Aus der Abteilung Praventive Zahnheilkunde, Parodontologie und Kariologie
(komm. Direktor: Prof. Dr. med. dent. M. Hulsmann)

im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Untersuchung zum Zusammenhang zwischen Herzinsuffizienz
und chronischer Parodontitis mittels immunhistochemischem Nachweis der
Makrophagenmarker CD68 und CD14

INAUGURAL — DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
fur Zahnheilkunde

der Medizinischen Fakultat der
Georg-August-Universitat zu Goéttingen
vorgelegt von

Carolin Jahn

aus

Magdeburg

Gottingen 2012



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer

I. Berichterstatter: Prof. Dr. med. dent. R. F. Mausberg
[I. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. T. Meyer

[ll. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. H.-J. Radzun
Tag der mindlichen Prifung: 29.7.2013



Inhalt

1
2

[T ] =T U oV PPN 5
LIteratUrUDEISICIT ... ... ettt 8
2.1 PArOUONTITIS ...eviiiiiiiiiiiiieii ittt 8
211 Definition, Klassifikation und Epidemiologie der Parodontopathien..... 8
2.1.2  Atiologie und Pathogenese der parodontalen Erkrankung .................. 9
2.1.3  Rolle der MiKroorganiSmMen ..........cccooeeeeeeeieeeee e 11
2.1.4  IMMUNEBDWERNT ..o 14
2.2  Atiologie und Genese der HerzinSUffiZienz .........cccccovveeveiceecee e, 16

2.3 Atiologische Gemeinsamkeiten zwischen der marginalen Parodontitis und
der HerziNSUMIZIENZ.......cooo e e e 20

231 Kausalzusammenhang von Parodontitis auf Allgemeinerkrankungen 20
2.3.2  Einfluss der Parodontitis auf die Herzinsuffizienz..................cc.oooe. 23

2.3.3  Potenzielle Erklarungsmodelle am Herzen in Bezug auf die

parodontale INfEKLiON ... 26
2.4 ZIEISTEIIUNG .oooviiiiiieieeeeeeee 28
Material und MethOOeN ..........c..uiiiiiiiiee e 30
3.1  Administrative VOrbereitungen..............uuuueiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieenieneeenens 30
3.2 AUKIAIUNG oo e 30
3.3 Zeitpunkt der UntersSUCNUNG..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiiiiiiieieiieieeeeeeeeeeeeeeees 30
3.4 AUSWAN! der PAtiENIEN ........uiiiiiiiiiiiiiiee et 30
3.5 PSEUAONYMISIEIUNG ....evttttiiiiiiiiiiiiiiieetaeeeteeseeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeneeseeneenennee 31
3.6 Kilinisch-zahnarztliche UnNtersuchung .................eeeuvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneenens 31
3.6.1 KalIDIBIUNG .ovvi e e e e e eeanns 31
3.6.2 Endokarditisprophylaxe ... 31
3.6.3  ANamnESEDOgEN ......uoii i 32
3.6.4  Zahnstatus und gingivale Entzindung ..., 32
3.6.4.1 DMF- T- INAEX coiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
3.6.4.2 Papillen-Blutungs-Index (PBI) ..o, 32
3.6.5  ParodontalStatus..........ccooeieeeieieeeee e 33
3.6.5.1 Sondierungstiefe (ST)...cceeeee e 33
3.6.5.2 Attachmentlevel (AL) ...ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
3.6.6  Zahnarztliche DIiagnOSe ..........uuuiiii i 33
3.7  Gewinnung von Gewebeproben ................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 34



3.8 Untersuchung des Herzgewebes ........cooooevvveeiiiiiiii e, 34

3.8.1  Vorbereitung der Paraffinschnitte zur Probenaufbereitung................. 35
3.8.2 Darstellung der Inflammation mittels H.E.-Farbung............................ 36
3.8.3  Lichtmikroskopische Auswertung der H.E.-Farbung .......................... 36
3.8.4  Herstellen der Puffer in Vorbereitung auf die immunhistochemischen
FAIDUNGEN ..ttt 38
3.85 Immunhistochemische Parameter CD68 und CD14...........cccccceenee.. 38
3.8.6  Lichtmikroskopische Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen CDB8 UNA CD14 ........uuiiiiieeieeeeecee et a e e e aaenes 40
3.9  StatistisSChe AUSWEITUNG .....ccoeeeiiieeiiicce e 42
4 ErgebniSSe ... 44
R o V(=T 01 (=T 0 0] 1] Y 2N 44
4.2  Zahnarztliche BefUNde........c.oooiiiieiicie e 49
4.2.1  Zahnstatus und gingivale Entzandung...........ccccooeeeiiiiiiiiiiineeeeeceeinn, 49
4.2.2 Parodontale ErgebniSSe ........ccooovi oo 51
4.3  Laborparameter: Ergebnisse der histologischen und
immunhistochemischen Untersuchung ..., 52
4.3.1 Ergebnisse des Inflammationsscores (H.E.-Farbung)........................ 53
4.3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von CD68.............. 54
4.3.4  Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von CD14.............. 56
4.4  Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse...........cccocoeeeeeiiieiiiiiiiinnnnn. 58
T 1= 21 1] T o I 60
6 ZUSAMMENTASSUNG ...covtiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae e e eaaeas 67
T ANNANG 69
A% Vo (o | {1 o = PP 69
7.1.1  Anamnesebogen fur die Patienten............cccooo oo 69
7.1.2 PatientenaufKI&rung..........ccoooooiiiiiiiii e 70
7.1.3  PatienteneinWilliguNg ........coooeeeeeeeeeeeeeeeeee e 76
A © 1 =0 112 1 11= o PP 78
7.3 GBIALE i e 80
7.4  AbbIldUNgSVEIZEICNNIS .....covvviiiiiiiiiiiiiiiee 81
7.5 TabellenverzeiChnis ... e 82
8  LIteratUrVerzZeIiChNIS........uu i 84
[ = 1] 7= 1o 11 o PSR 101
LEDENSIAUT ... ..o e 102



1 Einleitung

1 Einleitung

Die Parodontitis z&hlt heute zu den Volkskrankheiten. Im chronischen Verlauf findet
ein sukzessiver Abbau des Zahnhalteapparates statt. Knochen und Bindegewebe,
welche den Zahn umgeben, werden unwiederbringlich zerstért (Page und Schroeder
1982). Somit stellt die Parodontitis, neben Karies, eine der Hauptursachen fir Zahn-
verlust dar (Micheelis und Schiffner 2006).

Mitverursacher des parodontalen Attachmentlevelverlustes ist der orale Biofilm und
dessen Wechselwirkung mit oralen Strukturen. Die Atiologie und Pathogenese der
Parodontitis ist multifaktoriell (Page und Kornman 1997). Sie wird durch verschiede-
ne angeborene, erworbene und verhaltensbedingte Faktoren beeinflusst. Das Paro-
dont ist zusammengesetzt aus der Gingiva, dem Parodontalligament, dem Zement
und dem Alveolarknochen. Dieser Verbund wird durch die Entziindung angegriffen
und fuhrt zum Verlust der Integritdt der parodontalen Strukturen. Beim Voranschrei-
ten der Parodontitis bildet sich eine parodontale Tasche und epitheliales Attachment
geht verloren (Morgenroth et al. 1996; Muller-Glauser 1981).

Mikroorganismen kdnnen Uber die Mundhohle in den Blutkreislauf Ubertreten und
eine Bakteriamie auslosen (Forner et al. 2006). Bei Patienten mit vorgeschadigtem
Endokard oder Herzklappenersatz kann der Verlauf in einer lebensbedrohlichen
mikrobiell induzierten Endokarditis gipfeln (Barco 1991; Wilson et al. 2007).
Gegenstand der Wissenschaft in jlingster Zeit ist die Untersuchung zur Assoziation
von Parodontitis und systemischen Erkrankungen (Scannapieco 1998). Es liegen
viele Studien vor, die den Zusammenhang mit Friihgeburten (Manau et al. 2008),
Diabetes mellitus (Nishimura et al 2007; Southerland et al. 2006), Rheuma (de Pab-
lo et al. 2008; Dissick et al. 2010) und Herz-Kreislauf-Erkrankungen untersucht ha-
ben (Kebschull und Jepsen 2011; Kebschull et al. 2010; Seymour et al. 2007; Tonet-
ti 2009). Dazu gehdren auch Untersuchungen, die auf das Thema Atherosklerose
und koronare Herzerkrankung eingehen. Sie basieren auf dem auffallend &hnlichen
Pathogenitadtsmechanismus, der einem entziindlichen Prozess zu Grunde liegt. Ob
die Beziehung zur Parodontitis kausal oder koinzidenziell (Dietrich et al. 2008) ist,
kann noch nicht genau geklart werden. Fest steht, dass die Parodontitis auf jeden
Fall einen modulierenden Faktor darstellt (Kebschull und Jepsen 2011).
Erklarungsmodelle beschreiben einen kausalen und einen nicht-kausalen Weg, der

zur koronaren Herzerkrankung fuhrt (Dietrich et al. 2008). Zum kausalen Weg geho-
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ren einerseits die direkten Effekte der chronischen Parodontitis wie Bakteriamien,
andererseits indirekte Faktoren, welche erhohte lokale und systemische Entzin-
dungsmediatoren darstellen, wie z.B. CRP, TNF-a, IL-1 und IL-6 (D’Aiuto et al.
2005; Loos 2005; Tonetti et al. 2007). Zum nicht-kausalen Weg zé&hlen wirtseigene,
genetische und verhaltensbedingte Faktoren. Bei den angeborenen Faktoren wird
heute Uber den Einfluss des Interleukin-1-Polymorphismus diskutiert, der in seiner
Auspragung (IL-1-B) eine Ubersteigerte Entziindungsreaktion hervorruft (Huynh-Ba
et al. 2007; Kornman et al. 2002; Lépez et al. 2005). Risikofaktoren wie Rauchen,
Stress oder Alkoholkonsum beeinflussen sowohl den Verlauf der Parodontitis als
auch der koronaren Herzerkrankung (Tomar und Asma 2000).

Es konnten weitere wichtige Anhaltspunkte gefunden werden, die einen Zusam-
menhang zwischen koronarer Herzerkrankung und Parodontitis unterstitzen. Die
Intima-Media-Dicke und die endotheliale Dysfunktion (Amar et al. 2003) zur Ein-
schatzung atherosklerotischer Veranderungen korrelierte signifikant zum Schwere-
grad der Parodontitis (Beck et al. 2001) und zur subgingivalen Konzentration der
parodontalen Bakterien ((Aac, Pg, Tf, Td) Desvarieux et al. 2005). In weiteren Stu-
dien konnte die DNA von Parodontalpathogenen in atherosklerotischer Plaque
nachgewiesen werden (Haraszthy et al. 2000) und in Bezug zur klinischen parodon-
talen Situation gesetzt werden (Aimetti et al. 2007).

Auch bei den degenerativen Aortenklappenveranderungen wird ein aktiver Entzin-
dungsprozess am Endokard angenommen (Parolari et al. 2009). Es ist biologisch
plausibel, dass sich die gleichen Veranderungen am Endothel wie am Endokard
abspielen. Die strukturellen und funktionellen Veranderungen an den Aortenklappen
fuhren Gber kurz oder lang zu gegenregulatorischen Prozessen. Der linke Ventrikel
hypertrophiert und es ergibt sich klinisch die Diagnose einer Herzinsuffizienz. Der
Schweregrad der Parodontitis konnte in einer Studie von Angeli et al. (2003) mit der
linken Ventrikelmasse signifikant in Bezug gesetzt werden. Auf Zellebene wurde
nachgewiesen, dass der parodontale Leitkeim Porphyromonas gingivales (Pg) zur
Hypertrophie und Apoptose von Kardiomyozyten fiihrt (Lee et al. 2005; Wu HC et al.

2008). Diese Punkte lassen auf mogliche Assoziationen schlief3en.

Zum Zusammenhang zwischen Parodontitis und Herzinsuffizienz liegen wenige
Studien vor. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, ob parodontalpatho-
gene Mikroorganismen im Myokard herzinsuffizienter Patienten nachweisbar sind

und ob ihre Toxine (LPS) am myokardialen Gewebe wechselwirken. Auf diese Wei-
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se wurden sie Entziindungsreaktionen in den Myokardzellen verursachen. Das Ge-
webe von Atrium, Ventrikel und Klappe wurde histologisch und immunhistochemisch
aufbereitet und zur klinisch parodontalen Situation in Bezug gesetzt.

Folgende Hypothesen wurden aufgestellt:

e Das Ausmald der gingivalen und parodontalen Entziindung spiegelt sich im
Grad der Entziindung am Herzgewebe wider (Inflammation).

o Der Grad der Gingivitis und Parodontitis steht im Zusammenhang mit dem
am Herzgewebe nachweisbaren Stoffwechselgeschehen durch Produkte
gram-negativer parodontaler Bakterien (CD68 und CD14).

o Die Auswirkungen der Bakterienbestandteile nach Zerfall (LPS) haben nicht
nur Auswirkung auf die Herzklappe, sondern auch auf weitere Herzgewebe

von Atrium und Ventrikel.

Die Zahl der Herzklappenoperationen steigt jahrlich (Auer-Bahrs 2005; Clade 2010).
Erst vor kurzem ist die Erstellung einer Leitlinie zur Zahnsanierung vor Herzklap-
penoperation vorgenommen wurden (Deppe et al. 2012). Die Aktualitat des Themas
unterstreicht die Dringlichkeit konsequenter Aufklarung von Arzten, Zahnarzten und

der Bevolkerung allgemein.
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2.1 Parodontitis

2.1.1 Definition, Klassifikation und Epidemiologie der Parodontopa-
thien

Die Gingivitis bezeichnet jede Art von akuter und chronischer Entziindung im Be-
reich der Gingiva. Diese spielt sich marginal im Bereich von Saumepithel und gingi-
valem Gewebe ab (Schroeder 1997). Nicht jede Gingivitis miindet in eine Parodonti-
tis, aber jeder Parodontitis geht eine Gingivitis voraus (Weber 1999).
Unter der Parodontitis versteht man eine entzindliche Erkrankung des Zahnhalte-
apparates, einschlie3lich Alveolarknochen, Wurzelzement, Desmodont und Gingiva.
Diese kann in allen Altersstufen auftreten und verschiedene Formen annehmen. Bei
individuellem Verlauf mit tiefreichenden Zahnbettzerstérungen fuhrt die Parodontitis
zu irreversiblem Verankerungsverlust und ohne therapeutische Intervention zu
Zahnverlust (Page und Schroeder 1982).

In Ubereinstimmung mit den gegenwartigen wissenschaftlichen Erkenntnissen wird
eine einheitliche Terminologie zur Klassifizierung der parodontalen Erkrankungen
verwendet. Die Erscheinungsformen orientieren sich an definierten Kriterien fir die
jeweilige Erkrankung. Um auf eine gezielte Behandlungsstrategie zuriickzugreifen,
beruft man sich heute auf die verabschiedeten Klassifikationen des internationalen
Workshops von Oak-Brook (Armitage 1999):

e Gingivale Erkrankungen

e Chronische Parodontitis

e Aggressive Parodontitis

e Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung

¢ Nekrotisierende Parodontalerkrankung

e Parodontalabszesse

e Parodontitis in Zusammenhang mit endodontalen Lasionen

e Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustande.
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Von den oben genannten Erscheinungsformen tritt die chronische Parodontitis in
den industrialisierten Landern und Europa bei Patienten tiber 40 Jahren am haufigs-
ten auf (Ong 1998).

In Deutschland werden die mittelschweren und schweren Formen der Parodontitis
differenzierter betrachtet. Aus der IV. Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS V)
geht hervor, dass 52,7% der Erwachsenen (35- 44 Jahre) an einer mittelschweren
und 20,5% an einer schweren Form der Parodontitis leiden. Bei der Generation der
Senioren (65- 74 Jahre) liegen die mittelschweren Erkrankungen bei 48% und die
schweren bei 39,8% vor (Micheelis und Schiffner 2006). Ebenso ist die Parodontitis
bei den Uber 40-Jahrigen hauptursachlich fur Zahnextraktionen in Deutschland
(Glockmann et al. 2007).

2.1.2 Atiologie und Pathogenese der parodontalen Erkrankung
Im Mittelpunkt des Ursachenkomplexes fur die Entwicklung von Gingivitis und Paro-
dontitis steht der bakterielle Zahnbelag, das Substrat flr Bakterien, die Zeit und die
Wirts- und Geweberesistenz (Konig 1987). Neben der mikrobiellen Belastung als
auslosender Faktor scheint es, dass viele weitere Faktoren das Bild der Erkrankung
pragen. Dazu zahlen unter anderem die Rolle und Zahl verschiedener Umwelt- und
Risikofaktoren. Des Weiteren genetische Aspekte, die die Immunantwort und damit
den Stoffwechsel von Bindegewebe und Knochen beeinflussen (Kornman 2008).
Diesen multifaktoriellen Zusammenhang stellten Page und Kornman (1997) wie in
Abb. 1 dar. Im Folgenden wird vor allem auf die Rolle des oralen Biofilms und die

Immunantwort des Wirtes eingegangen (s. Kap. 2.1.3 und 2.1.4).

Genetische Risikofaktoren

PMN Zytokine
‘» X
Antikorper | lmmunent- - Prostaglan-
zundliche dine
Antigene AnMOﬂ
~des Wirtes  mmp
LPS I
Virulenz-
faktoren I

Umweltbedingte und
erworbene Risikofaktoren

Abb. 1: Einflussfaktoren und Interaktionen, die zum klinischen Bild der Parodontitis fihren
nach Page und Kornman (1997, S.10)
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Die verschiedenen Bakterienspezies lagern sich im oralen Biofilm zusammen. Unter
diesem Begriff versteht man Bakterienpopulationen (15-20%), die in eine extrazellu-
lare Matrix polymerer Molekiile (75-80%) eingebettet sind und auf Oberflachen haf-
ten (Sanderink 2004).

Dabei spielt der Biofilm nicht nur bei zahnarztlichen Erkrankungen wie Parodontitis
und Karies eine Rolle, sondern auch bei systemischen Erkrankungen. So z.B. bei
der bakteriellen Endokarditis, der Osteomyelitis oder der Zystischen Fibrose. Die
Besonderheit besteht darin, dass die Mikrokolonien schon fruhzeitig dazu beféhigt
sind, durch das ,Quorum Sensing“ interzellularen Genaustausch durchzufiihren.
Damit wird die Reifung und Genexprimierung im Biofilm gesteuert. Daraus ergeben
sich Vorteile innerhalb der Mikrokolonien. Diese sind der Schutz vor konkurrieren-
den Mikroorganismen, vor Umwelteinflissen wie den Wirtsabwehrmechanismen
und die Ausbildung eines idealen Milieus zur Verstoffwechselung ihrer Substrate
(Miller und Bassler 2001).

Als Zahnplague bezeichnet man den Biofilm, der sich innerhalb von Minuten auf
einer gereinigten Zahnoberflache auf dem Schmelzoberhautchen auflagert. Diese
Plague besteht aus Speichelbestandteilen, bakteriellen Stoffwechselprodukten,
Nahrungsresten und Bakterienzellen. Im Gegensatz zu Ansammlungen auf
Schleimhauten kann sie nicht durch periodische Abschilferung beseitigt werden
(Wolf und Rateitschak 1984). Die Plaque unterteilt sich in supra- und subgingivale
Plaque, wobei die subgingivale Plaque wiederum in zwei Schichten in der parodon-
talen Tasche vorliegt, die entweder adharent oder schwimmend ist (Plagman 1998).
Fur die Pathologie von Gingivitis und Parodontitis sind vor allem die Auflagerungen
am marginalen Parodont und im Sulkus entscheidend. Grampositive Mikroorganis-
men schieben sich durch ihr Wachstum zwischen Saumepithel und Zahnhartsubs-
tanz. Dort l6sen sie den Haftmechanismus auf (Schroeder und Attstrom 1979) und
fuhren zum klinischen Bild der Gingivitis. Stoffwechselendprodukte und Membran-
bestandteile der Bakterien I6sen die Immunantwort beim Patienten aus. Vor allem
Interleukin-1, Prostaglandine und Entzindungsmediatoren fihren zum veranderten
Bindegewebs- und Knochenmetabolismus. In Folge des bakteriellen Angriffs wird
die Expression von Antikérpern und polymorphkernigen Granulozyten (PMNSs) im
gingivalen Sulkus gesteigert. Sie bilden einen Abwehrwall gegen die Plaque (Wolf
und Rateitschak 1984).

10
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Im weiteren Krankheitsverlauf nimmt die Ausdehnung in den subgingivalen Bereich
zu. Mit zunehmender Dicke und Tiefe der Plaque wird diese von gramnegativen,
anaeroben Mikroorganismen besiedelt. Aus der Gingivitis entwickelt sich eine Paro-
dontitis, deren virulente parodontopathogene Plague einen kritischen Schwellenwert
Uberschreitet. Es liegt eine chronisch entziindliche Erkrankung vor. Die parodontale
Tasche und ihr charakteristisches Taschenepithel entstehen (Morgenroth et al.
1996). Sie ist gekennzeichnet durch eine ungeordnete Epitheloberflache, nekroti-
sche Zellen, eine Vielzahl von PMNs und stellenweise Defekte in der Basallamina
(Mller-Glauser 1981). Geschutzt im Biofilm vorliegend, kénnen die Bakterien durch
die Wirtsabwehr nicht mehr eliminiert werden. Durch andauernde Antigen- und To-
xindiffusion erfolgt die Wirtsreaktion unangepasst hoch. Die Bakterien etablieren
sich und machen eine Restitutio ad integrum des Zahnhalteapparates unméglich
(Wolf und Rateitschak 1984).

Lindhe et al. (1983) und Socransky et al. (1984) beschreiben, dass der meist lang-
same Verlauf der chronischen Erkrankung Prozessen von Exazerbation und Remis-
sion unterliegt. Unterschiede treten dabei auf. Verschiedene pradisponierende en-
dogene und exogene Faktoren machen eine Prognose unvorhersehbar und werden
heute fortwahrend wissenschaftlich untersucht.

Dies wurde in experimentellen Modellen zur Gingivitis (L6e et al. 1965) und zur Pa-
rodontitis (Lindhe et al. 1973) deutlich. Lde et al. und Lindhe et al. erforschten den
Zusammenhang zwischen der Zunahme mikrobieller Plague und dem Krankheits-
verlauf. Ebenso untersuchten sie den Kausalzusammenhang mit anschlieBender
Parodontaltherapie und Abnahme des Krankheitsverlaufes. Fazit ist, dass die bakte-
rielle Plaque als Ausldser nur mittels mechanischer und chemotherapeutischer Me-
thode behandelbar ist (Listgarten 1986,1987; Loe et al. 1965). Die Progression einer
bereits vorhandenen Parodontitis und der Zahnverlust kénnen letztendlich durch
PAR- Therapie und Nachsorge abgewehrt werden (Lindhe und Nyman 1984; Na-
bers et al. 1988).

2.1.3 Rolle der Mikroorganismen
In der Mundhohle gibt es eine komplexe Mischflora aus Uber 500 verschiedenen
Bakterienarten (Paster et al. 2001), die sich aufgrund ihrer Eigenschaften charakte-
risieren lassen. Den Mikroorganismen kénnen bestimmte Erkrankungen zugeordnet

werden. So gibt es fur die Parodontitis virulente Keime, die sich in der subgingivalen

11



2 Literaturtbersicht

Plaque finden lassen. Sie sind dort besonders haufig zu finden und werden mit dem
destruktiven Voranschreiten in Verbindung gebracht (Slots 1986).

Mit diesem Gedanken wendete Socransky (1979) die Postulate fur Infektionskrank-
heiten, die Henle und Koch im 19. Jhd. aufgestellt hatten (Koch 1884), fur die Paro-
dontitis an. Er ging davon aus, dass einem bestimmten Erreger auch eine bestimm-
te Pathogenese folgt. Van Winkelhoff ordnete schlief3lich die bekannten parodontal-
pathogenen Keime nach ihren jeweiligen Infektionsformen an. Dabei wird die Viel-
zahl von Mikroorganismen dem opportunistischen Infektionstyp zugeschrieben. Die-
ser wird als endogene Infektion mit beeintrachtigtem Wirt verstanden. Im Gegensatz
dazu werden bestimmte Bakterien wie Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Aac) und Pophyromonas gingivalis (Pg) zu den echten Infektionen eines gesunden
Tragers durch exogene Infektion gezahlt (Van Winkelhoff und Slots 1999).

Diese Parodontalpathogene sind motile, anaerobe bis fakultativ anaerobe Keime.
Sie finden ideale Wachstumsbedingungen in der subgingivalen Tasche. Dazu geho-
ren neben Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aac) auch Tanerella forsythia
(Tf), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td), Fusobacterium nuc-
leatum (Fn) und Prevotella intermedia (Pi).

Die Bakterien im subgingivalen Biofilm beeinflussen sich gegenseitig. Manche ste-
hen in Konkurrenz um Nahrung und Bindungsstellen oder ihre Stoffwechselprodukte
verhindern bzw. begtinstigen einander in ihrem Wachstum (Socransky und Haffajee
1991).

Diese Forschungsergebnisse fuhrten die Wissenschaftler in ihrer Komplextheorie
weiter (Socransky et al. 1998). Es entsteht subgingival ein Ungleichgewicht zuguns-
ten der Anaerobier, wahrend die Aerobier zunehmend verdrangt werden. Wie be-
reits beschrieben, hangt von vielen Faktoren ab, ob es zum Ausbruch der Erkran-
kung kommt. Dazu gehdren auch die jeweiligen Bakteriengruppen und deren Viru-
lenz. Es konnten verschiedene bakterielle Toxine und Enzyme nachgewiesen wer-
den. Diese flihren direkt oder indirekt zu einer Gewebsschadigung im Gefilige des
Parodontiums mit unterschiedlichem Auspragungsgrad. Dabei spielt vor allem die
eigene immunologische Reaktion des Korpers auf die Bakterien eine Rolle (Kinane
und Lindhe 1999).

12
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A.naeslundii 2

S. mitis
S. oralis
S. sangius
P. intermedia
P. micros
Streptococcus sp. P.nigrescens
S. gordinii F. nucleatum

S. intermedius F. periodonticum

A. actionmycetemcomitans b

A. actinomycetemcomitans a/b: Aggregatibacter actinomycetemcomitans a/b, A. naeslundii 2/ odonto-
Iyticus: Actinomyces naeslundii 2/ odontolyticus, C. gingivalis: Capnocytophaga gingivalis, C. gracilis:
Campylobacter gracilis, C. rectus: Campylobacter rectus, E. nodatum: Eubacterium nodatum, E. corro-
dens: Eikanella corrodens, F. nucleatum/ periodonticum: Fusobacterium nucleatum/ periodonticum, P.
gingivalis: Porphyromonas gingivalis, P. intermedia/ nigrescens: Prevotella intermedia/ nigrescens, P.
micros: Preptostreptococcus micros, S. constellatus/ gordinii / intermedius / mitis/ oralis/ sangius:
Streptococcus constellatus/ gordinii / intermedius / mitis/ oralis/ sangius, Streptococcus sp.: Strepto-
coccus species, T. denticola: Treponema denticola, T. forsythia: Tanerella forsythia, V. parvula: Veilo-
nella parvula

Abb. 2: Komplextheorie nach Socransky et al. (1998, S.140)

Abb. 2 zeigt die gemeinsame Organisation verschiedener Bakterienspezies in ihren
Bakterienkomplexen. Die zeitliche Kolonisation entspricht in etwa der Anordnung
von links nach rechts. Dargestellt sind die Streptokokken-Spezies (sp.) im gelben
Komplex, die ursachlich an der Entstehung der Karies beteiligt sind. Ebenso zéhlen
die Bakterien des violetten Komplexes und der Actinomyces (A.) naeslundii 2 zu den
Frihkolonisierern mit geringer Pathogenitat. Unmittelbar danach schliel3en sich die
orange-assoziierten (blau dargestellten) Bakterien an, die den Biofilm verstarken.
Der orangefarbene Komplex birgt die moderat bis stark pathogenen Parodontalkei-
me. Man bezeichnet sie auch als ,Brickenspezies®. Sie senken den Sauerstoffparti-
aldruck und schaffen damit den strikt anaeroben Bakterien des roten Komplexes ein
Milieu. Bei der chronischen Parodontitis werden vor allem deren Vertreter Pg, Tf und

Td gefunden (Socransky und Haffajee 2005). Aac vom Serotyp a ist mit dem griinen
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Komplex assoziiert, wohingegen Serotyp b keinem Komplex zugeordnet wird. Aac
ist der Leitkeim der aggressiven Parodontitis und Patienten mit diesem Keim besit-
zen ein hoheres Risiko, an dieser Form zu erkranken (Haubek 2008). Die anderen
Spezies des griinen Komplexes sind moderat pathogen. Ihre Zahl nimmt mit stei-
gender Taschentiefe zu, aber sie sind weniger ursachlich mit den anderen Komple-
xen verbunden.

Es gibt verschiedene molekularbiologische Testverfahren, um parodontopathogene
Bakterien und deren Produkte zu ermitteln (Loomer 2004). Etabliert hat sich der
Nachweis der Bakterien-DNA. Diese Methode wird fur die klinische Routinediagnos-
tik empfohlen (American Academy of Periodontology 1996; Haffajee und Socransky
1992).

Eine eindeutige Behandlungsdiagnose lasst sich jedoch nur durch Anamnese und
klinische Untersuchung stellen und ist nicht abhdngig vom Vorhandensein oder
Nichtvorhandensein bestimmter Bakterien (Armitage 2003; Mombelli et al. 2002;
Shordone und Bortolaia 2003). Es gibt individuelle Unterschiede der Keimzusam-
mensetzungen, die verschiedenen lokalen und systemischen Faktoren geschuldet
sind (Beikler et al. 2004). Dennoch geben die Bakterien einen Anhaltspunkt und
koénnen die klinische Diagnose ergdnzen (Beikler et al. 2005).

Auf Grundlage dieser molekularbiologischen Methode konnten Kozarov et al. (2005)
lebensfahige Parodontalpathogene sowie deren DNA von menschlichen Atheromen
isolieren. Somit ist ein Kausalzusammenhang zwischen Parodontalerkrankungen

und den Vorstufen arteriosklerotischer Erkrankungen denkbar.

2.1.4 Immunabwehr

Die Bakterienpopulationen entwickeln Endo- und Exotoxine, die weitreichende
wirtseigene Entziindungsantworten auslosen. Diese verursachen wiederum weitere
Gewebeschadigungen durch den Versuch der Elimination der Bakterien.

Zu diesen schadigenden Faktoren gehéren Proteasen und Toxine. In der Literatur
werden auch deren konservierte Molekile, die pathogen assoziierten molekularen
Strukturen (PAMPS), zur Vereinfachung hinzugezahlt. Diese Bakterienmetabolite
tragen ebenso zum parodontalen Abbau bei und werden beim Zerfall der Keime
freigesetzt. Zu ihnen gehdren unter anderem Lipopolysaccharide (LPS), Fimbrien,
Peptidglykane (PGNSs), Lipoteicheinsduren (LTA), Hitzeschockproteine (HSPs) und
N-Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) (Madianos et al. 2005).
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Im Gewebe treten als erstes die Sulkusepithelzellen mit den Bakterien in Kontakt.
Durch Sekretion der Epithelzellen von Chemokin IL-8 werden als néchstes die
PMNs aus dem Venolenplexus in den Sulkus rekrutiert. Pro-inflammatorische Zyto-
kine (IL-6, IL-12, IL-18 und TNF-a) werden durch Mononcyten, Makrophagen, Fib-
roblasten und Mastzellen freigesetzt (Ebersole 2003; Kebschull et al. 2010; Lamster
und Ahlo 2007). Ebenso freigesetzt werden chemotaktische Stoffe wie Monozyten-
chemoattractant-Protein-1 (MCP-1) und Entzuindungsmediatoren wie Prostaglandi-
ne (PG-E2), Histamine, Leukotriene und Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) (Ma-
dianos et al. 2005).

Durch TNF-a, PG-E2 und Histamine steigt die Gefa3permeabilitat. Dadurch kénnen
TNF-a, IL-18 und IL-6 in den Blutkreislauf tGbertreten (Seymour et al. 2007) und die
Hepatozyten zur Produktion von Akutephaseproteinen wie LBP, CD14, Komple-
mentproteinen und C-reaktives Protein (CRP) anregen (Klein et al. 2000; Ren et al.
2004). Diese sind auch im Parodontalspalt bzw. in der Sulkusfliissigkeit nachweis-
bar (Preiss und Meyle 1994).

Die Diffusion der bakteriellen Faktoren in das Gewebe aktiviert immer mehr Endo-
thelzellen. Die Zahl der Leukozyten, die ins Gewebe durch Leukodiapedese abwan-
dern, nimmt zu (Darveau et al. 1995). Die Rekrutierung weiterer T-Lymphozyten und
Monozyten aus der vendsen Endstrombahn ist so gewahrleistet. Sie interagieren mit
zytopathischen Fibroblasten. Gleichzeitig setzt sich die erworbene Immunantwort
mit antigenprasentierenden dendritschen Zellen in den lokalen Lymphknoten fort.
Makrophagen produzieren co-stimulierende Molekile und MHC Klasse Il Molekile
(Madianos et al. 2005; Medzhitov 2001).

Diese molekularbiologischen Prozesse beschreiben Page und Schroeder (1982) in
ihren histologischen Untersuchungen zur plaqueinduzierten Gingivitis und Parodon-
titis (Weber 1999). An die Initiallasion und friihe Lasion schlief3t sich nun die etab-
lierte Lasion an. Diese ist gekennzeichnet durch die Ausbildung der subgingivalen
Tasche und die persistierenden akuten Entziindungszeichen. Entwickelt sich eine
fortgeschrittene Lasion, also die Parodontitis, steigen die Konzentrationen von IL-13
und PG-E2, die die Osteoklasten zum Knochenabbau aktivieren.

Durch Ermittlung von Risikofaktoren wird versucht einzustufen, welchen Einfluss
verénderbare und nicht verdnderbare Faktoren haben (Dietrich et al. 2008). Es wur-
de nachgewiesen, dass verschiedene Komponenten den Verlauf der Parodontitis

beeinflussen (Ismail et al. 1990). Dazu zahlen unter anderem das Vorkommen spe-
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zifischer Bakterien Uber einen gewissen Schwellenwert, Zustand der Mundhygiene
und befundete Blutung auf Sondierung.

Ebenso soziobkonomische Faktoren, das Bildungsniveau und das Alter gehdren
dazu. Auch chronischer Stress wirkt sich auf die Immunabwehr aus und kann so
begleitend eine Erkrankung beginstigen (Genco et al. 1999). Als wichtigster beeinf-
lussbarer Risikofaktor gilt der Tabakkonsum. Parodontale Destruktion mit erhdhten
Taschentiefen und fortgeschrittenem Alveolarknochenverlust treten haufiger bei
Rauchern auf (Feldman et al. 1987; Linden und Mullally 1994).

Schon 1986 beschaftigten sich Loe et al. mit der Fragestellung, ob der Parodontitis
eine genetische Komponente zugeschrieben werden kann. Fest steht heute, dass
es einen Polymorphismus in IL-1-a und IL-1-8 gibt. Liegt eine genetische Pradispo-
sition vor, fuhrt es bei Auftreten gramnegativer Bakterien zur starkeren Expression
von IL-1 und das Parodontitisrisiko ist erhéht (Kornman et al. 2002; Laine et al.
2001).

2.2 Atiologie und Genese der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz beschreibt eine Erkrankung, bei der das Herz nicht mehr in der
Lage ist, den Koérperkreislauf und die peripheren Organe ausreichend mit sauers-
toffhaltigem Blut zu versorgen (Swedberg et al. 2005). Eine verminderte Kontraktili-
tat des Myokards ist die Ursache.

Typische Folgen der kardialen Stérung treten klinisch in Erscheinung als Dyspnoe,
Mudigkeit und Flussigkeitsretentionen (WHO 1995). Fir die klinischen Diagnosen
gelten die Kriterien der Framingham Studie (Rihal et al. 1995).

Die Krankheit schreitet progressiv voran und besitzt eine unglinstige Prognose. Da-
bei betragt die mittlere Uberlebenszeit bei Frauen 3,2 Jahre und bei Mannern 1,7
Jahre (Ho et al. 1993). Zur Beurteilung der Schwere der Erkrankung gelten klinisch-
funktionelle Einteilungen der New York Heart Association (NYHA, siehe Tabelle 1,
nach Hoppe et al.) und als Erweiterung um eine strukturelle-morphologische Kom-

ponente die Einteilung der American Heart Association (Hunt et al. 2001).
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Tabelle 1: Einteilung der Herzinsuffizienz in 4 Kategorien durch die NYHA

Funktionelle Klassifizierung

Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltagliche korperliche Belastung
verursacht keine inadaquate Erschopfung, Rhythmusstdrungen, Luftnot oder
Angina pectoris.

Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leistungsfahig-
keit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltagliche korperliche Belastung verur-
sacht Erschdpfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.
Herzerkrankung mit héhergradiger Einschrankung der kérperlichen Leistungs-
fahigkeit bei gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe kor-
perliche Belastung verursacht Erschépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder
Angina pectoris.

Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen korperlichen Aktivitaten und in

Ruhe. Bettlagerigkeit.

(nach Hoppe et al. 2005, S.490)

In den westlichen Landern zahlen am haufigsten die koronaren Herzerkrankungen

(54-70%) zu den Ursachen der Herzinsuffizienz, die bei 35-52% dieser Betroffenen

von einer Hypertonie begleitet sind. Durch arterielle Hypertonie allein, tritt die Herz-

insuffizienz bei 9-20% der Patienten auf (Cleland et al. 2003; McMurray und Stewart
2000).

Weitere wichtige Beispiele fir mechanische oder biochemische Ursachen sind nach
Hoppe et al. (2005):

Dilatative Kardiomyopathie,

Hypertrophe Kardiomyopathie,

Restriktive Kardiomyopathie,

Vitien,

Perikarderkrankungen,

Entzundliche Erkrankungen (z.B.: Myokarditis),
Stoffwechselerkrankungen (z.B.: Hyperthyreose, Diabetes mellitus),
Toxische Wirkungen (z.B.: Chemotherapeutika),

Bradykarde/ tachykarde Arrythmien,

Und andere.
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Davon differenzierter zu betrachten sind die entziindlich bedingten Erkrankungen,
deren Resultat Insuffizienzen und Stenosen der Herzklappen sind.

Nach epidemiologischen Angaben von Dare et al. (1993) gehdren die senilen, dyst-
rophischen Aortenklappenverdnderungen mit 51% zu den haufigsten Indikationen
fur Klappenoperationen. Sie haben damit in neuerer Zeit die bikuspidalen Operatio-
nen und Operationen postinflammatischer Klappen aufgrund rheumatischer Ereig-
nisse mit 36% verdrangt.

Bei den ausgepragten, deformierenden und stenosierenden Verkalkungen der Aor-
tenklappen spricht man vom Mdnckeberg-Typ. Ménckeberg (1904) beschrieb histo-
logisch sichtbare Kalkablagerungen, die fur eine beginnende Klappensklerose ste-
hen. Diese Untersuchungen wurden von Ashworth (1946) unterstiitzt, der Entzln-
dungen um die Kalkherde beobachtete. Diese entziindliche Genese kann nicht nur
makroskopisch beobachtet werden, sondern muss histologisch belegt werden (Otto
et al. 1994). Die Klappenveranderung nach Ménckeberg ist assoziiert mit héherem
Alter und Koronarsklerose (Peter et al. 1993). Hort (1999) fasst zusammen, dass die
Veranderung einem multifaktoriellen Geschehen unterworfen ist. Es zeigen sich
atiologische Gemeinsamkeiten zur Atherosklerose (Mohler et al. 2001). Diese Er-
krankung geht ebenso von einer inflammatorischen Ursache aus (Ross 1999). Auch
die Ahnlichkeit der Risikofaktoren lasst Zusammenhange erkennen.

Zu den ,0Odds Ratios® der Herzinsuffizienz gehdren Rauchen, geringe korperliche
Aktivitat und das mannliche Geschlecht (He et al. 2001).

All diese Faktoren kénnen Uber kurz oder lang zur Schadigung am Myokard tber
eine erhdhte Wandspannung, Aktivierung von Barorezeptoren und Minderperfusion
im Gewebe fihren. Durch Aktivierung neuroendokriner Mechanismen erfolgt eine
Gegenregulation, sodass die peripheren Organe zunachst ausreichend mit Sauers-
toff versorgt werden. Chronifiziert dieser Prozess, entsteht ein Circulus vitiosus
(Abb. 3) und die Herzinsuffizienzsymptomatik schreitet voran (Weil und Schunkert
2006). Es kommt zum ventrikularen Remodeling und weiterer myokardialer Zell-

schadigungen (Cohn et al. 2000).
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Reduzierte Kontrakiilitit
Systolische und diastolische
Herzinsuffizienz

o
Dekompensation o ! SIS
Tod -Herzzeitvolumen |

-Remodeling -Organperfusion |
-Ap{}plose-

-Endothelin
Vasopressin
-natriuretische Peptide
-Zytokine

Abb. 3: Circulus vitiosus der Progression der Herzinsuffizienz nach Weil und Schunkert (2006,
S.3)

Seixas-Cambéo und Leite-Moreira (2009) beschreiben drei Hauptbestandteile der
neurohumoralen Antwort am insuffizienten Herzen.

1. Bei der hdmodynamischen Gegenregulation kommt es zu einer Wasser- und
Salzretention, zur arteriellen Vasokonstriktion und zur kardialen Stimulation. Diese
wirken nicht nur lokal am Herzen, sondern auch peripher an den Organen wie Nie-
ren, Muskeln und auch BlutgefaRen. Damit werden der Perfussionsdruck der Orga-
ne und der kardiale Auswurf aufrechterhalten.

2. Es kommt zu einer Aktivierung des Immunsystems, die zur ansteigenden Expres-
sion von Zytokinen, TNF-a, IL-1, IL-6 und CD14 fihrt, sowohl systemisch (Levine et
al. 1990) als auch lokal (Torre-Amione et al. 1996). Die Zytokine bewirken einen
negativ ionotropen Effekt auf den linken Ventrikel (Meldrum 1998). Sie unterstutzen
den Wandel im Metabolismus der Kardiomyozyten und das ventrikulare Remodeling
(Diwan et al. 2003). Bis heute ist nicht genau geklart, welche Faktoren die Immun-

antwort genau auslosen.
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3. Es kommt zur Hypertrophie und zum Remodeling. Wie oben beschrieben wird
dies unterstitzt durch Mediatoren und zusatzlich ausgeldst durch biochemischen
Stress durch die Aktivierung von Wachstumsfaktoren und durch Zelladhasionsmole-
kule. Dies fuhrt letztendlich zur Veranderung der Kardiomyozyten (Nekrose und
Apoptose), der extrazellularen Matrix und der Mikrozirkulation (Bohle und Fink
2002).

2.3 Atiologische Gemeinsamkeiten zwischen der marqi-

nalen Parodontitis und der Herzinsuffizienz

231 Kausalzusammenhang von Parodontitis auf Allgemein-
erkrankungen

In der Klassifikation des internationalen Workshops von Oak-Brook (Armitage 1999,
Vgl.: 2.1.1) wird die Parodontitis als Manifestation einer systemischen Erkrankung
beschrieben. Dabei zeigen atiologisch besonders Bindegewebs- und Stoffwechsel-
erkrankungen sowie hamatologische und immunschwachende Erkrankungen einen
deutlichen Zusammenhang zur Zahnbetterkrankung. Beispiele dafiir sind Diabetes
mellitus, Leukamie, zyklische Neutropenie und das Glykogenspeicher-Syndrom.
Sind Mechanismen zur Aufrechterhaltung eines gesunden Parodonts gestort, unter-
liegt das hamostatische Gleichgewicht pathogenen Veranderungen. Es lasst sich
ableiten, dass eine persistierende Parodontitis einen negativen Einfluss auf den
Gesundheitszustand des Menschen hat. Dieser Zusammenhang steht heute beson-
ders im Interesse der Wissenschaft (Scannapieco 1998).
Die Wundflache der Zahnfleischtasche bei Parodontitiserkrankten betréagt bis zu 20
cm? (Loos 2005). Die Tasche ist ohne ausreichende Therapie von parodontalen
Mikroorganismen besiedelt. Sie kdnnen auf der gesamten Flache pathogene Scha-
den hervorrufen. Dass es zu systemischen Wechselwirkungen kommt, kann damit
nicht ausgeschlossen werden. Bei der akuten nekrotisierenden ulzerierenden Gingi-
vitis (ANUG) &auliert sich die Beteiligung neben starken Schmerzen, in Fieberschi-
ben und Abgeschlagenheit.
Erstmals wurde nach Untersuchungen von D‘Aiuto et al. (2005), Loos (2005) und
Tonetti et al. (2007) ein Zusammenhang dokumentiert, der neben vorliegender Pa-

rodontitis auch erhdhte Werte fur Entzindungsmediatoren wie CRP, TNF-a und
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erhohter Leukozytenzahl nachwies. Auch im Rahmen einer Geburt sind Entzin-
dungsmediatoren wie PG-E2 und TNF-a anwesend. Zusammen mit einer manifes-
ten Parodontitis konnen diese bei pathologischer Wertliberschreitung friihzeitige
Wehen auslésen und nachfolgend Frihgeburten begunstigen (Manau et al. 2008).
Die Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus ist, aufgrund rasant steigender Inzi-
denz weltweit (WHO 2006), besonders ins Blickfeld arztlicher und zahnéarztlicher
Untersuchungen gelangt. Diabetische Folgeerkrankungen kénnen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Retino-, Nephro- und Neuropathien sein. Sie gipfeln in der Konse-
quenz der diabetischen Fuamputationen (Klein 1995). Zahnarztlich relevant, so
stellten Emrich et al. (1991), Tervonen und Oliver (1993) und Campus et al. (2005)
fest, erhoht sich das Risiko an Parodontitis zu erkranken um den Faktor 3,5. Persis-
tierende hyperglykéamische Spiegel fihren zu starkeren Immunreaktionen auf Paro-
dontalpathogene und damit zu einem starkeren Voranschreiten der Parodontitis
(Nishimura et al. 2007; Southerland et al. 2006). Umgekehrt verhalt es sich so, dass
auch eine unbehandelte Parodontitis den Diabetes mellitus negativ beeinflusst. Der
Grund dafir ist, dass die Insulinresistenz der Zellen verstarkt wird. Damit werden
alle oben genannten Folgeschaden verstarkt (Taylor 2003). In vielen Studien konnte
der positive Einfluss einer Parodontaltherapie beobachtet werden (Grossi et al.
1997; Kiran et al. 2005; Rodrigues et al. 2003; Skaleric et al. 2004). Nur 36% der
befragten Diabetiker sind sich dieser Konsequenz bewusst (TNS Emnid-Umfrage
2006).

Bei den zerebrovaskuldren Erkrankungen wurde nachgewiesen, dass das Risiko
des Auftretens eines Schlaganfalls bei Anwesenheit einer parodontalen Erkrankung
um das 2- bis 3-fache steigt (Grau et al. 2004; Wu T et al. 2000).
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Um den beobachteten Zusammenhang zwischen koronarer Herzerkrankung und
Parodontitis zu erklaren, wurden mehrere kausale und nicht-kausale Wege be-
schrieben (Beck et al. 1996; Danesh et al. 1997, Dietrich et al. 2008). In Abb. 4 sind
diese Beziehungen zusammengefasst (Dietrich et al. 2008).

direkte
Effekte
chronische |*®®®®®===*| (Bakteriamic) |*=====§>
orale Pathogene | ==————————>| paodontitis —
N indirekte Effekte =P

4 (systemische Inflammation,
z.B.: CRP hoch)

etablierte Risikofaktoren fir Herz- /

Kreislauferkrankungen m—
(z.B.: Diabetes, Rauchen)

genetische
pro-inflammatorische
Faktoren

pro-inflammatorische
Anfalligkeit

|

(KHK: koronare Herzerkrankung
------ kausaler Weg
nicht-kausaler Weg)

Abb. 4: Kausalzusammenhang von Parodontitis und koronarer Herzerkrankung nach Dietrich
et al. (2008, S.1672)

In epidemiologischen Studien kann zwischen diesen beiden nicht unterschieden
werden, sodass beide Wege einen Einfluss auf die koronare Herzerkrankung haben
konnen. Die chronische Parodontitis kann durch direkte Faktoren, wie Bakteriamien,
und durch indirekte Faktoren, wie hohe Entziindungsparameter, zur koronaren
Herzerkrankung fuihren (Danesh et al. 1997). Zum nicht-kausalen Weg zahlen gene-
tische oder wirtseigene Faktoren, die die Anfalligkeit flr Artherosklerose und chroni-
sche Parodontitis erhdhen. So hat das Rauchen einerseits einen Einfluss auf die
parodontale Gesundheit (Tomar und Asma 2000), ist aber auch ein bekannter Risi-
kofaktor fur die koronare Herzerkrankung. Ebenso beglnstigt das Rauchen die pro-
inflammatorische Anfélligkeit und die systemische Inflammation (Dietrich et al.
2008). Sowonhl fur die Parodontitis als auch fur die koronare Herzerkrankung werden
starke genetische Komponenten angenommen (Arnett et al. 2007; Kinane et al.

2005a). Diese begunstigen entziindliche Geschehnisse.
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2.3.2 Einfluss der Parodontitis auf die Herzinsuffizienz

Viele Studien beschéftigen sich mit den Zusammenhé&ngen zwischen Parodontitis
und Atherosklerose bzw. den kardiovaskularen Erkrankungen und deren Folgen.
Auf Grundlage der bisherigen Datenlage vermutet man einen moderat positiven
Zusammenhang (Kebschull und Jepsen 2011). Ob auch eine kausale Assoziation
vorliegt, kann noch nicht eindeutig geklart werden.

Es ist lange bekannt, dass es bei bestimmten arztlichen Behandlungen zu Bakteri-
amien kommt. Dabei stehen an erster Stelle die zahnarztlichen MaRnahmen in un-
terschiedlichem Ausmal, gefolgt von Malinahmen im urogenitalen Bereich und
gastrointestinalen Eingriffen (Everett und Hirschmann 1977). Entscheidend fir das
Ausmal} sind die Invasivitat der zahnarztlichen Methode und der Entziindungsgrad
des parodontalen Gewebes. Es ist evident, dass parodontal erkrankte Patienten
einem erhdéhtem Bakteriamierisiko ausgesetzt sind (Forner et al. 2006). lhre Zahn-
fleischtaschen weisen neben einer Vielzahl von gramnegativen Parodontalpathoge-
nen auch Strepptokokken (S.) der Gruppe S. mitis und S. anginosus auf. Diese z&h-
len zu den Pathogenen der Endokarditis. Unter den MalRnahmen hat die Einzel-
zahnextraktion eine Prévalenz von 51% fur das Risiko einer Bakteriamie. Multiple
Extraktionen (268%) und intraligamentére Anasthesie fuhren fast in 100% der Félle
zur Bakteridmie (Seymour et al. 2000). Bei der Parodontalprophylaxe tritt in Abhan-
gigkeit der parodontalen Gesundheit eine niedrige Pravalenz zwischen 0-40% auf.
Auch hausliche Mundhygienemalinahmen gehéren dazu, wie Zahneputzen mit bis
zu 26% und Kaugummi kauen mit einer Pravalenz zwischen 17-51% (Kinane et al.
2005b; Seymour et al. 2000, Wilson et al. 2007). Neben den parodontalen Geweben
sehen Lassnig et al. (2004) weitere Quellen potentieller Infektionsherde, die eine
Bakteriamie auslosen konnen, in inflammatorischen Geschehnissen im Kiefer und
im nasopharyngealen Bereich.

Primare Ursachen fir eine lebensbedrohliche, infektiosse Endokarditis, ausgel®st
durch die Bakteriamie, kbnnen mitunter Erkrankungen an Zahnen und Parodont sein
(Barco 1991; Wilson et al. 2007). Bei den meisten Patienten entwickelt sich keine
Endokarditis und die eingedrungenen Bakterien sind innerhalb von Minuten nicht
mehr nachweisbar (Roberts et al. 1992). Anders verhalt es sich, wenn die Integritat
des Endokards gestort ist. Die American Heart Association (Hunt et al. 2001) defi-
niert dafir Hochrisikogruppen, bei denen durch Antibiotikaprophylaxe das Endokar-
ditisrisiko kompensiert wird (Horstkotte 1999). Diese ist indiziert bei invasiven zahn-

arztlichen Behandlungen (Naber et al. 2007).
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Dietrich et al. (2008) beschreiben einen Kausalzusammenhang zwischen Parodonti-
tis und koronarer Herzerkrankung. Uber direkte (Bakteriamie) und indirekte (syste-
mische Inflammation) Effekte fuhrt die chronische Parodontitis zu Schaden am Her-
zen. Modulierenden Einfluss haben genetische und wirtseigene Faktoren.

Aus der Sicht von Seymour et al. (2007) wurden folgende Hypothesen aufgezeigt
und zusammengefasst:

1. Es koénnte sich um einen genetisch festgelegten Phanotyp handeln, der sowohl
ein hohes Risiko fur Atherosklerose als auch der parodontalen Infektion entwickelt.
2. Beschreibt er das Modell der systemischen Infektion, welches durch erhdhte zir-
kulierende Zytokine und inflammatorische Mediatoren gekennzeichnet ist. Diese
zerstoren die Intaktheit des Endothels und setzen die Atherosklerose in Gang.

Eine weitere Theorie, das Infektionsmodell (Seymour et al. 2007), beschéftigt sich
mit der ldee, dass Bakterien, die Uber den Blutstrom in das Endothel eindringen,
dort zur Inflammation und zur Atherosklerose fuhren.

Das letzte Modell beschreibt die Kreuzreaktion oder molekulare Mimikry zwischen
bakteriellen Antigenen und kdrpereigenen Antigenen. Es kommt zu einer tberschie-
Benden Immunantwort (Wick et al. 1999) vermittelt durch Hitzeschockproteine
(HSPs). Diese werden bei den Bakterien GroEL genannt und sind bei den Parodon-
topathogenen Pg, Fn und Aac nachweisbar (Hotokezaka et al. 1994; Maeda et al.
1994).

Bei Fortschreiten einer Atherosklerose manifestiert sich klinisch die koronare Herz-
erkrankung. Mdgliche Verursacher einer entziindungsbedingten Gefal3verédnderung
stellen Viren, Bakterien und Entziindungsvermittler dar. Bei den Bakterien vermutet
man Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori und Porphyromonas gingivales
(Paquette et al. 2007). Zusatzlich wird eine genetische Pradisposition diskutiert, die
eine pathologische Entziindungsantwort bedingt und eine Progression von Parodon-
titis und koronarer Herzerkrankung unterstitzt (Kornman et al. 2002).

Geht man davon aus, dass Parodontalpathogene in gingivale Gewebe eindringen
(Papapanou et al. 1994) und damit lokal und systemisch eine Entzlindungsantwort
hervorrufen, erklart sich die Hypothese von Beck et al. (1998) folgendermafien. Pa-
rodontitis erhdht die Entziindungslast eines Patienten. Dabei steigen im Plasma
unter anderem die Werte der Akute-Phasenproteine wie CRP, die Werte der Zytoki-
ne wie IL-1 und IL-6, der TNF-a und auch Koagulationsfaktoren wie Fibrinogen
(Loos et al. 2000, Loos 2005). Interventionsstudien von D’Aiuto et al. (2004a) wiede-
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rum konnten Serummediatoren (IL-6) und den CRP signifikant durch eine PAR-
Therapie senken.

Ein weiterer wichtiger Parameter fir atherosklerotische Erkrankungen ist die Intima-
Media- Dicke. Sie nimmt mit dem Schweregrad der Parodontitis (Beck et al. 2001)
und der Konzentration bestimmter (Aac, Pg, Tf, Td) subgingivaler Parodontalkeime
signifikant zu (Desvarieux et al. 2005). Auch die endotheliale Dysfunktion, als Vor-
stufe zur Atherosklerose, konnte mit der Parodontitis assoziiert werden (Amar et al.
2003). Durch eine parodontale Behandlung verbesserte sich die Endothelfunktion
(Mercanoglu et al. 2004; Tonetti et al. 2007). Schlussendlich unterstreicht der
Nachweis der DNA von parodontalen Keimen in atherosklerotischer Plagque den
atiologischen Zusammenhang (Haraszthy et al. 2000).

Ungeklart bleibt, ob das Rauchen als Storfaktor den Zusammenhang zwischen Pa-
rodontitis und koronarer Herzerkrankung beeinflusst. Es wird mit der Entstehung
beider Krankheitshilder assoziiert. Weiterhin muss geklart werden, ob sonstige Stor-
faktoren existieren, wie BMI, mangelnde Bewegung oder hereditarer Hintergrund
der Herzerkrankung (Meurman et al. 2004). Zumindest eine Altersunabhangigkeit
konnte in mehreren Studien belegt werden. Die Assoziation der Parodontitis zu
atherosklerotischen Erkrankungen war starker bei jingeren Probanden (<65 Jahren)
aufgetreten (DeStefano et al. 1993; Dietrich et al. 2008; Hujoel et al. 2000; Morrison
et al. 1999). Es muss in weiteren Interventionsstudien untersucht werden, ob durch
Elimination der Parodontitis eine Abschwachung der koronaren Herzerkrankung
erreicht wird.

Die biologischen Mechanismen zum Entziindungsgeschehen am Endothel scheinen
plausibel und spielen sich bei der Entwicklung der entziindlichen Aortenklappenve-
rdnderung in gleicher Weise ab. Erst in neuerer Zeit wird auch der degenerativen
Aortenklappenstenose ein aktiver Entziindungsprozess zugeschrieben (Parolari et
al. 2009). Sie ist nicht nur Folge des Alterungsprozesses, sondern beinhaltet Kom-
ponenten endothelialer Lasionen, Entziindungsinfiltraten und Akkumulationen von
Lipiden. Die degenerative Aortenklappenstenose endet in extrazellularen Matrixre-
modeling, kalzifizierenden Knoten und Knochengeweben (Parolari et al. 2009). Die
frihen Lasionen ahneln sich aus pathologischer Sicht.

Die Pathogenese beginnt ebenfalls mit der endothelialen Dysfunktion, ausgeltst
durch mechanischen Stress und Einwandern von entziindlichen Infiltraten, die vor
allem aus Makrophagen und T-Lymphozyten bestehen (Otto et al. 1994). Mastzellen

werden aktiviert und degranulieren Entzindungsmediatoren. Fir die Pathogenese
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der Klappenveranderung spielen vor allem TNF-a, IL-18, Matrix-Metallo-Proteinasen
(MMPs) und die Wachstumsfaktoren Transforming-Growth-Faktor-B1 (TGF-B1) so-
wie Vascular-Endothelial-Growth-Faktor (VEGF) eine Rolle (Jian et al. 2003; Kaden
et al. 2003, 2005; Soini et al. 2003). Durch erhdhte Level von E-Selectin im Plasma
konnen immer mehr aktivierte Monozyten ins Gewebe Ubertreten und die Entzin-
dung aufrechterhalten (Diehl et al. 2008). Mazzone et al. (2004) stellten fest, dass
intial erhéhte Werte des Hitze-Schock-Proteins (HSP) nachweisbar sind, wie auch
bei Untersuchungen zur Atherosklerose.

Den Klappenveranderungen wird, wie der Atherosklerose, ein multifaktorielles Ge-
schehen zugeschrieben. Sie teilen sich gemeinsame Risikofaktoren wie Hypercho-
lesterinamie, Hypertonie, Diabetes, das mannliche Geschlecht und Rauchen (Lind-
roos et al. 1994; Mohler et al. 1991; Stewart et al. 1997).

Degenerationen der Aortenklappen fuhren zu myokardialen Veranderungen, die
durch chronische Druckbelastung ausgeldst werden. Als Gegenregulation kommt es
zunachst zur Hypertrophie des linken Ventrikels und in Folge dessen zur Herzinsuf-
fizienz. In einer Studie von Angeli et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass es ei-
nen signifikanten Zusammenhang zwischen linker Ventrikelmasse und dem Grad
der parodontalen Erkrankungen bei Patienten mit essentieller Hypertonie gibt.

Auch Apoptose kann bei diesen Umbauvorgangen eine Rolle spielen und wurde als
Einflusswert fir die Herzinsuffizienz identifiziert (Narula et al. 1999). Lee et al.
(2005) konnten in vitro nachweisen, dass Porphyromonas gingivalis sowohl zu Hy-
pertrophie als auch zu Apoptose von Kardiomyozyten fuhrt. In den Folgestudien
konnten sie die Aktivierung der MMP-9 nachweisen, welche an den Umbauvorgan-
gen beteiligt ist (Lee et al. 2006). Sie identifizierten dabei den p38 MAPK Signalt-
ransduktionsweg, der in Abhangigkeit von Pg zum Zelltod fiihrt (Wu HC et al. 2008).

2.3.3 Potenzielle Erklarungsmodelle am Herzen in Bezug auf
die parodontale Infektion

Uber passagere Bakteriamien gelangen Keime in den Blutkreislauf. Sie kénnen auf
direktem Weg in Endothelien einwandern oder durch Auslosen einer tberschiel3en-
den Entziindungsantwort indirekt Schaden hervorrufen (Persson und Imfeld 2008).
In in vitro Studien konnten die Vorgadnge an Endothelien identifiziert werden, wie sie
sich moglicherweise im Korper abspielen. Dabei stellt Porphyromonas gingivalis
einen Modellkeim dar, da er gewebegéangig ist und eine Vielzahl Virulenzfaktoren

besitzt.
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Beim Zerfall der Bakterien werden die in ihrer auf3eren Hille (Raetz 1990) befindli-
chen Lipopolysaccharide (LPS) frei, die als schadigende Endotoxine ihre Wirkung
ausliiben. Das Lipopolysaccharid-Binding-Protein (LBP) bildet einen Komplex mit
dem LPS. Daraufhin interagiert der LBP-LPS- Komplex mit dem membranstandigen
CD14- Rezeptor (Wright et al. 1990). CD14 wird vor allem auf Makrophagen und
Monozyten (CD 68) exprimiert (Tobias und Ulevitch 1993). Zusammen mit dem Toll-
like-Rezeptor (TLR) wird die transmembrane Signalkaskade tber NF-kB induziert
und Transkriptionsfaktoren fir die Genexpression werden aktiviert. Neben Aktivie-
rung der Expression von Adhéasionsproteinen, wie E-Selektin und Vascular-Zell-
Adhasionsmolekil-1 (VCAM-1), werden auch proinflammatorische Mediatoren, wie
IL-1 und TNF-a produziert (Ulevitch und Tobias 1995). Gleichzeitig findet die Bil-
dung weiterer TLRs statt. Ebenso wird das Monozyten-chemoattractant-Protein-1
(MCP-1) gebildet, welches die Monozyten-Migration von den BlutgefaZen in den
subendothelialen Raum reguliert. In gleicher Weise erhoéht sich die Adhésion von
passageren Monozyten an endothelialen Zellen, wie beispielsweise Uber VCAM-1
(Roth et al. 2007).

Die zu den Hitzeschockproteinen (HSPs) gehdrenden homologen Proteine GroEL
der Bakterien, fiihren zur Kreuzreaktion und stimulieren bzw. verstarken ebenfalls
die Immunabwehr. Weitere Mechanismen der Protease Gingipain flihren zur endo-
thelialen Dysfunktion. Dabei initiiert das proteolytische Enzym den apoptotischen
Zelltod (Sheets et al. 2005, 2006) als auch die Induktion von oxidativem Stress
(Ekuni et al. 2009).

Diese Zusammenhange sind in Abb. 5 von Kebschull et al. (2010) zusammenge-
fasst und erklaren die Wirkungen der Parodontalkeime an endothelialen Zellen der

Arterien, wie sie histologisch entsprechend am Endokard vorliegen.
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Abb. 5: Wechselwirkung parodontaler Erreger mit Endothelzellen nach Kebschull et al. (2010,
S.888)

2.4 Zielstellung

Bis heute ist unklar, ob es einen Kausalzusammenhang zwischen parodontalen Er-
krankungen und Herzinsuffizienz gibt. Dazu sind nur wenige wissenschaftliche Un-
tersuchungen durchgefiihrt worden. Die Mechanismen der Endothelldsionen und
Plaquebildung bei artherosklerotischen Erkrankungen und koronaren Herzerkran-
kungen sind hingegen schon intensiv erforscht.

Ziel unserer Arbeitsgruppe war es, zu untersuchen, ob parodontalpathogene Mikro-
organismen im Myokard nachweisbar sind und ob ihre Toxine (LPS) am myokardia-
len Gewebe wechselwirken und auf diese Weise Entziindungsreaktionen in den
Myokardzellen verursachen kénnen. Probanden mit Aortenklappenstenosen bzw. -
insuffizienzen wurden zahnarztlich auf den aktuellen Zahnstatus und Parodontalsta-
tus untersucht. Zusatzlich wurden Proben oraler Bakterien aus den tiefsten Paro-
dontaltaschen entnommen.

In weiteren Teilprojekten wurden zum einen die oralen Proben und die Herzproben
mikrobiologisch durch PCR untersucht. Zum anderen wurden die Herzproben auf
Proteinebene mittels Western Blot zum Nachweis des LPS-Binding-Proteins aufbe-
reitet (Semper 2012). Es handelt sich in jedem Projekt um dasselbe Patientenkollek-
tiv, wobei die Charakterisierung der Studienteilnehmer hinsichtlich der untersuchten

klinischen Parameter in allen Teilprojekten identisch ist. Da es sich bei der vorlie-
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genden Studie um ein Pilotprojekt handelt, werden die erhobenen klinischen Daten
hier ebenfalls vorgestellt.

Ziel dieses Teilprojektes war es, den parodontalen Gesundheitszustand von Patien-
ten zu erfassen und anhand von Gewebeschnitten von Ventrikel, Atrium und Klappe
das Herzgewebe histologisch aufzubereiten. Fir die H.E.-Farbung wurde ein In-
flammationsscore von 0 bis 3 erhoben. Fir die immunhistochemischen Farbungen
wurden folgende Parameter durchgefiihrt: CD68-Expression zum Nachweis von
Makrophagen und CD14/LPS-Bindungsprotein-Rezeptor. Es folgte die direkte Zah-
lung der CD68- und CD14-exprimierenden Makrophagen pro Mikroskopie-
Gesichtsfeld. Sie dienen dem Nachweis von mdglichen Wechselwirkungen zwi-

schen Parodontalpathogenen und myokardialen Geweben.

29



3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Administrative Vorbereitungen

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission (Nr.6/2/09) der Georg-August-
Universitat Goéttingen wurden stationdre Patienten der Thorax-, Herz- und Gefaf3chi-
rurgie in der Universitatsmedizin aufgesucht, bei denen ein herzchirurgischer Eingriff
notig war. Dabei handelte es sich um Aortenklappenersatz- Operationen und gege-

benenfalls weitere geforderte invasive Therapien wie Bypass-Operationen.

3.2 Aufklarung

Die Patienten wurden vor der zahnarztlichen Untersuchung eingehend tber die Un-
tersuchung informiert und erklarten durch Unterzeichnung eines Aufklarungsbogens
und einer Einverstandniserklarung ihre Bereitschaft zur Teilnahme an der Studie
(siehe Anhang).

3.3 Zeitpunkt der Untersuchung

Die Probanden wurden entweder pra-OP (n=21) oder post-OP (n=9) untersucht.

3.4 Auswahl der Patienten

Der Gesundheitszustand der Patienten lie3 eine Operation zu und schloss einen
akuten Entziindungsprozess anderer Genese aus.

Die Teilnahme war freiwillig, schloss aber Pateinten unter folgenden Kriterien aus:
e Zahnlosigkeit

e Apoplex oder Myokardinfarkt innerhalb der letzten 6 Monate

e Tod vor oraler Untersuchung
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e Patienten unter 35 Jahren wegen des geringeren Risikos einer Parodonta-
lerkrankung

¢ nicht durchfiihrbare orale Untersuchung

e postoperativer Gesundheitszustand erlaubt nach Feststellung durch den be-
handelnden Arzt keine zusatzlichen Belastungen (zahnarztliche Untersu-
chung)

¢ Immunsupprimierte Patienten

¢ Organtransplantierte Patienten

e Vorliegen von Hepatitis A, B, C, TBC, HIV

e Suchtkranke Patienten.

3.5 Pseudonymisierung

Alle Patientendaten, die zu analysieren waren, wurden durchnummeriert und die
Datenblatter pseudonymisiert. Die Patienten wurden dafir in der Reihenfolge ihres

Einschlusses mit einem Studiencode nummeriert.

3.6 Klinisch-zahnarztliche Untersuchung

3.6.1 Kalibrierung

Vor Beginn der Untersuchung der Patienten wurde eine Kalibrierung unter den Un-
tersuchern durchgefiihrt. Dabei wurde die gesamte klinische- zahnarztliche Analyse
(ab Punkt 3.6.3) unter gleichen Bedingungen von 2 Personen durchgefiihrt. Die

Ubereinstimmung lag, bei einer Abweichung von +1mm, bei tiber 80%.

3.6.2 Endokarditisprophylaxe

Vor jeder zahnarztlichen Untersuchung wurde eine Endokarditisprophylaxe durchge-
fuhrt. Nach Empfehlung der American Heart Association (Wilson et al. 2007) erhielt
jeder Patient 60min vor Durchfihrung der Untersuchung 2g Penicillin oder bei Vor-

liegen einer Penicillinallergie 600mg Clindamycin.
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3.6.3 Anamnesebogen

Die Teilnehmer wurden gebeten einen Fragebogen auszufillen, der u.a. Fragen
tber Allgemeinerkrankungen, Nikotinkonsum und Mundgesundheit, Zdhne und des
Zahnfleischs enthalt (siehe Anhang). Nach Gegenpriifung vom Prifarzt erfolgte die

Untersuchung.

3.6.4 Zahnstatus und gingivale Entzindung

3.64.1 DMF- T- Index

Zur Messung der Kariesinzidenz wurde der DMF-T-Index verwendet, der die kario-
sen (D = decayed), extrahierten (M = missing) oder mit Fullungen (F = filled) ver-
sorgten Zéhne (Teeth) summiert (Hellwig et al. 2007). Der DMF-T-Index kann somit
einen Maximalwert von 28 annehmen. Weisheitszahne werden nicht beriicksichtigt.
Der DMF-T wurde zur erhdhten und differenzierten Aussagekraft in DT, MT und FT

unterteilt.

3.6.4.2 Papillen-Blutungs-Index (PBI)

Mit Hilfe des Papillen-Blutungs-Index (PBI) wurde das Auftreten einer Blutung im
Papillenbereich nach vorsichtigem Ausstreichen des Sulkus mit einer stumpfen Pa-
rodontalsonde beurteilt (Hellwig et al. 2007). Die Sondierung erfolgte im ersten und
dritten Quadranten oral und im zweiten und vierten Quadranten vestibular. ,Die
Sonde wurde unter relativer Trockenlegung in einem Winkel von 45° zur Zahnachse
gefuhrt. Dann wurde der Sulkus von der Papillenbasis ausgehend zur Papillenspitze
vorsichtig ausgestrichen. Die Blutung wurde nach ca. 20s beurteilt.

Folgende Bewertungen wurden unterschieden:

e Grad O: keine Blutungen

e Grad 1: Auftreten eines Blutungspunktes

e Grad 2: Auftreten mehrerer Blutungspunkte oder einer Blutlinie

e Grad 3: Ausfillen des interdentalen Dreiecks mit Blut

e Grad 4: profuse Blutung nach der Sondierung; Blut fliel3t Gber den Zahn.*
(Hellwig et al. 2007, S. 395)
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3.6.5 Parodontalstatus

3.6.5.1 Sondierungstiefe (ST)

Mittels einer millimeterskalierten Parodontalsonde (PCP 15, Hu-Friedy) wurden Ta-
schensondierungstiefen der Zahnfleischtaschen und das klinische Attachmentlevel
erhoben. Dazu fand an jedem Zahn eine modifizierte Vier-Punkt-Messung statt (me-

sio-vestibular, disto-vestibular, mesio-oral und disto-oral)(Hellwig et al. 2007).

3.6.5.2 Attachmentlevel (AL)

Die Bestimmung des klinischen Attachmentlevels (Distanz zwischen Schmelz— Ze-
ment— Grenze und klinisch sondierbarem Boden der Zahnfleischtasche) erfolgte am
jeweils tiefsten der o0.g. vier Messpunkte (Hellwig et al. 2007).

3.6.6 Zahnarztliche Diaghose

Fur den Grad der Gingivitis wurde wie oben beschrieben der PBI verwendet.

Die Einteilung der Parodontitis erfolgte in die Gruppen schwere Parodontitis, mode-
rate Parodontitis und milde oder keine Parodontitis (s. Tabelle 2), gemaR der Eintei-
lung der CDC (Centers for Disease Control and Prevention)- und AAP (American
Academy of Periodontology)-Arbeitsgruppe (Armitage 2003).

Dabei ist die schwere Parodontitis definiert durch mindestens oder mehr als zwei
interproximale Messwerte des AL von 26mm (nicht am gleichen Zahn) und zusatz-
lich mindestens oder mehr als ein interproximaler Messwert mit einer ST von 25mm.
Die moderate Parodontitis tritt auf, wenn mindestens oder mehr als zwei interproxi-
male Messwerte des AL bei 24mm liegen (nicht am gleichen Zahn) oder aber min-
destens oder mehr als zwei interproximale Messwerte der ST einen Wert =25mm
(nicht am gleichen Zahn) annehmen.

Die milde oder keine Parodontitis liegt vor, wenn weder die moderate noch die

schwere Parodontitis auftreten (Page und Eke 2007).
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Tabelle 2: Einteilung der Parodontitis nach Page und Eke (2007)

Grad der Parodontitis Definition

Keine oder milde Paro-
dontiti Weder ,moderate” noch ,schwere* Parodontitis
ontitis

22 interproximale Messwerte mit einem CAL 24mm
(nicht am selben Zahn)

moderate Parodontitis oder

22 interproximale Messwerte mit ST 25mm (nicht am

selben Zahn)

22 interproximale Messwerte mit einem CAL =6mm
. (nicht am selben Zahn)

schwere Parodontitis q
un

21 interproximaler Messwert mit ST 25mm

3.7 Gewinnung von Gewebeproben

Die Gewinnung der Gewebeproben von Atrium, Ventrikel und Klappe erfolgte in der
Abteilung der Thorax-, Herz- und GefaRRchirurgie der Universitdatsmedizin Géttingen
(Direktor: Prof. Dr. Schondube). Das Gewebe wurde unabhangig von der geplanten
wissenschaftlichen Studie routinemafig bei den durchgefiihrten herzchirurgischen
Eingriffen entnommen. Die Bereitstellung erfolgte je nach Verfligbarkeit des huma-
nen Gewebematerials sowie nach Rucksprache mit dem jeweiligen Operateur. Das
bei der OP anfallende Gewebe wurde durch den jeweiligen Operateur direkt an die
Studiengruppe weitergegeben und bis zur Verwendung bzw. geplanten Analyse bei
—80°C gelagert.

Vorab wurde eine Einwilligung der Patienten fur die wissenschaftliche Nutzung des

humanen Herzgewebes eingeholt (siehe Anlage).

3.8 Untersuchung des Herzgewebes

Ziel der Untersuchung war es, herauszufinden, ob die Toxine der Parodontalpatho-
gene in Wechselwirkung mit dem myokardialen Gewebe treten bzw. eine Entziin-

dungsreaktion am Myokard bewirken.
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Nach Aufbereitung des verfiigbaren Gewebes von Atrium, Ventrikel und Klappe in
Paraffinblécken, wurde es verschiedenen Farbemethoden unterzogen. Dabei dient
die H.E.-Farbung der Beurteilung der Inflammation eines Gewebes. Die immunhis-
tochemischen Farbungen mit CD68 und CD14 geben Aufschluss Uber Stoffwech-
selprodukte bei Zerfall gramnegativer Bakterien und deren mégliche Wirkung auf
Gewebe.

Fur die Gewebeschnitte der H.E.-Farbung wurden Scores von O bis 3 vergeben,
dies als Ausdruck fur entzindliches Geschehen. Aufgrund des klaren und gut ein-
schatzbaren Signals nach der Farbung wurden in den nachfolgenden Farbungen
(CD68 und CD14) entsprechende Bereiche aufgesucht. Es wurde eine direkte Zah-
lung der CD68- und CD14-exprimierenden Makrophagen pro Mikroskopie-
Gesichtsfeld vorgenommen. Mangelnde Fixation und Gewebezerstérung des Klap-
penanteils fihrten dazu, dass eine Bewertung nur bei der H.E.-Farbung ausreichend

erfolgen konnte.

3.8.1 Vorbereitung der Paraffinschnitte zur Probenaufbereitung

Im Anschluss an die Biopsie von Atrium, Klappe und Ventrikel wurden die Gewebe
fir den Transport in Kochsalzldsung gelagert. Gleich nach dem Zuschnitt auf héch-
stens 1,0 x 1,0 x 0,5 cm Groéf3e wurden die Praparate in Formalin Solution 10%
Neutral buffered (Roth, Karlsruhe, Deutschland) fir mindestens 36 Stunden fixiert.
Daraufhin wurden die Proben, in die mit der Projektnummer beschrifteten Universal-
Einbettkassetten (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) tberfiihrt und ca.
eine Stunde in Leitungswasser gewassert, bevor sie einer Spulung mit bi dest. un-
terzogen wurden.

AnschlieRend erfolgte das sorgfaltige Stapeln und Einhdngen der Kassetten in den
Praparatekorb des Einbettautomaten TP 1020 (Leica Camera AG, Solms, Deutsch-
land). Der Automat bereitet die Proben automatisch durch mehrmaliges aufeinan-
derfolgend sukzessives Einwirken von Alkohol, Chloroform und Paraplast Plus so-
weit auf, dass sie anschlieBend in der Ausgief3station (Leica Camera AG, Solms,
Deutschland) mit Paraplast Plus bei 65°C in die Paraffinblocke gegossen werden
konnten.

Bevor die Blocke unbegrenzt bei Raumtemperatur gelagert wurden, mussten sie auf
der Kihlplatte KUNZ CP-4 (Leica Camera AG, Solms, Deutschland) fir mindestens
15min auskihlen. Mit dem Schlittenmikrotom SM 2000 R (Leica Camera AG, Solms,

Deutschland) wurden anschlieliend mit der Klinge Mikrotome Blades S 35 der Fa.
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Feather 1um groRe Praparate angefertigt. Pro Proband wurden fiir jedes Gewebe
(Atrium, Ventrikel, Klappe), entsprechend der vier Farbungen und den dazugehdri-
gen Kontrollfarbungen, acht Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden nun in 45°C
warmen Wasser gestreckt und auf silanisierte Objekttrager (Erie Scientific Compa-
ny, Portsmouth, New Hampshire, USA) aufgezogen. Daraufhin erfolgte eine Vor-
trocknung bei 60°C und anschlie3ende Trocknung tber Nacht bei Raumtemperatur.
Durch dieses Verfahren konnen die Schnittpréaparate bei Raumtemperatur und im

Dunkeln unbegrenzt fur die anschlieBende Farbung gelagert werden.

3.8.2 Darstellung der Inflammation mittels H.E.-Farbung

Mit Hilfe der H.E.-Farbung werden verschiedenartige, wichtige Strukturen der fein-
geweblichen Schnitte angefarbt. Sie gab Aufschluss Uber die extrazellulare Zellein-
wanderung und spiegelt entziindliches Geschehen wider.

Ansatz von MAYER's sauren Hamatoxylin und Eosin wurden nach bekannten Ver-
fahren durchgefiihrt und wie nachfolgend in Tabelle 3 beschrieben, eingesetzt.

Tabelle 3: H.E.-Farbung

Schritt | Reagenz Wirkdauer
1 3x Xylol Je 3min
2 2x 100iger Alkohol Je 3min

Absteigende Alkoholreihe: 96%ig, 70%ig, 50%ig, _
3 ) ] Je 3min
30%ig und bi dest.

4 3x Hamalaun Je 1min 20s

5 FlieBendes Leitungswasser 8min wassern

6 2x 1%iges Eosin Je 2-3min (vania-
bel)

7 bi dest. Kurz spulen

8 2x 96%iger Alkohol Je 3min

9 2x 100%iger Alkohol Je 3min

10 3x Xylol Je 3min

11 Eindecken mit Entellan und Lufttrocknung Gber Nacht

3.8.3 Lichtmikroskopische Auswertung der H.E.-Féarbung
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Um Vergleiche zwischen den einzelnen Farbungen eines Probanden anstellen zu
kénnen, wurden in der VergroRerung auch dieselben Abschnitte innerhalb eines
Gewebes aufgesucht. Somit finden sich in der Dokumentation der Bilder beispiels-
weise fur das Atrium identische Ausschnitte in den drei Farbungen.

Inflammation

Fur die Untersuchung der Inflammation wurde ein H.E.-Score verwendet, wie in Ta-
belle 4 dargestellt. Grundséatzlich reicht der Score von 0, also keiner Infiltration, bis
zu einer nachweisbaren Infiltration des Schweregrads 3. Dennoch entspricht auch
der Score 3 nur einem geringen Ausmald einer myokardialen Makrophagendichte
verglichen mit inflammatorischen Infiltraten bei myokarditischen Prozessen. Diese
Einteilung wurde gewahlt, um auch geringere Expressionsgrade der CD68- und
CD14-Expression quantitativ erfassen zu kdnnen. Die Einteilung entsprechend der

Scores wurde von zwei unabhangigen Personen doppelt blind durchgefihrt.

Tabelle 4: Score Erlauterungen: pro Blickfeld, in 100-facher Vergréf3erung

Inflammation

gleichmaRige Zell-
anordnung, einzelne

Histiozyten, jedoch

Score 0 ]
keine Makrophagen,
Lymphozyten oder
Granulozyten
< 10% von Makro-
phagen, Lymphozy-
Score 1

ten oder Granulozy-
ten

e - AP —

Inflammation Score 1 Ventrikel
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< 50% von Makro-

phagen, Lymphozy-

Score 2
ten oder Granulozy-
ten
= 50% von Makro-
phagen, Lymphozy-
Score 3

ten oder Granulozy-

ten

3.8.4 Herstellen der Puffer in Vorbereitung auf die immunhistochemi-

schen Farbungen
Die Puffer werden benétigt, um die Paraffinschnitte fur die immunhistochemische
Farbung vorzubereiten. Sie wurden fur die Antigen-Demaskierung und das Wa-
schen der Objekttrager zwischen den einzelnen Arbeitsschritten verwendet.
Die Pufferlédsungen fur die jeweiligen Farbemethoden wurden nach bekannten Ver-
fahren mittels Target Retrieval Solution jeweiligen pH-Wertes, destilliertem Wasser

und Tween hergestellt.

3.8.5 Immunhistochemische Parameter CD68 und CD14

Um die Wechselwirkung der Toxine der parodontalen Bakterien am Herzgewebe
aufzuzeigen, wurden immunhistochemische Farbungen mit CD68 und CD14 durch-
gefuhrt. CD68 wird auf Zellmembranen von Makrophagen nachgewiesen und steht
fur die wirtseigene Abwehrreaktion gegen eindringende Bakterien und deren Stoff-

38



3 Material und Methoden

wechselprodukte. Der Parameter CD14 ist der LPS-Bindungsprotein-Rezeptor, der

am Ende der Entziindungskaskade auf der Zelle exprimiert wird.

In der nachfolgenden Tabelle 5 ist dargestellt, wie die jeweilige Farbung durchge-

fuhrt wurde.

Tabelle 5: Schritte der immunhistochemischen Farbemethodik

Schritt | Vorgehensweise Zeit
CD68 CD14
- . Je
1 3x Xylol zum Entparaffinieren der Objekttrager (OT) -
min
) Rehydrieren durch 2x 100%igen, 96%igen, 70%igen, 50%igen, | ami
e 3min
30%igen Alkohol und entionisiertes Wasser :
Antigen-Demaskierung mit Target Retrieval Solution im Dampfga-
3 rer
pH 9 fir 15min pH 6 flir 40min
4 Kivette abkuhlen lassen bei RT 20min
) ] Je
5 OT 5mal waschen in 0,05M pH 7,6 Tris-Puffer )
3min
5 Blocken der endogenen Peroxidase mit 3% Wasserstoffperoxid 17mi
min
bei RT (feuchte Kammer)
7 OT waschen wie in Schritt 5
8 OT mit AK- Diluent inkubieren bei RT (feuchte Kammer) 30min
9 OT mit Primé&r- AK im Kuhlschrank inkubieren Gber Nacht
CD68 (Primér-AK, M0876, CD14 (Priméar-AK, NCL-CD14-
DakoCytomation) 223, Leica Biosystems)
in Verdlinnung 1:200 in Verdinnung 1:100
: . Je
10 OT 7mal waschen in 0,05M pH 7,6 Tris- Puffer )
3min
Sekundar- AK aufgeben bei RT (feuchte Kammer) in Verdinnung
1:100
11 Rabbit-anti-Mouse _ _ 30min
Mouse-anit-Rabbit (Sekundar-
(Sekundar-AK, P0260, DakoCy- _
_ AK, M0633, DakoCytomation)
tomation)
12 OT waschen wie in Schritt 10
13 Weiter mit Schritt 15 Envision auftropfen 100|J| 30min
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14 Weiter mit Schritt 15 OT waschen wie in Schritt 10
15 Chromogen ansetzen =1 Tr. DAB zu 1ml Substrat
OT mit 100ul Chromogen inkubieren bei RT unter Kontrolle im LM 1
16 .
9min 1min 30s 10min
17 Abbruch durch Spilen mit bi dest. und Spulung ein 2.mal erneuern | 5min
18 Kernfarbung mit Hamalaun 5min
19 Differenzieren unter flieRendem Wasser 8min
Je
20 Dehydrieren: 2x 96%iger, 2x 100%iger Alkohol, 3x Xylol -
min
21 Eindecken mit Entellan und Lufttrocknung tiber Nacht

(RT: Raumtemperatur, OT: Objekttrager)

3.8.6 Lichtmikroskopische Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen CD68 und CD14

Wie oben bereits erwahnt, wurde das zu untersuchende Objekt der H.E.-Farbung in
drei gleichgroRe Bereiche eingeteilt, um so einen Verfalschungseffekt zu unterbin-
den. In diesen drei Bereichen wurden klare und signalstarke Bereiche aufgesucht
und festgehalten. Anschliel3end wurden diese Bereiche bei den nachfolgenden Far-
bungen von CD68 und CD14 im jeweiligen Gewebe wieder aufgesucht und ebenso
mit der Kamera festgehalten. Es folgte die Zahlung der CD68- und CD14-
exprimierenden Makrophagen pro Mikroskopie-Gesichtsfeld.
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Immunhistochemische Farbung der Makrophagen/ CD68

Wie in Abb. 6 zu sehen, wurden die immunhistochemischen Farbungen der Makro-
phagen/ CD68 durchgefuhrt. Es folgte anschlieRend die Zahlung.
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Abb. 6: Immunhistochemische Farbung CD68 fiir das Beispiel Ventrikel in 100-facher VergroRe-

rung

Immunhistochemische Farbung des LPS-Bindungsprotein-Rezeptor/ CD14

In Abb. 7 wird gezeigt, wie die Farbung mit CD14 angewendet und dokumentiert

wurde.
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Abb. 7: Immunhistochemische Farbung CD14 fiir das Beispiel Ventrikel in 100-facher Vergréie-

rung
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Die Dokumentation erfolgte durch Einlesen jedes Gewebeschnittes eines Proban-
den. Es resultierten pro Schnitt drei Einzelbilder in 25-facher Vergrof3erung und an-
schlieRend je Einzelbild wieder drei 100-fache Vergrof3erungen in hoher Auflésung.
Fur einen Probanden ergaben sich pro Gewebeschnitt und pro Farbung 12 Aufnah-
men. Insgesamt ergaben sich nach allen Farbungen aller Gewebeschnitte (n=7) fur
einen Patienten 84 Bilder. Da die Herzklappen in unserem Verfahren nicht fir die
immunhistochemische Farbung aufbereitet werden konnten, konnten in diesen Far-
bungen auch keine Aufnahmen und keine Bewertung erfolgen.

Mit Hilfe des Computerprogrammes Data Soft (Datasoft Software Consulting Inc.,
New York, USA) erfolgte bei den aufgenommenen Bildern im Anschluss eine Hin-
tergrundkorrektur und ein WeiRabgleich.

Bei jedem immunhistochemischen Farbedurchgang wurde auch eine Blindfarbung
mit durchgefihrt, um das Ergebnis zu verifizieren. Dabei wurden alle Schritte wie in
Tabelle 5 beschrieben standardmaflig vollzogen, allerdings wurde der Primaranti-
korper ausgesetzt. Aus Platzgriinden wird ein Beispiel, hier fir die Farbung CD68 in
Abb. 8, gezeigt.
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Abb. 8: CD68 Blindfarbung Atrium zur Kontrolle

3.9 Statistische Auswertung

Alle statistischen Untersuchungen und Grafiken wurden mit Hilfe des Programms
Statistica, Version 9, 2010, der Firma StatSoft, Hamburg, Deutschland oder Micro-
soft Excel 2000, Microsoft Corporation, Redmond, USA aufgearbeitet.
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Die deskriptive Statistik wurde abhangig vom Outcome mit Mittelwert und Standard-
abweichung bei metrischen Daten (z.B. Alter), mit Median bei Scores (Inflammation)
und mit Haufigkeiten bei Kategorien angegeben. Die grafische lllustration erfolgte
mittels Kreisdiagrammen und Balkendiagrammen. Metrische Daten wurden im t-
Test zwischen den Gruppen PBI 1 und 2 sowie Gruppe Parodontitis 1 und 2 unter-
sucht. Basierend auf dieser klinischen Gruppeneinteilung wurden Chi-Quadrat-
Vierfeldertests berechnet. Um einen Unterschied der Scores (Inflammation) in den
Gruppen, der Lokalisation und deren Wechselwirkung zu testen, wurde eine nicht-
parametrische zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Bei den Mit-
telwerten der immunhistochemischen Marker CD68 und CD14 wurden Unterschiede
mittels parametrischer ANOVA Uberprft. Fur alle statistischen Tests war ein Signifi-
kanzniveau von a=5% festgelegt. Damit wirde ein p-Wert<0,05 auf einen signifikan-

ten Unterschied und eine Ablehnung der Hypothese hinweisen.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen der Studie konnten 30 Probanden eingeschlossen werden, darunter 20
Méanner (n=20) und 10 Frauen (n=10) im Alter zwischen 38 bis 80 Jahren. Das
durchschnittliche Alter aller Probanden betrug im Mittel 67,73 £9,29 Jahre.

Geschlecht

® mannlich

m weiblich

Abb. 9: Verteilung des Geschlechts innerhalb der Studienteilnehmer

Wahrend unseres Untersuchungszeitraumes (von Mai 2009 bis August 2010) wur-
den weitere stationdre Patienten (n=49) der Thorax, -Herz, -Gefal3chirurgie aufge-
sucht, die auf Grundlage der Ein- und Ausschlusskriterien (z.B. Z.n. Herzinfarkt/
Apoplex innerhalb der letzten sechs Monate) nicht teilnehmen konnten, zahnlos
waren oder bei denen kein Herzgewebe fiir die fortflihrende Untersuchung zur Ver-
fligung stand.

Der BMI betrug im Mittel 29,06 +4,59 kg/ cm2. Die Tabelle 6 zeigt jeweils die Vertei-
lung fur Alter und BMI nach Geschlecht.

Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichung fir Alter und BMI

Mittelwert Minimum-
i p-Wert
+SA Maximum

Alter mannlich | 66,5 £10,47 | 38-80
[in Jahren] | weiblich | 70,2 +6,07 | 58-80

0,31

mannlich | 29,13 +4,67 | 18,83-36,71
BMI 0,91
weiblich | 28,92 +4,66 | 22,07-34,45

(SA: Standardabweichung)
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Unter den Studienteilnehmern befanden sich 22 Nichtraucher und 8 Raucher.
Die nachfolgende Tabelle 7 gibt Aufschluss tber das Rauchverhalten mannlicher
und weiblicher Probanden.

Tabelle 7: Verteilung des Geschlechts bezliglich Rauchverhalten

mannlich weiblich total p-Wert
(n=20) (n=10) (n=30)

Nichtraucher | 15 (68,18%) | 7 (31,82%) [ 22
Raucher 5(62,5%) |3(37,5%) |8 0,56

Rauchverhalten

Die Gesamtheit der 30 Patienten wurde einer Aortenklappenersatzoperation (AKE)
unterzogen, wobei 16 Patienten zusatzlich einen aortokoronaren Venenbypass
(ACVB) erhielten.
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Die nachfolgende Abb. 10 stellt kardiale Diagnosen des Patientenguts im Balken-
diagramm zusammen. Bei der Mehrzahl der Patienten (n=25) wurde die Aortenk-
lappenstenose diagnostiziert, gefolgt von der Aortenklappeninsuffizienz (n=7) und

weiteren kardialen Diagnosen.

Septumhypertrophie

hypertensive Herzerkrankung
linksventrikulare Fkt. eingeschrankt
NSTEMI

ACS

Mitralvitium

Herzrhythmusstorung

Angina pectoris

Diastolische Dysfunktion

instabile AP-Symptomatik

STEMI der Hinterwand

TI (Insuffizienz)

Aortenvitium

Koronarsklerose o. signifkante Stenose
2-Gefal-KHK

1-GefalR-KHK

3-GefalR-KHK

Vorhofflimmern
Aneurysma
Zn. PTCA
MI (Insuffizienz)

Al (Insuffizienz)

Aortenklappenstenosen

0 5 10 15 20 25 30

(NSTEMI: Nicht-ST-Hebungsinfarkt dlter als 6 Monate, ACS: Akutes Koronarsyndrom, AP-
Symptomatik: Angina Pectoris-Symptomatik, STEMI: ST-Hebungsinfarkt &lter als 6 Monate, TI: Trikus-
pidalklappeninsuffizienz, KHK: koronare Herzerkrankung, PTCA: Perkutane transluminale koronare
Angioplastie, MI: Mitralklappeninsuffizienz, Al: Aortenklappeninsuffizienz)

Abb. 10: Haufigkeiten gestellter kardialer Diagnosen
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Daruberhinaus wurden verschiedene allgemein medizinische Erkrankungen festges-
tellt. In der Abb. 11 sind diese zusammengefasst dargestellt. Am haufigsten anzut-
reffen, sind Hypertonie (n=18), Hyperlipoproteinomie (n=11) und Diabetes melltitus
Typ Il (n=8).

Polyneuropathie
Neurodermitis

Z.n. Colon-Ca

Z.n Alkoholabusus
Schilddrisenresektion
Cholezystektomie
Appendektomie
Bandscheibenvorfall
Splenektomie
Epilepsie
Magenulkus

Gastritis
kompensierte NI

Z.n. Apoplex
Leistenbruch
Osteoporose
Hyperthyreose
rheumatische Arthritis
NI

keine

Diabetes mellitus Typ Il

Hyperlipoproteinomie

Hypertonie

(NI: Niereninsuffizienz)

Abb. 11: Haufigkeiten weiterer allgemeinmedizinscher Diagnosen

47



4 Ergebnisse

Die Abb.12 zeigt die regelmafig verordnete Medikation des Patientenguts. Grof3ten-

teils waren die Probanden auf die Einnahme mehrerer Medikamente angewiesen.

keine

Atemwegstherapeutika
Antirheumatika
Immunmodulatoren
Corticosteroide

Vasodilator (bei Angina pectoris)
Schilddrisenmedikamente

Allopurinol

Ca-Antagonisten

Analgetika

Orale Antidiabetika, Insuline
Sonstige Vitaminpréparate
Angiotensin-lI-Antagonist

Protonenpumpenblocker

Renin-Angiotensin-Blocker
Antikoagulanzien

Thrombozytenaggregationshemmer

Diuretika
Cholesterin-Synthese-Hemmer

Beta-Blocker

10 15 20

o
(6]

Abb. 12: Haufigkeiten standig eingenommener Medikamente der Probanden
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Das Blutbild der Patienten zeigte bei Untersuchung der Leukozyten einen Mittelwert
von 8,5 *103/ nl £3,16, bei den Thrombozyten von 180,93 *103 / yl £63,84 und beim

CRP von 57,03 mg/ | £75,65. Siehe Tabelle 8.

Tabelle 8: deskriptive Kennzahlen ausgewahlter Blutparameter

Normwerte
im men-
Anzahl
Mittel- Standardabwei- Mini- Maxi- schlichen
Proban-
wert chung mum mum Blut fur
den
Erwachse-
ne
Leukozyten
30 8,5 +3,16 3,8 15,8 4-10
[*103 / nl]
Thrombozy-
ten 30 180,93 +63,84 76 313 100-450
[*103/ ul]
CRP
30 57,03 +75,65 2 247,6 bis 10
[mg/ 1]

4.2 Zahnarztliche Befunde

421

Zahnstatus und gingivale Entziindung

Bei der zahnarztlichen Befunderhebung der Patienten ergab sich flir den DMF-T ein

Median von 22, wobei der Median ftr D =0, fir M =9 und fur F =9,5 annahm.

Der Papillen-Blutungs-Index (PBI) war, wie in Tabelle 9 zu sehen, durch einen Me-

dian von 1 gekennzeichnet.

Tabelle 9: Parameter der zahnéarztlichen Befunde einschlieRlich DMF-T und PBI

Anzahl o _
Mini- Maxi-
Proban- | Median
mum mum
den
DMF-T 30 22 11 28
D 30 0 0 11
M 30 9 1 25
F 30 9,5 1 23
PBI 30 1 0 3
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Das Patientenklientel wurde aus zahnéarztlicher Sicht vorrangig nach dem Auftreten
gingivaler Erkrankungen mittels PBIl und parodontaler Destruktionen mittels Grad
der Parodontitis untersucht.

Die klinische Erhebung der Mundgesundheit erfolgte unter Einteilung der Bewer-
tungskriterien in Gruppe PBI 1 (n=22) oder PBI 2 (n=8), wie in Tabelle 10 darges-
tellt. Dies erméglichte eine statistische Auswertung in den dazugehdrigen Gruppen.

Tabelle 10: Einteilung des Index in Gruppe PBI 1 oder PBI 2

Papillenblutungsindex o

Definition Gruppe PBI
(PBI)
Grad 0 keine Blutungen

i 1 (n=22)

Grad 1 Auftreten eines Blutungspunktes

Auftreten mehrerer Blutungspunkte oder
Grad 2 ) .

einer Blutlinie

- . _| 2 (n=8)

Ausfillen des interdentalen Dreiecks mit
Grad 3

Blut

profuse Blutung nach der Sondierung; Blut
Grad 4 )

flie3t tber den Zahn

Fur Alter und Rauchgewohnheiten gibt es zwischen den jeweiligen Gruppen fir PBI
keinen signifikanten Unterschied. Wohingegen eine Signifikanz (p=0,05) zwischen
den Gruppen des PBI beim BMI aufzufinden ist. Dies ist in der nachstehenden Ta-

belle 11 dargestellit.

Tabelle 11: Verteilung von Alter, BMI und Rauchgewohnheiten in den Gruppen PBI

Gruppe PBI
p- Wert
1 2
Alter 68,73 65
. . 0,34
[Mittelwert in Jahren] £SA | £8,05 +12,31
BMI 28,07 31,77
: 0,05
[Mittelwert] £SA 14,73 2,94
Raucher 6 (27,27%) | 2 (25%) 0.9
Nichtraucher 16 (72,73%) | 5 (75%) |
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4.2.2 Parodontale Ergebnisse

Die Werte in Tabelle 12 geben Aufschluss Uber die parodontale Situation der Pa-
tienten. Der Grad der Parodontitis betrug im Median 3, wobei mediane Sondierungs-
tiefen (ST) bei 6mm und klinisches Attachmentlevel (CAL) im Median bei 8,5mm

lagen.

Tabelle 12: Parameter zur Beurteilung parodontaler Destruktionen mittels Grad der Parodonti-
tis, Sondierungstiefe (ST) und klinischem Attachmentlevel (CAL)

Anzahl o .
) Mini- Maxi-
Proban- | Median
mum mum
den
Grad der
Paro- 30 3 1 3
dontitis
ST
] 30 6 3 10
[in mm]
CAL
] 30 8,5 4 13
[in mm]

Die nachstehende Tabelle 13 zeigt die Aufteilung der Probanden in die verschiede-
nen Gruppen der Parodontitis. Dabei wird unterteilt in Gruppe Parodontitis 1 (n=7)
oder Parodontitis 2 (n=23).

Tabelle 13: Einteilung des Grads der Parodontitis in Gruppe Parodontitis 1 oder Parodontitis 2

o o Gruppe Pa-
Grad der Parodontitis Definition o
rodontitis

Keine oder milde Parodon- | Weder ,moderate“ noch ,schwere“ Paro-

titis dontitis

22 interproximale Messwerte mit einem
CAL 24mm (nicht am selben Zahn) 1 (n=7)
moderate Parodontitis oder

>2 interproximale Messwerte mit ST 25mm

(nicht am selben Zahn)

=22 interproximale Messwerte mit einem

. CAL =6mm (nicht am selben Zahn)
schwere Parodontitis q 2 (n=23)
un

21 interproximaler Messwert mit ST 25mm
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Hinsichtlich Alter, BMI und Rauchgewohnheiten gibt es zwischen den jeweiligen
Gruppen fur Parodontitis keinen signifikanten Unterschied. Siehe Tabelle 14.

Tabelle 14: Verteilung von Alter, BMI und Rauchgewohnheiten in den Gruppen Parodontitis

Gruppe Parodontitis
p-Wert
1 2
Alter 71,29 66,65
: . 0,26
[Mittelwert in Jahren] £SA | £3,68 10,24
BMI 27,89 29,42
. 0,45
[Mittelwert] £SA 4,34 4,69
Raucher 0 (0%) 8 (34,78%) 0.07
Nichtraucher 7 (100%) | 15 (65,22%) |

4.3 Laborparameter: Ergebnisse der histologischen und

immunhistochemischen Untersuchung

Fur die Inflammation (H.E.-Farbung) wurden die Scores von 0 bis 3 jeweils in ihren
verschiedenen Auspragungen der Gruppen PBI 1 und 2 sowie Parodontitis 1 und 2
betrachtet. Bei den immunhistochemischen Farbungen (CD68 und CD14) wurde
nach deren Auszahlung der Mittelwert fir das jeweilige Gewebe bestimmt und wie-
derum mit den Gruppen PBI 1 und 2 sowie der Parodontitis 1 und 2 in Bezug ge-
setzt. Daflir war bei der Inflammation eine nichtparametrische zweifaktorielle Va-
rianzanalyse (ANOVA) und bei den Markern CD68 und CD14 die parametrische
ANOVA durchzufiihren.

Bei allen getesteten Farbemethoden ergab sich ein Lokalisationseffekt. Im Gegen-
satz zu den Gruppen fiur PBI, konnte in den Gruppen der Parodontitis eine Signifi-
kanz der immunhistochemischen Farbungen verzeichnet werden. In keinem Fall trat
eine signifikante Wechselwirkung zwischen der Lokalisation und der Gruppe auf.
Diese Zusammenhénge sind in den nachfolgenden Tabellen und Abbildungen ver-

anschaulicht.
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4.3.1

Gruppe PBI

Ergebnisse des Inflammationsscores (H.E.-Farbung)

Bei Testung der Inflammation in den Gruppen PBI ergab sich ein Lokalisationseffekt

(p= 0,001). Das bedeutet, dass Mittelwertunterschiede fir die Scores vorliegen, die

vom Ort am Herzen (Atrium/ Ventrikel/ Klappe) abhangig sind. Innerhalb der Grup-

pen PBI liegt eine Tendenz, aber keine Signifikanz vor mit einem Wert von 0,08.

Dieser Zusammenhang wird in der Abb. 13 und der Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: p-Werte in der Varianzanalyse fur die
Inflammation in den Gruppen PBI

Parameter Faktor p-Wert 5
Inflammation | Gruppe PBI 0,08 5
T ,
Lokalisation 0,001 =
o
£
Gruppe 1
PP 0,52
PBI*Lokalisation

Artrium  Ventrikel
Lokalisation

Klappe

Abb. 13: Darstellung der Inflammation
in Abhé&ngigkeit von der Lokalisation
in den Gruppen PBI

Tabelle 16 zeigt die Verteilung der Scores als Beispiel fir den Ventrikel in den

Gruppen PBI 1 oder 2. In Gruppe PBI 2 tritt nur der Score 2; in Gruppe PBI 1 zu-
satzlich Score 1 (4,55%) und Score 3 (18,18%) auf.

Tabelle 16: Verteilung der Scores Inflammation fir Ventrikel in den Gruppen PBI

Score | Gruppe PBI1 | Gruppe PBI 2 | total

3 1 (4,55%) 0 (0%) 1 (3,33%)

2 17 (77,27%) 8 (100%) 25 (83,33%)
1 4 (18,18%) 0 (0%) 4 (13,33%)
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Gruppe Parodontitis

Innerhalb der Parodontitis liegt ein signifikanter Zusammenhang der Lokalisation
(p=0,001) fur die Inflammation vor (s. Tabelle 17). Wie in Abb. 14 zu sehen ist, be-

stehen zwischen den Lokalisationen von Atrium, Ventrikel und Klappe signifikante

Unterschiede zwischen den Scores.

Tabelle 17: p-Werte in der Varianzanalyse fir

die Inflammation in den Gruppen Parodontitis

Parameter Faktor p-Wert
Inflammation | Gruppe 0,56
Lokalisation 0,001
Gruppe
Parodontitis 0,71

*Lokalisation

Inflammation
N

-

Artrium

Ventrikel Klappe
Lokalisation

Abb. 14: Darstellung der Inflammation
in Abhangigkeit von der Lokalisation
in den Gruppen Parodontitis

Die nachstehende Tabelle 18 zeigt die Verteilung der Scores am Beispiel Ventrikel

fir die Parodontitis 1 oder 2. Der Score 3 ist bei Gruppe Parodontitis 2 mit 4,35%

vertreten, bei Gruppe Parodontitis 1 nicht vertreten.

Tabelle 18: Verteilung des Scores Inflammation fur Ventrikel in den Gruppen Parodontitis

Score

Gruppe Parodontitis 1

Gruppe Parodontitis 2

total

3

0 (0%)

1 (4,35%)

1 (3,33%)

2

6 (85,71%)

19 (82,61%)

25 (83,33%)

1

1 (14,29%)

3 (13,04%)

4 (13,33%)

4.3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von CD68

Die nachstehende Tabelle 19 zeigt im Uberblick die Verteilung der mittleren Zellzahl

(xStandardabweichung), eingeteilt in den Gruppen PBI und Parodontitis in Abhan-

gigkeit vom Gewebe Atrium oder Ventrikel. Auffallig ist, dass die Werte in den Atrien

im Vergleich zu den Ventrikeln hoher sind. Ebenso liegen fur die Gruppe PBI 2 und
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Gruppe Parodontitis 2 hohere Mittelwerte vor als in den ersten Gruppen (PBI 1 und
Parodontitis 1).

Tabelle 19: mittlere Zellzahl (xStandardabweichung) der immunhistochemischen Farbung mit
CD68 in den Gruppen PBI oder Parodontitis in Abhangigkeit vom jeweiligen Gewebe

mittlere Zellzahl
(xStandardabweichung)

Atrium Ventrikel
1
Gruppe PBI 7,6 (£3,26) 5,59 (+2,24)
2 8,96 (+4,03) 6,03 (+2)
1
Gruppe Parodontitis 6,39 (+x1,32) | 3,94 (+1,74)
2 |844(+3,78) |571(2)

Gruppe PBI
Unter Testung fur den Parameter CD68 ergibt sich ein signifikanter Lokalisationsef-

fekt (p=0,001) zwischen PBI 1 und 2. Das bedeutet, dass sich die Mittelwerte zwi-

schen den Gruppen signifikant unterscheiden. Wohingegen zwischen den Gruppen

selbst fur Atrium und Ventrikel kein statistisches Ereignis (p=0,38) vorliegt. (Siehe

Tabelle 20 und Abb. 15)

Tabelle 20: p-Werte in der Varianzanalyse

fir CD68 in den Gruppen PBI

Parameter | Faktor p-Wert
CD68 Gruppe 0,38
Lokalisation 0,001
Gruppe
0,48

PBIl*Lokalisation

Gruppe Parodontitis

-
o

CD68-positive Zellzahl pro
Mikroskopie-Gesichtsfeld

Atrium

Ventrikel

Abb. 15: Darstellung von CD68 in Ab-
hangigkeit von der Lokalisation in
den Gruppen PBI

Bei CD68 wird das Signifikanzniveau fur die Parodontitis Gruppen und die Lokalisa-

tion erreicht, wie in Tabelle 21 dargestellt. Es liegt in den Gruppen ein p-Wert von
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0,03 vor. Fur den Lokalisationseffekt ergibt sich p=0,002. Veranschaulicht wird dies

in Abb. 16 und 17.

Tabelle 21: p-Werte in der Varianzanalyse fiir CD68 in den Gruppen Parodontitis

Atrium Ventrikel

Abb. 16: Darstellung von CD68 in Abhangigkeit
von der Lokalisation in den Gruppen Parodontitis

Parameter Faktor p-Wert
CD68 Gruppe 0,03
Lokalisation 0,002
Gruppe
Parodontitis 0,86
*Lokalisation
9
o 9
53 53,
c 25 = ®
N5 g5,
D D R
O 7 (O]
oL 2q
=) = 0
a6 B s
S 2 23
8E° 8L
oS Q=
o=, O=s
1 2

Gruppe Parodontitis

Abb. 17: Darstellung von CD68 in Abhang-
igkeit von der Gruppe Parodontitis

4.3.4 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von CD14

Die nachstehende Tabelle 22 zeigt die mittlere Zellzahl (zStandardabweichung) fur

CD14 eingeteilt in den Gruppen PBI und Parodontitis in Abhangigkeit vom Gewebe.

Die Werte sind auch hier in den Atrien im Vergleich zu den Ventrikeln héher. Des-

weiteren liegen fur die Gruppe PBI 2 und Gruppe Parodontitis 2 hohere Mittelwerte

vor als in den Gruppen PBI 1 und Parodontitis 1.
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Tabelle 22: mittlere Zellzahl (xStandardabweichung) der immunhistochemischen Farbung mit
CD14 in den Gruppen PBI oder Parodontitis in Abhangigkeit vom jeweiligen Gewebe

mittlere Zellzahl
(xStandardabweichung)
Atrium Ventrikel
1
Gruppe PBI 9,75 (x3) 5,87 (£2,43)
2 1836(£1,91) |44 (1,22
1
Gruppe Parodontitis 7,03 (+1,29) 4.2 (+1.4)
2 110,1(£2,74) 5,87 (+2,34)

Gruppe PBI
Fur CD14 ergibt sich ein signifikanter Lokalisationseffekt (p=0,001) wie in Tabelle 23

und Abb. 18 zu sehen ist. Fir die Gruppe PBI und die Wechselwirkung Gruppe PBI

zur Lokalisation liegen die p-Werte tber dem Signifikanzniveau.

Tabelle 23: p-Werte in der Varianzanalyse fir CD14

p_ 11
Parameter | Faktor o5
Wert a@ 10
=2 .
CD14 Gruppe 011 NG
98"
. . o ('? 7}
Lokalisation <0,001 2 .0
=35
[
2w
< S5
Gruppe o=
o 0,94 o= "
PBI*Lokalisation ' 3

Atrium

Ventrikel

Abb. 18: Darstellung von CD14 in Ab-

hangigkeit von der Lokalisation in
den Gruppen PBI
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Gruppe Parodontitis

Tabelle 24 und Abb. 19 zeigen einen Lokalisationseffekt (p<0,001) fir CD14 zwi-
schen Atrium und Ventrikel. Ein Gruppeneffekt liegt statistisch mit einem Wert von

p=0,08 vor, wie in Abb. 20 zu sehen.

Tabelle 24: p-Werte in der Varianzanalyse fir CD14

Parameter Faktor p-Wert
CD14 Gruppe 0,008
Lokalisation <0,001
Gruppe
Parodontitis 0,94
*Lokalisation

=)

===

Mikroskopie-Gesichtsfeld

5 H

CD14-positive Zellzahl pro

o ~ ™ ©

Mikroskopie-Gesichtsfeld

CD14-positive Zellzahl pro

IS

Atrium Ventrikel

Abb. 19: Darstellung von CD14 in Abhangigkeit
von der Lokalisation in den Gruppen Parodontitis

1 2
Gruppe Parodontitis

Abb. 20: Darstellung von CD14 in Abhén-
gigkeit von der Gruppe Parodontitis

4.4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Im Mittelpunkt der Studie steht, herauszufinden, ob parodontalpathogene Bakterien

mit Hilfe ihrer Toxine (LPS) am Myokard eine Entzindungsreaktion und damit

Schaden am Gewebe verursachen.

Es lassen sich zusammenfassend die folgenden zentralen Ergebnisse festhalten:
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(1)

()

®3)

(4)

Das Patientenkollektiv besteht aus 30 Patienten, davon 20 Manner und 10
Frauen, im Alter zwischen 38 und 80 Jahren (im Mittel 67,73 £9,29 Jahre).
Alle Patienten litten an einer Herzinsuffizienz, die operationsbedurftig war.
Unter den Teilnehmern befanden sich 22 Nichtraucher und 8 Raucher.

Bei zahnarztlicher Untersuchung wurde festgestellt, dass 22 Probanden eine
leichte oder keine gingivale Erkrankung hatten (Gruppe PBI 1) und 8 Patien-
ten eine fortgeschrittene gingivale Erkrankung vorwiesen (Gruppe PBI 2). An
einer schweren parodontalen Erkrankung litten 23 Patienten (Gruppe Paro-
dontitis 2) und nur 7 Patienten wiesen ein moderate, milde oder keine Paro-

dontitis auf (Gruppe Parodontitis 1).

Die Ergebnisse des Inflammationsscores (H.E.-Farbung) in Atrium, Ventrikel
und Klappe nehmen im Median den Score 2 an. Es spiegelt entziindliches

Geschehen in den Geweben wider.

Die Inflammationsscores und Mittelwerte der immunhistochemischen Para-
meter CD68 und CD14 wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA (nichtpa-
rametrisch und parametrisch) Uberprift. Durch die Varianzanalyse wurden
die Faktoren Lokalisation (Atrium, Ventrikel, Klappe), Gruppe (PBI oder Pa-
rodontitis) und deren Wechselwirkung miteinander tberpriift. Bei allen Far-
bemethoden zeichnete sich ein Lokalisationseffekt ab. Dieser Zusammen-
hang war zu erwarten und ist den histologischen Unterschieden der ver-
schiedenen Gewebe von Atrium, Ventrikel und Klappe geschuldet. Desweite-
ren konnten fir CD68 und CD14 signifikante Mittelwertunterschiede zwi-
schen der Gruppe Parodontitis 1 und 2 gezeigt werden. Fir die Gruppe PBI
1 und 2 konnte weder fir den Parameter CD68 noch flr CD14 das Signifi-

kanzniveau erreicht werden.
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5 Diskussion

Die vorliegende klinisch-experimentelle Studie beleuchtet den Zusammenhang zwi-
schen Parodontitis und Herzinsuffizienz.

Es gibt bereits viele ausfihrliche Studien, die die Assoziation von Parodontalerkran-
kungen und atherosklerotischen Gefal3- und Herzerkrankungen untersuchen (Diet-
rich et al. 2008; Kebschull et al. 2010; Meurman et al. 2004; Tonetti 2009). Sie
kommen zu dem Schluss, dass es einen positiven gemeinsamen Zusammenhang
gibt. Die Aufzeichnungen von Kebschull et al. (2010) zeigen im Detail, welchen Ein-
fluss parodontalpathogene Bakterien auf das Endothel und dessen Dysfunktion ha-
ben. Daraus leitet sich ab, dass auch an anderen Stellen im Korper, die mit Endo-
thel ausgekleidet sind, ein Schaden durch zirkulierende Bakterien verursacht wer-
den kann.

Die Notwendigkeit einer Aortenklappenersatzoperation z&hlt zu den haufigsten
Klappenoperationen (51%) (Dare et al. 1993; Kleikamp et al. 2006). Die Klappen-
destruktion unterliegt degenerativen Prozessen und bedingt im Weiteren die Prog-
redienz der Herzinsuffizienz. Durch Zunahme der Wandspannung kommt es zum
myokardialen Remodeling und zu Zellschaden. Es besteht ein biologisch nachvoll-
ziehbarer Prozess zwischen passageren Parodontalpathogenen und Herzinsuffi-
zienz.

Bei 54-70% ist eine koronare Herzerkrankung im Vorfeld Grund fir die Erkrankung
der Herzinsuffizienz (McMurray und Stewart 2000). Trotz vieler Gemeinsamkeiten
gibt es bedeutende Unterschiede im Verlauf der Erkrankungen, wodurch die Krank-
heitsbilder differenziert betrachtet werden miissen (Helske et al. 2007). Die grundle-
gende Verbindung zwischen Herzinsuffizienz und koronarer Herzerkrankung ist der
chronisch entziindliche und damit zerstérende Prozess von Zellen. Diese atiologi-
sche Vergleichbarkeit gab den Anlass fir unsere Untersuchungen.

Es gibt nur wenige wissenschaftliche Arbeiten, die eine Verbindung von zahnarztli-
cher Diagnose und Herzinsuffizienz beleuchten. In einer Studie von Nakamura et al.
(2011) stellte sich heraus, dass Herzinsuffizienz ein Risikofaktor fir die Parodontitis
ist. Unter den Patienten mit einer Herzklappenoperation befanden sich 49,8% mit
fortgeschrittener Parodontitis. Ahnliche Studien zu Herzklappenoperationen berich-
ten von einem Anteil von 58% (Krennmair et al. 2007). Bei Lassnig et al. (2004) wie-

sen zudem 45,6% der Patienten potentiell infektiose, odontogene Quellen auf.
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Fur die zahnarztliche Diagnose richteten wir uns nach der Empfehlung der Arbeits-
gruppe unter Page und Eke (2007). Um eine Vergleichbarkeit unter Studien zu er-
reichen, schlagen sie vor, dass die Parodontitis aus Messwerten von ST und CAL
gemessen wird. Der Grad der Gingivitis wurde durch den PBI erhoben. Zusatzlich
wurde vor Beginn der Studie eine Kalibrierung unter den unabhéangigen Untersu-
chern durchgefiihrt, wodurch die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Messer-
gebnisse gesichert ist.

Am Herzgewebe wird die Inflammation durch verschiedene Aspekte erhoben. Die
H.E.-Farbung dient Ublicherweise dazu, ein Bild des Entzindungsgrades widerzus-
piegeln und wurde mit Scores (0-3) vergeben. Der in dieser Studie angesetzte Sco-
re erlaubte die Quantifizierung geringgradiger Infiltratausmaf3e durch immunhisto-
chemischen Nachweis von Makrophagenmarkern. Die Einteilung der Scores wurde
von zwei unabhangigen Personen doppelt blind durchgefihrt. Bei den immunhisto-
chemischen Farbungen von CD68 und CD14 wurden die exprimierenden Makro-
phagen pro Gesichtsfeld durch direkte Zahlung erhoben und ein Mittelwert be-
stimmt. CD68 dient gleichfalls als Entziindungsmarker und wird auf Monozy-
ten/Makrophagen exprimiert. Farbungen mit CD14 detektieren Zellen, die die intra-
zellulare Signalkaskade der Entziindung widerspiegeln. CD14 ist der LBP-Rezeptor.
Zusétzlich wurde bei jedem Farbedurchgang zur Kontrolle eine Blindfarbung mitge-
fuhrt.

Ziel war es, bei jeder Farbemethode zu jedem Patienten und jedem Gewebe aquiva-
lente Bereiche mit dem Mikroskop aufzusuchen. Jeder Schnitt des Mikrotoms ver-
andert die Lage. AuRerdem variiert die GréRe des Gewebes von Proband zu Pro-
band, was aber vernachlassigt werden kann. Die Herzklappen konnten nur durch
die H.E.-Farbung beurteilt werden. Die immunhistochemische Farbung der Klappen
ist aufgrund ihrer histologischen Beschaffenheit nicht méglich.

Die Grundlage zur Patientenauswahl stellte der Ethikantrag dar, der vorher festge-
legte Kriterien beschreibt. Das Patientenkollektiv schliel3t Hochrisikopatienten fur
eine Bakteridmie als auch Personen, die im letzten halbem Jahr einen Apoplex oder
Myokardinfarkt erlitten, aus. Alle Studienteilnehmer erhielten einen Aortenklappe-
nersatz (AKE), welcher aufgrund der Diagnose der Herzinsuffizienz bei diesen Pa-
tienten nétig war. Zusatzlich bekamen 16 Patienten einen Bypass. Eine AKE-OP ist
nicht die einzige kurative Malinahme zur Behandlung einer Herzinsuffizienz. Diese

ermdglichte aber fur die Untersuchung einen bestimmten Patientenkreis abzugren-
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zen. Die nach der OP bereitgestellten Gewebe (Atrium, Ventrikel und Klappe) wur-
den untersucht, um sie auf Auswirkungen und Schaden der Toxine (LPS) der paro-
dontalen Bakterien zu prifen. Die durchgefiihrten Bypass-OP’s deuten auf ein athe-
rogenetisches Erkrankungsbild hin, missen aber auch nicht miteinander in Zusam-
menhang stehen. Es sei noch einmal darauf hingewiesen, dass die dystrophischen
Aortenklappenverénderungen einem multifaktoriellen Geschehen unterliegen (Hort
1999).

Die Kohorte umschlie3t das Altersintervall zwischen 38 und 80 Jahren. Sowohl fir
die Parodontitis (Dietrich et al. 2008; Micheelis und Schiffner 2006) als auch fur
Herzerkrankungen (D'Agostino et al. 2000; McMurray und Stewart 2000) lasst sich
in diesem Altersabschnitt ein erhéhtes Risiko erkennen. Sie teilen sich die gleichen
Risikofaktoren als da waren Diabetes mellitus, Hyperlipidamie, Hypertonie und Rau-
chen (Armitage 2000).

Zwischen mannlichen und weiblichen Individuen lag kein signifikanter Unterschied.
Das Rauchen stellt einen bedeutenden Risikofaktor dar, der nicht sicher abge-
schatzt werden kann. Allerdings ergab sich in unserer Untersuchung dazu keine
Signifikanz. Zwar gibt es Studien zu Herzinfarkten (DeStefano et al. 1993; Persson
et al. 2003), die das Rauchen als Risikofaktor ausschlieRen konnten, dem kdnnen
aber widerspriichliche Untersuchungen entgegengebracht werden (Hujoel et al.
2001).

Der BMI ist zwischen den Gruppen der Gingivitis signifikant unterschiedlich. Eine
Untersuchung belegt eine Assoziation zwischen schwachem Zahnstatus und erhdh-
tem BMI. Allerdings sind die Ergebnisse nicht kausal verknipft (Saito et al. 1998).
Es handelt sich um keine Kovariable.

Bei unseren Patienten wurden Begleitdiagnosen gestellt. Dabei tritt besonders oft
Hypertonie (n=18), Hyperlipiddmie (n=11) und Diabetes mellitus Typ Il (n=8) auf.
Entsprechend werden die Patienten medikamentds versorgt. Diese Kovariablen
wurden nicht durch multivariate Analysen entfernt, welches ein Schwachpunkt der
Arbeit ist (Tuominen et al. 2003), wie auch die geringe Fallzahl (n=30) als statisti-
sche EffektgroRie.

Wichtig zu bedenken ist, dass innerhalb von Minuten nach Eintritt von Bakterien in
den Blutkreislauf, das Endokard von diesen durchwandert wird (Durack 1975; Du-
rack und Beeson 1972). Daraufhin wird das Endothel geschadigt und die Entzin-
dung vorangetrieben. Diesem beschriebenen Infektionsmodell steht das systemi-

sche Modell gegeniiber (Seymour et al. 2007). Uber zirkulierende Zytokine wie IL-1,
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IL-6, CRP, TNF-a und PG-E2 werden Endothelien geschadigt (Offenbacher et al.
1990; Scannapieco und Genco 1999). Bei den Teilnehmern unserer Studie sind die
Werte fur den CRP durchschnittlich erhoht. Da bei keinem Patienten gastrointestina-
le, urogenitale oder andere allgemeine Entzindungen vorlagen (Palser 1909), ist
der hohe Wert der entziindlichen Situation vermutlich dem Herzen und dem Paro-
dont geschuldet.

Beck et al. (1996) belegen, dass gram-negative Bakterien signifikant mit den koro-
naren Herzerkrankungen assoziiert sind. In der medizinischen Literatur zu Herz-
klappenerkrankungen kommen dafir vor allem C. pneumoniae und H. pylori in Fra-
ge (Juvonen et al. 1997). In der neueren Literatur werden nun auch orale Bakterien
als mdoglicher Grund fir eine Aortenklappenerkrankung angefiihrt (Cohen et al.
2004). Kommt es bei Klappentragern zu einer spaten Endokarditis, ist der Anteil
gram-negativer Keime besonders hoch (Wilson et al. 1975), was sich von der typi-
schen Strepptokokken Endokarditis unterscheidet. Bioprothesen entwickeln in Folge
der Entziindung haufiger Stenosen und Insuffizienzen (Auer et al. 2001).

Nach den Richtlinien der AHA (Wilson et al. 2007) erhielten alle Probanden vor und
nach der Herzklappenoperation eine Endokarditisprophylaxe. Das Bakteridmierisiko
ist nach zahnéarztlicher Behandlung bis zu 2 Wochen nach Erhebung latent (Starke-
baum et al. 1997).

Die zahnérztliche Diagnose wurde spéter aus statistischen Griinden einmal fur den
Grad der Gingivitis und fir die Parodontitis in je zwei Gruppen eingeteilt. So finden
sich in der ersten Gruppe eine milde, moderate oder keine Auspragung der Erkran-
kung und in der zweiten Gruppe die fortgeschrittenen L&sionen. Fur den PBI ergab
sich ein Median von 1. Die Mehrzahl der Studienteilnehmer (n=22) befindet sich in
der ersten Gruppe der Gingivitis. Viele der untersuchten Patienten erklarten im Ge-
sprach, dass ihr Kardiologe sie auf eine zahnarztliche Untersuchung im Zusammen-
hang mit der Herzerkrankung hingewiesen habe. Bis auf einen Probanden sind alle
Teilnehmer im gleichen oder vorherigen Jahr bei ihrem Zahnarzt vorstellig gewor-
den. 43% von ihnen bejahten sich in ihrer Vergangenheit einer PAR-Therapie unter-
zogen zu haben. Die zeitliche Nahe zum Zahnarztbesuch steht im Zusammenhang
mit den vorzufindenden guten gingivalen Zustanden. Im Gegensatz dazu stehen die
parodontalen Verhaltnisse. Diese spiegeln vorangegangenes Geschehen und die
Progredienz wider. Der Grad der Parodontitis ergibt im Median 3. Es handelt sich

dabei um die schwere Parodontitis (n=23), bei medianen Sondierungstiefen von
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6mm und klinischem Attachmentlevel von 8,5mm. Bei 77% der Teilnehmer liegt ein
stark fortgeschrittenes parodontal zerstdrtes Gebiss vor.

Dietrich et al. (2008) beschreiben einen Kausalzusammenhang zwischen Parodonti-
tis und koronarer Herzerkrankung. Uber direkte (Bakteriamie) und indirekte (syste-
mische Inflammation) Effekte fuhrt die chronische Parodontitis zu Schaden am Her-
zen. Modulierenden Einfluss haben genetische und wirtseigene Faktoren. Dieser
Gedanke deckt sich mit unserer Patientengruppe, die sowohl eine fortgeschrittene
Parodontitis mit Besiedlung parodontopathogener Bakterien aufweisen als auch
Schaden am Herzen.

In Interventionsstudien ist belegt, dass durch PAR-Therapie die systemischen Ent-
ziindungsmarker wie CRP, TNF-a und IL-6 gesenkt werden (D’Aiuto et al. 2004b;
Iwamoto et al. 2003). Weitere Studien belegen, dass durch Therapie der Parodonti-
tis, das Risiko der kardiovaskularen Erkrankungen gesenkt werden kann. Sie defi-
nieren den Erfolg vor allem Utber die Endothelfunktion (Elter et al. 2006; Mercanoglu
et al. 2004; Tonetti et al. 2007).

Mit histologischen Methoden wurden Atrium, Ventrikel und Klappe auf Entzin-
dungszeichen und Sché&den durch Produkte der gramnegativen Bakterien unter-
sucht. Im Mittelpunkt steht dabei die nachweisbare Destruktion am Ventrikel. Als
Anpassung an den Zellwandstress reguliert der Kérper, durch Hypertrophie der Kar-
diomyozyten, gegen. Dieser Mechanismus fuhrt zusammen mit der kardialen Apop-
tose zu einem Circulus vitiosus und ist ein maf3geblicher Grund fir die Entwicklung
der Herzinsuffizienz (Narula et al. 1999; Takano et al. 2002). Angeli et al. (2003)
fanden heraus, dass es eine signifikante Verbindung zwischen linker Ventrikelmas-
se und moderater bis schwerer Parodontitis gibt. In Studien zeigte sich, dass Pg
tatsachlich Hypertrophie und Apoptose in Kardiomyozyten hervorruft (Wu HC et al.
2008). Die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchung stehen mit diesen in
Einklang. Die Vermutung, dass nicht nur die Herzklappe von den Folgeschaden der
LPS betroffen ist, sondern auch Atrium und Ventrikel, wird unterstiitzt.

Bei den Inflammationsscores sind in dieser Studie keine signifikanten Ereignisse flr
die Gewebe (Atrium, Ventrikel, Klappe) verzeichnet. Es lasst sich allerdings die
Tendenz vermuten, dass hohere Scores mit héheren Entziindungsgraden in Zu-
sammenhang stehen. Im Median liegt ein Score von 2 vor. Dieser Trend gilt fur die
Gruppen der Gingivitis als auch der Parodontitis.

Bei Assoziation der Scores (Inflammation) und Mittelwerte (CD68 und CD14) in der

Varianzanalyse mit den Faktoren Lokalisation, Gruppen der PBI und der Parodonti-
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tis, sowie deren Wechselwirkung, lasst sich fur alle Farbungen ein signifikanter Un-
terschied fur die Lokalisation (p<0,002) nachweisen. Es bedeutet, dass es sinnvoll
ist, zwischen Schaden an Atrium, Ventrikel und Klappe zu unterscheiden. Dies ent-
spricht der Tatsache, dass ihr histologischer Aufbau unterschiedlich ist. Es wird of-
fenkundig, dass die Destruktionen an den Klappen und anschlie3end im Atrium wei-
ter vorangeschritten sind als im Ventrikel. Das ist wiederum auch einer der Griinde,
warum die Klappengewebe fir die immunhistochemischen Farbemethoden un-
brauchbar waren.

Fur den Inflammationsscore (p=0,08) liegt innerhalb der Gruppen PBI 1 und 2 eine
Tendenz fur die Verteilung vor. Zwischen den Gruppen der Parodontitis 1 und 2
wurde von den immunhistochemischen Parametern das Signifikanzniveau erreicht.
Dabei liegt der p-Wert flr CD68 in den Gruppen der Parodontitis bei p=0,03 und fur
CD14 in den Gruppen der Parodontitis bei p=0,008. Es treten haufiger bei den fort-
geschrittenen Entzindungsprozessen hohere Mittelwerte auf. Die Einteilung in
Gruppen fur PBI und Parodontitis ist daher zweckmalflig und steht in einem noch
nicht genau erklarten Zusammenhang mit dem Auspragungsgrad der Entziindung
am Parodont und am Herzen. Unsere Hypothese ist es, dass der Grad der Ginigivi-
tis und der Parodontitis im Zusammenhang mit dem am Herzgewebe auftretenden
Stoffwechselgeschehen steht, dies hervorgerufen durch Produkte der Parodontalpa-
thogene. Da CD68 ein Entziindungsmarker ist, der auf Monozyten und Makropha-
gen exprimiert wird, kann der Hypothese zugestimmt werden. Ausgeldst durch Pg,
werden uUber eine Signalkaskade immer mehr Monozyten durch MCP-1 angelockt
(Niu und Kolattukudy 2009). Sie heften sich an die Endotheloberflache und unter-
stitzen das Entzindungsgeschehen (Roth et al. 2007). Auch CD14 ist als Entzin-
dungsmarker zu verstehen. Bakterien, die LPS nach Zerfall freisetzen, fihren tber
den Schlusselweg zu CD14 und schlieBlich zum Toll-like-Rezeptor (TLR). Die Sig-
nalkaskade wird so in Gang gesetzt und die Genexpression induziert die Aktivierung
proinflammatorischer Zytokine und Mediatoren (Coats et al. 2003; Jin et al. 2004;
Yamamoto et al. 2003).

CD68 wird haufiger exprimiert als CD14, da nicht jeder Monozyt/Makrophag CD14-
Molekile an seiner Membranoberflache exprimiert. In unserer Studie konnte dies
beim Vergleich der Mittelwerte nicht vollstdndig abgeklart werden und bedarf weite-
rer Untersuchungen zur Labormethodik.

Fehlerquellen der Studie sind eine zu kleine Probandengruppe und der Mangel ei-

ner entsprechenden Kontrollgruppe. Des Weiteren kdnnen Einflussfaktoren wie das
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Rauchen oder der Diabetes mellitus nicht durch multivariate Analysen verrechnet
werden. Ein anderes Manko sind die auf Tierstudien basierenden Uberlegungen zur
atiologischen Gemeinsamkeit der entzindlichen Erkrankungen von Parodontitis
Uber die Atherogenese bis hin zur Herzinsuffizienz.

Es wurde nachgewiesen, dass herzinsuffiziente Patienten zum grof3ten Teil fortge-
schrittene Stadien der Parodontitis aufweisen (n=23). Der Entziindungszustand am
Herzgewebe konnte nicht Uber den Inflammationsscore mit den im Mund befindli-
chen Zustanden korreliert werden. Dahingegen konnte allerdings ein signifikanter
Unterschied fir CD68 und CD14 die Hypothese belegen, dass Stoffwechselproduk-
te gram-negativer Bakterien einen Anteil der Destruktion an den Kardiomyozyten
ausmachen. Gezeigt wurde auch, dass sich Gewebsdefizite nicht nur an den Klap-
pen, sondern auch an Atrium und Ventrikel etablieren. Daftir werden in dieser Studie
die Produkte der Parodontalkeime und deren Wirkung als Trigger fur Entziindungs-
prozesse verantwortlich gemacht.

Die vorab postulierte Hypothese, dass Parodontitis ursachlich Herzinsuffizienz be-
dingt, kann nicht endgiiltig bestatigt werden.

Es mussen daher weiterhin umfangreiche klinische-experimentelle, prospektive und
longitudinale Patientenstudien und Interventionsstudien durchgefuhrt werden, um
die hier vorgebrachten Uberlegungen zu verifizieren. Gefordert wird ein interdiszipli-
nares Zusammenarbeiten zwischen Kardiologen und Zahnérzten, um mit Hilfe einer
PAR-Therapie ein Entziindungsgeschehen von Anfang an zu beherrschen. Da der
Herzklappenersatz heute noch immer die einzige suffiziente Therapie der entspre-
chenden Probandengruppe ist, muss friiher interagiert werden. Dem Zahnarzt fallt
hier eine grof3e Verantwortung zu, seine Patienten Uber mogliche Risiken oraler

Pathologien aufzuklaren, die in Herzerkrankungen minden.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Studie war es, den Parodontalzustand von Patienten mit Herzinsuffizienz zu
erheben und mit Hilfe der Histologie mdgliche Zusammenhénge zwischen Parodon-
talpathogenen und myokardialen Schaden zu Uberprufen.

Wie beeinflusst nun die Parodontitis die Herzinsuffizienz?

Die Hypothesen hatten zum Inhalt, dass herzinsuffziente Patienten mit fortgeschrit-
tenen parodontalen Lasionen auch eine hdhere Pravalenz fir Entziindungsgesche-
hen am Herzen aufweisen. Die Folge wirde sein, dass aufgrund der Wechselwir-
kung mit den Toxinen der Parodontalpathogene Destruktionen an den Strukturen
des Herzens auftreten. Dies sollte histologisch als auch histochemisch nachgewie-
sen werden.

Zunachst wurden stationar liegende Patienten aufgesucht, die aufgrund einer Herz-
insuffizienz eine neue Aortenklappe erhielten. Als Vorbereitung auf die zahnérztliche
Untersuchung wurden sie Uber die Studie aufgeklart, anamnestisch befragt und
nach Zustimmung antibiotisch abgeschirmt. Erhoben wurden neben dem DMF-T-
Index auch der PBI fir den Grad der Gingivitis bzw. CAL und ST fir den Grad der
Parodontitis. Aus statistischen Griinden wurden die Grade im Nachhinein in je zwei
Gruppen unterteilt.

Gewebe von Atrium, Ventrikel und Klappe, welches nach erfolgreicher Aortenklap-
penersatz- OP zur Verfligung stand, wurde im Labor durch H.E.- bzw. immunhisto-
chemische Farbung auf Entziindungszeichen und Wirkung bakterieller Endprodukte
untersucht. Daraufhin wurden in jeder Farbemethode gleiche Gewebeabschnitte
mikroskopiert. Fir die Inflammation wurden die Gewebeabschnitte mit Scores von 0
bis 3 versehen. Bei den immunhistochemischen Parametern erfolgte die direkte
Zahlung der CD68- und CD14-exprimierenden Makrophagen pro Gesichtsfeld. Mit
dem Programm Statistica erfolgte die Auswertung mittels Mittelwerten +SA, Median,
Chi-Quadrat-Vierfeldertest, bis hin zur zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA).
Das Signifikanzniveau lag bei p<0,05.

Insgesamt wurden 30 Patienten im durchschnittlichen Alter von 67,73 £9,29 Jahren
in die Studie einbezogen. Das Rauchen zeigte sich nicht signifikant. Der BMI war
innerhalb der Gruppen der Gingivitis signifikant (p=0,05). Ein Grof3teil der Patienten
wies ein fortgeschrittenes Stadium der Parodontitis (Gruppe Parodontitis 2 n=23) bei

gingival gesunden Zustanden auf (Gruppe PBI 1 n=22). Es ist mdglich, dass eine
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Vielzahl der Patienten in Vorbereitung auf die OP Uber das Risikopotential einer
Bakteriamie aufgeklart war. Es ist nach Herzklappenersatzoperationen besonders
hoch. Dies ist Zahnarzten und Arzten bekannt und geregelt durch Leitlinien zur En-
dokarditisprophylaxe.

Bei der Assoziation der Marker in der zweifaktoriellen Varianzanalyse wird klar, dass
die Unterscheidung in Atrium, Ventrikel und Klappe aus histologisch strukturellen
Grunden sinnvoll ist. Schadigungen sind am deutlichsten an der Klappe, dann am
Atrium und als letztes am Ventrikel. Es lag stets ein Lokalisationseffekt (p<0,002)
vor. Die histologischen Farbemethoden lassen die Tendenz erahnen, dass hdhere
Scores und Mittelwerte mit héheren Entziindungsgraden und Destruktionen in Zu-
sammenhang stehen. Geslindere parodontale Verhaltnisse sind mit niedrigeren
Scores und Mittelwerten verbunden. Zwischen den Gruppen PBI 1 und 2 lag kein
statistisch nachweisbarer Unterschied vor. Anders ergab es sich in den Gruppen
Parodontitis 1 und 2. Fur CD68 (Monozyten/Makrophagen) lag die Signifikanz bei
3% und fur CD14 (LPS-Bindungsprotein-Rezeptor) bei 0,8% zwischen den Parodon-
titis Gruppen.

Negativen Einfluss auf die Studie kdnnte eine geringe Teilnehmeranzahl und Kova-
riablen haben, die nicht durch multivariate Analyse heraus gerechnet wurden. Den-
noch ist es biologisch plausibel, dass Parodontalpathogene in den Blutstrom gelan-
gen. Am Herzgewebe wird daraufhin eine Signalkaskade ausgeldst, die proinflam-
matorische Auswirkungen hat. CD68 und CD14 lassen sich statistisch fur dieses
Ereignis bei Probanden mit fortgeschrittenen parodontalen Erkrankungen nachwei-
sen. Sie stehen fur entziindliche Ereignisse vermittelt durch Monozyten und Makro-
phagen.

Die entzindlich bedingte Genese von Parodontitis und Herzinsuffizienz l&sst
schlussfolgern, dass die Parodontitis als Ursache nicht auszuschlieRen ist. Durch
die multifaktorielle Entwicklung beider Leiden lasst sich mittels vorliegender Unter-
suchung kein eindeutiger Kausalzusammenhang nachweisen. Die genauen, noch
ungeklarten Assoziationen sollten in weiterfiihrenden Studien erforscht werden.
Besonders wichtig ist die interdisziplindre Zusammenarbeit zwischen Kardiologen
und Zahnérzten, die ihre Patienten ausreichend Uber das Zusammenwirken von

Mundgesundheit und Herzerkrankungen aufklaren missen.
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7.1 Vordrucke

7.1.1 Anamnesebogen fur die Patienten

Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Gottingen, Zent-
rum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung und Praventive
Zahnheilkunde und Parodontologie; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Gottingen; Tel.:
0551/3922877

Prof. Dr. Dipl.-Phys. Friedrich Schéndube; Georg-August-Universitat Gottingen, Ab-
teilung der Thorax-, Herz- und Gefafichirurgie, Zentrum Chirurgie der Universitats-
medizin; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Géttingen

Anamnesebogen
,Klinisch - Experimentelle Studie zur mdglichen Assoziation
parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen®

Pat.-Nr. Datum:

Bitte beantworten Sie die folgenden Fragen bzw. kreuzen Sie Zutreffendes an.
Mehrfachantworten sind madglich. Die gewissenhafte Beantwortung ist eine Vor-
aussetzung fur den Erfolg der Studie!

ja nein
1. Sind Sie in standiger arztlicher Behandlung? [] []
Wenn ja, WESWEJEN? ...ccooiiiiiii i,
2. Leiden Sie an einer Herzerkrankung? (z.B. A. pectoris, Endokarditis,
Klappenfehler) [] []
3. Mussen Sie standig Medikamente einnehmen? [] [1

Wenn ja, WEIChE? ......uieiiiiiiiiiiiiiiiiie et aeeeeees
(z.B. zur Blutzuckersenkung; gegen Herzbeschwerden, Bluthochdruck; zur
Hemmung der Blutgerinnung; Rheumamittel; Beruhigungs-/Schlaftabletten)

4. Sind Sie zur Zeit in arztlicher Behandlung? [] []

Wenn ja, WESWEGEN? ...ccooeeiiiei e
5. Wann sind Sie zum letzten Mal zahnéarztlich untersucht

WOrdeN? .....ovviiieeeeiiiiieneeeeeeenn
6. Sind Ihre Zahne temperaturempfindlich? [ [1
7. Blutet Ihr Zahnfleisch? [ [1
8. Bemerken Sie Stellungsveranderungen lhrer Zéhne [ [1
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9. Haben Sie manchmal einen schlechten Geschmack im Mund? [ [1

10. Haben Sie wegen Zahnlockerung bzw. Zahnfleischbeschwerden
schon einmal einen Zahnarzt aufgesucht? [] []
Wenn ja, was wurde gemacht? .........ccccooiiiiiiiiiieeniiieee e

11. Wurde bei Ihnen bereits eine "Parodontose"-Behandlung

durchgefuhrt? Wenn ja, wann? ..........ccccccceeennne [] [1
12. Rauchen Sie oder haben Sie geraucht? [ [1
13. Wie viel Zigaretten/ Schachteln pro Tag etwa?

.......... Zigaretten/ Tag, ......... Schachteln/ Tag
Ort und Datum Unterschrift

7.1.2 Patientenaufklarung

Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Goéttingen, Zent-
rum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung und Praventive
Zahnheilkunde und Parodontologie; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Gottingen; Tel.:
0551/3922877

Prof. Dr. Dipl.-Phys. Friedrich Schéndube; Georg-August-Universitat Gottingen, Ab-
teilung der Thorax-, Herz- und Gefaf3chirurgie, Zentrum Chirurgie der Universitats-
medizin; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Goéttingen

Patientenaufklarung - Studienteilnahme
,Klinisch - Experimentelle Studie zur moglichen Assoziation

parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen®

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!
Hiermit mochten wir Sie um die freiwillige Teilnahme an der klinisch-wissenschaftlichen Un-
tersuchung: ,Klinisch Experimentelle Studie zur mdéglichen Assoziation parodontaler Ge-

sundheit und verschiedenen Herzerkrankungen® bitten.

Parodontitis ist eine Erkrankung von Zahnfleisch und zahnumgebenden Knochen, dem so
genannten Zahnhaltapparat; bis hin zum Verlust des Zahnhalteapparates und Abbau des
Kieferknochens. Als Folge kdnnen betroffene Zahne verloren gehen. Einer Entziindung des
gesamten Zahnhalteapparates geht in der Regel eine Entziindung des Zahnfleisches vor-

aus. Dabei spielen viele verschiedene Faktoren eine Rolle: Zahnbelag (Plaque), bestimmte
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Bakterien, kérpereigene Abwehr, aber auch Allgemeinerkrankungen (z.B. Diabetes mellitus,
HIV) oder Medikamente. Die Entzindung des Zahnhalteapparates lasst sich durch Messung
von Zahnfleischtaschen und Beurteilung des Knochenabbaus aufzeigen und diagnostizieren.
Zahnfleischbluten und zunehmende Lockerung des Zahnes kdnnen weitere Hinweise geben.
Mikrobielle Untersuchungen zur Bestimmung der Menge und Art der in der Zahnfleischta-
sche befindlichen Bakterien kdnnen zudem eine genauere Auskunft iber Krankheitszustand

und den Verlauf geben.

Grund dieser Studie ist die Uberpriifung der klinischen Zusammenhange von Allgemeiner-
krankungen (in diesem Fall Erkrankungen am Herzen) mit Erkrankungen des Zahnhalteap-
parates. Ziel dieser rein wissenschaftlichen Untersuchung soll es sein, Patienten mit Herzer-
krankung hinsichtlich méglicher Zusammenhénge zwischen der Parodontitis und der Herzer-
krankungen zu untersuchen. Mit lhrer Teilnahme kdnnen Sie uns helfen herauszufinden ob

und welche Zusammenhénge zwischen den beiden Erkrankungen existieren.

Um Aussagen Uber den jeweiligen Mundhygiene- und Entzindungszustand zutreffen zu
konnen, werden spezielle Befunde erhoben, die sich aus einem Kariesbefund, der Messung
der

Entziindung des Zahnfleischs und aus Feststellung des Zustands des Zahnhalteapparates
(Messung der Zahnfleischtaschen; Feststellung der Zahnlockerung) zusammensetzen. Zu-
satzlich erfolgt eine Bestimmung von vorhandenen Bakterien aus der Zahnfleischtasche. Die

Untersuchungen an lhren Zahnen und an lhrem

Zahnfleisch fuhrt ein Doktorand (9. Semester Zahnheilkunde) der Abt. Zahnerhaltung, Préa-
ventiven Zahnheilkunde uns Parodontologie der Universitatsmedizin Goéttingen nach Ab-

sprache mit Ihrem betreuendem Arzt durch.

Des Weiteren bitten wir Sie, einige Fragen zu Ihrem Allgemeinzustand, Lebensgewohnhei-
ten und Mundgesundheitszustand zu beantworten. Bitte versuchen Sie diese Fragen wahr-

heitsgeman und maoglichst genau zu beantworten.

Der Zeitraum der Untersuchung ist ein Tag vor oder nach der Operation geplant und wird bei
Ihnen auf Station am Bett durchgefihrt. Der Mehraufwand an Zeit pro Untersuchung betragt
ca. 15 Minuten; es entstehen fir Sie keine zusatzlichen Kosten. Risiken und Nebenwirkun-
gen bei der Durchfiihrung der Untersuchung sind nicht zu erwarten bzw. bestehen nicht, da
keine Medikamente, operative Eingriffe oder Anfertigungen von Réntgenaufnahmen notwen-

dig sind; jedoch kann die Untersuchung ggf. unangenehm sein und mdéglicherweise gering-

fugige Blutungen provozieren. Um mdgliche Unannehmlichkeiten zu verhindern, wird lhr
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Zustand nach der Operation berucksichtigt und ggf. auf die Untersuchung verzichtet. Auf Im
Rahmen der postoperativen MaRnahmen sind Sie antibiotisch abgedeckt und es eriibrigt

sich eine eventuell notwendige Endokarditisprophylaxe.

Ilhre personenbezogenen Daten unterliegen dem Datenschutz und werden vom Leiter der
Prufung nicht weitergegeben. Sie werden pseudnymisiert behandelt (anstelle von Namen

und Geburtsdatum wird ein Zahlencode verwendet), nur zu Untersuchungszwecken verwen-

det und nach der Auswertung vernichtet.
Wir bitten um die freiwillige Teilnahme an der Studie. Sie kénnen jederzeit die Teilnahme
widerrufen, ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile erwarten zu missen. Nach |h-

rem Widerruf erfolgt unverziglich die Vernichtung Ihrer personenbezogenen Daten.

Fir Ruckfragen stehen Ihnen der Studienleiter und der durchfiihrende Zahnarzt unter o.g.

Telefonnummern zur Verfugung.

Vielen Dank fir lhre Teilnahme.

Ort und Datum Unterschrift

72




7 Anhang

Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Géttingen, Zentrum
Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung und Préaventive Zahnheilkunde
und Parodontologie; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Gdottingen; Tel.: 0551/3922877

Prof. Dr. Dipl.-Phys. Friedrich Schéndube; Georg-August-Universitat Gottingen, Ab-
teilung der Thorax-, Herz- und Gefaf3chirurgie, Zentrum Chirurgie der Universitats-
medizin; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Géttingen

Patientenaufklarung
Wissenschaftliche Verwendung von Blut und (Rest-)Gewebe
,Klinisch - Experimentelle Studie zur mdglichen Assoziation
parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen®

Sehr geehrte Patientin, Sehr geehrter Patient!

Hiermit méchten wir Sie um lhr freiwilliges Einverstandnis fir die wissenschaftliche Verwen-

dung von Blut- und (Rest-)Gewebe (Herzgewebe) im Rahmen der klinisch-

wissenschaftlichen Untersuchung: ,Klinisch Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation

parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen* bitten.

Fir die geplante wissenschatftliche Untersuchung werden Gewebe- und Blutproben von Pa-

tientinnen und Patienten mit Herzerkrankung, die sich einem chirurgischen Eingriff unterzie-

hen, benétigt. Wahrend lhrer Behandlung in der Abteilung Thorax-, Herz- und GefaR3chirur-

gie der Universitatsmedizin Goéttingen sind aus &rztlichen Griinden vor lhrem geplantem

chirurgischem Eingriff Blutentnahmen und wahrend der Operation auch Gewebeentnahmen

noétig und geplant. Wir méchten Sie bitten, die anfallenden Blut oder Restgewebe, welches

als sogenanntes ,Abfallgewebe” ansonsten verworfen werden wiirde, fiir diese wissenschaft-

lichen Untersuchungen zur Verfligung zu stellen.

Das fir wissenschaftliche Untersuchungen bendétigte Blut muss zuséatzlich entnommen

werden. Die Entnahme von Blut erfolgt im Rahmen einer Routineentnahme wéahrend einer

arztlichen Untersuchung vor der geplanten Operation, deshalb ist kein zusatzlicher Einstich

mit der Kaniile (,Nadel) in die Haut notwendig. Hierbei werden lhnen zuséatzlich 5ml Blut

entnommen. Sowohl diese Menge als auch die fiir die eigentliche Untersuchung entnomme-

ne Blutmenge sind gesundheitlich unbedenklich.

Bei dem fiir die wissenschaftliche Untersuchung verwendeten Gewebe handelt es sich um

sogenanntes Restgewebe (,,Abfallgewebe“). Dieses Gewebe fallt im Rahmen der medizi-

nisch notwendigen MaRnahmen (Operation) an. Fir die wissenschaftliche Untersuchung

wird ausschlieBlich solches Gewebe verwendet, das aus medizinischen Griinden entnom-
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men werden musste und das ansonsten entsorgt wiirde (es wird kein zuséatzliches Gewebe

enthommen).

Die Proben werden bis zur spéateren Analyse in einer Blut- beziehungsweise Gewebebank

tiefgekiihlt gelagert. Auf diese Art kdnnen sie flir anschlieBende wissenschaftliche Untersu-

chungen genutzt werden.

Anhand der zur Verfigung gestellten Blut- und Gewebeproben soll im Rahmen der geplan-

ten _Untersuchung die bakterielle Zusammensetzung der Mundhdhle mit einer mdéglichen

bakteriellen Besiedelung am Herzgewebe verglichen werden. Die Blutproben dienen der

Bestimmung verschiedener Blutparameter und Risikofaktoren.

Auch wenn von den wissenschaftlichen Untersuchungen kein direkter Einfluss auf |hren

Krankheitsverlauf oder die Behandlung lhrer Erkrankung erwartet werden kann, kénnen Sie

durch lhre Bereitschaft, Restgewebe oder Blut zu wissenschaftlichen Zwecken zur Verfi-

gung zu stellen, einen wichtigen Beitrag zum besseren Verstandnis und zur Verbesserung

der Behandlung von oralen Erkrankungen in_Zusammenhang mit Allgemeinerkrankungen

leisten. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen kénnen in Zukunft fiir andere Patientinnen

oder Patienten von Bedeutung sein.

Sowohl die Proben als auch Ihre personlichen Daten unterliegen dem Datenschutz und wer-

den bei der Aufnahme mithilfe von mehrstelligen Identifikationsnummern verschliisselt

(pseudonymisiert). Dies bedeutet, dass Wissenschaftler oder Personen, die mit lhren Proben

und Daten arbeiten werden, nicht wissen werden, von wem diese Proben oder Daten stam-

men. Sie werden keine Mdglichkeit erhalten, diese Proben oder Daten bis zur |hrer Person

zurlickzuverfolgen. Nur wenige mit der Verwaltung der Gewebe-, Blut-, Datenbank betraute

Personen (der verantwortliche Leiter oder die verantwortliche Leiterin, der Datenbank-

Administrator, der Klinikdirektor) kdnnen anhand einer Namensliste die Herkunft der Proben

oder Daten ermitteln.

Entscheidungsfreiheit

lhre Einwilligung zur Gewebe- oder Blutspende in der beschriebenen Form ist vollkommen

freiwillig. lhre Zustimmung oder Ablehnung hat keine Auswirkungen auf die weitere Be-

handlung und Betreuung in unserer Klinik.

Fir die Aufbewahrung von Gewebe und Blutproben ist keine zeitliche Begrenzung vorge-

sehen. Sie kénnen jederzeit (auch nach Abschluss der Behandlung) eine gegebene Einwil-

ligung zur Lagerung der Proben ohne Angabe von Griinden miindlich oder schriftlich wider-

rufen, ohne dass dies nachteilige Folgen fir Sie oder lhre weitere medizinische Behand-

lung hat. In diesem Fall werden die Blut- bzw. Gewebeproben vernichtet, Ihr Name wird

aus der Liste entfernt.
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Besondere Hinweise

Fir das zu wissenschaftlichen Zwecken gespendete Gewebe und Blut gilt:

e das entnommene Gewebe/Blut wird nicht kommerziell verwendet,

¢ es werden keine genetischen Manipulationen (z.B. Klonen) vorgenommen,

e es wird nicht zu therapeutischen Zwecken bei anderen Menschen verwendet.

Alle wissenschaftlichen Projekte, fiir die lhr Blut oder Restgewebe verwendet wird,

werden der zustandigen Ethik-Kommission zur Beratung vorgeleqgt.

Abhangig von lhrer Erkrankung und der bei lhnen notwendigen medizinischen Be-
handlung wird Sie der behandelnde Arzt oder die behandelnde Arztin fragen, ob Sie
bereit waren, Restgewebe oder Blut fiir wissenschaftliche Forschung zu spenden.
Falls Sie mit der wissenschaftlichen Verwendung Ihrer Proben zustimmen, kdnnen Sie
in der beiliegenden Einwilligungserklarung die fir Sie passende Kombination wahlen
und bestimmen, in welcher Weise lhre Proben eingesetzt werden kénnen.
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7.1.3 Patienteneinwilligung

Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Goéttingen, Zent-
rum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung; Praventive Zahn-
heilkunde und Parodontologie; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Goéttingen; Tel.:
0551/3922877

Prof. Dr. Dipl.-Phys. Friedrich Schéndube; Georg-August-Universitat Gottingen, Ab-
teilung der Thorax-, Herz- und Gefalichirurgie, Zentrum Chirurgie der Universitats-
medizin; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Géttingen

Einverstandniserklarung — Teilnahme an Untersuchung
,Klinisch - Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation

parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen®

Ich, wurde von meinem Arzt vollstandig Uber We-

sen, Bedeutung und Tragweite der klinischen Untersuchung mit dem Titel:

,Klinisch - Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation parodontaler Gesund-
heit und verschiedenen Herzerkrankungen®

aufgeklart.

Mir ist bekannt, dass bei dieser Untersuchung personenbezogene Daten, in-
sbesondere der medizinische Befund tber mich erhoben, gespeichert und
ausgewertet werden sollen. Die Verwendung der Angaben Uber meine Ge-
sundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der Teilnah-
me an der Klinischen Prifung die folgende freiwillig abgegebene Einwilli-

gungserklarung voraus.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Untersuchung zu ent-
scheiden und weil3, dass die Teilnahme freiwillig ist.
Mir ist bekannt, dass ich jederzeit und ohne Angaben von Grinden diese Zustim-

mung widerrufen kann, ohne dass sich dieser Entschluss nachteilig auf meine weite-

re Behandlung auswirkt.

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser Einwilligungserklarung

erhalten.
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Ich erklare hiermit meine freiwillige Teilnahme an dieser Studie.

Ort und Datum Unterschrift des Teilnehmers

Ort und Datum Unterschrift des Prifarzt

Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Goéttingen, Zent-
rum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung; Praventive Zahn-
heilkunde und Parodontologie; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Goéttingen; Tel.:
0551/3922877

Prof. Dr. Dipl.-Phys. Friedrich Schondube; Georg-August-Universitat Gottingen, Ab-
teilung der Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie, Zentrum Chirurgie der Universitats-
medizin; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Géttingen

Einverstandniserklarung
Wissenschaftliche Verwendung von Blut und (Rest-)Gewebe.
,Klinisch - Experimentelle Studie zur mdglichen Assoziation
parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen®

Erklarung der Patientin, des Patienten nach dem Aufkldrungsgesprach mit
dem Arzt / Arztin

HEerr/Frau DI, ......oeeeviiiiiiiieiieee e hat mir anhand der Hinweise im
Merkblatt den Zweck und die Vorgehensweise einer Blut-/ Gewebespende fir die
geplante wissenschaftliche Untersuchung ausfiuihrlich dargelegt. Ich wurde ebenfalls
Uber den Umgang mit den erhobenen Daten und das Vorgehen bei der Verschliis-
selung der Proben informiert. Alle Fragen wurden zu meiner Zufriedenheit beantwor-
tet. Ich habe die zusatzlichen Hinweise (keine kommerzielle Verwendung des Ge-
webes, keine Genmanipulationen, Datenschutz, Recht auf Widerruf) zur Kenntnis
genommen, das Aufklarungsblatt habe ich erhalten.

Hiermit erklare ich mich einverstanden mit (Bei Zustimmung bitte bei ja ankreuzen)
® der wissenschaftlichen Verwendung vom Restgewebe (dabei wird lediglich das
Gewebe verwendet, das aus medizinischen Grinden entnommen werden musste
und nicht fiir weitere diagnostische Malinahmen bengtigt wird),

ja () nein ()
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# der Blutentnahme von insgesamt 5ml (dieses Blut wird im Rahmen einer medizi-
nisch notwendiger Routineblutentnahme zusatzlich enthommen). ),
ja()nein ()

Besondere Bestimmungen fur den Umgang mit den pseudonymisierten Blut-
/Gewebeproben

# Ich bin damit einverstanden, dass die entnommene Blut-/Gewebeprobe in der
Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie Goéttingen zeitlich uneingeschréankt aufbewahrt
und in der Universitdtsmedizin Gottingen fir wissenschaftliche Untersuchungen
verwendet wird.

ja () nein ()

Die gegebene Einwilligung ist freiwillig und kann jederzeit ohne die Angabe von
Grinden mundlich oder schriftlich bei: Anschrift- und Telefonnummer der Kontakt-
stelle widerrufen werden, ohne daf? dies nachteilige Folgen flir die weitere medizini-
sche Behandlung hat.

Es gelten die im Aufklarungstext beschriebenen Maflinahmen zur Wahrung des Da-
tenschutzes; eine Weitergabe von Proben oder Krankheitsdaten erfolgt ausschliel3-
lich in verschlisselter (pseudonymisierter) Form.

Die unterschriebene Einwilligungserklarung wurde mir in Kopie ausgehandigt.

GO IO N BN ittt teits e et ettt eeeseeeesteeesseeessseeensseesareeentaeensee  seeatesensseesnteeessseennseeenseee
Unterschrift der Patientin Unterschrift des Arztes

7.2 Chemikalien

Tabelle 25: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller

. _ Apotheke, Universitatsmedizin Got-
Flussiger Stickstoff _
tingen

, ] Sigma Diagnostics, Saint Quentin
Formalin Solution 10% Neutral buffered _ )
Fallavier Cedex, Frankreich

Ethanol 99% (vergallt 1%) in verschiedenen | Apotheke, Universitatsmedizin Got-

Konzentrationen tingen
Formalin Solution 10% Neutral buffered Roth, Karlsruhe, Deutschland
Chloroform Apotheke, Universitatsmedizin Got-
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tingen

Paraplast Plus (65°C)

Sherwood Medical Co., Norfolk,
Nebraska, USA

Apotheke, Universitatsmedizin Got-
Xylol .
tingen
Apotheke, Universitatsmedizin Got-
Hamalaun _
tingen
_ Apotheke, Universitatsmedizin Go6t-
Bi dest. _
tingen

lonisiertes und entionisiertes Leitungswas-

ser

Hamatoxylin krist.

Merck, Darmstadt, Deutschland

Na-Jodat Merck, Darmstadt, Deutschland
Kalialaun Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloralhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Zitronensaure Merck, Darmstadt, Deutschland
Eosin Merck, Darmstadt, Deutschland
Eisessig Merck, Darmstadt, Deutschland

Target Retrieval Solution pH 9 S3307

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land
Wasserstoffperoxid 3%ig, Dako REAL, Pe- | DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-
roxidase-Blocking Solution S2023 land

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-
Dako Pen S200230-2

land

_ DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

AK Diluent S2022

land

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

Priméar- AK CD68 M0876

land

Primér- AK CD14 NCL-CD14-223

Leica Biosystems, Newcastle Upon

Tyne, UK

Sekundar- AK Mouse- anti- Rabbit M0633

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Sekundéar- AK Rabbit- anti- Mouse P0260

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land
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_ DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

Envison

land

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-
Chromogen DAB K3468

land
Target Retrieval Solution pH 6 fiir CD14 DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-
und biG42 (Citrat pH6) land

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

Target Retrieval Solution pH 9 fir CD68
(Citrat pH9)

land

NaCl 1367.1000

Th. Geyer GmbH&Co Kg., Rennin-
gen, Deutschland

Tris AE15.2

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Entellan 1.07961.0100

Merck, Darmstadt, Deutschland

7.3 Gerate

Tabelle 26: Gerate

Hersteller

Universal- Einbettkassetten

R.Langenbrinck,Emmendingen, Deutsch-
land

Einbettautomat TP 1020

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Ausgiel3station

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Kuhlplatte KUNZ CP-4

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Schlittenmikrotom SM 2000 R

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Klinge Mikrotome Blades S 35

Feather, Osaka, Japan

Silanisierte Objekttrager Microskope
Slides Superfrost Excellence

Erie Scientific Company, Portsmouth, New
Hampshire, USA

Deckglas 24x24 mm

Menzel Glaser, Braunschweig, Deutsch-

land

Kuhlschrank

Bosch, Stuttgart, Deutschland

Mikroskop BH 2

Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikroskop MBL 2000

Kriiss Optronic, Hamburg, Deutschland

Kamera C-4040

Olympus, Hamburg, Deutschland

Pipette Reference 2500

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette 100 3130

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Pipette Research 10-100ul, 3619472

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Research 0,5-10ul, 4745572

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Research 100- 1000ul,
4786522

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Cup, graduated conical test tubes, PP
30x115, 50ml

Schuett24, Goéttingen, Deutschland

Pipettenspitzen

Roth, Karlsruhe, Deutschland

MS2 Minishaker

IKA, Staufen, Deutschland

Waage, BL1505

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

pH-Messgerét, inoLab

WTW, Weilheim, Deutschland

Magnetmischer, MR 3002C

Heidolgh, Schwabach, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Magnete

7.4 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Einflussfaktoren und Interaktionen, die zum klinischen
Bild der Parodontitis fihren (nach Page und Kornman
1997, S.10)

Abb. 2 Komplextheorie (nach Socransky et al. 1998, S.140)

Abb. 3 Circulus vitiosus der Progression der Herzinsuffizienz
(nach Weil und Schunkert 2006, S.3)

Abb. 4: Kausalzusammenhang von Parodontitis und koronarer
Herzerkrankung (nach Dietrich et al. 2008, S.1672)

Abb. 5: Wechselwirkung parodontaler Erreger mit Endothelzellen
(nach Kebschull et al. 2010, S.888)

Abb. 6: Immunhistochemische Farbung CD68 fir das Beispiel
Ventrikel in 100-facher VergréRerung

Abb. 7: Immunhistochemische Farbung CD14 fir das Beispiel
Ventrikel in 100-facher VergroRerung

Abb. 8 CD68 Blindfarbung Atrium zur Kontrolle

Abb. 9: Verteilung des Geschlechts innerhalb der Studienteil-
nehmer

Abb. 10: Haufigkeiten gestellter kardialer Diagnosen
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Abb. 11:
Abb. 12:

Abb. 13:

Abb. 14:

Abb. 15:

Abb. 16:

Abb. 17:

Abb. 18:

Abb. 19:

Abb. 20:

Haufigkeiten weiterer allgemeinmedizinischer Diagnosen
Haufigkeiten standig eingenommener Medikamente der
Probanden

Darstellung der Inflammation in Abh&ngigkeit von der
Lokalisation in den Gruppen PBI

Darstellung der Inflammation in Abh&ngigkeit von der
Lokalisation in den Gruppen Parodontitis

Darstellung von CD68 in Abhangigkeit von der Lokalisa-
tion in den Gruppen PBI

Darstellung von CD68 in Abhangigkeit von der Lokalisa-
tion in den Gruppen Parodontitis

Darstellung von CD68 in Abhangigkeit von der Gruppe
Parodontitis

Darstellung von CD14 in Abhangigkeit von der Lokalisa-
tion in den Gruppen PBI

Darstellung von CD14 in Abhangigkeit von der Lokalisa-
tion in den Gruppen Parodontitis

Darstellung von CD14 in Abhangigkeit von der Gruppe
Parodontitis
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