sche Ablaufe haben. Eine erhdhte Konzentration oxidierten LDL (zum Beispiel 7-
Ketocholesterol), wie es bei Patienten mit Ubergewicht in verstarktem MaBe auf-
tritt, kann die IL-8-Produktion gingivaler Epithelzellen steigern. Inhibitoren des
Scavenger-Rezeptors, Fucoidan und Dextransulfat, verhinderten die OxLDL-
induzierte IL-8 und PGE2-Produktion bei Anwesenheit von IL-13, ebenso wie die
p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und SB202190 und der ERK-Inhibitor PD98059
(Suzuki et al. 2010). Diese Beobachtung kénnte bei der Therapie von Parodonta-

lerkrankungen eine Rolle spielen, ist aber unter Umstanden auch ein Hinweis da-
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rauf, dass nur bei Anwesenheit von IL-13 die IL-8 und PGE2-Produktion inhibiert
werden kann. Schon 1996 wurde von Howells die Hypothese formuliert, dass de-
struktive Parodontalerkrankungen eher auf Regulationsstérungen von Inhibitoren
als auf die Uberproduktion von IL-1 und TNF-a zurlickflihrbar sein kénnten (How-
ells 1995).

5.2. Adaptive Immunitat und Parodontitis

Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit zeigen keine relevanten Unterschiede
bezlglich der intrazellular von T-Helferzellen freigesetzten Zytokine IL-4, IFN-y
und IL-17. Dem entsprechend wurde die aufgestellte Hypothese, es lagen Unter-
schiede vor im Anteil IL-4-produzierender T-Zellen zwischen Patienten mit aggres-
siver Parodontitis gegentber Patienten mit chronischer Parodontitis und gesunden
Probanden, wiederlegt. Das Th1/Th2-Zellverhaltnis ist somit nicht, wie hypothe-
tisch angenommen, bei Patienten mit aggressiver Parodontitis erniedrigt im Ver-
gleich zur gesunden Kontrollgruppe. Bei Untersuchung der B-Zellpopulationen im
peripheren Blut stellte sich in der Gruppe mit moderater chronischer Parodontitis
ein erhéhter Anteil der Gedachtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel heraus, vergli-
chen mit den anderen Gruppen. Immundefekterkrankungen konnten anhand der
Untersuchungsergebnisse bei allen Probanden ausgeschlossen werden.

Von Smith et al. werden Studien zusammengefasst, die sich mit der Untersuchung
der T-Zellverteilung und dem Vorkommen sowie der Struktur von Plasmazellen in
den parodontalen Lasionen verschiedener Patientengruppen befassen. Zusam-
menfassend wird formuliert, dass Entwicklung und Progression der aggressiven
Parodontitis schlecht verstanden sind und bestimmte Erscheinungen, wie starkes
Plasmazellinfiltrat und die Dominanz der B-Zell-Lasion, auch mit chronischer Pa-
rodontitis assoziierbar sind. Dies fuhrt Smith darauf zurtick. Dass die Immunpa-
thogenese fur beide Erkrankungen méglicherweise gleich ist, auch wenn die Initia-
tion der Erkrankungen sich unterscheidet (Smith et al. 2010).Die verschiedenen
Destruktionsraten, welche bei chronischer und aggressiver Parodontitis beobach-
tet werden, kdnnen demnach nicht durch histopathologische Beobachtungen er-
klart werden (Armitage et al. 2010).
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Bei der Untersuchung des Anteils IL-4-produzierender Th-Zellen, also der Th2-
Zellen, sind in der vorliegenden Arbeit keine Unterschiede zwischen den Gruppen
aufgefallen. Gonzales et al. konnten hingegen in einer explorativen Studie Zu-
sammenhange zwischen den IL-4 -590 T/T und -34 T/T Genotypen in PBMCs und
generalisierter aggressiver Parodontitis nachweisen (Gonzales et al. 2007). Diese
Genpolymorphismen werden mit einer erhéhten Expression von IL-4 beim Men-
schen assoziiert. IL-4 wiederum wird mit der Th2-Antwort und IgE-Freisetzung in
Verbindung gebracht. Die untersuchten IL-4-Polymorphismen wurden auch bei
Asthma (Rosenwasser & Borish 1997) und rheumatoider Arthritis (Pawlik et al.
2005) identifiziert.

Bei Patienten mit lokalisierter und generalisierter aggressiver Parodontitis wurden
im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe erhdhte I1L-17-Konzentrationen im
Serum mittels ELISA nachgewiesen. Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dass die
Th17-Zell-vermittelte Immunantwort fir aggressive Parodontitis charakteristisch
sein und IL-17 bei der Pathogenese der aggressiven Parodontitis eine Rolle spie-
len kénnte (Schenkein et al. 2010). Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Unter-
suchungen bestatigen diese Erkenntnisse nicht, da die Menge intrazellular freige-
setzten IL-17 nicht zwischen den untersuchten Gruppen differierte.

Hinweise auf das Vorliegen einer Autoimmunreaktion als Ausléser der aggressi-
ven Parodontitis werden anhand der vorliegenden Untersuchungsergebnisse, die
keine Unterschiede bezlglich der adaptiven Immunitat zwischen der Gruppe mit
aggressiver Parodontitis und gesunden Probanden aufzeigen, nicht gesehen. Der
Regulationsmechanismus fir die Kontrolle der Immunantwort bei aggressiver Pa-

rodontitis wird daher auf der Ebene der angeborenen Immunantwort vermutet.

Durch die Untersuchungen dieser Arbeit konnten im peripheren Blut keine Unter-
schiede zwischen den untersuchten Gruppen im Anteil der T-Zellpopulationen und
CD19-positiven B-Zellen nachgewiesen werden. Die Regulation durch MCP und
MIP kénnte jedoch auf lokaler Ebene die adaptive Immunantwort regulieren. MCP
spielt eine Rolle bei der Rekrutierung von Th1- und Th2-Zellen, es bewirkt unter
anderem die selektive Migration von Monozyten und Lymphozyten, wobei MIP-1a
hauptsachlich als chemotaktischer Faktor fir B-Zellen und CD8+ T-Zellen wirkt

und MIP-183 vor allem fir die Migration von CD4+ T-Zellen verantwortlich zu sein
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scheint (Schall et al. 1993). In neueren Untersuchungen wurde ein Anstieg der
MCP-1-Expression in P. gingivalis-infizierten Endothelzellen durch ROS, p38 MAP
Kinase, JNK, NF-kB und AP-1 gezeigt. T. denticola war nicht in der Lage, die
MCP-1-Expression zu induzieren. Behandlung mit Antioxidantien und Inhibierung
der NAD(P)H-Oxidase konnten die MCP-Produktion signifikant reduzieren (Choi et
al. 2005). Garlet et al. wiesen in Gingivabiopsien von Patienten mit aggressiver
Parodontitis eine héher frequente und quantitativ stéarkere Expression der Chemo-
kine ,Macrophage inflammatory protein-1a“ (MIP-1a) und ,IFN-y-inducible protein
10“ (IP-10) sowie deren entsprechenden Rezeptoren, CCR5 und CXCR3, nach;
die Gewebe waren auBerdem mit einer h6heren Expression von IFN-y und niedri-
gerer Expression von IL-10 assoziiert. Im Gegensatz dazu wurde bei Patienten mit
chronischer Parodontitis eine hdher frequente und intensivere Expression von
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und seinem Rezeptor CCR4 sowie
IL-10 gezeigt (Garlet et al. 2003). Diese Ergebnisse zur Expression spezifischer
Chemokine und ihrer Rezeptoren bei aggressiver Parodontitis kdnnten auf die
Chemoattraktion/Aktivierung von Th1-Helferzellen hindeuten, die einen Wieder-
spruch zu der feststehenden Erkenntnis darstellt, die aggressive Parodontitis sei
vorwiegend durch B-Zellen, Plasmazellen und Th2-Zellen vermittelt. Es scheinen
vielfaltige Regulations- und Kompensationsmechanismen auf verschiedenen Ebe-
nen der Immunantwort vorzuliegen, die in ihrer Komplexitat nicht hinreichend ver-

standen sind.

Méglicherweise liegt ein protektiver Mechanismus bei Patienten mit moderater
chronischer Parodontitis im erhdhten Anteil an Gedéachtnis-B-Zellen, die eine
schnell wirksame adaptive Immunantwort durch die Bildung von Immunglobulinen
hoher Aviditdt gegen entsprechende Antigene einleiten kénnen (Murphy 2012),
begriindet. Dieser Zusammenhang konnte allerdings aufgrund der geringen Stich-
probengrdBe nicht als statistisch signifikant nachgewiesen werden und sollte in

einer Folgestudie reevaluiert werden.

Von Sugita et al. wurde ein héheres klinisches Attachmentlevel nachgewiesen bei
Patienten mit chronischer Parodontitis, die den FcyRIIB-nt645+25AA Genotyp
aufweisen im Vergleich zu Patienten mit FcyRIIB-nt645+25GG Genotyp. Der
FcyRIIB ist ein Immunglobulin-Rezeptor, welcher die Aktivierung von B-
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Lymphozyten mit B-Zellrezeptor durch Immunkomplexe vermittelt. Er fungiert als
negativer Regulator der Antikérper-Produktion. Die Expression des FcyRIIB ist bei
Patienten mit dem AA-Genotypen erhdht, was zu reduzierter Produktion von IgG
gegen P.g. flhrt und so zur Auspragung eines erhdhten Schweregrades der Paro-

dontitis beitragen kénnte (Sugita et al. 2012).

In Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde bei Patienten mit moderater
chronischer Parodontitis die Tendenz eines erhéhten Gedachtnis-B-Zell-Anteils
und einer verstarkte Stimulierbarkeit der PBMCs bezlglich ihrer IL-13-Freisetzung
bei LPS-Exposition festgestellt. Da IL-1B durch die Induktion der IL-6-Produktion
auch die Immunglobulinsynthese durch Lymphozytenaktivierung anregt (Murphy
2012), kann davon ausgegangen werden, dass héhere IgG-Mengen bei Patienten
mit moderater chronischer Parodontitis freigesetzt werden als in den anderen
Gruppen. Eine schnelle und effiziente Produktion von IgG ist eine mdgliche Erkla-
rung flr den milderen Verlauf der parodontalen Erkrankung bei Patienten mit mo-
derater chronischer Parodontitis, verglichen mit aggressiver Parodontitis, die das

Zusammenspiel zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort verdeutlicht.
5.3. Mikrobiologie und Parodontitis

In der vorliegenden Arbeit wurden die Pradominanz bekannter Parodontopathoge-
ne in den an Parodontitis erkrankten Gruppen nachgewiesen und Zusammenhan-
ge zwischen P. denticola und aggressiver Parodontitis sowie klinischem Attach-
mentlevel aufgezeigt, was P. denticola potentiell zu einem neuen parodontopatho-
genen Keim macht, der als solcher in der Literatur noch nicht explizit erwé&hnt wur-
de.

Durch Forschungen ist inzwischen fest etabliert, dass dentale Plaque als Biofilm
und Parodontitis als eine Biofilm-assoziierte Erkrankung anzusehen ist. Die vielen
Vorteile, die das Leben im Biofilm gegenlber der planktonischen Lebensweise flr
Bakterien hat, macht die Behandlung von Infektionen schwierig (Berezow & Dar-
veau 2011).

Die mikrobiologische Besiedlung an gesunden und pathologisch veréanderten Situs

unterscheidet sich quantitativ wie auch qualitativ (Darveau 2009). Untersuchungen
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supra- und subgingivalen Biofilms von Patienten mit gesunden parodontalen Zu-
stdnden sowie Parodontitis zeigten, dass die durchschnittliche totale Anzahl an
DNA-Proben, die bei gesunden Probanden sowohl im supra- als auch im sub-
gingivalen Biofilm isoliert werden konnte, geringer war als die von Patienten mit
Parodontitis (Ximénez-Fyvie et al. 2000). Bei der Entwicklung einer Parodontitis
wurde die Verschiebung der mikrobiellen Flora mit Erh6hung des Anteils gramne-
gativer Organismen um 15 bis 50%, verglichen mit parodontal gesunden Zustan-
den, festgestellt (Haffajee & Socransky 1994; Darveau et al. 1997). In der vorlie-
genden Untersuchung konnte eine hdhere quantitative Menge anaerober gram-
negativer Bakterien bei Parodontitis-Patienten festgestellt werden als bei gesun-
den Probanden; P. gingivalis, P. intermedia, Prevotella oralis, Parvimonas micra
und Prevotella denticola konnten tendenziell mit parodontaler Erkrankung assozi-
iert werden (Tabelle A-1). Damit werden Untersuchungen, die das Vorhandensein
parodontopathogener Bakterien wie P. gingivalis und P. intermedia mit parodonta-
len Lasionen korrelieren konnten (Gajardo et al. 2005; Lafaurie et al. 2007; Xi-
ménez-Fyvie et al. 2000; Darveau 2009), bestatigt. Die durchgefihrten Untersu-
chungen weisen auf einen méglichen Zusammenhang zwischen dem Nachweis
von P. gingivalis und zunehmendem Alter des Patienten, der auch durch Nibali et
al. beschrieben wird (Nibali et al. 2012), hin. Entsprechend den Erkenntnissen an-
derer Arbeitsgruppen, die durch Mombelli et al. zusammengefasst wurden (Mom-
belli et al. 2002), wird auch durch die in der hier vorliegenden Arbeit durchgeflihr-
ten Untersuchungen keine Unterscheidung zwischen aggressiver und chronischer
Parodontitis anhand der Besiedelung durch diesen Keim mit statistischer Signifi-

kanz nachgewiesen.

Riep et al. zeigten, dass parodontale Pathogene wie P. gingivalis und T. forsythia
auch regelmaBig bei gesunden Patienten isoliert werden kénnen (Riep et al. 2009;
Lafaurie et al. 2007; Haubek et al. 2008; van Winkelhoff et al. 2002). Bestehende
Grundsatze wurden direkt widerlegt mit der Beobachtung, dass Veillonella als
gram-negative Bakterien mit parodontal gesunden Zustédnden assoziiert sind
(Stingu et al. 2012), wohingegen der gram-positive anaerobe Filifactor alocis mit
der Erkrankung in Verbindung gebracht wurde (Kumar et al. 2006). Auch in den
hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden anaerobe und potentiell parodonto-
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pathogene Spezies — wie Veillonella, Capnocytophaga, F. nucleatum und P. in-
termedia — im gingivalen Sulkus parodontal gesunder Probanden nachgewiesen
(Tabelle 3). Insgesamt wurden allerdings mehr anaerobe Spezies je Individuum in
den Patientengruppen als in der gesunden Kontrollgruppe (Tabelle A-1) isoliert.
Dies entspricht Ergebnissen von Stingu et al., die P. intermedia und F. nucleatum
ebenfalls in geringen Proportionen und Mengen bei gesunden Individuen isolieren
konnten (Stingu et al. 2012). Statistisch signifikante Unterscheidungen bezlglich
des mikrobiologischen Profils zwischen den untersuchten Gruppen sind aufgrund
der geringen StichprobengréBe sehr schwer nachweisbar.

Bei keinem der hier untersuchten Probanden konnte A. actinomycetemcomitans
detektiert werden. Des Weiteren wurde bei keinem der Patienten mit aggressiver
Parodontitis P. gingivalis gefunden. Dies entspricht den Ergebnissen der Arbeits-
gruppe um Faveri, denen auch unter Verwendung der hoch-sensitiven 16S rRNA-
Sequenzierung kein Nachweis von A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis
bei Patienten mit generalisierter aggressiver Parodontitis gelang (Faveri et al.
2008). In Untersuchungen von Gajardo et al. konnte hingegen in subgingivalem
Biofilm bei chilenischen Patienten héhere Pravalenz von Porphyromonas gingi-
valis bei aggressiver Parodontitis als bei chronischer Parodontitis nachgewiesen

werden, jedoch ohne statistische Signifikanz (Gajardo et al. 2005).

Lafaurie et al. fassten die Erkenntnisse einer von ihnen durchgefiihrten Multicen-
ter-Studie in Kolumbien zusammen, indem sie formulierten, dass die mikrobielle
Flora in Abhangigkeit von unterschiedlichen geografischen Regionen variieren
kdnnte (Lafaurie et al. 2007). Dies wlrde eine mogliche Erklarung fir die teilweise
inhomogenen Untersuchungsergebnisse zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen
bezlglich der Zusammensetzung des subgingivalen Biofilms darstellen.

Grundsatzlich ist durch neuere Forschungsergebnisse verdeutlicht worden, dass
nicht alle Stdmme und Serotypen potentiell parodontopathogener Bakterien, wie
A. actinomycetemcomitans (Haubek et al. 2008; Haubek 2010) und P. gingivalis
(Kilian et al. 2006), in gleichem MaBe toxisch sind. Daraus ergibt sich die logische
Konsequenz, dass die mikrobiologische Untersuchung als Analyse der einzelnen
spezifischen Stdmme durchgeflihrt werden sollte statt alle Varianten einer Spezies
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zusammenzufassen. Da dies in aktuell durchgefihrten mikrobiologischen Unter-

suchungen nicht getan wird, ist deren Nutzen zu diskutieren.
5.4. Methodenkritik

Die Auswahl des ELISpot-Assays zur Untersuchung der Zytokin- und Chemokin-
produktion auf Einzelzellniveau kann als positiver Aspekt in die Methodenkritik
einbezogen werden, da es eine sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat besitzt (bei-
spielsweise kann ein spezifischer T-Zell-Klon auf 100.000 untersuchte Zellen iden-
tifiziert werden). Der Einfriervorgang und das Auftauen der Zellen haben laut Da-
tenlage bei korrekten Arbeitsablaufen keinen negativen Einfluss auf die Ergebnis-
se des Assays (Kalyuzhny 2005). Das ELISpot-Assay stellt eine nitzliche Metho-
de dar, mit der auch Zellen der angeborenen Immunantwort funktionell auf Einzel-
zellniveau untersucht werden kdénnen (Smedman et al. 2009). Die Durchfiihrung
ist mit geringen Zellzahlen mdglich, was sich ginstig auf die praktische Durchflhr-
barkeit bei Forschungsvorhaben auswirkt, da auch mit wenig Probenmaterial aus-
wertbare Ergebnisse gewonnen werden kénnen. Da nach dem Auftauen eine
Uberpriifung der Vitalitat der eingefrorenen Zellen durch Anfarben mit Trypanblau
und eine Zellzahlung erfolgte, kann davon ausgegangen werden, dass der Anteil
toter Zellen gering war.

Eine Ruhesekretion (ohne Stimulation) von IL-8- und IL-1B, die in den durchge-
fihrten Untersuchungen bei PBMCs aller Probandengruppe beobachtet wurde, ist
far IL-8 in &hnlichem Maf auch durch andere Arbeitsgruppen beschrieben worden.
Sie wird auf CD14+ Monozyten zurlckgefihrt, da nach deren Eliminierung die Ru-

hesekretion von IL-8 erheblich abnahm (Smedman et al. 2009).

Die aus organisatorischen Griinden durchgeflihrte Kryokonservierung der PBMCs
kdénnte Einfluss auf die Funktionsfahigkeit der Zellen gehabt haben. Die Resultate
von Chen et. al zeigen, dass die beste Wahl flr in-vitro-Stimulationsstudien die
Verwendung von frischem Vollblut ist. Dies wurde anhand der TNFao-
Genexpression nach der Stimulation von frischem Vollblut, frischen PBMCs und
eingefrorenen PBMCs mit LPS nachvollzogen. Kryokonservierung kann laut ver-
schiedener Autoren zu signifikanten Veranderungen des ZellUiberlebens, der Zyto-
kinproduktion und der Oberflachenmarker von PBMCs fiihren. Des Weiteren fihrt
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der Einfriervorgang zu einem selektiven Verlust der Lymphozyten und ist als zell-
toxisch beschrieben worden. Aus diesem Grund seien Untersuchungsergebnisse
schwer zu bewerten, da zerstdrte Zellpopulationen mdglicherweise die Zytokine
von Interesse produzieren (Chen et al. 2010). Da solche Einflisse trotz sorgfalti-
ger Arbeit nicht auszuschlieBen sind, kénnten sie unter Umsténden die Ruhesek-
retion von IL-1B3 erklaren, die in anderen Untersuchungen mit &hnlichem Aufbau
aber unter der Verwendung frischer Zellen nicht beobachtet wurde (Smedman et
al. 2009) .

Unter Bericksichtigung der beobachteten Ergebnisse ware die zusatzliche Be-
stimmung der TNF-a-Sekretion eine sinnvolle Erganzung der Untersuchungen
gewesen, um Vergleichbarkeit mit den oben genannten Studien von Muthukuru
(2006) und Tanabe (2008) herzustellen. Ein Vorteil der hier durchgefihrten Studie
ist die Herstellung der Vergleichbarkeit zwischen aggressiver und moderater chro-
nischer Parodontitis neben der Gegenlberstellung mit einer gesunden Kontroll-

gruppe.

Die Methodenauswahl in der Untersuchung des mikrobiologischen Profils ist auf-
grund der vielfaltigen Untersuchungsmadglichkeiten in diesem wissenschaftlichen
Gebiet zu diskutieren. Mikrobiologische Methoden weisen starke Variation auf und
basieren auf traditionellen Methoden wie Kultivierung und molekularbiologischen
Methoden. Es ist mdglich, verschiedene sowie unerwartete Bakterienspezies
gleichzeitig zu detektieren und relative und absolute Keimzahlen zu bestimmen
(D'Ercole et al. 2008). Eine relevante Fragestellung der vorliegenden Arbeit be-
stand in der Identifizierung anaerober Bakterien. Die Selektion der Anaerobier und
deren Vermehrung stellt dabei eine praktische Eigenschaft der mikrobiologischen
Diagnostik dar. Ein weiterer positiver Aspekt der klassischen Mikrobiologie ist die
Mdglichkeit, neue Erkenntnisse beziglich der Keimkonstellation zu gewinnen.
Nachteile bestehen darin, dass durch kulturelle Methoden Probleme bei der Un-
terscheidung eng verwandter Taxa und der Vitalerhaltung parodontopathogener
Bakterien auftreten kénnen (Jervae-Storm et al. 2005; Urban et al. 2010). Aus die-
sen Griinden werden Methoden, die unabhangig von der Kultivierung der Bakte-
rien sind, bei der Untersuchung der mikrobiologischen Zusammensetzung in der
menschlichen Mundhdhle als niitzlich beschrieben (Sakamoto et al. 2005). Zu den
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kaum kultivierbaren Spezies zahlt T. denticola. Dies kdnnte eine Begriindung flr
den fehlenden Nachweis dieser Spezies in der hier durchgefihrten Untersuchung

darstellen.

Generell kann die Differenzierung zwischen aggressiver und chronischer Parodon-
titis bei der klinischen Zuordnung ein Problem darstellen, wenn es zu Uberschnei-
dung bei der Diagnosestellung, insbesondere zwischen schwerer chronischer Pa-
rodontitis und aggressiver Parodontitis kommt (Armitage & Cullinan 2010). Es
existiert zum aktuellen Zeitpunkt kein Konsens beziglich einer optimalen Definiti-
on parodontaler Erkrankungen fur wissenschaftliche Fragestellungen (Demmer &
Papapanou 2010; Savage et al. 2009). Prazise Richtlinien zur bestmdglichen Fall-
definition in parodontologischen Studien sind durch keines der aktuell glltigen o-
der vorgeschlagenen Klassifikationssysteme parodontaler Erkrankungen gegeben
(Armitage & Cullinan 2010). In der vorliegenden Untersuchung werden Patienten
mit aggressiver Parodontitis und moderater chronischer Parodontitis untersucht.
Diese Erkrankungsformen sind unter anderem aufgrund objektiver Unterschiede
im klinischen Attachmentlevel gut voneinander zu differenzieren. Die Definition der
Probandengruppen wurde des Weiteren mit dem Ziel vorgenommen, die unter-
schiedliche Auspragung der Parodontitis in den Patientengruppen immunologi-
schen und mikrobiologischen Befunden zuzuordnen. GroBe Unterschiede im Aus-
pragungsgrad der Parodontitis, respektive der Anfalligkeit fir Parodontitis, zwi-
schen den untersuchten Gruppen erschienen geeignet, die mdglicherweise dafir
ursachlichen Unterschiede im Immunsystem zu detektieren.

Es ist kritisch zu bemerken, dass es sich bei der Patientengruppe mit aggressiver
Parodontitis sowohl um Patienten mit lokalisierter als auch generalisierter Form
der Erkrankung handelt. Méglicherweise liegen zwischen diesen Gruppen Unter-
schiede in der immunologischen sowie mikrobiologischen Charakteristik vor. Dies
ist in der Literatur umstritten. Picolos et al. konnten keine Unterschiede bezlglich
Antikdrpertiter oder Entziindungsablauf zwischen lokalisierter und generalisierter
aggressiver Parodontitis feststellen (Picolos et al. 2005). Andere Untersuchungs-
ergebnisse wiesen erhdéhte Antikdrpertiter gegen A. actinomycetemcomitans bei
Patienten mit lokalisierter aggressiver Parodontitis nach (Genco et al. 1985). Es ist
wissenschaftlich erwiesen, dass nur der hochgradig leukotoxische Klon von A.
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actinomycetemcomitans, JP2 Serotyp b, mit aggressiver Parodontitis assoziiert
werden kann und dieser spezifisch fur Individuen mit mediterranen oder westafri-
kanischen Vorfahren ist (Haubek 2010). Langer zurlck liegende Untersuchungen
spezifischer Immunglobulin-Antikérpertiter gegen A. actinomycetemcomitans soll-
ten demnach zurtickhaltend interpretiert werden. Des Weiteren sollte die diagnos-
tische Bedeutung der Antikérperbestimmung kritisch hinterfragt werden, da der
Nachweis von Immunglobulin G, das spezifisch fiir ein einzelnes Pathogen ist,
lediglich als Nachweis flr die Exposition gegentber diesem Pathogen interpretiert
werden kann (Pussinen et al. 2007). Eine Korrelation mit dem klinischen Erschei-

nungsbild ist nicht beschrieben.

Die Unterschiede im Alter der in diese Untersuchung eingeschlossenen Proban-
den sind insofern kritisch zu betrachten, als dass sie Einfluss auf die Zytokinpro-
duktion von PBMCs haben kdnnten. Bezlglich der IL-1B-Produktion von PBMCs
werden keine Veranderungen in Abhangigkeit vom Alter der Patienten beschrie-
ben (Dinarello 1996).

5.5. Weiterfiihrende Uberlegungen

Die durchgefiihrten Untersuchungen wiesen bei LPS-Stimulation eine verstarkte
Freisetzung von IL-1B durch PBMCs von Patienten mit moderater chronischer Pa-
rodontitis nach. Weiterhin wurde, verglichen mit den anderen Gruppen, eine Erhé-
hung im Anteil der Gedachtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel gezeigt. Aufgrund
dieser Ergebnisse und der bereits thematisierten Erkenntnisse aus Untersuchun-
gen anderer Arbeitsgruppen, wird die Hypothese aufgestellt, dass sich bei Patien-
ten mit moderater chronischer Parodontitis eine Selbstlimitierung der parodontalen
Destruktion durch Balance zwischen Immunantwort und mikrobieller Herausforde-
rung einstellt. Diese scheint aus der adaquaten Freisetzung von IL-13 aus PBMCs
bei Stimulation durch PAMPs und der Ausbildung eines immunologischen Ge-
dachtnisses mit schneller Antigenerkennung und Aktivierung der adaptiven Im-
munantwort zu resultieren. Es wird hypothetisch angenommen, dass dieses
Gleichgewicht bei Patienten mit aggressiver Parodontitis gestért ist. Die Ergebnis-
se der vorliegenden Untersuchungen an Patienten mit aggressiver Parodontitis
deuten auf Hyporesponsivitat der PBMCs bei Stimulierung mit LPS und zu geringe
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Anzahl von Gedéachtnis-B-Zellen, verglichen mit der Gruppe mit moderater chroni-
scher Parodontitis, hin. Diese Beobachtungen sprechen flir eine inadaquate Im-
munantwort bei bakterieller Herausforderung und kénnten eine Erklarung fir den
schweren Erkrankungsverlauf darstellen, der vor allem bei generalisierter aggres-
siver Parodontitis beschrieben wird. ,Selbstlimitierung der Progression des Ab-
baus von parodontalem Halteapparat und Knochenverlust® wurde bislang nur ftr
die lokalisierte aggressive Parodontitis beschrieben, wo sie mit erhéhten Serum-
antikérper-Titern auf die der Infektion zugrunde liegenden Pathogene assoziiert
wird (Lang et al. 1999; Lu et al. 1994). Es ist zu bedenken, dass nicht nur der Anti-
kérperspiegel, sondern vielmehr die Aviditat der Antikérper, die Immunantwort ge-

gen Parodontalpathogene determinieren (Cole et al. 1995).

Wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, wurden 0,5 ml EDTA-Blut jedes Studienteil-
nehmers eingefroren. Des Weiteren wurde bei der Lymphozytenpraparation Se-
rum abgenommen und in zwei Aliquotes & 1 ml eingefroren. Dieses Probenmateri-

al stande fur weitere Untersuchungen zur Verfligung.

Wie aus der Diskussion hervorgeht, haben verschiedene Arbeitsgruppen Immun-
globuline, insbesondere spezifische Immunglobuline gegen verschieden Parodon-
talpathogene, im peripheren Blut von Parodontitispatienten bestimmt und mit den
Werten gesunder Kontrollprobanden verglichen (Pussinen et al. 2007; Picolos et
al. 2005; Mooney et al. 2001). Diese Untersuchungen kénnten anhand der Se-
rumproben der rekrutierten Probanden ebenfalls durchgefihrt werden, wobei még-
liche Unterschiede zwischen Patienten mit aggressiver und moderater chronischer

Parodontitis interessant waren.

Weiterhin ist die Untersuchung von Genpolymorphismen der in dieser Arbeit the-
matisierten Zyto- und Chemokine anhand des EDTA-Blutes mdglich. Da in den
durchgefihrten Untersuchungen Unterschiede beziglich stimulierter [IL-1B-
Freisetzung der PBMCs zwischen den untersuchten Gruppen feststellbar waren,
ware die Bestimmung des IL-1B -3954-Genpolymorphismus (C - T) eine mégliche
weiterflihrende Untersuchung. Bislang gewonnene Ergebnisse diesbezlglich sind
widersprichlich. Eine Untersuchung an brasilianischen Patienten und gesunden
Kontrollen wies bei Patienten mit chronischer Parodontitis einen héheren Anteil

der Trager des T-Allels nach als bei Patienten mit aggressiver Parodontitis und
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gesunden Kontrollen (Moreira et al. 2005). Des Weiteren wurde beschrieben, dass
Homozygote fir das C-Allel (Allel 1) anscheinend resistenter gegenlber Parodon-
talerkrankungen sind (Lopez et al. 2005; Quappe et al. 2004). Auch der Promotor-
polymorphismus am Lokus -511 wurde mit Veranderungen in der IL-1[B-
Freisetzung assoziiert: Patienten mit T/T-Genotyp scheinen eine erhéhte Synthe-
sekapazitat fur das Zytokin aufzuweisen (Mattila et al. 2002). Es existieren Stu-
dien, in welchen dieser Genpolymorphismus bei Patienten mit aggressiver Paro-
dontitis untersucht wurde, allerdings ohne signifikante Zusammenhange nachwei-
sen zu kdnnen (Scapoli et al. 2005; Tai et al. 2002). Patienten mit chronischer Pa-
rodontitis wurden in den genannten Studien nicht untersucht. Trevilatto et al. konn-
ten bei Mulatten und Afroamerikaner unter den von ihnen untersuchten Brasilia-
nern einen Zusammenhang zwischen dem T-Allel fir IL-1 B (C-511T) und chroni-
scher Parodontitis feststellen.

Bei der Durchfihrung genetischer Untersuchungen sollte Gber eine VergréBerung
der Patientenkohorte nachgedacht werden, um statistisch aussagekraftige Ergeb-

nisse erwarten zu kénnen.
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Parodontale Erkrankungen sind in den letzten Jahren Gegenstand allgemeinmedi-
zinischen sowie zahnérztlichen Interesses geworden. Die Atiopathogenese der
Parodontitis, insbesondere der schnell progredienten und nicht direkt mit lokalen
Faktoren assoziierbaren aggressiven Parodontitis, ist bislang in ihren immunologi-

schen Ablaufen nicht hinreichend geklart.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Generierung eines Konzeptvorschlags flr das
Risikoprofil von Patienten mit aggressiver Parodontitis. Zur immunologischen Cha-
rakterisierung der untersuchten Individuen wurden T- und B-Zell-Subpopulationen,
Freisetzung intrazellularer Zytokine aus T-Helferzellen und Stimulierbarkeit der IL-
1B- und IL-8-Freisetzung aus PBMCs bei jedem Studienteilnehmer bestimmt. Des
Weiteren stellt die Gewinnung von Informationen zur mikrobiologischen Zusam-
mensetzung der subgingivalen Flora der Studienteilnehmer Vergleichbarkeit zu
anderen Studien her und erdffnet die Mdglichkeit der explorativen Eruierung von

Zusammenhangen zwischen mikrobiologischen und immunologischen Befunden.
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Entsprechend vorliegendem Ethikvotum wurden 15 Patienten mit aggressiver Pa-
rodontitis, 11 Patienten mit moderater chronischer Parodontitis und 14 gesunde
Kontrollprobanden rekrutiert. Die parodontologische Untersuchung umfasste die
Sechspunktmessung von klinischem Attachmentlevel (CAL), Taschentiefe (TT)
und Blutung bei Sondierung der Tasche (BOP) an allen Zdhnen sowie die Erhe-
bung von approximalem Plaque-Index (API) und modifiziertem Sulkus-Blutungs-
Index (SBI). Des Weiteren wurden 18 ml Heparin-Blut und 6 ml EDTA-Blut als
Probenmaterial fir immunologische Untersuchungen entnommen. Die Untersu-
chungen verschiedener Bestandteile der angeborenen und adaptiven Immunant-
wort wurden mittels durchflusszytometrischer Methoden und Enzymgekoppeltem
Immunosorbent Spot (ELISpot) Assay an aufgetauten PBMCs durchgefiihrt. Im
ELISpot-Assay wurden die PBMCs mittels E.coli LPS, P.g. LPS und CWPS sowie
dem Peptidpool CEF stimuliert. Die durchflusszytometrisch ermittelten Daten wer-
den deskriptiv als Vergleich der untersuchten Gruppen ausgewertet.

FOr die mikrobiologischen Untersuchungen wurden subgingivale Plaqueproben
mittels steriler Papierspitzen aus den vier Stellen mit dem héchsten Wert fir TT
gewonnen und sofort kultiviert. Alle anaeroben Stdmme wurden biochemisch iden-
tifiziert. Bei Bedarf erfolgte die ldentifizierung mittels sequenzieller Analyse der
16S ribosomalen-RNA-Gene. Zusammenhénge zwischen mikrobiologischen und
immunologischen Befunden wurden explorativ unter Verwendung der Tests nach
Mann-Whitney und Kruskal-Wallis untersucht. Bei p < 0,05 wird der Zusammen-
hang aufgefthrt.

Bezlglich der B-Zell-Subpopulationen und der Produktion intrazellularer Zytokine
durch T-Zellen sind keine pathologischen Befunde nachweisbar. Die explorative
Untersuchung des Gedachtnis-B-Zell-Anteils Iasst einen erhéhten Anteil dieser B-
Zellsubpopulation in der Gruppe mit chronischer Parodontitis, verglichen mit den
anderen Gruppen, erkennen. Das Th1/Th2-Verhéltnis im peripheren Blut liegt bei
allen untersuchten Individuen ohne nennenswerte Unterschiede zwischen den

Gruppen im physiologischen Bereich.

Im ELISpot-Assay unterscheidet sich die in-vitro durch bakterielle Antigene indu-
zierte Stimulierung der PBMCs von Patienten mit aggressiver Parodontitis bezlg-

lich der Freisetzung von IL-8 und IL-1B nicht von der gesunder Individuen. Bezlg-
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lich der IL-1B-Freisetzung bei in-vitro Stimulation mit P.g. und E.coli LPS liegt eine
erhdhte Stimulierbarkeit der PBMCs von Patienten mit moderater chronischer Pa-

rodontitis im Vergleich zu den anderen Gruppen vor.

Die mikrobielle Besiedelung unterscheidet sich zwischen Patientengruppen und
Kontrollgruppe. Quantitativ als auch qualitativ sind Unterschiede in der Zusam-
mensetzung subgingivaler Plaque nachweisbar, mit einer quantitativ héheren
Menge gram-negativer Anaerobier bei den Patientengruppen. Bekannte parodon-
topathogene Spezies wurden gefunden und Prevotella denticola als ein mdglich-
erweise neues, mit aggressiver Parodontitis assoziiertes Pathogen, welches in der
Literatur bislang nicht explizit beschrieben wurde, identifiziert. Der Vergleich zwi-
schen Patienten mit chronischer Parodontitis und gesunden Probanden lasst eine
starke Assoziation der Parodontopathogene Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia und Prevotella oralis mit moderater chronischer Parodontitis erkennen.
Patienten mit aggressiver Parodontitis weisen gehauft Prevotella oralis, Parvimo-
nas micra und Anaerococcus prevotii beim Vergleich mit gesunden Individuen auf.
Der Vergleich zwischen chronischer und aggressiver Parodontitis zeigt die
Pradominanz von Porphyromonas gingivalis bei chronischer Parodontitis und An-
aerococcus prevotii bei aggressiver Parodontitis.

Entgegen der Hypothese zeichnen sich Unterschiede bezlglich der mikrobiellen
Flora bei Patienten mit aggressiver und chronischer Parodontitis ab. Des Weiteren
wurden Zusammenhange zwischen dem Nachweis bestimmter Bakterien und der
Stimulierbarkeit der IL-1B-Freisetzung, der B-Zelldifferenzierung und dem T-
Zellverhaltnis gefunden. Die Erstellung eines differenzierten immunologischen Ri-
sikoprofils flr Patienten mit aggressiver Parodontitis ist anhand der hier durchge-
fihrten Untersuchungen nicht méglich. Es werden jedoch entscheidende Unter-
schiede zur Gruppe mit moderater chronischer Parodontitis deutlich, die auf feh-
lende Balancierung zwischen Immunantwort und bakterieller Herausforderung bei
aggressiver Parodontitis hindeuten.

Anhand der Untersuchungsergebnisse kann vermutet werden, dass sich ein
Gleichgewicht zwischen Immunantwort und bakterieller Herausforderung bei Pati-
enten mit moderater chronischer Parodontitis einstellt, das mit Limitierung der

Schwere und Progression der Erkrankung einhergeht.
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Anlagen

I. Ergebnisse des CVID-Panels
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Abbildung A 1: Anteil der B-Lymphozyten Abbildung A 2: Anteil naiver und transi-
an der Gesamtzahl der Lymphozyten tionaler B-Zellen an der Gesamtmenge

der B-Lymphozyten
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Abbildung A 3: Anteil der ,,switched memory
B-Zellen® (IlgD-lgM-CD19+CD27+) an den B-
Lymphozyten
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Il. Spotbildung ohne Stimulation
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Abbildung A 4 und Abbildung A 5: Darstellung der Anzahl gemessener Spots im ELISpot
(reprasentativ fiir die Anzahl der Zytokin-/Chemokin-produzierenden Zellen) in den ver-
schiedenen Probandengruppen ohne Stimulation mittels Antigen
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lll. Quantitative Verteilung der Bakterienspezies

Bakterium

A. israelii

A. meyeri

A. odontolyticus

A. naeslundii

A. viscosus

A. prevotii
Bacteroides merdae
Bacteroides ureolyticus
Eggerthella lenta
Veillonella spp
Capnocytophaga spp
F. nucleatum

F. necrophorum

F. necrogenes

F. varium
Eubacterium brachy
Eubacterium limosum
Eubacterium yurii

P. intermedia

P loeschii

P. buccae

P. bivia

P. oralis

P. melaninogenica

P. denticola

P. disiens

P. buccalis

P. tannerae

P. nigrescens
Gemella morbillorum
Micromonas micros
Propionib. acnes
Propionib. propionicus
Anaerococcus prevotii
Peptostr. anaerobicus
Campylobacter rectus
Finegoldia magna
Selenomonas spp
Porph. gingivalis
Porph. asaccharolytica
Porph. endodontalis
Cl. tyrobutyricum

Median der Bakterienanzahl [KBE*10*] {Min — Max [KBE*10%]}

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Gesund

{0 — 500,00}
{0 — 100,00}
{0—10,00}
{0 —0,00}
{0 —0,00}
{0—0,00}
{0—0,00}
{0-0,05}
{0 — 80,00}
{0 - 11,00}
{0 — 104,00}
{0 - 7,00}
{0 - 10,00}
{0 —8,00}
{0 - 0,00}
{0 - 0,00}
{0 —0,00}
{0—0,00}
{0 - 60,00}
{0 — 153,00}
{0 — 120,00}
{0 — 30,00}
{0 — 30,00}
{0-0,10}
{0 - 0,00}
{0—0,00}
{0 - 0,00}
{0 - 0,00}
{0 - 0,00}
{0 — 20,00}
{0 — 00,00}
{0 - 1,00}
{0 - 0,00}
{0 —0,00}
{0 —0,00}
{0—0,00}
{0—0,00}
{0—0,00}
{0 - 0,00}
{0 - 0,00}
{0 —0,00}
{0—0,00}

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
7,70
0,00
6,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
100,00
0,00
0,00
0,00
1,40
0,00
2,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

agP
{0-25,00}

{0 — 300,00}
{0 - 0,20}

{0 - 0,20}

{0 -0,00}
{0-0,00}

{0 — 30,00}
{0 — 200,00}
{0 —3000,00}
{0 - 3000,00}
{0 — 20,00}
{0 - 1000,00}
{0—-10,00}
{0 — 580,00}
{0 — 100,00}
{0 -0,00}

{0 — 200,00}
{0 - 5,00}

{0 - 4000,00}
{0 — 300,00}
{0 - 100,00}
{0 -0,00}

{0 —1000,00}
{0 — 50,00}
{0 - 610,00}
{0-0,00}

{0 —-10,00}
{0 -0,00}

{0 -0,00}

{0 —100,00}
{0 — 200,00}
{0 —70,00}
{0 —-10,00}
{0 — 100,00}
{0 - 100,00}
{0 — 400,00}
{0-0,00}

{0 — 80,00}
{0 -0,00}

{0 -0,00}

{0 -0,00}
{0-0,00}

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
11,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
17,00
0,00
2,00
0,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

cP

{0 — 300,00}
{0 — 26,00}
{0-0,70}

{0 - 0,00}

{0 — 500,00}
{0 —10,00}
{0 —2,00}

{0 — 2000,00}
{0 - 5,00}

{0 - 100,00}
{0 — 50,00}
{0 - 1000,00}
{0—0,00}

{0 — 20,00}
{0 — 20,00}
{0 — 200,00}
{0 - 0,00}
{0—0,00}

{0 — 2000,00}
{0 — 100,00}
{0 — 2000,00}
{0 - 0,00}

{0 — 200,00}
{0—0,00}

{0 - 30,00}
{0 — 40,00}
{0 —2,00}

{0 — 30,00}
{0 - 0,00}

{0 — 100,00}
{0 — 3000,00}
{0 — 100,00}
{0 - 0,00}

{0 - 0,00}

{0 — 100,00}
{0—0,00}

{0 — 200,00}
{0 — 200,00}
{0 — 200,00}
{0 — 40,00}
{0 — 1000,00}
{0 —10,00}
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Cl. fallax 0,00 {0-0,00} 0,00 {0 -0,00} 0,00 {0-1,00}

Cl. bifermentans 0,00 {0-0,00} 0,00 {0 — 40,00} 0,00 {0-0,00}

Cl. histolyticum 0,00 {0-0,00} 0,00 {0 —200,00} 0,00 {0-0,00}

Cl. sordellii 0,00 {0-0,00} 0,00 {0 —0,00} 0,00  {0-2000,00}
Cl sporogenes 0,00 {0-0,10} 0,00 {0 —-0,00} 0,00 {0 — 15,00}

Cl. beijerickii/butyricum 0,00 {0 - 0,00} 0,00 {0 —100,00} 0,00 {0-1000,00}
Cl. innocuum 0,00 {0-0,01} 0,00 {0 -0,00} 0,00  {0-3000,00}
Cl. clostridioforme 0,00 {0-0,00} 0,00 {0 - 0,00} 0,00 {0 —-10,00}

Quantitative Menge der isolierten anaeroben Bakterienspezies bei den verschieden Proban-
den- und Patientengruppen im Median sowie Minimum und Maximum der nachgewiesenen

Bakterienanzahl

agP: an aggressiver Parodontitis erkrankte Patienten; cP: an moderater chronischer Paro-
dontitis erkrankte Patienten; KBE: Kolonie-bildende Einheiten; Min: Minimum; Max: Maxi-
mum; A.: Actinomyces; F.: Fusobacterium; Cl.: Clostridium; Porph.: Porphyromonas; P.:
Prevotella; spp: species pluralis; Propionib.: Propionibacterium; Peptostr.: Peptostrep-

tococcus
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IV. Fragebogen

Fragebogen zur Studie

»~Immunregulation bei aggressiver Parodontitis™

Die Beantwortung der folgenden Fragen unterstiitzt die Interpretation
der Forschungsergebnisse der Studie.

Name:

Probennummer : Alter: Beruf:

1 5

10.

1l

12

1l

14.

13

16.

a.

8ind in Ihrer Familie schwere Erkrankungen vorgekommen? © Ja o Nein
Welche?

Haben oder hatten Sie schwere Erkrankungen? o Ja 0 Nein
Welche?
Sind Sie zurzeit in &rztlicher Behandlung? o Ja 0 Nein
Warum?
Nehmen Sie in den letzte 6 Monaten Medikamente ein? o Ja o Nein
Welche?
Sind Sie zuckerkrank (Diabetiker?) o Ja o Nein
Haben Sie Herz- oder Kreislaufbeschwerden? o Ja 0 Nein
Haben oder hatten Sie Gelbsucht? o Ja 0 Nein
Haben Sie Erkrankungen des Immunsystems? o Ja o Nein
Welche?
Haben Sie Allergien? o Ja o Nein
Welche?

Wie schdtzen Sie selbst Ihre Zahn- und Mundpflege ein?
o sehr qut o gut © befriedigend 0 ausreichend o mangelhaft
0 ungeniigend

Benutzen Sie auBer der Zahnbiirste Hilfsmittel zur Zahn- und Mund-

pflege? o Ja 0 Nein
Welche?
Haben Sie Blutgerinnungsstérung? o Ja 0 Nein

Wie oft gehen Sie zu Ihrem Zahnarzt zur vorsorglichen Untersuchung?
© 1x jéhrlich o 2x j&hrlich o &fter

Sind Sie schwanger oder stillen Sie? o Ja o Nein
Rauchen Sie zurzeit oder haben Sie einmal regelmiBig geraucht?

o Ja o Nein
aktuelle Raucher: Wie viele Zigaretten tdglich?
Ehemalige Raucher: Wann haben Sie aufgehtrt zu rauchen?

Nehmen Sie die Antibabypille? o Ja o Nein

Ist bei einem TIhrer direkten Verwandten Zahnverlust aufgrund von
Zahnlockerung (Parodontitisgriinden) bekannt? o Ja o Nein

Datum

Unterschrift
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Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat
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Prof. Dr. V. Schuster
Universitétsklinik und Poliklinik fiir Kinder und Jugendliche

Tzscharschuch, Doreen
Justiziariat

Immunregulation bei aggressiver Parodontitis

» Prof Dr. med. U. Sack — Institut fur Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin, Bereich
immunologische Diagnostik, Universitat Leipzig

Unsere Bearbeitungs-Nr. 151-2009-06072009 (Bitte stets angeben!)

Die genannte Studie wurde von der Ethik-Kommission an der Universitat Leipzig unter ethischen,
medizinisch-wissenschaftlichen und juristischen Gesichtspunkten gepruft.

Das Gutachten kann die uneingeschrénkte Zustimmung, die Darlegung von Empfehlungen und
Forderungen oder die Ablehnung der Studie in der vorliegenden Fassung beinhalten (siehe Seite
2). Eine Empfehlung soll auf die moralische Verantwortung hinweisen und in Freiheit und
Verantwortung zur Anderung bzw. Erweiterung des Versuchsplanes anregen.

Eine zur Forderung erhobene Stellungnahme der Kommission hat zur Folge, dass die Zustimmung
der Kommission firr die Durchfithrung der vorgelegten Studien an die Erfullung dieser
Forderung(en) durch den verantwortlichen Studienleiter gebunden ist.

Die Ethik-Kommission bestatigt, dass ihre Zusammensetzung und Arbeitsweise den gesetzlichen
Vorschriften bzw. relevanten |ICH-GCP-Empfehlungen zur Nutzen-Risiko-Abwagung von
wissenschaftlichen Untersuchungen am Menschen entspricht.
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Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultét
der Universitit Leipzig

Vorsitzender: Professor Dr. R. Preif%

Ethik ission an der Medizinischen Fakultét der Universitat Leipzig
[ Institut for Klinische Pharmakologie, Hartelstralie 16-18, 04107 Leipzig

Immunregulation bei aggressiver Parodontitis

» Prof. Dr. med. U. Sack — Institut fur Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin, Bereich
immunologische Diagnostik, Universitat Leipzig

Unsere Bearbeitungs-Nr. 151-2009-06072009 (Bitte stets angeben!)

Die Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat der Universitat Leipzig erhebt keine ethischen

und wissenschaftlichen Bedenken gegen das vorgelegte Studiendesign, sofern nachfolgende
Forderung berticksichtigt wird:

+ Zur réntgenologischen Auswertung soll ein OPG durchgefithrt werden, sofern kein aktuelles
Bild vorliegt (Kap. 5.2.). Keine Einwande erhebt die Kommission fiir PA-Patienten, da fur diese
eine Indikation vorliegt. Fiir die Einbeziehung gesunder Probanden fordert die Kommission, nur
solche Probanden einzubeziehen, bei denen aus anderen Indikationen heraus bereits ein OPG
vorliegt.

Leipzig, 20. Juli 2009

\ \
Professor Dr. R. Prei

Vorsitzender der Ethik-Kommission
an der Medizinischen Fakultét der Universitét Leipzig

Bei Vorlage von iiberarbeiteten Unterlagen sind simtliche Anderungen unter Angabe der
Bearbeitungs-Nr. deutlich kenntlich zu machen. Andernfalls erfolgt keine Bearbeitung
durch die Ethik-Kommission.
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VI. Einwilligungserklarung

Titel der Studie: Immunregulation bei aggressiver Parodontitis
Patient/in Nr.:

Kooperationspartner fiir Laboranalysen: Prof. Dr. U. Sack, Universitat Leipzig, Institut fir
Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

In diesem wissenschaftlichen Vorhaben soll die Immunregulation bei Patienten mit ag-
gressiver Parodontitis untersucht werden. Wir méchten Sie bitten, diese Forschung durch
die Entnahme von 20 ml lhres Blutes und eine klinische Untersuchung zu unterstitzen. Im
Labor werden dann verschiedene Untersuchungen an den Blutproben vorgenommen. Bei
einer davon, werden aus den Blutproben Zellen des Immunsystems isoliert und es wird
gemessen, wie viele Zellen und in welchem MaBe diese auf die Stimulation mit Infekti-
onserregern reagieren. Dieser so genannte ELISpot-Test ermdglicht uns damit, Aussagen
Uber die Funktion lhres Immunsystems zu treffen und dies in Zusammenhang mit den bei
Ihnen ermittelten klinischen Werten beziglich des Entzindungsstatus, lhren Zahnhalte-
apparat betreffend, zu bringen. Eine andere Analyse erlaubt Aussagen Uber eventuell
vorhandene genetische Besonderheiten, die Auswirkungen auf den Schweregrad der Er-
krankung haben. Die im Blut erhobenen Messwerte missen in Beziehung zu lhren Kli-
nisch-diagnostischen Untersuchungsergebnissen gesetzt werden, die bei der zahnarztli-
chen Untersuchung erhoben wurden, weswegen wir Sie auch um Genehmigung zur Ver-
wendung dieser medizinischen Daten bitten wollen.

Alle auf Ihre Person bezogenen identifizierten und medizinischen Daten unterliegen so-
wohl der arztlichen Schweigepflicht, als auch den Bestimmungen des Bundesdaten-
schutzgesetzes. Nach Abschluss der Laboruntersuchungen werden die Proben vernichtet.
Mit Ihrer Unterschrift erklaren Sie,

a) dass Sie bereit sind, sich der klinischen Untersuchung an der Poliklinik fir Konservie-
rende Zahnheilkunde und Parodontologie zu unterziehen, dass

b) Sie Gelegenheit hatten, alle die Sie interessierenden Fragen umfassend und ab-
schlieBend zu besprechen, dass

c) Sie die Patienteninformation gelesen haben, dass

d) Sie damit einverstanden sind, dass die im Rahmen der wissenschaftlichen Untersu-
chung Uber Sie erhobenen Krankheitsdaten und sonstigen mit dieser Untersuchung
zusammenhangenden personenbezogenen Daten verschlisselt aufgezeichnet wer-
den. Es wird gewahrleistet, dass lhre personenbezogenen Daten nicht an Dritte wei-
tergegeben werden. Bei der Verdéffentlichung (wissenschaftliche Zeitung, Kongress-
prasentationen) wird aus den Daten nicht hervorgehen, wer an dieser Untersuchung
teilgenommen hat. lhre persénlichen Daten unterliegen dem Datenschutzgesetz und
werden nur verschlisselt erfasst.

Sie wissen, dass Sie nicht in die Studie eingeschlossen werden kénnen, wenn Sie einem
dieser Punkte nicht zustimmen (§7 Abs. 2. Nr. 35 GCP-V). Eine Ablehnung, die ohne eine
Begrindung erfolgen kann, hat keinerlei Auswirkungen auf Ihre medizinische Betreuung.
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VII. Datenschutzerklarung

Titel der Studie: Immunregulation bei aggressiver Parodontitis

Mir ist bekannt, dass bei dieser Studie personenbezogene Daten, insbesondere medizini-
sche Befunde, tUber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden sollen. Die Ver-
wendung der Angaben Uber meine Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen
und setzt vor der Teilnahme an der klinischen Prifung folgende freiwillig abgegebene
Einwilligungserklarung voraus, d.h. ohne die nachfolgende Einwilligung kann ich nicht an
der klinischen Prifung teilnehmen.

Einwilligungserkldrung zum Datenschutz (Arzneimittelgesetz)

1. Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser klinischen Studie erho-
bene Daten, insbesondere Angaben lber meine Mundgesundheit, in Papierform und
auf elektronischen Datentragern in der Poliklinik fir Konservierende Zahnheilkunde
und Parodontologie des Universitatsklinikums Leipzig, wahrend der ambulanten Un-
tersuchung aufgezeichnet werden. Soweit erforderlich, dirfen die erhobenen Daten
verschlisselt weitergegeben werden:

e an das Max- Birger- Forschungszentrum des Universitatsklinikums Leipzig.

e Im Falle eines Antrags auf Medikamentenzulassung (entféllt, da keine Medikamen-
tenstudie): an den Sponsor und die fir die Zulassung zusténdige Behérde (z.B.
Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte).

2. AuBerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass autorisierte und zur Verschwie-
genheit verpflichtete Beauftragte der genannten Institutionen sowie die zustandigen in-
landischen und auslandischen Uberwachungsbehérden in meine personenbezogenen
Daten, insbesondere meine Mundgesundheitsdaten, Einsicht nehmen, soweit dies fur
die Uberprifung der ordnungsgemaBen Durchfiihrung der Studie notwendig ist. Flr
diese MaBnahme entbinde ich den/ die Untersucher/in der Studie von der arztlichen
Schweigepflicht.

3. Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen Daten,
insbesondere der Angaben Uber meine Gesundheit, ist unwiderruflich. Ich bin bereits
dartber aufgeklart worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an der klinischen Prifung
beenden kann. Im Fall eines solchen Widerrufs meiner Einwilligung, an der Studie teil-
zunehmen, erklare ich mich damit einverstanden, dass die bis zu diesem Zeitpunkt
gespeicherten Daten ohne Namensnennung weiterhin verwendet werden dirfen, so-
weit dies erforderlich ist, um
e Wirkungen des zu prifenden Arzneimittels festzustellen (entfallt, da keine Medi-

kamentenstudie),

¢ sicherzustellen, dass meine schutzwirdigen Interessen nicht beeintrachtigt wer-
den, und

e der Pflicht zur Vorlage vollstandiger Zulassungsunterlagen zu gentigen.

4. Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder Ab-
bruch der Prifung mindestens zehn Jahre aufoewahrt werden, wie es die Vorschriften
Uber die klinische Prafung von Arzneimitteln bestimmen. Danach werden meine per-
sonenbezogenen Daten geldscht, soweit nicht gesetzliche, satzungsmaBige oder ver-
tragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

5. Ich bin Uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung, an
der Studie teilzunehmen, widerrufe, missen alle Stellen, die meine personenbezoge-
nen Daten, insbesondere Gesundheitsdaten gespeichert haben, unverziglich prifen,
inwieweit die gespeicherten Daten flr die in Nr. 3 genannten Zwecke noch erforderlich
sind. Nicht mehr benétigte Daten werden unverziglich gel6scht.
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Selbststandigkeitserklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig und ohne unzu-
lassige Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt
habe. Ich versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geld-
werte Leistungen fUr Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem
Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder
im Inland noch im Ausland in gleicher oder &hnlicher Form einer anderen Pri-
fungsbehérde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prifungsverfah-
rens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen
Ubernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt
Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wur-
den alle Personen genannt, die direkt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit
beteiligt waren.

, Leipzig, den 13. Juni 2012

Jana Schmidt
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