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1 Abstract

Publication

The publication "Investigation of the Expression of Inflammatory Markers in Oral Biofilm
Samples in Patients with Systemic Scleroderma and the Association with Clinical Periodontal
Parameters- A Preliminary Study” was published on the 27" October 2021 (available at
https://doi.org/10.3390/1ife11111145). The named publication contains components of the

data, illustrations and literature derived from this monography. Amelie Fabia Lugenblhl is
author of the present monography and co-author of the publication mentioned above. Mrs. Dr.
med. dent. Mayte Buchbender is the corresponding author.(1)

1.1 Background and Objectives

Systemic Sclerosis (SSc) is a rare and chronic autoimmune disorder with an incidence about
0.3-2.8 per 100 000 habitants per year. The disease leads to fibrosis of the skin but also impairs
blood vessels and internal organs. In contrast periodontitis is a very common disease that often
results in tooth loss and is a risk factor for several severe ilinesses e.g., diabetes and coronary
heart disease. In Germany over 50 per cent of the 35- 44-year-old habitants suffer from a
moderate to severe periodontitis. Periodontitis is an inflammatory disease caused by the
mutual interaction of dysbiotic bacteria and a dysregulated immune response leading to
periodontal inflammation. This prospective study investigates the consequences of SSc with
respect to the periodontium and the oral cavity and shall evaluate the risk of developing
periodontitis. A further aim of the study was to demonstrate differences between patients with
SSc and healthy patients based on gene expression analysis of several inflammatory

mediators in combination with clinical parameters of isolated subgingival plaque.

1.2 Design and Methods

The study included a total of 39 patients (SSc n=17, control n=22) who were examined for
clinical parameters (complete evaluation of the periodontium with plaque index (PI), pocket
depth (PPD), clinical attachment loss (CAL) and bleeding on probing (BOP)) and for gene
expression levels of the interleukins IL-2, IL-6 and IL-10, matrix-metalloproteinase 9 and the
surface antigens THY-1, CD34 and ITGAL. Subgingival plaque samples were obtained
minimally invasive, and the RNA of the gathered cell material was isolated by the TRIzol™-
method. The relative gene expression levels were detected by real-time quantitative PCR
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(AACt). GAPDH was used as housekeeping gene. The statistical analysis was achieved by
using Microsoft Excel and IBM SPSS.

1.3 Results

Statistically there were no significant difference regarding the gene expression levels between
the SSc and the healthy patients, but the fold change indicates quantity changes between the
two groups. IL-6, MMP-9, THY-1 and ITGAL showed an upregulation in the group SSc whereas
a downregulation was revealed for IL-2 and CD34. IL-10 did not differ between the two groups.
The CAL in per cent was significantly two-times higher in SSc than in the healthy group
(p=0.035) and 1.2 mm (p=0.009), as well as the recession of the gingiva (p=0.020). The group
SSc showed 10 % more bleeding on probing as the healthy group (p=0.006) and a narrowed
mouth opening (p=0.001). External cervical resorptions were not detected in any patient, but
the SSc presented two times more cervical restorations and defects as the control group
(p=0.011). The BOP correlated significantly with the plaque index in the control group
(p=0.014) but did not in the SSc group. The interincisal distance correlated negatively with the
CAL (p=0.011) and the number of sites with PD = 4mm (p=0.015) in the SSc group.
Furthermore, the CAL correlated negatively with IL-6 (p=0.015) and IL-6 correlated positively
with MMP-9 (p=0.034) within SSc. Only the control group showed a positive correlation
between the surface antigens THY-1 and CD34 (p=0.033).

1.4 Conclusion

The aim of this study was to collect new insights, differences and similarities between the SSc
and the periodontitis by means of the expression levels of several inflammatory mediators and
clinical parameters. Patients with SSc showed an advanced status of periodontitis by having
significantly higher PD and CAL with increased BOP compared to the healthy group, although
the plaque index did not differ between the groups. Patients with SSc have a higher risk of
developing periodontitis. External cervical resorptions can be rejected as potential symptoms
of SSc with high probability. This study elucidates a new method to prove gene expression
levels of inflammatory mediators in subgingival plague samples. It enables to investigate
specifically and precisely molecular processes within the sulcus. It is necessary to gain further
information of SSc and its impact on the periodontium by complementing more inflammatory
mediators. In conclusion dentists need to monitor patients with SSc closely to avoid larger
treatments as the limited mouth opening complicates dental therapy for the dentist and the
patient. Patients should be motivated repetitively to maintain an adequate oral hygiene to

decrease the risk of developing caries or periodontitis. In addition, periodontitis should be
2



treated immediately to prevent negative consequences on the whole immune system and

interactions with SSc in regard of the large focus of inflammation.



2 Zusammenfassung

Publikation

Die Publikation mit dem Titel ,Investigation of the Expression of Inflammatory Markers in Oral
Biofilm Samples in Patients with Systemic Scleroderma and the Association with Clinical
Periodontal Parameters- A Preliminary Study” wurde am 27. Oktober 2021 veréffentlicht
(vorhanden unter https://doi.org/10.3390/1ife11111145). Die Publikation enthalt Anteile der

Daten, der Grafiken und der Literatur, die aus dieser vorliegenden Monographie

hervorgegangen sind. Amelie Fabia Lugenbuhl ist die Autorin dieser Monographie und Co-
Autorin des oben genannten Papers. Korrespondierende Autorin der Publikation ist Frau Dr.
med. dent. Mayte Buchbender.(1)

2.1 Hintergrund und Ziele

Die Systemische Sklerodermie (SSc) ist eine seltene und chronisch-entziindliche
Autoimmunerkrankung des Bindegewebes mit einer Inzidenz von 0.3-2.8 pro 100 000
Einwohner pro Jahr. Aufgrund der Fibrosierung und Sklerosierung der Haut, der inneren
Organe und der BlutgefaR3e sind die Betroffenen stark beeintrachtigt. Die Parodontitis
hingegen, ist eine weit verbreitete chronische Erkrankung. Die Entziindung des parodontalen
Gewebes entsteht durch die Wechselwirkung dysbiotischer Bakterien mit einem dysregulierten
Immunsystem und wird zum Beispiel durch mangelhafte Mundhygiene verstarkt. Sie fihrt nicht
nur zum Zahnverlust, sondern beeintrachtigt auch andere schwere Erkrankungen wie zum
Beispiel Diabetes mellitus und Herz-Kreislauf-Erkrankungen. In Deutschland leiden tber 50 %
der Erwachsenen mit 35-44 Jahren an einer moderaten bis schweren Parodontitis. Beide
Erkrankungen sind chronisch-entziindliche Erkrankungen, die es gilt, weiter zu analysieren
und zu vergleichen. Die nachfolgende Studie untersuchte prospektiv die Folgen der SSc auf
den Zahnhalteapparat und die Mundhohle und soll das Risiko dieser Patienten, eine
Parodontitis zZu entwickeln, evaluieren. Aulerdem sollte anhand von
Expressionsunterschieden verschiedener Entziindungsmediatoren in Zusammenhang mit
klinischen Parametern eine Differenz zwischen Patienten mit SSc und einer gesunden

Vergleichsgruppe dargestellt werden.

2.2 Design und Methode

Insgesamt wurden 39 Probanden (SSc n=17, Kontrolle n=22) in die Untersuchung inkludiert.

Es wurden klinische Parameter der Mundhdhle (zum Beispiel ein Zahnstatus, die Anzahl
4
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externer zervikaler Resorptionen und Schleimhautverdnderungen, sowie Bestehen einer
Zungenverkirzung etc.) erhoben und ein vollstandiger parodontaler Status (Plague-Index (PI),
Bleeding on Probing (BOP), Clinical Attachment Loss (CAL), Parodontaler-Screening-Index
(PSI)) erstellt. Anhand Real- Time quantitative PCR wurden die Genexpressionen der
Interleukine IL-2, IL-6 und IL-10, sowie der Oberflachenproteine THY-1, CD34 und ITGAL und
der Matrix-Metalloprotease-9 in minimalinvasiv entnommenen subgingivalen Plaque-Proben
gemessen. Die RNA der Proben konnte durch die TRIzol™-Methode isoliert werden. Als
»housekeeping gene“ fungierte die GAPDH. Die Unterschiede in der Genexpression und
zwischen den Gruppen wurden mit der AACt Methode und anhand des Fold change bestimmt.

Die statistische Auswertung wurde mit Excel (Microsoft) und SPSS (IBM) durchgefihrt.

2.3 Ergebnisse und Beobachtungen

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Mann-Whitney-U-Test fir die
Expressionen der Entziindungsmediatoren, doch zeigte der Fold change (RQ) signifikante
Unterschiede im Vergleich der SSc Gruppe mit der Kontrollgruppe. So konnte eine
Uberexpression des IL-6, der MMP-9, des THY-1 und des ITGAL in der SSc Gruppe
nachgewiesen werden, sowie eine Herabregulierung der Expression des IL-2 und des CD34.
Fir IL-10 ergab sich kein Unterschied. In der SSc Gruppe war der CAL (in %) signifikant um
das Zweifache erhoht (p=0.035), sowie um circa 1,2 mm tiefer (p=0.009) im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Auch die Rezessionen waren in der SSc Gruppe signifikant erhdht (p=0.020).
Diese zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant 10% mehr Blutung (p=0.006) und eine
verkleinerte Mundéffnung (p=0.001). Externe zervikale Resorptionen wurden in beiden
Versuchsgruppen nicht beobachten, dafiir zeigten die SSc Patienten doppelt so viele
Zahnhalsfiillungen und/ oder -defekte im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0.011). In der SSc
korrelierte der BOP nicht signifikant mit dem Plaque Index im Gegensatz zur Kontrollgruppe
(p=0.014). Die Schneidekantendistanz der SSc Patienten korrelierte zum einen negativ
signifikant mit dem CAL (p=0.011) und zum anderen mit der Anzahl der Taschentiefen = 4mm
(p=0.015). Der CAL in der SSc Gruppe korrelierte negativ und signifikant mit dem IL-6
(p=0.015), wahrend gleichzeitig IL-6 positiv mit MMP-9 signifikant korrelierte (p=0.034). Die
Kontrollgruppe ergab eine signifikant positive Korrelation zwischen dem Oberflachenantigen
THY-1 und dem CD34 (p=0.033), die sich in der SSc Gruppe nicht wiederfand.

2.4 Fazit

Das Ziel der Studie war es neue Erkenntnisse, Unterschiede und Zusammenhange zwischen

der Parodontitis und der Systemischen Sklerodermie anhand des Vergleichs der Expression
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von Entziindungsmediatoren und der klinischen Parameter zu gewinnen. Die Patienten der
SSc Gruppe litten an einer fortgeschrittenen Parodontitis gemessen an signifikant tieferen
Taschen, einem hdheren CAL mit einem hoheren BOP im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe, obwohl sich der Plaque-Index nicht signifikant zwischen den Gruppen
unterschied und nur eine signifikante Korrelation zwischen dem Plaque Index und dem BOP
in der Kontrollgruppe beobachten liel3. Zusammengefasst haben SSc Patienten im Vergleich
zu gesunden Patienten ein erhdhtes Risiko an Parodontitis zu erkranken und einer schwereren
Verlaufsform zu unterliegen. Nach dieser Studie kann man externe zervikale Resorptionen als
Manifestation der SSc mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschlie3en. Die Studie demonstriert,
dass man anhand der hier entwickelten Methodik Genexpressionen von
Entzindungsmediatoren in der Plaque nachweisen kann, sodass dies eine neue Moglichkeit
hervorbringt, diese gezielt nachzuweisen und mit der jeweiligen Fragestellung zu verknupfen.
Um das Wissen Uber Zusammenhange und Unterschiede der SSc und der Parodontitis zu
erweitern, sollte diese Studie mit weiteren Entziindungsmediatoren ergénzt werden.
Schlussendlich ist in der zahnarztlichen Betreuung der Patienten mit SSc dringend auf eine
engmaschige Kontrolle zu achten, sodass grofRere Behandlungen zu vermeiden sind, die
aufgrund der eingeschrankten Mundéffnung fir Patienten und Behandler schwierig sind. Die
Motivation des Patienten zu einer adaquaten Mundhygiene sollte wiederholend durchgefihrt
werden. AulRerdem muss eine Parodontitis direkt behandelt und besser verhindert werden, um
eine zusatzliche Belastung des gesamten Immunsystems und Wechselwirkungen mit der SSc

zu vermeiden, die aufgrund des grof3flachigen Entziindungsherdes entstehen kénnten.

Abgrenzung zu anderen Dissertationen und Publikationen:

Es gibt Uberschneidungen von 22 Patienten innerhalb der Kontrollgruppe mit dem
Dissertationsprojekt und der Publikation von Herr Jakob Paul Fehlhofer, Co-Autor des Titels:
sExpression of inflammatory mediators in biofilm samples and clinical association in
inflammatory bowel disease patients-a preliminary study*, Journal: Clinical Oral Investigation,
DOI:10.1007/s00784-021-04093-2). Die Uuberschneidenden Patienten, der zum Teil
gemeinsamen Kontrollgruppe, sind unabhé&ngig klinisch untersucht worden und die
subgingivalen Sulkusproben wurden eigenstandig entnommen. Die Methodik im Labor von der
Gewinnung der RNA bis zur Real-Time gPCR gleicht sich in beiden Dissertationen, wobei die
Durchfiihrung der Arbeitsschritte im Labor und die statistische Auswertung der Ergebnisse
allein und eigenstandig erfolgte. Es wurden zum Teil unterschiedliche Entziindungsmediatoren

untersucht.


https://doi.org/10.1007/s00784-021-04093-2

3 Einleitung

Die Systemische Sklerodermie (SSc) ist eine seltene und chronisch verlaufende
Autoimmunerkrankung aus der Gruppe der Kollagenosen, die sich in BlutgeféaRen und inneren
Organen, vornehmlich der Haut, manifestieren kann. Unterteilt wird die SSc in den limitierten
und den diffusen Typ, sowie den zirkumskripten Typ, der in dieser Arbeit nicht eingeschlossen
wurde. Der limitierte Subtyp tritt mit 43% haufiger auf als der diffuse Typ mit 30%.(2) Fir die
SSc wird eine Pravalenz von 10-15/100.000 Einwohnern angegeben.(3) Die Ursache sowie
die Auspragungsgrade auf die unterschiedlichen Organe sind bisher unklar. Speziell die
Mundhdéhle, respektive mdgliche Auswirkungen auf den Zahnhalteapparat, sind nur in wenigen
Studien diskutiert worden. Aus bisheriger Literatur ist bekannt, dass viele Patienten
charakteristische Erscheinungsmerkmale im Laufe der SSc entwickeln, wie zum Beispiel eine
verkleinerte Mundo6ffnung, Sklerosierung des Zungenb&ndchens und radiar verlaufende
periorale Falten (Tabaksbeutelmund).(4) Ein paar wenigen Studien der letzten Jahre zeigten,
dass die Patienten mit systemischer Sklerodermie zum Teil erh6hte klinische parodontale
Parameter aufwiesen wie zum Beispiel einen erhthten Clinical Attachment Loss (CAL) und
eine hohere Anzahl an fehlender Zahne im Vergleich zu der jeweiligen gesunden
Kontrollgruppe.(5, 6) Ob der Abbau des parodontalen Bindegewebes eine Folge der SSc oder
durch eine gleichzeitig bestehende Parodontitis hervorgerufen wird, konnte bislang noch nicht
geklart werden. Die Parodontitis gehért auch wie die SSc zu den chronisch entziindlichen
Erkrankungen. Die Entziindung des Zahnhalteapparats wird durch eine dysregulierte
Immunantwort hervorgerufen, die zum Beispiel durch Bakterien der Mundhéhle verursacht
werden kann. Durch eine kaskadenartige Ausschittung an Immunmediatoren wird eine
Entzindungsreaktion ausgeldst. Diese fuhrt zum Abbau der parodontalen Fasern des
Zahnhalteapparates, zu erhdhtem Zahnfleischbluten und zu verstarktem Knochenabbau um
den betroffenen Zahn herum bis zum Zahnverlust. Zwar scheinen die Patienten mit SSc zum
Teil ahnliche klinische parodontale Parameter aufzuweisen, welche fiir eine Parodontitis
charakteristisch sind. Doch aufgrund der mangelnden Datenlage konnte die Frage nach einem
konkreten Zusammenhang in Bezug auf die Pathogenese oder die Auspragung der
gegenseitigen Beeinflussung zwischen der SSc und der Parodontitis noch nicht beantwortet
werden. Zugleich lasst der Fakt, das in beiden Krankheiten Bindegewebe durch die eigene
entziindliche Immunantwort aufgeldst wird und bei Patienten mit SSc ein erhoéhter klinischer
Attachmentverlust wie bei Patienten mit Parodontitis gezeigt werden konnte, Uber
gemeinsame oder dhnliche destruktive Vorgange der SSc und der Parodontitis nachdenken.
Das Ziel dieser Untersuchung war es Unterschiede in den klinisch parodontalen Parametern
zwischen der SSc Gruppe und der gesunden Kontrollgruppe zu zeigen und diese mit anderen

klinischen Parametern der SSc in Zusammenhang zu setzen. Aul3erdem sollte anhand
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minimalinvasiv entnommener Sulkus-Proben die Expression von verschiedenen
Entzindungsmediatoren nachgewiesen und mit den klinischen Parametern korreliert werden.
Bei erfolgreicher Etablierung der hier angewendeten Methodik kbnnte dies neue diagnostische
Perspektiven aufzeigen, aber auch lokale Vorgdnge der Immunantwort in der Gingiva besser
aufklaren. Weiterhin wurde aufgrund eines bisher bekannten Fallberichts Uber die mdgliche
Manifestation von externen zervikalen Resorptionen bei Patienten mit SSc untersucht, ob
diese tatsachlich gehauft auftreten.(7) Externe zervikale Resorptionen entstehen durch
Umbauvorgange der Zahnhartsubstanz und unterliegen ahnlichen Mechanismen, die fur den

Knochenabbau verantwortlich sind.(7)



4 Wissenschaftlicher Hintergrund

4.1 Parodontitis

Die Parodontitis ist eine chronisch verlaufende entzindliche Erkrankung des
Zahnhalteapparates, die weltweit stark verbreitet ist. Aufgrund der ansteigenden
Weltbevolkerung und des zunehmenden Erhalts der eigenen Zahne, stieg im Vergleich von
2005 zu 2015 die Pravalenz der Parodontitis um 25,4%.(8) In der zuletzt verdffentlichten
Funften Deutschen Mundgesundheitsstudie wurde eine Pravalenz fir die schwere Form der
Parodontitis auf 15,3 % der Erwachsenen im Alter von 35-44 Jahren errechnet.(9) Die
Pravalenz steigt mit dem zunehmenden Alter an, sodass in Deutschland Erwachsenen im Alter
von 75-100 Jahren fast dreimal so haufig (44,3%) an einer schweren Parodontitis leiden als
die oben genannten. Insgesamt wird das Auftreten parodontaler Erkrankungen in Deutschland

auf 11,5 Millionen Menschen hochgerechnet.(9, 10)

Definitionsgemal ist die Parodontitis der fortschreitende Verlust des Zahnhalteapparates
durch Entziindung, die mit einem bakteriellen Biofilm assoziiert ist. Hauptcharakteristisch ist
auBerdem das Bestehen einer parodontalen Tasche und das Vorhandensein gingivaler
Blutung.(11) Die Parodontitis steht unter multifaktoriellen Einflissen, wie zum Beispiel
Rauchen, verschiedene Allgemeinerkrankungen (Diabetes mellitus) und Virulenzfaktoren der
oralen Bakterien, die sich auf den Schweregrad und den Verlauf der Erkrankung
auswirken.(12-14) Ein gesundes Parodont unterliegt einem dynamischen Gleichgewicht aus
einer adaquaten Immunreaktion des Wirts mit dem bestehenden Biofilm und den
dazugehorigen Bakterien.(15) Die Parodontitis beginnt, wenn die Wechselwirkung in
Dysbalance gerat und eine dysregulierte Immunantwort folgt. Es gelangen pro-
inflammatorische Zytokine aus der Familie des Interleukin-1, IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor-
a (TNF-a) in den Speichel und in die Sulkusflissigkeit durch Sezernierung aus verschiedenen
Zellen, wie zum Beispiel aus gingivalen Epithelzellen, auch polymorphe neutrophile
Granulozyten und Fibroblasten.(16) Folgend werden vor allem Makrophagen und
polymorphkernige Leukozyten angelockt, aber auch T- und B-Zellen. Weitere pro-
inflammatorische Zytokine stofRen die Produktion und Ausschittung von Prostaglandinen,
Matrix-Metalloproteinasen und RANKL an, die fur den Abbau des Bindegewebes und des
Alveolarknochens verantwortliche Zellen aktivieren. Bleibt das bakterielle Ungleichgewicht mit
gleichzeitig Uberschieender inflammatorischer Gegenreaktion Uber langeren Zeitraum
bestehen, schreitet die Destruktion des parodontalen Gewebes fort. Folgend tritt progressiver
Attachmentverlust ein, der zur Zahnlockerung und letztlich zum Zahnverlust fihren kann.(14,
16-18)



Die Dysbiose kann von nicht-modifizierbare und modifizierbare Risikofaktoren begiinstigt
werden.(18) Die nicht-modifizierbaren Risikofaktoren sind genetisch verankert. Diese lassen
sich nicht vom Patienten beeinflussen (z.B. Alter, ethnische Herkunft und genetische
Pradispositionen). Zu den modifizierbaren Risikofaktoren, die auch als Lifestyle-Faktoren
bezeichnet werden, gehdren Rauchen und fehlerhafte Ernahrung, schlechte Mundhygiene und
psychischer Stress. Das Risiko von Rauchern an Parodontitis zu erkranken liegt bei 85%.(12)
Weiterhin gibt es noch erworbene Risikofaktoren, welche Allgemeinerkrankungen,
Auswirkungen von Medikamenten und hormonelle Veranderungen umfassen. Patienten, die
zum Beispiel an Diabetes mellitus leiden, haben ein 3-fach erhdhtes Risiko an einer

Parodontitis zu erkranken.(13)

4.2 Systemische Sklerodermie

Die Inzidenz der SSc liegt bei 0,3-2,8/100.000 pro Jahr. Mit einer Pravalenz von 10-15/100.000
zahlt sie zu den seltenen Bindegewebserkrankungen und tritt bei Frauen dreimal haufiger als
bei Mannern auf.(2) Der Beginn der Erkrankung ist epidemiologisch schwierig zu erfassen, da
die Erstmanifestation am haufigsten das Raynaud-Ph&nomen ist. Manche Patienten kénnen
sich oft nur vage an das erstmalige Auftreten erinnern und geben eine Zeitspanne zwischen
dem 20.-30. Lebensjahr an. In Abhangigkeit des Typs der SSc kann die Sklerosierung der
Haut zirka 10-20 Jahre spéater eintreten, sodass oft das Datum der Erstdiagnose
epidemiologisch verwendet wird.(19) In einer Metaanalyse von 2014 wurde eine kumulative
Uberlebensrate von 74,9% nach 5 Jahren und von 62,5% nach 10 Jahren seit der
Erstdiagnose ermittelt (20), wobei diese Prozentangaben je nach Patientengruppe variieren.
Im Verlauf der Erkrankung werden Regionen der Haut, innere Organe und das vaskulare
System durch progressive Fibrosierung geschadigt.(21) Die GefaRlumen verkleinern sich und
folgend entstehen Diffusions- und Perfusionsstérungen, die zum Beispiel das Raynaud-
Syndrom verursachen.(2) Die Pathogenese der Systemischen Sklerodermie variiert zwischen
den unterschiedlichen Subtypen, wobei der limitierte Typ zu 43% und der diffuse Typ zu 30 %
der Falle vorkommt, sowie weitere 30% dem Overlap-Syndrom zugeordnet werden. Diese
Patienten zeigen zusatzliche Erkrankungsmuster eines Systematischen Lupus erythematodes
oder einer Dermatomyositis.(2) Zudem ist die Abfolge der Symptome bisher nicht eindeutig
geklart und die Schweregrade der Symptome der Patienten unterscheiden sich.(22) Aul3erdem
werden viele unterschiedliche Ausléser diskutiert und untersucht. Umweltschadstoffe wie zum
Beispiel organische Chemikalien sollen ein erhohtes Risiko darstellen.(4) Des Weiteren
wurden Assoziationen mit bakteriellen und viralen Infektionen (Helikobakter pylori,
Cytomegalovirus oder Parvovirus B19) erortert, doch konnte bisher kein sicherer

Zusammenhang hergestellt werden.(23) In einer Studie mit drei Kohorten aus den Vereinigten

10



Staaten identifizierte man die positive Familienanamnese als starksten Risikofaktor.
Familienangehorige ersten Grades hatten im Durchschnitt ein dreizehnmal héheres Risiko an
SSc zu erkranken im Vergleich zur allgemeinen nordamerikanischen Bevdlkerung. Insgesamt
lag das Risiko trotzdem noch unter 1% fir die Familienmitglieder.(24) Auch
Adhasionsmolekiile, T-Zellen und Zytokine stehen im Verdacht an der Pathogenese beteiligt
Zu sein. Zum einen werden unter anderem IL-6 und IL-10 mit dem Vorgang der Fibrosierung
assoziiert. Das IL-6 stimulierte in kultivierten Fibroblasten die Kollagensezernierung und
erhdhte Serumkonzentrationen von IL-6 und IL-10 scheinen mit dem Grad der Fibrosierung
der Haut zu korrelieren.(25, 26) Zum anderen wurde eine verminderte Anzahl an regulierenden
T-Zellen in Hautlasionen und Serumlevel von Patienten mit SSc im Vergleich zu gesunden
Probanden gefunden und dies der Grund fur den Verlust der Selbsttoleranz des
Immunsystems zu sein.(27) Wahrscheinlich beruht die Ursache der SSc auf einem
Zusammenspiel aus Umweltfaktoren, genetischer Disposition und vorangegangener
Infektionen, sowie einer Stérung des Immunsystems.(23, 24)

Aufgrund der Seltenheit und des individuellen Krankheitsverlaufs ist es schwierig klinische
Studien mit groBen Patientenkollektiven durchzufihren, die unter gleichen Kriterien
stattgefunden haben.(3) Um einheitliche Diagnosekriterien zu schaffen, wurde die
Klassifikation von 1980 des American College of Rheumatology (ACR) durch ein Komitee des
ACR und der European League Against Rheumatism (EULAR) 2013 Uberarbeitet. Es wurden
immunserologische und kapillarmikroskopische Untersuchungen als Diagnoseparameter
erganzt, um eine friihere und korrekte Diagnose zu ermdéglichen.(19) Das Komitee entwickelte
ein Punktesystem fir eine objektivere Bewertung. Hautverdickungen der Hande, die sich
proximal der Metacarpophalangealgelenke ausbreiten, wurden als alleinig ausreichendes
Kriterium angesehen, um SSc zu diagnostizieren. Zuséatzliche Kriterien, wie der Zustand der
Finger in Bezug auf Schwellungen (Puffy fingers), Sklerodaktylie oder bestehender Lasionen
(Ulzerationen oder Narben) an den Fingerspitzen werden bewertet. Speziell untersucht
werden die Regionen der Nagelfalze nach pathologisch geformten Kapillaren und nach SSc-
relevanten Autoantikbrper. AuBerdem zadhlt zu den Diagnosekriterien die interstitielle
Lungenerkrankung (ILD) oder die pulmonale Hypertension. Als letzter Parameter wird das
Raynaud-Syndrom eingeschlossen. Die jeweiligen Punkte aus den Gruppen werden addiert.
Die Diagnose Systemische Sklerodermie ist ab =9 Punkten definiert. Diese Diagnosekriterien

werden in der Hautklinik des Universitatsklinikums Erlangen angewendet.(19)

Die Subtypen der SSc zeigen unterschiedliche Reihenfolgen und Ausprdgungen der
Symptome, wie folgt dargestellt: Die Fibrosierung des limitierten Typs beginnt an den Akren,
hauptséchlich an den Handen, und breitet sich bis zu den Ellbogen, Knien und im Gesicht aus.

Insgesamt schreitet der limitierte Typ langsamer voran. Die Erstmanifestation des limitierten
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Typs, das Raynaud-Syndrom, beginnt meist Jahre vor der ersten Sklerosierung der Haut. Dem
limitierten Typ wird das Antinukledre Antikdrper namens CENPB-Antikorper (Centromer B
Protein) zugeordnet, welches zu 50% auftritt.(22, 28) Aulerdem setzt im limitierten Typ die
pulmonale arterielle Hypertonie spéater ein als in der diffusen SSc.(3) Eine Untergruppe des
limitierten Typs ist das CREST-Syndrom. Dieser Begriff wird heute vor allem noch in
Nordamerika verwendet und steht fir Kalzinose (calcinosis), Raynaud-Syndrom und
O0sophageale Dysfunktion, sowie Sklerodaktylie und Teleangiektasien.(4) Im Gegensatz dazu
greift der diffuse Typ auf den Rumpf, die proximalen Extremitaten und das Gesicht schnell-
progressiv Uber. Die Sklerosierung der Haut und Fibrosierung der inneren Organe folgt rasch
auf das Raynaud-Syndrom. Durch die friihe Fibrosierung der Lunge entsteht sekundar die
pulmonale arterielle Hypertonie.(3) Das Topoisomerase-1 (anti-Scl-70)-Antikdrper
charakterisiert mit 30% den diffusen Typ.(22)

Das Raynaud-Syndrom tritt bei mehr als 90% aller Patienten mit SSc auf und wird auch durch
Kalte, emotionalen Stress und Rauchen getriggert.(29) Der rezidivierende, triphasische Ablauf,
auch ,Tricolore-Phanomen® genannt, beginnt aufgrund von Perfusionsstérungen und
Vasokonstriktion, wodurch die Hande weifl3 erscheinen. Daraufhin folgt die Zyanose, die eine
blaue Verfarbung der Finger erzeugt. Danach tritt die reaktive Hyperamie mit Rétung der
Finger ein.(30) Eine in der frihen Diagnostik angewandte Untersuchung ist die
Kapillarmikroskopie, die zur Beurteilung des Kapillarbetts des Nagelfalz bzw. des
Nagelhdutchen genutzt wird. Der Blutdurchfluss und die Anordnung der Kapillaren werden
betrachtet und erlaubt so eine Einschatzung der pathologischen Veranderung der
Mikrozirkulation in den Fingern. Megakapillaren, Kapillarverluste, Blutergiisse oder
Veranderung der normalen Anordnung beweisen die pathologischen Verdnderungen der
FingergefalRe.(31) An den Fingern entstehen zuerst nicht-eindriickbare Schwellungen (puffy
fingers), die im weiteren Verlauf sklerosieren (Sklerodaktylie). Die Kontur der Finger geht durch
die Veranderung des Bindegewebes verloren, sowie die Beweglichkeit durch die Fixierung der
Haut an dem darunterliegenden Gewebe. Die Finger werden spitz und diinn, sodass ihnen
das Synonym ,Madonnenfinger gegeben wurde.(3) Aufgrund der Steifigkeit ist ein
Faustschluss oder das Greifen eines Gegenstands nicht mehr oder nur erschwert moglich. Ein
Drittel der Patienten entwickeln wahrend ihrer Krankheit digitale Ulzerationen, die durch die
gestorte Perfusion oder durch zu wenig Elastizitat der Haut entstehen. Die Wunden sind
Eintrittspforten fur Bakterien, wodurch sekundare Infektionen auftreten, die sich bis zu einer
Osteomyelitis ausbreiten oder zu Nekrosen weiterentwickeln kénnen.(32) In der Dermis und
in der Subkutis der akralen Korperteile, sowie in Gelenken entstehen Kalzifikationen
(Calcinosis cutis), welche aus Kalziumkarbonat zusammen gesetzt sind.(2) Aufgrund der
Ablagerungen in den Gelenken und durch Reibung entstandene Erosionen, folgen Schmerzen

und Einschrénkungen der Beweglichkeit.(29) Die Sklerosierung der Haut greift auch auf das
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Gesicht Uber. Die Patienten leiden unter maskenartigen Gesichtern (Amimie), da durch die
Verhartungen und Vermehrung des Bindegewebes die Mimik zu grof3en Teilen verloren geht
und die Falten verschwinden. Um den Mund entsteht eine periorale radiare Faltenbildung, die
auch Tabaksbeutelmund genannt wird. Die Mundéffnung verkleinert sich im Verlauf der
Krankheit, sodass die Aufnahme von Nahrung und die Mundhygiene eingeschrankt sind. Ein
typisches, aber selten in Erscheinung tretendes Zeichen, ist die Verkirzung des
Zungenbandchens.(33) Die Sicca-Symptomatik, die vor allem Augen und die Speicheldriisen
betrifft, sowie unregelméaRig auch die genitale Schleimhaut, setzt die Lebensqualitat herab. Die
Augen leiden unter der Keratokonjunktivitis sicca, einem dauerhaften Fremdkoérpergefuhl im
Auge oder einem Brennen. Um ein Austrocknen oder Entziindungen vorzubeugen, missen
taglich Augentropfen verwendet werden. Die Mundtrockenheit, die durch immer weniger
werdenden Speichel hervorgerufen wird, kann in einer Xerostomie enden.(33) Die
SpeichelflieBrate sinkt hierbei in Ruhe unter 0,1ml/min. Unzureichender Speichelfluss
erschwert das Kauen und das Einspeicheln von Nahrung, sowie das langere Sprechen. Durch
die fehlenden Mineralien des Speichels erfolgt keine Remineralisation der Z&hne, das
wiederum die Kariesentstehung beguinstigt. Im Vergleich hierzu haben Patienten, die am
Sjogren-Syndrom leiden und auch eine ausgepragte Sicca-Symptomatik aufweisen, ein
doppelt so hohes Kariesrisiko.(34) Weitere typische Merkmale der systemischen Sklerodermie
sind Teleangiektasien, die haufig im Gesicht lokalisiert sind. Um den Zustand der
Hautsklerosierung quantitativ zu messen und diesen im Verlauf der Krankheit zu vergleichen,
werden 17 Kdrperregionen nach dem Prinzip des modifizierten Rodnan Skin Score (MRSS)
getestet.(35) Die Hautdicke der verschiedenen Areale (Gesicht, Dekolleté bzw. vordere Brust,
Abdomen, beide Ober- und Unterarme, Hande und Finger, beide Ober- und Unterschenkel,
FuRe) werden mit zwei Fingern untersucht und mit 0-3 Punkten bewertet. Die Haut wird an der

am meisten betroffenen Stelle zwischen zwei Fingern zu einer Hautfalte gedrickt:

0 2 entspricht normaler Haut Feine Falten entstehen, keine Verdickung

1 2 milde Hautverdickung Hautfalte entsteht leicht, feine Falten sind akzeptiert

) Hautfalte schwierig zu greifen, keine feinen Falten
2 2 moderate Hautverdickung
entstehen

3 2 schwerwiegende Hautverdickung Nicht moglich Hautfalte zu bilden

Tabelle 1: Einteilung und Punktesystem des modified Rodnan Skin Score (35)

Die jeweiligen Punkte werden addiert und die Gesamtpunkizahl von 0 bis 51 gibt den
Schweregrad der Hautverdickung an.(36) 0 mRSS-Punkte entsprechen einer normalen Haut,

1-14 Punkte geben einen geringen Schweregrad 1 an, Schweregrad 2 mit 15-29 Punkten ist
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aquivalent mit einem mafRigen Schweregrad und der Schweregrad 3 mit 30-39 Punkten einer
schweren Hautverdickung. Das finale Stadium ist ab >40 Punkten erreicht.(2) Die Ergebnisse
dieser Methode korrelieren mit dem Schweregrad der Sklerosierung erfasst durch
Hautbiopsien.(35)

Eines der wichtigen Untersuchungsparameter fir die Diagnostik der SSc, ist das Testen auf
Autoantikorper. ANA bezeichnet Autoantikrper, die mit Antigenen von Zellkernen reagieren.
Alleiniges Auftreten von ANA ist kein ausreichendes Kriterium, um SSc zu diagnostizieren.
Umgekehrt ist das Fehlen von ANA nicht aussagekraftig genug, um SSc auszuschliel3en.(22)
Diese Parameter missen immer in Zusammenhang mit anderen vorhandenen Symptomen

gesehen werden.

Pathologische Veranderungen des Gastrointestinaltrakt beeintrachtigen 75-90% der Patienten
mit SSc.(37) Unteranderem leiden die Patienten unter gastrodsophagealen Reflux und
verminderter Moatilitdt durch Versteifung des ganzen Magen-Darm-Trakts. Des Weiteren treten
Teleangiektasien in der Mukosa auf und die Patienten kénnen nach langjahrigem
Krankheitsverlauf einen Barrett-Osophagus entwickeln. Andere Symptome wie Malabsorption,

Verstopfung und Diarrhoe sind mdglich.(37)

40-80% der SSc-Patienten weisen eine interstitielle Lungenerkrankung mit unterschiedlichem
Ausmald auf.(3) Die Fibrosierung der Lunge und daraus resultierenden Diffusionsstérungen
erschweren das Atmen und somit auch die Leistungsfahigkeit der Patienten. Anhand der
Spirometrie und der Bodyplethysmographie sollte die Lunge regelmafiig getestet und durch

bildgebende Verfahren beobachtet werden.(29)

Das Herz wird durch die pulmonale arterielle Hypertonie ebenfalls belastet. In wenigen Féllen
greift die Fibrosierung auf das Myo- und Perikard Uber. Folgend konnen das
Reizleitungssystems und die Herzklappen betroffen sein, deren Funktionsverlust

Herzrhythmusstorungen oder Herzinsuffizienz auslésen konnen.(3, 38)

Die Sklerosierung der Niere verursacht eine Verschlechterung der Nierenfunktion. Vor allem
die Gefal3e sind betroffen, wodurch die Filtrationsfunktion gestort wird. Folgend gerét der
Wasserhaushalt aus dem Gleichgewicht, was zu einer arteriellen Hypertonie fuhren kann. Die
langjahrige Einnahme von Kortikosteroide oder Cyclosporin erhéhen das Risiko einer renalen
Krise. Diese Medikamente werden bei Patienten mit diffuser Systemischen Sklerodermie

eingesetzt.(39)
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Limitierte systemische Sklerodermie

Diffuse systemische Sklerodermie

50% der Falle CENPB positiv

25% der Falle RNAP positiv, 30% der Félle
Scl70/ATA positiv

Lang-bestehendes Raynaud-Phanomen

Kurz-bestehendes oder begleitendes Raynaud-

Phanomen

Sklerosierung der Haut
e Hande
o distalen Extremitaten
e Gesicht

Sklerosierung der Haut
e proximalen Extremitaten
e Rumpf
e Gesicht

Langsamer Beginn und Verlauf

Rascher Beginn und Verlauf

Spat einsetzende PAH

Hohes Risiko fiir Beteiligung innerer Organe

Kalzinose, Digitale Ulzeration

Lungenfibrose, Digitale Ulzeration, renale Krise

Tabelle 2: Subtypen der Systemischen Sklerodermie im Uberblick (2, 4)

Zusammenfassung des klinischen

Zahnhalteapparat:

Zusammenhangs zwischen SSc und dem

Der parodontale Status von Patienten mit SSc ist bisher nur in wenigen Studien und mit
wenigen Probanden untersucht worden. Zum einen wurde ein erhdhter klinischer
Attachmentverlust aufgezeigt (5, 6), der auch bei Patienten mit Parodontitis besteht.
AulRerdem korrelierte ein rontgenologisch erweiterter parodontale Spalt mit dem Schweregrad
der SSc (40, 41). Pathologisch verengte GeféalRe gehéren zu den Hauptsymptomen der SSc.
In 15 Patienten mit limitierter SSc wurden mikroskopisch vergrofRerte Durchmesser der Gefalle
und irregulare GefalRwindungen in der Gingiva festgestellt (42), doch sind diese Ergebnisse
durch keine weiteren Studien belegt worden. Zudem unterschieden sich in einer weiteren
Studie von 13 Probanden mit SSc die medianen Kapillaranschnitte in der marginalen Gingiva

nicht im Vergleich zu den 8 Probanden mit Parodontitis.(43)
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4.3 Entziindungsmarker und Oberflachenproteine

4.3.1 Interleukine

Interleukine gehdren zur Gruppe der Zytokine, die als zentrale Regulatormolekile die
Immunantwort beeinflussen. Sie werden von Epithelzellen, Fibroblasten, dendritischen Zellen

und Makrophagen, sowie von T-Helferzellen produziert.(44)

4.3.1.1 Interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2) ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches auch als T-Zell-
Wachstumsfaktor bezeichnet wird. Nach Antigenbindung wird es hauptsachlich von CD4+
Zellen sezerniert, aber auch in geringerem Ausmafd von B-Zellen, natirlichen Killer-Zellen,
Monozyten und Makrophagen.(45) Es ist das wichtigste Signalmolekil fiir die Aktivierung von
regulatorischen T-Zellen (CD4+ FoxP3+CD25+ Trg), wird aber nicht von ihnen
ausgeschittet.(46) Es steuert die suppressive Wirkung der Trg-Zellen und fordert somit das
Gleichgewicht und die Selbsttoleranz der Immunantwort.(45-48) In den letzten Jahren
untersuchte man die Rolle der Trg- Zellen in Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel den
Systemischen Lupus erythematodes (SLE) oder die Systemische Sklerodermie. In beiden
Erkrankungen soll die Funktion und / oder die Anzahl der Teg-Zellen eingeschréankt
beziehungsweise erniedrigt sein, sodass die Selbsttoleranz des Immunsystems und das
Gleichgewicht zwischen den Tig-Zellen und anderen T-Zelltypen gestort ist.(47, 49, 50). Es
konnten erhféhte Serumlevel von IL-2 in Patienten mit SSc und erhdhte Konzentrationen von
IL-2 in peripheren monoklonalen Blutzellkulturen im Vergleich zu gesunden Probanden
nachgewiesen werden.(51, 52) Erhdhte Konzentrationen kénnten auf eine gestdrte Regulation
innerhalb der Immunantwort hindeuten, die zu eingeschrankten Funktion der Tg-Zellen fuhrt

und somit die Selbsttoleranz herabsetzt.

In Bezug auf die Parodontitis sind die Ergebnisse der bisherigen Literatur gegensatzlich. Zum
einen konnte eine erhohte Expression von IL-2 in der Sulkusflissigkeit in Taschen von
Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu gesunden Taschen beobachtet werden.(53) Zum
anderen wurden in Serumproben von Patienten mit chronischer Parodontitis niedrige
Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Probanden nachgewiesen, jedoch ohne
Signifikanz.(54) In einem Tierversuch stieg die Expression von IL-2 in gingivalen
Gewebeproben mit Parodontitis in der Resolutionsphase, also nach Entfernung des iatrogenen

Reizes im Vergleich zum gesunden Ausgangsgewebe.(44)
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4.3.1.2 Interleukin 6

Das Interleukin-6 (IL-6) gehort zur Gruppe der proinflammatorischen Interleukine der Th17-
Zellen und unterstutzt die Immunantwort gegen extrazellulare Pathogene (z.B. Bakterien und
Pilze).(44) AulRerdem spielt es eine Rolle in der Aktivierung der Produktion von Antikorpern, in
der Stimulierung der B- und T-Zell Proliferation und deren Differenzierung, sowie in der
Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion.(26) In den letzten Jahren rickte das IL-6 in den
Vordergrund der Pathogenese der Systemischen Sklerodermie, da zum einen erhéhte Serum-
Level von IL-6 sowie erhOhte Konzentrationen von IL-6 in aktiven Hautlésionen in Patienten
mit SSc gefunden wurden.(25, 26, 50, 55, 56) Zum anderen konnte durch Inhibition des IL-6-
Rezeptors durch Tocilizumab ein Zusammenhang zum profibrotischen Signalweg beobachtet
werden.(57) AuRerdem zeigte eine Maus-Model-Studie, dass aktive und passive
Immunisierung zwar nicht die Fibrosierung verhindern kann, aber die Verdickung der Haut
vermindert und die T-Zell-Infiltration in Hautlasionen verringert.(25) Erhéhte Serum-Level von
IL-6 stehen in positiver Korrelation zu dem mRSS und erhéhten CRP-Leveln.(56) Insgesamt
bekraftigt dies die Annahme, dass IL-6 eine wichtige Rolle fir das Entziindungsgeschehen

und fir den Verlauf der Fibrosierung spielt.

Die Th17 Zytokine scheinen in die Differenzierung der Osteoklasten und in die Aktivierung von
Matrix-Metalloproteasen einzugreifen und somit zum Abbau des Hart- und Weichgewebes
beizutragen.(58) In Bezug auf die Parodontitis sind erhéhte Plasma-Level und erhdhte
Konzentrationen im Speichel von IL-6 in Patienten mit chronischer Parodontitis nachgewiesen
worden im Vergleich zu gesunden Probanden.(59, 60) Auflerdem konnte eine erhohte
Expression von IL-6 in gingivalen Gewebeproben von Rhesus-Affen beobachtet werden. Zwei
Wochen nachdem die Parodontitis durch eine Ligatur iatrogen erzeugt wurde, stieg das
Expressionslevel stark an und sank nach einem Monat auf das Ursprungs-Level zuriick.(44)
Schlief3lich scheint das Interleukin-6 fir SSc und Parodontitis ein entscheidender Mediator fur

die aktive Entziindung zu sein.

4.3.1.3 Interleukin-10

Das Interleukin-10 (IL-10) gehort zur Gruppe der antiinflammatorischen Zytokine, das unter
anderem von allen CD4+-T-Zellen sezerniert wird. Es hat einen immunsuppressiven Effekt auf
multiple Immunzelltypen, unter anderem Thl17- und Th2- Zellen, und die Herstellung von
proinflammatorischen Zytokinen. Auf3erdem hat es einen stimulierenden Effekt auf
regulierende T-Zellen, die wiederum hauptséachlich IL-10 und TGF- sezernieren.(61, 62) Die
Rolle des IL-10 auf die Pathogenese der Parodontitis und auf die Sklerodermie ist bisher nicht

geklart. In beiden Krankheiten scheint eine Stérung des Gleichgewichts zwischen der
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Selbsttoleranz des Immunsystems und der Aktivierung von proinflammatorischen Zellen ein
maoglicher Grund fur das Entgleisen der Immunantwort in die Entziindung zu sein.(27, 50, 63,
64) Die Studienlage in Bezug auf Serum-Level oder Zellkonzentrationen von IL-10 in Patienten
mit SSc oder Parodontitis ist sehr gering. Eine Studie zeigte keine Konzentrationsunterschiede
von IL-10 zwischen gesunden Patienten und Patienten mit chronischer Parodontitis. Es konnte
zwar eine geringere Konzentration von IL-10 in Patienten mit aggressiver Parodontitis
nachgewiesen werden, jedoch ohne Signifikanz.(65) Die Serumkonzentrationen von IL-10 von
Patienten mit diffuser SSc waren niedriger als die Serumkonzentrationen von Patienten mit
limitierter SSc und als die der gesunden Kontrollgruppe. Zudem korrelierte die IL-10-
Konzentration mit dem Schweregrad der Hautverdickung der Patienten, sodass die
Uberlegung nahe lag, ob IL-10 als Marker fir den Grad der Fibrosierung benutzt werden
konnte.(26)

4.3.2 Matrix-Metalloprotease-9

Der Begriff Matrix-Metalloprotease (MMP) fasst eine Gruppe an Enzymen zusammen, die
Peptidbindungen von Proteinen spalten und somit die extrazellulare Matrix (EZM) des
Bindegewebes und Bestandteile der Basalmembran abbauen kénnen.(66) Das Bindegewebe
unterliegt der standigen Produktion und der Degradation der EZM, wobei die MMPs vor allem
fur den Abbau verantwortlich sind.(67) MMP-9 degradiert Kollagen Typ IV und V, sowie Elastin
und Gelatine und wird von dem Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) induziert.(66) Das Enzym
TIMP-Metallopeptidase-Inhibitor-1 (TIMP-1) inhibiert die Funktion der MMP-9.(67, 68) In den
letzten Jahren wurde der Zusammenhang zwischen MMPs und der SSc untersucht, da
aufgrund der exzessiven Fibrosierung eine Storung in der Homdostase im Auf- und Abbau des
Bindegewebes anzunehmen ist. Die Ergebnisse der bisherigen Literatur sind ambivalent. Es
konnte in drei Studien eine signifikant verminderte Expression von MMP-9 im Serum von
Patienten mit diffuser SSc im Vergleich zu gesunden Probanden beobachtet werden, nicht fir
Patienten des limitierten Subtyps.(67, 69, 70) Im Gegensatz hierzu, gibt es zwei Studien, die
erhdhte Expressionen im Serum von MMP-9 gefunden haben, auch hier ist die Konzentration
in den Patienten mit diffuser SSc hoher als in den Patienten mit limitierter SSc.(71, 72) Des
Weiteren ist eine negative Korrelation zwischen MMP-9 und dem mRSS bekannt, sodass eine

direkte Assoziation von MMP-9 zur Fibrosierung der Haut angenommen wird.(70, 72)

Wahrend des Verlaufs der Parodontitis wird der parodontale Faserapparat degradiert, der zum
groRten Anteil aus Bindegewebefasern besteht, sodass die Uberlegung, dass MMPs an der
Degradation beteiligt sind, naheliegt. Die bisherige Studienlage zeigt erhéhte Konzentrationen
von MMP-9 im Serum, im Speichel und in der Sulkusflissigkeit sowie in gingivalen

Gewebeproben von Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu gesunden Probanden.(73-75)
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4.3.3 Cluster of Differentiation (CD)

CD’s wurden urspriinglich als Erkennungsmarkerproteine auf Zelloberflachen definiert. Heute
ist bekannt, dass diese auch intrazellular als Signalmolekille oder als Adhé&sionsmolekiile
funktionieren.(76, 77)

4.3.3.1 CD34 und CD90 (Thy-1)

CD34 wird auf hdmatopoetischen Vorlauferzellen des vaskuldren Endothels exprimiert. Die
genaue Funktion des Oberflachenantigens ist bisher noch nicht vollstandig geklart, doch wird
es mit Entziindungsprozessen und nachfolgenden Wundheilungsmechanismen assoziiert.(77-
79)

CD90 ist ein Adhasionsmolekll und Teil des Immunoglobulins IgG1, sowie unter dem Namen
.<thymocyte differentiation antigen-1“ (Thy-1) bekannt. Es wird auf unterschiedlichen

Stammzellen und Fibroblasten sowie aktivierten Endothelzellen exprimiert.(80)

Vor Jahren ist die fehlende Expression von CD34 auf dermalen Fibroblasten bei SSc Patienten
nachgewiesen worden.(81) Kirzlich konnte diese verminderte Exprimierung von CD34+ auf
Fibroblasten mit einem gleichzeitigen Erscheinen von CD90+ Fibroblasten festgestellt
werden.(82, 83) AuBerdem wurde in Mausen in vitro durch die Abgabe des
Oberflachenproteins CD90 von Lungenfibroblasten die Aktivierung der Differenzierung von
Fibroblasten zu profibrotischen Myofibroblasten beobachtet, welche sich durch eine hohe
eigene Produktion von Kollagen auszeichnen und somit fiir die Fibrosierung des
Bindegewebes verantwortlich sein konnten.(80) Speziell bei Patienten, die an der
Manifestation der pulmonalen arteriellen Hypertonie leiden, konnte eine erhéhte Konzentration
des Serumproteins sCD90 in Patienten mit SSc nachgewiesen werden.(80) In einer
Untersuchung von 50 Patienten mit zirkumskripter Sklerodermie konnte immunhistochemisch
eine Korrelation zwischen einem verminderten Auftreten von CD34+ dermalen Fibroblasten
bei gleichzeitig steigender Fibrosierung hergestellt werden.(78) Nazari et al. beobachteten in
Hautbiopsien von Patienten mit diffuser SSc immunhistochemisch, dass CD90-Zellen das
Netzwerk der CD34 Zellen infiltrieren und die CD34-Zellen ersetzen. (82) Bisher wurde der
Zusammenhang zwischen CD34 und CD90 noch nicht ausreichend untersucht. Doch scheinen
beide in die Differenzierung von dermalen Fibroblasten zu Myofibroblasten involviert zu sein

und eine Rolle in der pathologischen Fibrosierung einzunehmen.(78, 82-84)
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4.3.3.2 CD11a (ITGAL, Integrin a-L)

ITGAL oder CD11a ist ein Membranprotein, welches sich allgemein auf Leukozyten befindet
und eine Schlusselrolle in der interzellularen Signalweiterleitung von Leukozyten einnimmt,
indem es Adhasionsvorgange und Wechselwirkungen von CD4+-Zellen reguliert.(85) Es
wurde in dieser Arbeit als Positivkontrolle benutzt, um in den entnommenen Proben

Leukozyten nachzuweisen.

4.4 Endpunkte

Der primare Endpunkt war Unterschiede in den Kklinischen Parametern und / oder
korrelierenden Expressionen der hier untersuchten Marker in der SSc Gruppe im Vergleich zur
gesunden Kontrolle darzustellen und diese miteinander in Zusammenhang zu setzen. Die
Hypothese war, dass sich Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auf der molekularen

RNA Ebene in Relation zu objektiv erhéhten klinisch-parodontalen Parametern darstellen.

Zweitens sollte eine erhdhte Pravalenz von externen zervikalen Resorptionen in der SSc

Gruppe nachgewiesen werden.

Drittens sollte eine neue Methodik etabliert werden. Die Idee war mit einer kleinen Quantitat
RNA, die man aus dem Sulkus isolierte, eine quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(QPCR) durchzufuhren, um die Expression von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen,
Oberflachenantigenen und Matrix-Metalloproteasen nachzuweisen und diese zwischen

Patienten mit Systemischer Sklerodermie und einem gesunden Kollektiv zu vergleichen.
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5 Material & Methode

5.1 Studiendesign

Die vorliegende klinische prospektive, monozentrische Studie wurde in der
Hochschulambulanz der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (MKG) der Friedrich-Alexander-
Universitat (FAU) Erlangen-Nurnberg im Zeitraum von Oktober 2018 bis einschlief3lich
Dezember 2020 durchgefiihrt. Die Probanden der erkrankten Gruppe stammen aus der
Sprechstunde der Hautklinik des Universitatsklinikums Erlangen, die der Kontrollgruppe aus
Patienten, die sich zuféllig zur Behandlung in der MKG vorstellten. Die Studie erhielt vor
Beginn ein positives Votum der Ethikkommission der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nurnberg (Antrag Nr.: 399 18 B). Zudem wurde die Studie beim Deutschen Register
Klinischer Studien angemeldet und registriert (Nr.: DRKS00022956). Alle eingeschlossenen
Probanden wurden vorher Uber die Teilnahmekriterien und den Untersuchungsablauf

aufgeklart und bestatigten ihre Teilnahme mit einer schriftlichen Einverstandniserklarung.

5.2 Patientenauswahlkriterien

Eingeschlossen wurden volljghrige Patienten mit der Diagnose Systemische Sklerodermie
(ICD-Code M.34) und gesunde Patienten (ohne Vorliegen einer Parodontitis oder vorher
stattgefundener parodontaler Therapie). Folgende Ausschlusskriterien kamen zur

Anwendung:

o Diabetes Typ I und Il

Nikotinabusus durch Tabakrauchen

o Bereits diagnostizierte Parodontitis oder eine vorangegangene Parodontitis-
Behandlung
e Schlechter Allgemeinzustand, der keine zahnarztliche Untersuchung zuliel3

e Zahnlosigkeit

Die Kontrollgruppe wurde dem Alter und den Geschlechtern der Untersuchungsgruppe

angepasst.
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5.3 Klinischer Studienablauf

5.3.1 Zahnarztlicher Befund und Probenentnahme

Die zahnarztliche klinische Untersuchung (s. Anhang 1) wurde bei allen Patienten durch die
gleiche Person (Doktorandin und Zahnéarztin Amelie Lugenbihl) durchgefiihrt. Zudem
beurteilte eine weitere Person (Frau Dr. Buchbender, Fachzahnarztin fir Oralchirurgie) die
Schleimhéute und den ossealen Zustand der Kiefer. Die Befunderhebung sowie die
Probeentnahme wurden wéhrend einer Sitzung von 60 Minuten durchgefuhrt und auf einem

standardisierten Befundbogen festgehalten. Zuerst wurde ein zahnérztlicher Befund erhoben:

e Anzahl und Zustand der Zéhne und Implantate, der konservierenden und prothetischen
Versorgungen und Zahnhalsdefekte

e Einteilung der Zahne in eine der vier Lockerungsgrade von O-lll nach der Einteilung der

Deutschen Gesellschatft fiir Parodontologie eingestuft
o LG 0 2 Zahn ist nicht spirbar oder sichtbar beweglich
o LG 1 2 Zahn lasst sich bis zu 1 mm in horizontaler Richtung aus seiner
physiologischen Position auslenken
o LG Il 2 Zahn lasst sich mehr als 1 mm horizontal bewegen
o LG Il 2 Zahn lasst sich horizontal und oder vertikale bewegen, sowie durch
Zungen- und/ oder Lippendruck auslenken

o Die Sensibilitats- und die Perkussionskontrolle erfolgte zum Ausschluss avitaler Zéhne

und periapikaler Entziindungsprozesse.

o Befundung der Schleimhaut der Mundhéhle, der Gingiva sowie der Zunge (Farbe,
Rétung, Gingivahyperplasien, weitere pathologische Veranderungen,
Zungenverkirzung oder periorale Falten)

¢ Bei maximaler Mundoéffnung wurde die Schneide-Kanten-Distanz (SKD) zwischen den

Inzisiven gemessen (eine Mikrostomie lag vor, wenn die Schneidekantenlénge kleiner
gleich 38mm betrug)(86)

o Der parodontale Status wurde mit einer PCP-12 Sonde von Hu-Friedy. an allen Z&hnen
mit jeweils 6 Messpunkten (mesiobukkal, bukkal, distobukkal, mesiopalatinal/-lingual,
palatinal oder lingual, distopalatinal/-lingual) erstellt. Anhand der Messwerte wurde der

Code des Parodontalen Screening Index (PSI) ermittelt. Als Definition der Taschentiefe

(ST) galt die Strecke des freien Gingivasaums bis zum Boden des Sulkus. Eine

Parodontitis wurde ab einer Taschentiefe= 4mm definiert, bzw. Code 3 und 4 des PSI
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Code 0 Code 1 Code 2 Code 3 Code 4
ST <3,5mm ST =3,5-5,5mm ST >5,5mm
Keine Blutung ) )
. ) Blutung auf Sondieren Zahnstein und / oder
Kein Zahnstein
Keine defekten defekte
Keine defekten
Restaurationsrander Restaurationsrander
Restaurationsrander
Gesund Gingivitis Parodontitis

Tabelle 3: Ausschnitt der Richtlinien des parodontalen Screening Index nach der DG Paro

Der Bleeding on Probing Index (BOP) wurde bestimmt (BOP = Anzahl der blutenden

Sondierungsstellen durch die Anzahl aller Sondierungsmessstellen mal 100). Anhand
des BOP konnte der Entziindungszustand der Gingiva beurteilt werden.

Die Zahnfleischrezessionen wurden als Riickgang des Zahnfleischrandes unterhalb

die Schmelz-Zement-Grenze definiert. Sie wurden auch mit einer PCP 12 Sonde und
in Imm Abstanden gemessen. Um die Rezessionen gesamt in % und in mm zu
bestimmen, wurden alle gemessenen Stellen der Rezessionen addiert und durch die
Anzahl der Rezessionen geteilt und mit 100 multipliziert.

Der Clinical Attachment Loss (CAL) wurde aus der jeweiligen Taschentiefe und der

zugehorigen Rezession fur die orale und die vestibulare Zahnflache berechnet. Der
CAL ist die Strecke von der Schmelz-Zement-Grenze bis zum Taschenboden und gibt
Auskunft Uber den Grad des Verlustes des parodontalen Faserapparates. Um den CAL
gesamt in % und in mm zu bestimmen, wurden alle gemessenen Stellen des CAL
addiert und durch die Anzahl der Messstellen geteilt und mit 100 multipliziert.

Das Austreten von Pus beim Sondieren wurde erfasst (Suppuration)

Der Plague Index Mombelli teilte die vorhandene Plaque in 4 Codes ein

o Code 0: keine sichtbare Plaque

o Code 1: Plaque, die durch Inspektion und Sondieren zu erkennen ist

o Code 2: sichtbare Plaque im Approximalraum

o Code 3: massive Plague im Approximalraum und an den Glattflachen

Vorliegen einer Sicca-Symptomatik oder Xerostomie

Im Rahmen der Routinediagnostik wurde auch eine Panoramaschichtaufnahme (OPG)

auf externe zervikale Resorptionen oder andere Auffélligkeiten analysiert.

Die Entnahme der Probe aus dem Sulkus erfolgte mit einer Kirette an den zwei tiefsten

Taschen. Durch Absaugung wahrend der Probenentnahme sollte die Beimischung von

Speichel verhindert werden.
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5.3.2 Klinische Daten der Systemischen Sklerodermie

Die Erfassung der krankheitsspezifischen Daten und Auspragungen der Manifestationen
der Patienten mit SSc erfolgte innerhalb der Routineuntersuchungen in der Hautklinik des
Universitatsklinikums Erlangen und wurden nicht explizit fir die Studie erhoben. Diese
umfasste klinische, serologische und immunologische sowie apparative Parameter. Sie
galt als Standarduntersuchung, die auch die Beteiligung des Herzens, der Niere und der
Lunge sowie des Gastro-Intestinal-Trakts untersuchte. Die Gesundheit des Herzens wurde
durch echokardiographische und -sonographische Aufzeichnungen kontrolliert. Die Lunge
wurde anhand von Lungenfunktionstests kontrolliert. Zuséatzlich wurde die Lungendiffusion
Uberproft und ggf. Bildgebungen hinzugezogen. Die dsophageale Beurteilung erfolgte
durch Gastroskopie und Manometrie, um Motilitatsstérungen oder einen Barrett-
Osophagus zu diagnostizieren. Zur Kontrolle der Niere und Leber wurden die Nieren- und
Leberwerte, der Urinstatus und das Differenzialblutbild betrachtet. Anhand des
modifizierten Rodnan Skin Score bewertete der jeweilige untersuchende Facharzt das
Ausmald der Hautfiborose am Korper des Patienten. AuRerdem untersuchte man das
Gesicht, die Extremitaten und die Hande nach digitalen Hauterosionen bzw. -ulzerationen,
Verhartungen der Gelenke, Teleangiektasien und Kalzifikationen. Die Patienten wurden
auf das Ausmald des Sicca-Syndroms untersucht. In diesem Rahmen wird auch das

Vorliegen einer Xerostomie untersucht.

Die zum Zeitpunkt der Untersuchung eingenommenen und die vergangenen Medikamente

wurden dokumentiert.

5.4 Probenverarbeitung der Laborparameter

Innerhalb dieser Dissertation wurde die Expression verschiedener Interleukine,
Oberflachenantigene und Matrix-Metalloproteasen (IL-2, IL-6, IL-10, MMP-9, THY-1, CD34,
ITGAL) untersucht, die mit der systemischen Sklerodermie und mit der Parodontitis in
Zusammenhang stehen. In den minimalinvasiv gewonnenen Proben aus dem Sulkus sollten
anhand einer modifizierten TRizol™-Methodik und einer Realtime-Polymerasekettenreaktion
die Expressionen der Entzindungsmediatoren nachgewiesen werden. Als Grundlage fur die
Durchfiihrung sowie auch flr die hier nachfolgenden Beschreibungen der Arbeitsschritte
dienten die Handbiicher, die Quick-Start Protokolle und die technischen Informationen der
benutzten Lésungen von Qiagen (QuantiTect Reverse Transcription Kit, QuantiTect Primer
Assay, QuantiTect SYBR Green PCR Kit), die teilweise fur diese Studie modifiziert wurden

Das Laborprotokoll ist im Anhang angefugt.
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5.4.1 RNA-Isolierung

Nach der Probenentnahme wurde das gewonnene Material in ein steriles Eppendorf Cup

gegeben und ein einem Transportbehélter mit Stickstoff schockgefroren, danach unmittelbar

bei -80°C eingefroren und bis zur Isolierung dort gelagert. Die RNA-Isolierung der

Sulkusproben erfolgte nach der modifizierten TRIzol™-Methode (s. Anhang 2. RNA-Isolierung

aus Sulkusproben nach der TRIzol™Methode). Alle Proben wurden nach dem gleichen

Protokoll bei Raumtemperatur behandelt, wobei die zugefuhrten Stoffe/Flissigkeiten gekuhlt

gelagert wurden. Die Zentrifuge wurde bei 4°C benutzt.

1.

Zu jeder Probe wurden 500upl TRIzol (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) gegeben und durch Auf- und Abpipettieren die Lyse des
Gewebes aktiviert.

Nach 5 min Inkubation wurden 100l Chloroform zugegeben, 15 Sekunden geschittelt,
sodass sich ein milchiges Gemisch ergab. Dieses wurde 2-3 min inkubiert und
anschliel3end fur 15 min bei 12000rpm zentrifugiert, wodurch drei unterschiedliche
Phasen entstanden. Die oberste wassrige, farblose Schicht mit der enthaltenen RNA
wurde abpipettiert und mit 250l Isopropanol in einem neuen Eppendorf-Cup gemischt.
Die zwei verbleibenden Phasen werden regelrecht entsorgt.

Nach 10 min Inkubation wurden die Proben 10 min bei 12000rpm zentrifugiert, um die
RNA zu pelletieren. Zuerst wurde das Isopropanol vollstandig entfernt. Danach wurde
500ul Ethanol (75%) zum Waschen des RNA-Pellets hinzugegeben.

Nach 5 min bei 10000rpm in der Zentrifuge entfernte man das Ethanol, sodass nur das
RNA-Pellet zurtickbleibt, und legte das gedtffnete Eppendorf Cup zum Trocknen unter
die sterile Werkbank fur circa 20 Minuten.

AbschlieRend wurde die RNA mit 20yl RNase-freiem Wasser verdinnt. Mit 1,5ul
Probenmaterial konnte die RNA-Quantitdt und -Qualitat photometrisch mit dem

Nanodrop®-Spectrophotometer (PegLab, Erlangen, Deutschland) bestimmt werden.
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5.4.2 cDNA-Synthese mit QuantiTect Reverse Transcription-Kit von Qiagen

Das QuantiTect Reverse Transkription-Kit von Qiagen (Qiagen, Venlo, Niederlande) dient der
Umwandlung von mRNA in cDNA und dem Eliminieren von genomischer DNA, die das
Umschreiben der RNA behindern wiirde. Da die spater fur die Polymerase-Kettenreaktion eine
DNA-abhangige Polymerase benutzt wird, muss die isolierte mMRNA in eine cDNA
(complementary DNA) umgeschrieben werden. Der Umwandlungsprozess erfolgt tber die
Reverse Transkriptase. Alle Schritte wurden nach den Herstellerangaben und nach Protokoll
durchgefuhrt, sowie nur die Inhalte des Kits verwendet (s. Anhang 3. cDNA-Synthese mit
QuantiTect Reverse Transcriptions-Kit Qiagen).

1. Zuerst wurden alle Puffer, Enzyme, das RNAse-freie Wasser und die template-RNA
auf Eis aufgetaut. Fir alle umzuschreibenden Proben wurden neue 200ul Eppendorfer-
Cups beschriftet. Mit RNase-freiem Wasser wurde die zuvor photometrisch bestimmte
RNA-Menge auf jeweils 1ug RNA pro Mikroliter verdinnt, sodass sich ein
Gesamtvolumen aus RNA und Wasser von 12ul ergab. Aufgrund geringer Mengen an
isolierter RNA konnten manche Proben nur auf 500ng pro Mikroliter verdiinnt werden.

2. AnschlieBend wurden 2ul gDNA Wipeout Buffer zugeben und bei 42°C fur 5 Minuten
im Thermocycler inkubiert, um die genomische DNA zu eliminieren.

3. Wahrenddessen wurde der Reverse-Transkriptase Mastermix plus ein Extravolumen
als Puffer hergestellt. Folgende Volumen flr jede Probe sind pipettiert worden:

o 4l 5-fach konzentrierter Quantiscript® Reverse Transkriptase Buffer
o 1pl Primer Mix
o 1pl Quantiscript® Reverse Transkriptase

4. Nach der ersten Phase im Thermocycler wurden in jedes Eppendorf-Cup 6pl
Mastermix pipettiert. Das Umschreiben erfolgte bei 42°C fiir 15 min im Thermocycler.
Die im Primer Mix enthaltenen Oligo-dT-Primer und Random-Primer binden an
unterschiedliche Nukleotidsequenzen auf der mRNA. Der Oligo-dT-Primer (mehrere
Thymin-Nukleotide) kann sich an den Poly-A-Schwanz und die Random-Primer an
zufallige RNA-Sequenzen auf dem gesamten Strang kniupfen. Die Reverse
Transkriptase hat unterschiedliche Untereinheiten: zuerst bindet die RNA-abhéngige
DNA-Polymerase an die oben genannten Primer und bildet komplementar zur RNA
einen DNA-Strang. Danach entfernt die RNAse H, die eine Hybrid-abhéngige
Exoribonuklease ist, die RNA aus RNA-DNA-Hybriden. Die resultierende
einzelstrangige cDNA wird durch eine DNA-abhangigen DNA-Polymerase zu einem
Doppelstrang komplementiert. Am Ende des Vorgangs wurde die Temperatur auf 95°C
fur 3 min erhdht, um die Reverse Transkriptase zu denaturieren. Die fertige cDNA

wurde entweder direkt fir eine gPCR verwendet oder bei -20°C eingefroren. Bei jedem
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Zyklus der cDNA-Synthese wurde eine Negativ-Kontrolle mitgefiihrt, die nur den
Mastermix und Wasser sowie den gDNA Wipeout Buffer enthielt. Dies diente der
internen Kontrolle innerhalb der gPCR, um Verunreinigungen des Mastermix zu

auszuschlieRen.

5.4.3 gPCR mit QuantiTect Primer Assay und SYBR Green

Eine quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion dient der Vervielfaltigung von
Nukleinsduren und der Quantifizierung der in den Proben enthaltenen Nukleinsduren durch
Fluoreszenzmessung. Das Fluoreszenzsignal steigt proportional zur Zunahme der neu-

synthetisierten doppelstrdngigen DNA an.

Es wurde das QuantiTect SYBR® Green PCR Kit von Qiagen fiir alle Proben benutzt und nach
dem folgenden Laborprotokoll verfahren (s. Anhang 3. gPCR — Quantitect Primer Assay SYBR

Green von Qiagen).

Zu Beginn wurden die cDNA-Proben, der QuantiTect SYBR Green Mastermix und die
QuantiTect Primer Assays auf Eis aufgetaut, durchmischt und bei Bedarf kurz anzentrifugiert.
Um in ein Well 12,5ng cDNA einzusetzen, mussten die Proben dementsprechend mit RNAse-
freiem Wasser verdinnt werden (Proben mit 1000ng/ 20ul cDNA wurden 1+3 und Proben mit
500ng/ 20pl 1+2 verdinnt). Die Primer Assays wurden auf 32,5ul (fur 12 Wells plus ein Puffer)
aliquotiert. Ein Mastermix mit 24pul pro Well wurde angefertigt und in die Wells pipettiert:

o 12,5ul 2-fach QuantiTect SYBR Green Mastermix
o 2,5ul 10-fach QuantiTect Primer Assay
o 9,0ul RNAse-freies Wasser

Zudem wurde 1pul der jeweiligen cDNA in jedes Well hineingegeben, sodass sich ein
Gesamtvolumen von 25ul pro Well ergibt. Je Probe, sowie flir die endogene Kontrolle, als auch
fur die Negativkontrolle und fir den Mastermix wurden Doppelwerte pipettiert. Die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) diente als endogene Kontrolle. Nach
5-mindtigem zentrifugieren, wurde die Realtime-Polymerase-Kettenreaktion im 7300 Realtime

PCR Geréat von Applied Biosystems nach dem unten aufgefiihrten Programm gestartet.
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Abbildung 1: Abfolge der Schritte der gPCR

Die enthaltene HotStar Taqg DNA-Polymerase ist bei Raumtemperatur inaktiv. In diesem
Zustand ist keine Polymeraseaktivitat vorhanden, sodass die Polymerisierung unspezifisch
angelagerter Primer oder Primer Dimere bei Raumtemperatur verhindert werden. Im ersten
Schritt wird durch den Anstieg der Temperatur die HotStar Tag Polymerase aktiviert. Der
zweite Schritt trennt die hergestellten DNA-Doppelstrange wieder. Danach lagern sich in
Schritt drei die ausgewahlten Primer (Annealing) an deren komplementaren cDNA-Sequenzen
an und bilden den Startpunkt flr die Polymerase. Diese synthetisiert im vierten Schritt
(Elongation) den komplementaren Strang in 5-3-Richtung. Nach jedem Elongationszyklus
misst das PCR Gerat die Fluoreszenzintensitit des SYBR Green Farbstoffs. Der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | dye gibt fluoreszierendes Licht beim Binden
doppelstrangiger DNA ab. 50 Zyklen der Schritte 2-4 werden durchgefiihrt. Das Programm
kihlte die Platte auf 4°C bis zur weiteren Verwendung herunter.

Im Anschluss der gPCR erfolgt die Durchfihrung der Dissoziation- bzw.
Schmelzkurvenanalyse, um die Homogenitat des gPCR-Produktes nachzuweisen. Diese lauft
in drei Schritten ab. Zuerst wurden alle Komponenten bei 95°C denaturiert. Im nachsten Schritt
werden die Primer bei ihrem individuellen Grenzwert (Tm Value) zusammengefiihrt. Danach
steigt die Temperatur gleichmafiig im letzten Schritt von 60°C auf 95°C. Jedes PCR-Produkt
hat eine spezifische Schmelztemperatur, bei der sich die Doppelstrange der DNA trennen und
der SYBR Green Farbstoff freigegeben wird. Der Anstieg und die folgende Abnahme der
Fluoreszenzintensitat wird als die Dissoziations- bzw. Schmelzkurve préasentiert.
Unspezifische Primer Dimere zeigen einen niedrigeren Schmelzpunkt als die doppelstrangige
DNA der spezifischen PCR-Produkte, wodurch eine Differenzierung der Produkte moglich ist.
Um abweichende Volumen der eingesetzten cDNA auszugleichen (Normalisierung), bendétigte

man eine endogene Kontrolle (GAPDH) fiur die Quantifizierung der Proben.

Es wurden nur Proben in die Ergebnisse miteinbezogen, die einen Ct-Wert von unter 37 Zyklen

aufwiesen und deren endogene Kontrolle eine klare Amplifikationskurve darstellte. Proben mit
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Ct-Werte oberhalb 37 Zyklen oder nicht eindeutigen Dissoziationskurven wurden verworfen,
da von zu geringem oder verunreinigtem Probenmaterial ausgegangen werden kann. Proben,
die eine klare Amplifikationskurve und einen korrekten Mittelwert der Ct-Werte (avg. Ct Value)
in der endogenen Kontrolle aufzeigten, jedoch fur ihr Zielgen im Doppelwert ohne Ct-Wert
blieben, wurden als ,undetected” definiert. Flr diese Proben wurde ein Average Ct- Wert von

50 vorausgesetzt, welche der maximalen Zyklusanzahl der gPCR entspricht.(87)

In der folgenden Tabelle 4 sind die Referenznummern und Bestellnummern der benutzten

Primer aufgefthrt:

Primer Produktname Bestellnummer Chargennummer
AL-2 Hs IL2_1 SG QT00015435 354840918
IL-6 Hs IL6_1 SG QT00083720 315797203
IL-10 Hs IL10_1_SG QT00041685 315797224
MMP-9 Hs MMP9_1 SG QT00040040 354840919
CD90 Hs THY1_ 1 SG QT00023569 354840947
CD34 Hs_CD34_1_SG QT00056497 315797200
CD11la Hs ITGAL_1_SG QT00034006 361111662
GAPDH Hs_GAPDH_1_SG | QT00079247 345551798

Tabelle 4: Produktinformation der verwendeten Primer Assays von Qiagen
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5.5 Statistik und Auswertung

Die statistische Analyse ist mit Hilfe von Microsoft Excel und IBM SPSS Statistics 26 (IBM Inc.,
New York, USA) durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse wurden anhand des Shapiro-Wilk-Test
auf Normalverteilung gepruft. Fur die Datenanalyse von nicht-normalverteilten Variablen
wurde der Mann-Whitney-U-Test (nicht-parametrischer Test) angewendet, um signifikante
Unterschiede zu errechnen. AulRerdem wurden die Variablen der einzelnen Gruppen auf
Korrelationen anhand des Spearman-Tests geprift. Als statistisch signifikant gilt p<0.05. Der
Korrelationskoeffizient rs gibt den Zusammenhang zwischen den Variablen an. Ein Wert, der
20.5 beziehungsweise <-0.5 ist, entspricht einem stark positiven oder stark negativen

Zusammenhang.

Die Auswertung erfolgte durch die ACt- und die AACt—Werte, die folgenderweise errechnet
werden. Anhand der Doppelwerte wurden die Mittelwerte der Ct-Werte jeder Probe und deren

zugehoriger endogenen Kontrolle bestimmt. Der ACt -Wert errechnet sich:
ACt (Probe) = average Ct (Zielgen) — average Ct (GAPDH)

Anhand aller ACt- Werte innerhalb einer Gruppe, kann ein Durchschnittswert flr ACt (average
ACt) fur die Kontrollgruppe sowie die Patientengruppe errechnet werden:

Average ACt (Gruppe) = Summe aller ACt / Anzahl der Proben einer Gruppe

Hohe ACt-Werte entsprechen einer geringen Exprimierung des Gens und entgegengesetzt

bedeuten niedrige ACt-Werte eine erhdhte Expression.

Um die Expression des Zielgens mit einer anderen Gruppe zu vergleichen, muss die Relative
Quantifikation (RQ) oder auch der sogenannte Fold Change (FC), berechnet werden.

Diesbeziiglich muss zuerst AACt bestimmt und dann fir RQ eingesetzt werden:

AACt (Zielgen vs. Kontrolle) = average ACt (Zielgen) — average ACt (Kontrolle)

RQ = 2-AACT
Ein RQ Uber 1 bedeutet, dass das Zielgen im Vergleich zur Kontrollgruppe hochreguliert ist.

Zum Beispiel ein RQ von 2 bedeutet eine 2-fach erhdhte Expression des Zielgens gegeniuber

dessen Kontrolle.
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6 Ergebnisse

6.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 39 Probanden, 17 mit Systemischer Sklerodermie und 22
Kontrollgruppenpatienten anhand der Studienkriterien aufgenommen. In der SSc Gruppe
befanden sich 12 weibliche und 5 méannlichen Probanden. Der Altersdurschnitt lag bei 62,2
Jahren (SD=10). Die Kontrollgruppe bestand aus 15 Frauen und 7 Mannern mit einem
Altersdurchschnitt von 61,5 Jahren (SD=9). Die SSc Gruppe unterteilte sich in 6 Probanden
des diffusen Typs und in 11 des limitierten Typs der SSc.

In der Tabelle 5 sind die Symptome und Manifestationen fur den jeweiligen Krankheitstyp
aufgelistet, welche anhand der dermatologischen Parameter erhoben wurde.

Klinische Parameter Limitierte SSc (n=11) Diffuse SSc (n=6)
Raynaud-Syndrom 10 6
Sicca-Symptomatik 6 5

Xerostomie 3 3
Osophagus-Motilitatsstorung 8 6
Eingeschrankte Lungenfunktion 5 5
Antinukleare Antikdrper 10 5
Digitale Erosionen/Ulzerationen 2 3
Sklerodaktylie 7 3
Calcinosis Cutis 4 3

mRSS (@) 4.9 11.6

Tabelle 5: Darstellung von Symptomen und Manifestation der SSc Gruppe, angegeben sind die
Anzahl der Probenden oder ein Mittelwert (mit @ gekennzeichnet), insgesamte Probandenanzahl
der SSc des limitierten Typs n=11 und des diffusen Typs n=6

Zusammengefasst, 94% der Probanden litten an dem Raynaud-Syndrom. Zwei Drittel der SSc
Gruppe wiesen eine Sicca-Symptomatik auf, welche sich zu 55% als Xerostomie manifestierte.
Die Motilitat des Osophagus war bei 82% der Probanden eingeschrankt. Bei 12% konnten
keine antinukledre Antikorper (ANA) nachgewiesen werden. Eine eingeschrankte
Lungenfunktion sowie Sklerodaktylie trat bei 58% der Probanden auf. Zu 30% sind aktive
digitale Erosionen und Ulzerationen beobachtet worden. Die Mehrheit der Patienten mit 65%

konnte ihre Hande ohne Einschrankung zu Fausten schlielen. Im Gegensatz dazu ist dies
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35% nur eingeschréankt oder gar nicht moglich gewesen. Der Mittelwert des modified Rodnan
Skin Score fur den limitierten Typ (4,9) war deutlich geringer als der Durchschnittswert des
diffusen Typs (11,6).

AuBRerdem wurde wahrend der zahnarztlichen Untersuchung festgestellt, dass es einen
vertikalen und horizontalen Knochenabbau bei 100% der Patienten mit SSc gab. Zudem
zeigten 11 von 17 Patienten Mundwinkelrhagaden und bei 47% lag eine Mikrostomie vor
(SKD=38mm). Die Mundschleimhaut zeigte sich bei 4 Patienten matt, trocken und in manchen

Arealen gerotet.

94% der SSc Gruppe nahmen regelméRig Medikamente ein. Unteranderem wurden 15
Personen werden mit Immunsuppressiva, monoklonalen Antikdrpern und/oder Prostazyklin-
Analoga behandelt (Mycophenolat-Mofetil n= 4, lloprost n=7, Tocolizumab n=1, Rituximab

n=1, Prednisolon n=2). Zusétzliche Medikamente  waren  Antihypertensiva

(Calciumantagonisten n=7, Angiotensin-1-Antagonisten n=1, Angiotensin Converting Enzyme-
Hemmer n=2, Schleifendiuretika n=1, p-1-Adranorezeptorantagonisten n=1) und
Protonenpumpeninhibitoren (n=8), sowie Schilddrisenhormone (L-Thyroxin n=5) und

inhalative Glukokortikoide (n=2).

6.2 Statistische und deskriptive Analyse der Expression der

Entzindungsmediatoren

Wie in Tabelle 6 dargestellt, ergab die Analyse des Mann-Whitney-U Tests keine statistisch

signifikanten  Unterschiede fur die Expression der Entzindungsmediatoren und

Oberflachenantigene zwischen der SSc- und der Kontrollgruppe.

SSc Mittelwert | Kontrolle Mittelwert SSc Median Kontrolle Median Signifikanz

ACt (SD) ACt (SD) ACt ACt M-W-U-Test
IL-2 23.00(2.43) 21.98 (4.76) 22.79 22.99 0.679
IL-6 13.02(7.42) 14.33 (6.99) 10.19 14.88 0.479
IL-10 10.81 (7.22) 11.29 (6.11) 7.367 8.03 0.590
MMP-9 5.80 (2.28) 6.93 (3.54) 5.81 6.07 0.590
CD90 13.22 (7.86) 15.03 (7.13) 11.19 16.66 0.552
CD34 14.26 (6.66) 12.83 (6.62) 13.10 9.27 0.396
CD1la 6.11 (4.34) 9.12 (6.68) 4.56 6.21 0.193

Tabelle 6: Darstellung der ACt Mittelwerte und Mediane innerhalb einer Gruppe (SSc und Kontrolle)
fur die jeweiligen Marker, erstelltes Signifikanzniveau anhand des Mann-Whitney-U-Tests, nur fir
IL-2 und IL-6 der SSc Gruppe gilt n=16, sonst gilt flir SSc n=17 fir SSc und Kontrollgruppe n=22
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Betrachtet man allerdings den Fold Change (RQ) (s. Abbildung 2) sind deutliche Unterschiede
in den Genexpressionsraten erkennbar. Die unten angegebenen RQ-Werte geben die mittlere
Expressionsrate der Uberpriften Gene der SSc Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe an.
Ein RQ-Wert = 2 entspricht einer Hochregulierung der Expression in der SSc Gruppe im
Verhdltnis zur Expression der Kontrollgruppe. Eine Verminderung der Genexpressionsrate um
die Halfte in der SSc Gruppe liegt bei einem Wert von 0.5 vor. Beide genannten Zahlen werden

als signifikante Grenzwerte angesehen.
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RQ im Vergleich zur Kontrollgruppe
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Abbildung 2: Darstellung der RQ-Werte der SSc Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe, RQ unter
0,5 und uber 2 signifikant, <0.5 = Verminderung der Genexpressionsrate und =2 = Hochregulierung
der Genexpression der SSc Gruppe im Vergleich zur Genexpressionsrate der Kontrollgruppe

Fur IL-2 und CD34 ergibt sich eine Verminderung der Genexpression in der SSc Gruppe im
Verhéltnis zur Kontrollgruppe. Die Genexpressionsrate von IL-2 in der SSc Gruppe ist um die
Hélfte herabreguliert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Aufl3erdem entspricht die
Expressionsrate von CD34 in der SSc Gruppe nur einem Drittel der Expressionsrate der
Kontrollgruppe. Passend hierzu zeigen die Mittel- und Medianwerte von IL-2 und CD34 eine
Tendenz der Unterexpression in der SSc im Vergleich zur Kontrollgruppe, da die Mittelwerte

und die Medianwerte des ACt in der SSc Gruppe héher waren (s. Abbildung 3 und 4).

Die RQ-Werte fur das IL-6 und die MMP-9, das CD90 und das CDlla zeigen eine
Hochregulierung der Expressionsrate in der SSc Gruppe. In der SSc Gruppe ist die

Genexpression fur IL-6 um das 2,5-fache hochreguliert, MMP-9 um das 2,2-fache und CD90
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um das 3,5-fache. Den grof3ten Unterschied in der Expressionsrate zeigt CD11a mit der 8-
fachen erhthten Expressionsrate der SSc Gruppe im Vergleich zu Kontrollgruppe. Erganzend
hierzu entsprechen die niedrigeren Mittelwerte des ACt-Werts und der Medianwerte fur diese

Gene tendenziell fir eine Uberexpression in der SSc Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Das Interleukin-10 befindet sich unterhalb der angenommenen Signifikanzgrenze des Fold
change. Der Mittel- und der Medianwert deuten auf eine geringe Uberexpression hin.

Mittelwerte ACt der Inflammationsmediatoren und Oberflichenantigene

800 L2 dCt

26,00 MIL-6 dCt
MiL-10 dCt
B MMP-9 dCt
CD90 dCt
M cD34 dct
M cD11adcCt

24,00
22,00
20,00
18,00
16,00

14,00

Mittelwert

12,00

10,00

5,00
6,00
4,00

2,00

0,00

SSc Kontrolle
Gruppe
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Abbildung 3: Darstellung der avg. ACt-Werte des jeweiligen Markers in beiden Gruppen. Die
angezeigten Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung
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Medianwerte ACt der Inflammationsmediatoren und Oberflachenantigene
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Abbildung 4: Darstellung des Medians der ACt-Werte des jeweiligen Markers in beiden Gruppen

Da die Average AACt-Werte (s. Kapitel 5.5) notwendig fiir die Errechnung des RQ-Werts sind,
werden diese im Sinne der Vollstandigkeit hier aufgefihrt.

IL-2 IL-6 IL-10 MMP-9 CD90 CD34 CD11la
Avg AACt| 1.02 -1.31 -0.48 -1.13 -1.82 -1.43 -3.01
1 1 2 1 1 1
RO "2 2 15 *25 *3; 3 8

Tabelle 7: Average AACt-Werte und die zugehdrigen RQ-Werte (angegeben als Kehrwert zur
Verdeutlichung der Hoch- bzw. Herabregulierung); Fett markierte entsprechen signifikanten
Anderungen (Ergebnisse wurden ab- oder aufgerundet zur besseren Darstellung, exakte
Ergebnisse sind in Abb. 2 angegeben)
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6.3 Darstellung der klinischen Parameter und statistische Auswertung

Die folgende Tabelle 8 stellt die Mittelwerte der klinischen Parameter beider Gruppen

gegenuber.
Signifikanz
SSc @ (SD) Kontrolle @ (SD)
M-W-U-Test
Anzahl Zahne 22.00 (8.04) 22.77 (6.02) 0.908
Sites (%) = 4mm 14.83 (9.24) 11.58 (8.99) 0.178
CAL (%) 38.35 (29.78) 17.86 (18,55) 0.035
CAL @ (mm) 1.95 (1.73) 0.76 (0.95) 0.009
Rezession (%) 38.14 (29.71) 16.90 (18.11) 0.020
Rezession @ (mm) 1.14 (1.10) 0.43 (0.56) 0.020
BOP (%) 24.22 (12.59) 13.66 (6.72) 0.006
Mombelli Pl (0-3 Grade) 1.65 (0.86) 1.41 (0.66) 0.451
PSI (0- 4 Grade) 3.71 (0.47) 3.55 (0.59) 0.417
SKD (mm) 37.53 (7.95) 47.14 (7.12) 0.001
Zahnhalsfillungen und -
defekte 5.82 (5.11) 2.36 (2.64) 0.011

Tabelle 8: Auflistung der Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) der klinischen Parameter mit
Signifikanzniveau (p<0.05) anhand des Mann-Whitney-U-Tests, die signifikanten Werte sind hier
fett markiert

Die Anzahl der vorhandenen Zahne der Probanden differenzierte sich nicht zwischen den
beiden Gruppen. In der Gruppe mit Systemischer Sklerodermie waren im Mittel noch 22 Zahne
vorhanden und in der Kontrollgruppe 22.7 Zéhne (p=0.908). Trotz fast gleicher Anzahl der
Zahne, wiesen die erkrankten Patienten mit SSc einen hoheren Prozentanteil von 14,83% an

Taschentiefen von = 4mm auf, verglichen zur Kontrollgruppe mit 11,58% (p=0.178).

Statistisch signifikante Unterschiede lagen im Vergleich der vorhandenen Rezessionen, deren
Tiefe, sowie des klinischen Attachmentverlust (in % und mm) vor. Die Patienten mit SSc hatten
im Schnitt mehr als doppelt so viele (p=0.020) und fast 1mm tiefere Rezessionen (p=0.020)
als die Kontrollgruppe. Die Zahne der Patienten mit SSc hatten einen 2-fach signifikant
erhohten Kklinischen Attachment Loss (p=0.035) und durchschnittlich 1,19mm tieferen
parodontalen Gewebeverlust (p=0.009. Das bedeutet zusammengefasst, dass die Patienten
mit Systemischer Sklerodermie prozentual vermehrt und unter starkerem parodontalen Abbau

leiden.
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Der Blutungsindex BOP der SSc Gruppe war mit circa 11% mehr Blutungspunkten signifikant
groler als der BOP der Kontrollgruppe (p=0.006). SSc Patienten reagierten vermehrt mit
Blutungen auf Sondieren als die Patienten der Kontrollgruppen bei einem Plague-Index ohne

statistischen signifikanten Unterschied.

Die Schneidekantendistanz, die als Parameter fur die maximale Mundoffnung gilt, war in der
SSc Gruppe mit 10mm signifikant geringer als die SKD der Kontrollgruppe (p=0.001).

Externe zervikale Resorptionen sind bei keinem der beiden Patientenkollektiven aufgetreten
(p=1). Doch wiesen die Patienten mit SSc signifikant mehr Zahnhalsfullungen und/oder
Zahnhalsdefekte (5.82) auf als die Kontrollgruppe (2.36) (p=0.011).
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6.4 Quantitative Ergebnisse: Korrelationen anhand des Spearman-Tests

Es wurden alle Klinischen Parameter miteinander und mit den Expressionen der
Entzindungsmediatoren korreliert. Folgend werden nur die signifikanten Ergebnisse

aufgefihrt.

In der Kontrollgruppe korrelierte der Plaque-Index Mombelli stark positiv mit dem
Blutungsindex (BOP) (p=0.014, rs=0.514). Daraus ergab sich, dass die Probanden der
Kontrollgruppe bei erhéhtem Bluten auf Sondieren gleichzeitig eine erhéhte Menge an Plaque
zeigten oder umgekehrt. Im Gegensatz dazu, bestand diese Korrelation in der Gruppe mit SSc
nicht (p=0.809, rs=0.063). (Vgl. Abbildung 5)

Korrelation zwischen BOP in % und Plaque-Index Mombelli
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Abbildung 5: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen BOP (%) und Plaque-
Index Mombelli (0-3)
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In der SSc Gruppe korrelierte die maximale Schneidekantendistanz stark negativ mit dem CAL
(p=0.011, rs=-0.722) (Vgl. Abbildung 6) und den bestehenden Rezessionen (p=0.001, rs=-
0.721). Bei einem hohen Anteil an Rezessionen oder klinischem Attachmentverlust war die
Weite der Schneidekantendistanz verkleinert und vice versa. Aul3erdem konnte eine stark
negative Korrelation zwischen der Anzahl der Taschen tiefen 24mm und der maximalen
Schneidekantendistanz gezeigt werden (p=0.015, rs=-0.581). Daraus ergibt sich, dass die
Patienten mit einer verkleinerten Mundoffnung vermehrt parodontale Taschen =24mm
aufwiesen oder umgekehrt. In der Kontroligruppe gab es diese gerade genannten
Korrelationen nicht (SKD-CAL: p=0.845, rs=-0.044; SKD-Rez: p=0.681, rs=-0.093; SKD-
TT24mm: p=0.286, rs=0.238).

Korrelation zwischen SKD (mm) und CAL (%)
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Abbildung 6: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen SKD (mm) und CAL (%)
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In der SSc Gruppe bestand eine negative Korrelation zwischen dem CAL und dem IL-6 mit
mittlerer Effektstarke (p=0.049, rs=-0.483) (Vgl. Abbildung 7), sowie zwischen Rezessionen
und dem Interleukin 6 (p=0.05, rs=-0.482). Infolge sank die Expression von IL-6 bei steigendem
CAL und steigender Anzahl an Rezessionen, oder vice versa. Diese Korrelationsbeziehung

ergab sich in der Kontrollgruppe nicht (IL-6-CAL: p=0.239, rs=-0.262).
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Abbildung 7: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen IL-6 und CAL (%)
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Interleukin-6 und MMP-9 korrelierten stark positiv miteinander innerhalb der Gruppe mit SSc
(p=0.034, rs=0.517). Das bedeutet, wenn die Expression des einen Markers stieg, nahm auch
die Expression des anderen zu oder sie nahmen miteinander ab. Auch in der Kontrollgruppe

bestand eine positive Korrelation, nur mit geringerer Effektstarke (p=0.046, rs=0.43).
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Abbildung 7: Streudiagramm zu Darstellung der Korrelation zwischen IL-6 und MMP-9
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In der Kontrollgruppe korrelierten CD90 und CD34 positiv miteinander (p=0.033, rs=0.457) mit

mittlerer Effektstarke, sodass die Expressionen miteinander anstiegen oder abnahmen. Fur

die SSc Gruppe hatte sich keine signifikante Korrelation ergeben (p=0.264, rs=0.287).
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Abbildung 8: Streudiagramm zu Darstellung der Korrelation zwischen CD90 und CD34
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7 Diskussion

Die Parodontitis ist eine Krankheit progressiver Entzindung, die zur Destruktion von
parodontalem Weichgewebe sowie alveolarem Knochen fihrt. Der Beginn und der Verlauf der
Parodontitis basieren auf Wechselwirkungen zwischen oralen Bakterien und einer entgleisten
Immunantwort, die von einigen Faktoren moduliert wird. Dazu gehért eine zuckerreiche
Ernahrung, aber auch Erkrankungen wie zum Beispiel der Diabetes mellitus, sowie Stress und
Tabakkonsum.(88) Die Systemische Sklerodermie ist eine chronische Autoimmunerkrankung
des Bindegewebes mit unbekannter Ursache und beeintrachtigt das Immunsystem, sowie das
Gefalisystems und fihrt zu Fibrosierungen der Haut, von inneren Organen und GefalRen.(2)
Insgesamt gibt es wenige Studien, die dentale klinische Parameter von SSc Patienten
korreliert haben. In mehreren Untersuchungen, sowie auch in dieser, ist beobachtet worden,
dass die SSc Patienten einen schweren Verlauf der Parodontitis mit erhdhten Taschentiefen
und starkem Abbau des Parodontiums haben.(5, 6, 89, 90) Haufige Manifestationen der SSc
sind unter anderem eine verminderte Munddffnung und Bewegungseinschrdnkungen der
Finger durch die Fibrosierung.(2) Diese beiden Faktoren erschwert es SSc Patienten eine
adaquate Mundhygiene einzuhalten und begunstigt eine erhdhte Plaqueakkumulation, welche,
ohne Beseitigung dieser, das Risiko einer Entziindung erhdht und fortfihrend das Entstehen
einer Parodontitis erlaubt.(91) Dieser Hypothese wiedersprechend, zeigten Gomes da Silva et
al. keinen Zusammenhang zwischen dem mRSS und Einschrankungen beim Zahneputzen,
sowie zwischen dem mRSS und der Notwendigkeit auf Hilfe anderer Personen angewiesen
Zu sein.(89) Unterstitzend hierzu ergab sich in diesem Patientengut kein signifikanter
Unterschied fir den Plaque Index Mombelli zwischen der SSc Gruppe und der gesunden
Kontrollgruppe. AuRerdem ergab diese Studie nur in der gesunden Kontrollgruppe eine
signifikant positive Korrelation zwischen dem Plaque-Index und dem BOP. Diese Korrelation
blieb in der SSc Gruppe aus, wenngleich der BOP in der SSc Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhdéht war. Zudem zeigte die Gruppe der Patienten mit SSc
tendenziell einen héheren PSI Code als die Kontrollgruppe. Beide Gruppen zeigen einen
ahnliche Mundhygiene, doch ergab sich ein signifikant erhéhter BOP in der SSc Gruppe,
sodass man in Verbindung mit dem erhohten PSI-Wert der SSc Gruppe von einem
entzindlichen Prozess am Zahnhalteapparat ausgehen kann. Diese Ergebnisse sind teilweise
vergleichbar mit denen von Pischon et al., die zwar einen signifikant erhdhten Plaque Index in
SSc Patienten zeigten, doch nach Einbezug des Plaque Index in ein Regressionsmodell, blieb
der CAL signifikant erhoht, sodass auch Sie zu der Schlussfolgerung kamen, dass eine
schlechte Mundhygiene nur teilweise der Grund fur einen erhohten CAL sein kann.(5) Diese
Studie zeigte eine signifikante Korrelation zwischen der verminderten Mundoffnung per se mit

einem erhohten CAL in diesen SSc Patienten, sowie eine Korrelation zu vermehrten
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Rezessionen. Die verminderte Mundoffnung wird haufig bei Patienten mit SSc beobachtet und
mit dem Fibrosierungsgrad der Haut in Verbindung gebracht. In der Studie von Isola et al.
korrelierten der BOP und der CAL mit dem mRSS. Dies lasst annehmen, dass der Grad der
Fibrosierung der Haut mit dem Status der dentalen Parameter zusammenhangt.(6) Hingegen
konnte in dieser Studie keine Korrelation in der SSc Gruppe zwischen dem mRSS und dem
CAL und BOP gefunden werden. Diese Beobachtung kongruiert mit einer Studie von Elimelech
et al., die keinen signifikanten Zusammenhang der genannten Parameter zeigte, wobei
Ursache der fehlenden Signifikanz die geringere Anzahl der Probanden von n=20 sein
koénnte.(92) Abschliel3end litten die Probanden mit SSc an erhéhtem CAL und vermehrten
Rezessionen bei erhdhter Blutungsneigung (BOP), wobei der BOP vor allem mit beginnender

Entziindung in Zusammenhang steht.(44)

Passend zu den Ergebnissen dieser Studie, zeigten weitere Studien, dass der klinische
Attachmentverlust prozentual und in Millimeter, der Anteil der Sites mit Taschentiefen 24mm
und der Blutungsindex signifikant erhoht waren in der SSc Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe.(5, 6, 89) Isola et al. zeigten eine erhéhte Anzahl an fehlenden Zahnen in der
SSc Gruppe im Vergleich zu der gesunden Gruppe. Baron et al. beobachteten signifikant
erweiterte Parodontalspalten an Z&hnen von Patienten mit SSc im Vergleich zu gesunden
Probanden. Bisher ist keine Assoziation zwischen dem Verlust von Zahnen und erweiterten
Parodontalspalten bekannt.(40) Dies konnte auf eine vermehrte Kollagenproduktion und
Fibrosierung im parodontalen Faserapparat zurtickzufihren sein, welche die Z&hne in der
Alveole befestigen und somit den Zahnverlust vorbeugen.(40) In dieser Studie wurden die
Parodontalspalten nicht explizit untersucht, doch ergab diese Studie und die von Gomes da
Silva et al. keinen Unterschied in der Anzahl der fehlenden Zahne zwischen der SSc Gruppe
und der gesunden Gruppe(6, 89), sodass dies der Hypothese des erhdhten Zahnverlustes von
Baron et al. wiederspricht.

In einem Case-Report wurden bei einer Patientin mehrere externe zervikale Resorptionen
beobachtet.(7) Doch hatten in dieser Studie die 17 Probanden mit SSc keine einzige externe
zervikale Resorption, sodass wir keinen Zusammenhang zwischen SSc und externen

zervikalen Resorptionen sehen konnten, respektive die Ursache nicht eruieren konnten.

Die Parodontitis und die SSc zeigen Gemeinsamkeiten in ihrem Krankheitsverlauf. Sie
beginnen beide mit einer Inflammationsreaktion, die zum Abbau von Gewebe und Fibrosierung
fuhrt. Die Ausschittung von immunmodulierenden Zytokinen spielt hier eine grof3e Rolle.(5,
92) Bisher geht aus der Literatur allerdings noch kein Zusammenhang in der SSc zwischen
den Klinischen Parametern und den Expressionen der Zytokine im Mund hervor. Zudem gibt
es zwar Studien Uber die Enthahme des GCF und der Bestimmung der Zytokinexpression (93),

allerdings haben wir innerhalb dieser Studie auch versucht eine neue Methodik zu etablieren,
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die es ermdglicht, Expressionen von Entziindungsmediatoren in Proben mit isoliertem Biofilm
aus dem Sulkus nachzuweisen. Vorhandene Ergebnisse anderer Studien, die Zytokinlevel in
Gewebeproben der Haut und Gingiva, Speichel und Sulkusflissigkeit, sowie Blut untersuchten
und schon Zusammenhéange der Zytokinlevel mit der SSc hergestellt haben, wurden zum
Vergleichen herangezogen, da bisher die hier durchgefiihrte Isolation der RNA aus dem

Sulkus noch nicht in der Literatur beschrieben wurde.

IL-2 gehort zu den pro-inflammatorischen Zytokinen und zahlt als Schlisselfaktor fir die
Steuerung von CD4+-T-Zellen. Diese T-Zellen sind wiederum fir den Erhalt der Homdostase
der Immunantwort essenziell, aber auch fur die Proliferation und Differenzierung anderer
immunmodulierenden Zelltypen.(48) In den letzten Jahren sind erhdhte Serum-Level von IL-
2 und dessen IL-2-Rezeptor nachgewiesen worden in Patienten mit SSc, sowie in Kulturen
mit mononuklearen Blutzellen.(51, 52) Gleichzeitig gab es auch Untersuchungen, die
erniedrigte Serum-Level von IL-2 in der SSc Gruppe beobachtet haben im Vergleich zu
gesunden Probanden.(51, 54) Passend hierzu ergab sich in dieser Studie durch den RQ-
Wert eine um 0.49 verringerte Unterexpression von IL-2 in der SSc Gruppe im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe, auch wenn sich die Mittelwerte des ACt- Werts nicht signifikant
unterschieden (M-W-U-Test p=0.679). In Anbetracht, dass die an SSc erkrankten Patienten
dieser Studie eine Parodontitis aufwiesen, vergesellschaftet mit einer Unterexpression von
IL-2, steht dies im Gegensatz zu Patienten mit Parodontitis ohne SSc. Miranda et al.
entdeckten bei einer Anzahl von 448 Proben von Patienten mit Parodontitis eine erhdhte
Konzentration an IL-2 in der Sulkusflissigkeit aus entziindeten Taschen.(53) AuRerdem ist
durch eine Studie von Ebersole et al. bekannt, dass nach iatrogen erzeugter Parodontitis in
Rhesus-Affen die Expression von IL-2 in Gewebeproben der Gingiva nach Entfernung der
Ligatur erhoht war.(44) Zusammenfassend zeigen die Patienten mit SSc und einer stark
fortgeschrittenen Parodontitis eine Unterexpression des IL-2 im Sulkus, aber Patienten mit
Parodontitis ohne SSc eine erhdhte Expression von IL-2. Es sollten weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden, da IL-2 mit beiden Erkrankungen in Zusammenhang steht und Einfluss
auf die regulierenden T-Zellen hat, die wiederum mit der Entstehung einer Dysbalance des
Immunsystems in Verbindung stehen und somit beide Krankheiten begiinstigen kann.(45,
47)

Das Interleukin-6 z&hlt zu den proinflammatorischen Zytokinen. Es nimmt in der SSc und in
der Parodontitis eine immer bedeutendere Rolle in der Pathogenese ein. In dieser Studie
konnte anhand des RQ-Werts eine 2,5-fache Erh6hung der Genexpressionsrate in der SSc
Gruppe dargestellt werden, auch wenn sich die Mittelwerte des ACt- Werts nicht signifikant
unterschieden (M-W-U-Test p=0.479). Dieses Ergebnis wird durch Ergebnisse anderer

Studien bestéatigt. So zeigten Patienten mit SSc des diffusen Typs eine Uberexpression des
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IL-6 im Serum, welche gleichzeitig auch stark mit einer erhéhten CRP-Konzentration, sowie
mit dem MRSS positiv korrelierte.(56) Ebenso zeigten Desaillais et al. eine Uberexpression
der medianen Serum-Konzentration des IL-6 und RNA-Konzentrationen in Gewebeproben der
Haut von Patienten mit SSc im Vergleich zu gesunden Proben.(25) Im Vergleich hierzu wiesen
auch Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu gesunden Patienten erhéhte Plasma-Level an
IL-6 auf, die stark mit einer erh6hten CRP-Konzentration in Zusammenhang standen(60),
sodass dies auf eine Gemeinsamkeit zwischen Patienten mit SSc und Patienten mit
Parodontitis hinweist. Eine weitere Studie bestatigte erhdhte Konzentrationen von IL-6 im
Speichel von Patienten mit Parodontitis.(59) Zugleich sollte bedacht werden, dass einer der
haufigsten Pathogene der Parodontitis der Porphyromonas gingivalis (Pg) ist, der zu erhdhten
Konzentrationen von IL-6 fiihrt.(94) Des Weiteren konnte in der Studie von Ebersole et al. der
Anstieg des IL-6 im gingivalen Gewebe mit der Initiationsreaktion der Parodontitis in
Verbindung gebracht werden. Ebersole et al. beobachteten wahrend der Progression der
Parodontitis eine stetig gleiche Expression von IL-6 auf seinem Ursprungsniveau.(44)
Aufgrund der engen Korrelation zwischen der erhéhten CRP-Konzentration, die ein Malf3 fir
eine akute Entzundung sind, mit den erhdhten Konzentrationen von IL-6 in Haut- und
Serumproben von Patienten mit Parodontitis aber auch mit SSc, scheint IL-6 ein wesentlicher
Mediator im Verlauf der akuten Entziindung zu sein. Da auch die Serum-Level von IL-6 in der
Gruppe mit SSc gerade in den friihen Jahren der Krankheit Uberexprimiert sind, deutet dies
auf ein aktives Entziindungsgeschehen hin.(25) Passend hierzu wurde in dieser Arbeit in
Patienten mit SSc eine stark negative Korrelation zwischen dem CAL und IL-6 beobachtet. Es
kbnnte somit angenommen werden, dass der CAL erst nach dem Zeitpunkt hoher
Konzentrationen von IL-6 und nach einem akuten Entzindungsgeschehen steigt. Friihzeitiges
Eingreifen in diese Entziindungsphase durch Blockieren des IL-6-Rezeptors, kénnte das
Voranschreiten der Entziindung, die folgende Fibrosierung und die insgesamte Ausbreitung
der SSc vermindern.(25, 57)

Die Expression von IL-10 wurde nach heutigem Kenntnisstand bisher nicht in der
Sulkusflissigkeit oder in gingivalem Gewebe von Patienten mit SSc untersucht. Jedoch
zeigten Sato et al. erhdhte Serum-Level von IL-10 in Patienten mit diffuser SSc, die mit dem
MRSS und der Fibrosierung der Lunge signifikant positiv korrelierten, sodass sich hieraus der
Verdacht ergibt, dass IL-10 an der Fibrosierung der Organe beteiligt ist.(26) Dies harmoniert
mit dem Ergebnis dieser Studie. Zwar konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der
Expression des IL-10 (p=0.590 und RQ-Wert= 1.40) zwischen der SSc Gruppe und der
gesunden Kontrollgruppe beobachtet werden, doch deskriptiv ist eine geringe Uberexpression
in der SSc Gruppe zu erkennen. Dagegen konnte in dieser Arbeit keine Korrelation zwischen
IL-10 und dem mRSS oder dem Fibrosierungsgrad der Lunge dargestellt werden, sodass die

Hypothese eines Zusammenhangs zwischen IL-10 und dem Prozess der Fibrosierung nicht
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bestétigt werden kann. Im Gegensatz zu dem Ergebnis dieser Studie zeigte eine
Untersuchung in Hautproben aus aktiven Hautlasionen von Patienten mit SSc eine erniedrigte
Anzahl an IL-10- und TGF-B-Zellen und reduzierten Serum-Konzentrationen von IL-10 und
TGF-B, sowie eine erniedrigte Anzahl an FOxP3*-Teg-Zellen.(27) Passend zu diesem Ergebnis
unterstitzen Papp et al. und Fenoglio et al. die Hypothese, dass die Verminderung der Anzahl
der Ty, die fur die Immuntoleranz und die Homg@ostase der Immunantwort verantwortlich sind
(27, 63), und eine Erniedrigung der IL-10 Konzentration zum Verlust der Selbsttoleranz des
Immunsystems beitragt und die Ursache fir Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel die
SSc sein kdnnten. (50, 64) Da IL-10 eines der wichtigsten anti-inflammatorischen Zytokine ist
und zusammen mit dem Tumornekrosefaktor-g (TGF-B) hauptsachlich die Ty reguliert, muss
in weiteren Studien nach Zusammenhangen von IL-10 und den Tg- Zellen in Patienten mit

SSc gesucht werden.

In Bezug auf die Parodontitis zeigten Ebersole et al. eine erniedrigte Expression von IL-10
zwei Monate nach Entfernung der Ligatur, d.h. in der Resolutionsphase, in gingivalem Gewebe
nach.(44) Dies steht im Gegensatz zu der Uberexpression von IL-10 im Serum von Patienten
mit diffuser SSc (26) und der deskriptiven Uberexpression von IL-10 im Sulkus der SSc Gruppe
dieser Studie, die eine Parodontitis aufwiesen. Dies lasst die Frage aufkommen, ob erh6hte
Konzentrationen von IL-10 vor allem wahrend der Heilungsphase nach einer akuten
Entziindung oder in aktiv entziindetem Gewebe wie zum Beispiel in den hier untersuchten
Patientengruppe mit SSc auftreten. Diesen Gedanken unterstiitzend, findet sich eine Studie,
die zum einen in Patienten mit Parodontitis eine erhéhte Expression von IL-10 und TGF-B in
erkranktem gingivalem Gewebe im Vergleich zu gesunden Patienten nachgewiesen hat.(95)
Demgegeniiber steht eine Studie, die eine signifikante Uberexpression von IL-10 und TGF-B
in inaktiven parodontalen Taschen im Vergleich zu den aktiv entzindeten Taschen
darstellt.(96) Aufgrund der widersprichlichen Datenlage und fehlenden Ubereinstimmenden
Studien, ist es nicht moglich das Ergebnis dieser Studie besser einzuordnen. Jedoch gibt es,
wie in diesem Abschnitt aufgefiihrt, mehrere Hinweise, dass IL-10 zum einen in der
Parodontitis, zum anderen aber auch in der SSc eine Rolle spielt und fur die Regulierung der
Entziindungsreaktion von gro3er Bedeutung ist. Somit sollten die Zytokinlevel aus dem Sulkus
von Patienten mit Parodontitis und von inaktiven parodontalen Taschen als weitere

Vergleichsgruppen herangezogen werden.

Die Matrix-Metalloprotease-9 wird assoziiert mit dem pathologischen Vorgang der exzessiven
Akkumulation von Bindegewebe in SSc.(70, 72) Die MMPs sind hauptverantwortlich fur die
Degradation von Kollagen, dass wichtig ist fur den Erhalt des Gleichgewichts zwischen Ab-
und Aufbau des Bindegewebes. Die Literatur, die bisher das MMP-9 in Zusammenhang mit

SSc untersucht hat, zeigt Ergebnisse, die in einem scharfen Kontrast zueinanderstehen. Meng
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et al. und Kikuchi et al. zeigten signifikant verminderte Konzentrationen von MMP-9 im Serum
von Patienten mit diffuser SSc im Vergleich zu gesunden Probanden.(67, 70) AulRerdem
konnte eine signifikant negative Korrelation zwischen der Konzentration von MMP-9 und dem
MRSS beobachtet werden.(70) Passend hierzu fanden auch Giannelli et al. einen
Zusammenhang zwischen der verminderten MMP-9 Serumkonzentration und der
Fibrosierung. In einer kleinen Probandengruppe von 12 Personen mit SSc zeigte sich eine
verminderte Expression von MMP-9 im Serum, speziell im diffusen Typ und mit PAH. Nachdem
die Patienten ein Jahr mit dem Medikament Bosentan zur Senkung des erhéhten pulmonalen
Gefalwiderstandes behandelt wurden, zeigte sich ein erhéhtes Konzentrationslevel von MMP-
9, welches mit einem verbesserten klinischen Outcome der PAH in Zusammenhang stand.(69)
Somit kdnnte der verminderten Abbau von Kollagen und folgend die Fibrosierung der Lunge
Ursache einer verminderten MMP-9 Aktivitat sein. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
dem hier gefundenen Ergebnis. Dabei muss man bertcksichtigen, dass in dieser Studie die
Expression von MMP-9 im Sulkus untersucht worden ist und nicht die Konzentration im Serum
der Patienten. In den Sulkusproben wurde eine Uberexpression des MMP-9 in der SSc Gruppe
anhand des RQ-Werts (RQ=2.19) im Vergleich zu den gesunden Probanden nachgewiesen.
Dies wirde fur einen erhdhten Abbau von Kollagen sprechen und kénnte die Ursache fir den
hier festgestellten erhdhten CAL der Patienten mit SSc im Vergleich zu den gesunden
Patienten sein. Dieses Ergebnis bekraftigend, zeigen zwei Studien erhohte Level von MMP-9
im Serum von Patienten mit diffuser SSc im Vergleich zu gesunden Probanden.(71, 72) In
gesundem Gewebe wird MMP-9 gar nicht oder nur gering exprimiert, sodass eine erhdhte
Konzentration mit einer akut ablaufenden Entziindung assoziiert wird.(97) Dies kdnnte einer
der Griunde fir die gegensatzliche Datenlage sein, da die Patientenkollektive mit SSc haufig
inhomogen sind, da die Symptome in Bezug auf die Erkrankungszeitpunkte und die
medikamentdse Therapie von Patienten zu Patient unterschiedlich auftreten, die
Entzindungsstadien variieren und dementsprechend sich die Konzentration des MMP-9
unterscheidet. Jedoch wurden die Sulkusproben in dieser Studie aus aktiv entziindeten Sites
entnommen, sodass das Ergebnis der Uberexpression von MMP-9 einen akuten
Entzindungsstatus bestatigt. Ergdnzend hierzu ergab diese Studie eine stark positive
Korrelation zwischen der Expression des proinflammatorischen IL-6 und der Expression des
MMP-9 in der SSc Gruppe (p=0.034, rs=0.517), sowie in der Kontrollgruppe (p=0.046,
rs=0.43). Die Expression von MMP-9 in Makrophagen wird durch das Interleukin-6 tGiber direkte
oder indirekte Wege induziert(97), sodass dies das Ergebnis dieser Studie untermauert. Trotz
der hier ambivalent aufgefihrten Ergebnisse fir die SSc, scheint MMP-9 eine Rolle im
pathologischen Umbau des Bindegewebes einzunehmen, da es auch mit anderen chronischen
Inflammationserkrankungen wie zum Beispiel mit der Rheumatoiden Arthritis, dem

Systematischer Lupus erythematodes und dem Sjogren Syndrom verknipft ist.(98-100) Eine
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Case- Control Studie untersuchte bei 659 SSc Patienten deren genetischen Hintergrund in
Bezug auf MMP-9 Polymorphismen in Zusammenhang mit SSc. Es wurden keine Hinweise
gefunden, dass MMP-9 Polymorphismen den genetischen Hintergrund der SSc
beeinflussen.(101) Hieraus kann man schlie3en, dass das MMP-9 im Verlauf der Krankheit
durch Entzindungszellen und Zytokine aktiviert wird und Uber diesen Mechanismus fir die
Fibrosierung verantwortlich ist. Die Funktion der MMP-9 wird durch die Bindung mit TIMP-1
inhibiert. Allerdings konnte bisher keine Korrelation zwischen der Héhe beider Konzentrationen
erkannt werden, weder in gesunden noch in erkrankten Patienten mit SSc.(70) Gleichwohl
scheinen die Fibroblasten in Patienten mit SSc erhéhte Mengen an TIMP-1 zu sezernieren,
wodurch der Abbau der Substrate von MMP-9 blockiert und die Anhaufung von Kollagen
beginstigt werden konnte.(67, 102) Dies wirde die Hypothese von Baron et al. starken,
welche besagt, dass der nachgewiesene erweiterte Parodontalspalt in Patienten mit SSc durch
vermehrte Bildung von Kollagen entsteht.(40) In Untersuchungen von MMP-9 in Bezug auf die
Parodontitis decken sich die Ergebnisse. Ebersole et al. zeigten, dass die Expression von
MMP-9 direkt mit dem Beginn der Entziindungsreaktion in der Gingiva des Affen anstieg und
wahrend der ganzen Versuchszeit (5 Monate), und auch nach der Entfernung des
Entziindungsreizes hoch exprimiert blieb.(44) AuRerdem wurden erhdhte Konzentrationen von
MMP-9 im Serum, im Speichel und im Sulkusfluid von Patienten mit Parodontitis entdeckt im
Vergleich zu gesunden Probanden.(73, 75) Seguir et al. zeigten eine erhdhte Expression von
MMPs in mit Parodontitis erkranktem gingivalen Gewebe.(74) Zusammenfassend scheint
MMP-9 stark mit dem akuten Entzlindungsgeschehen verknlpft zu sein und in Patienten mit
SSc und Parodontitis sowie in Patienten nur mit Parodontitis in hoher Konzentration
aufzutreten. MMP-9 ist wahrend der akuten Entziindungsphase am Ab- oder Umbauprozess
des Kollagens beteiligt, sodass dies ein mdglicher Angriffspunkt fir die Therapie der SSc sowie

fur die Parodontitis ware.

Es wird angenommen, dass die Fibrosierung in der SSc durch eine Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten, die vermehrt Kollagen produzieren und das
Oberflachenantigen CD90 tragen, entsteht.(84) Die Ursache fur diese Differenzierung der
Zellen ist bisher unklar, doch scheinen die Oberflachenantigene CD34 und CD90 beteiligt zu
sein. Lee et al. zeigten immunhistochemisch in 50 Hautbiopsien von Patienten mit
zirkumskripter SSc eine negative Korrelation zwischen der verminderten Anzahl an CD34+-
Zellen und der ansteigenden Fibrosierung der Haut.(78) Nazari et al. bewiesen
immunhistochemisch in Patienten mit diffuser SSc, dass die Anzahl der CD34+-Zellen sank
und durch CD90+-Zellen ersetzt wurden. AuRerdem korrelierte das Verhaltnis der RNA von
CD90 zu CD34 aus den Biopsien der Haut mit dem Grad der Hautverdickung der Patienten
(mRSS).(82) Hierzu kongruent, konnte in dieser Studie anhand des RQ-Werts eine 3,5-fache
Erhéhung der Expressionsrate des CD90 in der SSc Gruppe im Vergleich zur gesunden
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Gruppe beobachtet werden bei gleichzeitiger Herabregulierung des CD34 in der SSc Gruppe.
Die Expression des CD34 entsprach in der SSc Gruppe (RQ=0.37) nur noch einem Drittel des
RQ-Werts der gesunden Kontrollgruppe. AuRerdem korrelierten das CD90 und das CD34 nicht
miteinander in der SSc Gruppe, doch bestand eine positive Korrelation der beiden
Oberflachenantigene in der Kontrollgruppe. Dies bestéarkt die Beobachtung von Nazari et al.,
dass in der SSc eine Differenzierung der CD34+-Zellen zu CD90+-Zellen stattfindet. Auch
Kollert et al. zeigten in 76 Serumproben von Patienten mit SSc eine erhéhte Konzentration von
CD90 in der SSc im Vergleich zu einer gesunden Gruppe. Vor allem waren die
Serumkonzentration von CD90 in Patienten mit pulmonaler arterieller Hypertonie, die durch
Fibrosierung ausgeldst wird, im Vergleich zu den Patienten ohne PAH erhoht.(80) Auffallend
ist, dass Patienten mit diffuser SSc erhéhte Serumkonzentrationen oder eine erhéhte Anzahl
von CD90-Zellen zeigen.(80, 82) Diese Beobachtung konnte in dieser Studie nicht bestatigt
werden. Dies kdonnte aber an der geringen Anzahl an Probanden mit diffuser SSc geschuldet
sein. In Bezug auf die Parodontitis ist CD34 in nur wenigen Studien und CD90 bisher nicht
untersucht worden. In einer immunhistochemischen Untersuchung von Biopsien der Gingiva
von insgesamt 90 Patienten (jeweils 30 mit Parodontitis, 30 mit Gingivitis, und 30 mit gesunder
Gingiva) konnten in keiner Biopsie CD34+-Zellen, weder im sulkularen Epithel und noch im
Saumepithel, dargestellt werden.(77) Dies widerspricht dem Ergebnis dieser Arbeit, da mRNA
von CD34 in allen Sulkusproben, in der SSc Gruppe sowie in der gesunden Gruppe,
nachgewiesen wurde. In weiterflhrenden Studien sollte die Expression beider
Oberflachenantigene weiter untersucht und korreliert werden, um weiteren Aufschluss Uber
deren Wechselwirkung miteinander zu erlangen und deren Einfluss auf die Myofibroblasten

und somit auch auf den Fibrosierungsvorgang detaillierter darzustellen.

Das Oberflachenprotein ITGAL ist bisher in einer Studie in Zusammenhang mit SSc untersucht
worden, die eine Uberexpression von ITGAL in SSc-Patienten im Vergleich zu gesunden
Probanden nachgewiesen hat.(85) Auch in dieser Studie wurde eine signifikante
Uberexpression des ITGAL in der SSc Gruppe anhand des RQ-Werts beobachtet. Bisher ist
unklar, warum das ITGAL in Patienten mit SSc Uberexprimiert wird und welche Folgen dies
haben konnte. Doch beweist die Uberexpression ein vermehrtes Vorhandensein an

Leukozyten, da ITGAL als deren Oberflachenantigen gilt.(85)

Diese Dissertation weist Limitierungen auf. Die geringe Probandenanzahl erschwerte es die
Signifikanzgrenze zu erreichen. Dies ist zum einen dem Etablieren einer neuen Methodik
geschuldet, sowie der geringen Anzahl an verfigbaren und mit den Kriterien dieser Studie
Ubereinstimmenden Patienten. Zudem unterliegen die Kollektive einigen heterogenen
Faktoren in Bezug auf die Krankheitstypen der SSc, die Erkrankungszeitraume und die

beeinflussenden Medikamente, sodass dies das exakte Vergleichen der Ergebnisse
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erschwert. Des Weiteren ware eine weitere Vergleichsgruppe mit Patienten mit Parodontitis
natzlich gewesen, um direkte Unterschiede zwischen Patienten mit SSc und Patienten mit
Parodontitis in den Expressionen der Marker und in den klinischen Parametern zu ermitteln.
Interessant ware auch der Vergleich des oralen Mikrobioms gewesen und deren Auswirkungen
auf die Marker. Die Parodontitis-Therapie verbesserte in Patienten mit Rheumatoider Arthritis
die Symptomatik der Patienten.(103) So wére es sinnvoll, einen Vergleich von Patienten mit
SSc vor und nach einer systematischen Parodontitis Therapie mit Recall und einem Follow-up
Uber mehrere Jahre anzustellen, sodass man mogliche positive Einflisse einer Parodontitis-

Therapie auf die SSc evaluieren kann.

51



8 Fazit

Die Patienten mit SSc leiden im Vergleich zu gesunden Patienten an einem signifikant
erhéhten klinischen Attachmentverlust und erhdhten Rezessionen bei erhdhtem
Blutungsindex, obwohl sich die Menge der Plaque zwischen den beiden Gruppen nicht
unterscheidet. Es konnten Unterschiede der untersuchten Entziindungsmediatoren anhand
der RQ-Werte zwischen den Gruppen nachgewiesen werden und Zusammenhange zwischen
den klinischen Parameter zu den Expressionen der Entzindungsmediatoren geknlpft werden.
Des Weiteren konnte die Annahme, dass Patienten mit SSc eine erhdhte Pravalenz haben, an
externen zervikalen Resorptionen zu leiden, widerlegt werden. AuRerdem wurde in dieser
Studie demonstriert, dass anhand kleinster Enthahmemengen aus dem Sulkus die Expression
von Entzindungsmediatoren nachgewiesen werden kann. Die Methodik ist minimalinvasiv und
reliabel. Die hier beschriebenen Ergebnisse veranschaulichen, dass Patienten mit SSc ein
erhohtes Risiko haben eine schwere Parodontitis zu entwickeln. Klinisch bedeutet das: Die
betreuenden Fachérzte der Patienten mit Systemischer Sklerodermie sollten zum einen die
Patienten Uber das erhohte Risiko aufklaren und interdisziplinar mit den Zahnéarzten
zusammenarbeiten. Die Patienten missen engmaschig auf bestehende Anzeichen einer
Parodontitis von ihren Zahnarzten kontrolliert werden, sodass weitere vermeidbare
Entziindungen im Korper verhindert werden. Der langfristige Erhalt der Zahne ist zu
gewahrleisten, gerade im Hinblick auf erschwerte Behandlungen aufgrund der verkleinerten
Mundoéffnung. Nichtdestotrotz sollten die hier gewonnen Erkenntnisse durch eine groRere
Anzahl an Probanden verifiziert und fundiert, sowie durch eine weitere Vergleichsgruppe von
Patienten mit Parodontitis erweitert werden. So kdnnten weitere Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten der Pathogenese zwischen SSc und der Parodontitis detektiert werden, wie
zum Beispiel Unterschiede des oralen Mikrobioms und dessen Auswirkungen auf die

Entziindungsmediatoren.
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12.2 Anhang 2. RNA-Isolierung aus Sulkusproben nach der TRIzol-

Methode

MKG-Chirurgie- Laborprotokolle

RNA-Isolierung aus Sulkusproben nach der Trizol-Methode

Probe nach Entnahme im flissigen Stickstoff schockgefrieren. Lagerung der Proben bei -80°C

Isolation

A

© ©® N o g &>

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.

Zentrifuge auf 4°C vorkuhlen

500ul Trizol (gekuhlt bei 7°C) auf die Probe geben und das Pellet durch Auf- und
Abpipettieren I6sen (Homogenisierung)

5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

Zugabe von 100ul Chloroform (gekuhlt bei 7°C) zu jeder Probe

15 Sekunden mit der Hand schiitteln

2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

15 Minuten bei 4°C und 12000 rpm zentrifugieren

Farblosen Uberstand (enthalt die RNA) in ein neues Cup uberfiihren

250yl Isopropanol (gekihlt bei 7°C) dazugeben

. Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur
. 10 Minuten zentrifugieren bei 4°C und 12000g (mind.120000rpm)

. Uberstand vorsichtig abziehen und in neues Cup lberfiihren. Nach erfolgreicher

Isolation dieses verwerfen

Zum RNA-Pellet 500ul 75%(v/v) Ethanol pipettieren und mischen (nie vortexen!)

5 Minuten bei 4°C und 10000rpm zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abziehen und in neues Cup Uberfihren. Nach erfolgreicher
Isolation dieses verwerfen

Pellet bei gedffnetem Cup bei Raumtemperatur unter der sterilen Werkbank trocknen
Pellet in 20l RNAse freien H,O ldsen

10 Minuten bei 58°C inkubieren, um voéllige Resuspension zu sichern.

RNA auf Eis stellen und messen
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12.3 Anhang 3. cDNA-Synthese mit QuantiTect Reverse Transcription Kit

cDNA-Synthese mit QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen

RNA auf Eis auftauen

gDNA Wipeout Buffer, Quantiscript Reverse Transcriptase, Quantiscript RT Buffer, RT
Primer Mix und RNase freies Wasser bei Raumtemperatur auftauen und auf Eis
stellen. Reagenzien gut mischen und dann kurz anzentrifugieren

200ul Eppendorf Cups mit Probenname, eingesetzter Menge von RNA (von 10pg-1ug)
und Datum beschriften

Auf Eis gewiinschte RNA-Menge und RNase freies Wasser in die Eppendorf Cups
pipettieren (Gesamtvolumen 12ul)

Pro Eppendorf Cup 2ul gDNA Wipeout Buffer zur Eliminierung der genomischen DNA
pipettieren und mischen

6. 5 Minuten bei 42°C im Thermocycler inkubieren
7. Mastermix pipettieren
Component Volume/ Reaction
Quantiscript Reverse Transcriptase 1pl
Quantiscript RT Buffer 5* 4ul
RT Primer Mix 1pl
8. 6ul Mastermix auf Eis zu jeder Probe pipettieren und mischen

9.

Eppendorf Cups fir 15 Minuten bei 42°C inkubieren

10. 3 Minuten bei 95°C im Thermo Cycler 2720 von Applied Biosystems (Programm:

user/Andrea/RT-Quantitect) inkubieren

11. Danach sofort auf Eis stellen oder bei -20°C einfrieren
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12.4

Anhang 4. gPCR (QuantiTect Primer Assay und SYBR Green PCR

qPCR

Kit

— QuantiTect Primer Assay und QuaniTect SYBR Green PCR Kit von Qiagen

Kenn-Nr.: UKER-8-13888

1. Mi-cDNA auf Eis stellen
2. QuantiTect SYBR Green Master Mix und QuantiTect primer Assay auf Eis auftauen
3. Reagenzien gut mischen und kurz zentrifugieren
4. Mastermix pipettieren, mischen du auf Eis stellen
Component Volume/ Reaction
2“QuantiTect MM SYBR Green 12,5ul
10“ QuantiTect Primer Assay 2,5ul
RNAse freies Wasser 9,0ul
5. 24pul Mastermix in jedes Well der 96-Well Platte pipettieren
6. 1,0ul cDNA Probe in jedes Well pipettieren
7. Doppelwerte pipettieren und endogene Kontrolle auch als Doppelwert einsetzen
8. Negativ und Positivkontrolle sowie Kontrolle fir Mastermix pipettieren
9. Die wellplatte in das 7300 Realtime PCR Gerat (Applied Biosystems) stellen und 15
min bei 95°C inkubieren
10. 50 zZyklen mit 15 sec bei 94°C, 30 sec bei 55°C, 34 sec bei 72°C anwahlen. Nach

Ablauf des Programms die Dissoziationskurve starten
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