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1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen werden derzeit als haufigste Todesursache weltweit
gewertet (WHO 2011). Patienten versterben vor allem an chronisch isch&mischen
Herzerkrankungen, akutem Myokardinfarkt sowie Herzinsuffizienz (Statistisches
Bundesamt 2011).

Die Pathogenese dieser Erkrankungen wird malfigeblich von verschiedenen
Risikofaktoren beeinflusst. Eine Reihe dieser Faktoren, z.B. Rauchen, Ubergewicht
oder Hypertonie konnte bereits identifiziert werden (Lederhuber und Lange 2010). Bis
heute werden jedoch weitere mogliche Risikofaktoren zum Teil kontrovers diskutiert.
Auch das Vorliegen einer Parodontitis kdnnte das Auftreten kardiovaskularer
Erkrankungen beeinflussen.

Bereits 1990 berichtete Syrjanen von zwei Fallkontrollstudien, die auf einen
Zusammenhang zwischen oraler Infektion und GefaRRerkrankungen schlie3en lieRen
(Syrjanen 1990). Seitdem wurde in verschiedensten Studien eine Assoziation zwischen
Parodontitis und dem Auftreten von Herzerkrankungen wie Myokardinfarkt oder
Koronarer Herzerkrankung untersucht. Vielfach konnte ein Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein einer Parodontitis und der Entstehung einer Herzerkrankung
gezeigt werden (DeStefano et al. 1993; Joshipura et al. 1996; Arbes et al. 1999;
Pussinen et al. 2003; Tang et al. 2011). Jedoch konnte der genaue Mechanismus bis
heute nicht geklart werden (Tang et al. 2011). Das Vorhandensein gemeinsamer
Risikofaktoren, eine gesteigerte Entziindungsneigung des Patienten oder das
Eindringen von parodontopathogenen Bakterien in arteriosklerotische Plaque werden
diesbezlglich diskutiert (Haynes und Stanford 2003).

Eine mogliche Wirkung des Lipopolysaccharids (LPS) parodontopathogener Bakterien
auf die Pathogenese von Herzerkrankungen wurde bis dato nicht untersucht.
Ausgehend von der Annahme, dass die Parodontitis in Zusammenhang mit der
Pathogenese und Progression einer Koronaren Herzerkrankung steht, wurde die
Hypothese aufgestellt, dass parodontopathogene Mikroorganismen und ihr LPS eine
Rolle bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz spielen kdnnten.

Ziel eines umfassenden Pilotprojektes am selben Patientenkollektiv war es, in
unterschiedlichen Einzelprojekten nachzuweisen, ob parodontopathogene Bakterien
am Myokard nachweisbar sind und ob deren LPS in der Lage ist, am Myokard zu
binden, um so mdoglicherweise Entzindungsreaktionen in den Myokardzellen
auszulésen. Beispielsweise befassten sich Einzelprojekte mit der Bestimmung der
Bakterienlast an Parodontopathogenen im Mund und am Myokard mittels PCR sowie

der Auswertung histologischer Schnitte des Herzgewebes zur Erhebung eines
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Inflammations-Scores sowie zur Bestimmung verschiedener immunhistochemischer
Parameter (Jahn 2012).

Ziel der vorliegenden Studie des Pilotprojektes war es, auf Proteinebene
nachzuweisen, ob Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP) an Atrium, Ventrikel und
Klappe vorhanden ist und LPS somit in der Lage ist, am Myokard zu binden. Hierzu
wurde mittels Proteinaufreinigung und Western-Blot-Verfahren eine quantitative
Bestimmung von LBP an Atrium, Ventrikel und Klappe von menschlichem Myokard,
das im Rahmen von Aortenklappenersatz-Operationen enthommen wurde,
durchgefuhrt. Am Patienten wurden eine Anamnese sowie ein zahnarztlicher und
parodontaler Befund erhoben, um den Schweregrad der vorliegenden Parodontitis
bestimmen zu koénnen. Zusatzlich wurde DNA der Patienten, die aus Blutproben

gewonnen wurde, auf einen IL-1-Polymorphismus (Genotyp) untersucht.
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2 Literaturibersicht

2.1 Marginale Parodontitis

2.1.1 Definition

Als marginale Parodontitis wird eine bakteriell bedingte entziindliche Erkrankung des
Zahnhalteapparates bezeichnet. Diese geht mit zunehmender Destruktion der Tiefen-
proliferation des Epithels, der Desmodontalfasern sowie des alveolaren Knochens und
daraus resultierender Bildung von Zahnfleischtaschen einher. Bleibt die marginale
Parodontitis unbehandelt, kommt es zu einem Attachmentverlust von 0,1-0,3 mm pro
Jahr (Brown und Lée 1993), im weiteren Verlauf ist ein Zahnverlust mdglich.

Im Rahmen des ,International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases
and Conditions" in Oak Brook, lllinois wurde 1999 die aktuell giltige, von der American
Academy of Periodontology (AAP) empfohlene Einteilung der Parodontopathien in

folgende acht Gruppen erarbeitet:

¢ Gingivale Erkrankungen

e Chronische Parodontitis

o Aggressive Parodontitis

e Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung

¢ Nekrotisierende Parodontalerkrankungen

e Parodontalabszesse

e Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen L&asionen

¢ Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustande.

Die haufigste Form der marginalen Parodontitis ist die chronische Parodontitis (Kinane
und Lindhe 2003). Deren Klinische Eigenschaften und eine mogliche Subklassifizierung
wurden ebenfalls im Rahmen des Workshops in Oak Brook festgelegt (Lindhe et al.
1999). Demnach hat die chronische Parodontitis die grof3te Pravalenz bei
Erwachsenen, tritt aber seltener auch bei Kindern und Jugendlichen auf. Eine
Korrelation zwischen dem Ausmafd der Destruktion und lokalen Faktoren, auch
iatrogener Art, ist zudem bekannt. Haufig sind Konkremente vorhanden, das sub-
gingivale Erregerspektrum stellt sich uneinheitlich dar. Die Progredienz der Erkrankung
wird als leicht bis méaRig beschrieben, wobei Phasen starker Progredienz mdglich sind.
Der Krankheitsverlauf kann sowohl durch systemische Erkrankungen wie Diabetes
mellitus oder AIDS, als auch durch exogene Einflisse wie Rauchen oder Stress

beeinflusst werden (Krejci und Bissada 2000; Persson 2006).
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Eine Subklassifizierung wird anhand der Ausbreitung des Attachmentverlustes in

lokalisierte und generalisierte chronische Parodontitis vorgenommen (Tab. 1).

lokalisierte chronische Parodontitis

generalisierte chronische Parodontitis

< 30% der approximalen und vestibulooralen
Wurzeloberflachen weisen

Attachmentverluste auf

> 30% der approximalen und vestibulooralen
Wurzeloberflachen weisen

Attachmentverluste auf

Tab. 1: Subklassifizierung der chronischen Parodontitis nach Ausbreitung des Attachmentverlustes
(Lindhe et al. 1999)

AuBerdem ist eine Unterteilung nach Ausmal der Attachmentverluste in drei

Schweregrade der Parodontitis mdglich (Tab. 2).

Attachmentverlust Schweregrad

1 bis 2 mm leichte Parodontitis

moderate Parodontitis
schwere/fortgeschrittene chronische
Parodontitis

Tab. 2: Subklassifizierung der chronischen Parodontitis nach Ausmalfd des Attachmentverlustes
(Burgemeister und Schlagenauf 2003; Lang 2003)

3 bis 4 mm

5 mm und mehr

2.1.2 Epidemiologie

Die Daten zur Parodontitispravalenz in Deutschland werden in den Deutschen
Mundgesundheitsstudien (DMS) des Instituts der deutschen Zahnarzte (IDZ) ermittelt
(Micheelis 2011). Um einen internationalen Vergleich zu ermoglichen, werden diese
Studien in den Ublichen Alterskohortenabgrenzungen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) durchgefihrt. In der aktuellsten DMS aus dem Jahr 2005 (DMS IV: Micheelis
und Schiffner 2006) wiesen entsprechend dem CPI-Indexsystem, ein von der WHO
favorisierter Gruppen-Index zur Beurteilung des parodontalen Zustandes (Ainamo et al.
1982), ca. 73% der Erwachsenen (35-44 Jahre) und ca. 88% der Senioren (65-74
Jahre) mindestens einen Zahn mit Sondierungstiefen von mehr als 4 mm auf. Im
Vergleich zu der letzten DMS des Jahres 1997 liegt ein Anstieg der Sondierungstiefen
von etwa 27% bei den Erwachsenen und etwa 24% bei den Senioren vor. Die
Pravalenz des Attachmentverlustes zeigte, dass 2005 bei ca. 86% der Erwachsenen
und etwa 98% der Senioren an mindestens einem Zahn Attachmentverluste von mehr
als 3 mm gemessen werden konnten.

Kombiniert man die Ergebnisse fir Sondierungstiefen und Attachmentverlust ent-
sprechend dem CDC/AAP-Indexsystem (CDC = Center of Disease Control; AAP =
American Academy of Periodontology) und unterscheidet nach Schweregrad der Paro-
dontitis (Page und Eke 2007), ergeben sich fur 1997 und 2005 die in Tabelle 3

aufgefiihrten Daten.
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Erwachsene Senioren
(35-44 Jahre) (65-74 Jahre)
1997 2005 1997 2005
keine oder milde
N 48,0 % 46,9 % 36,2 % 24,0 %
Parodontitis
moderate
N 40,4 % 45,3 % 42,4 % 54,1 %
Parodontitis
schwere
N 11,6 % 7.8 % 21,4 % 21,9 %
Parodontitis

Tab. 3: Parodontitislast in Deutschland nach CDC/AAP-Einteilung fiir ausgewahlte Altersgruppen
(DGP 2011, S. 16)

Sowohl bei den Erwachsenen als auch bei den Senioren konnte 2005 ein etwas
geringerer Anteil an Patienten mit schwerer oder keiner/milder Parodontitis und ein

Anstieg der Patienten mit moderater Parodontitis festgestellt werden.

2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Primare Ursache einer Parodontitis ist die Besiedlung der Mundhdhle mit
parodontopathogenen Mikroorganismen. Zudem wird die Atiologie und Pathogenese
der Parodontitis aber auch von verschiedenen endogenen Faktoren (genetisch) und
exogenen Faktoren (umweltbedingt und erworben) beeinflusst (Page und Kornman
1997). Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht Uber die Atiologie und Pathogenese der

Parodontitis unter Bertcksichtigung der verschiedenen Einflussfaktoren.

Antikorper
Zytokine
PMNs
Antigene Prostaglandine
I e
LPS
> MMP
—_—
andere

Virulenzfaktoren

Abb. 1: Atiologie und Pathogenese der Parodontitis (nach Page und Kornman 1997, S. 10)
(PMN=Polymorphkernige , LPS= Lipopolysaccharide , MMP= Matrixmetalloproteinasen)
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2.1.3.1 Dentale Plague/ Biofilm

Eine Parodontitis folgt Ublicherweise einer Gingivitis. Primarer Ausloser fur die
Entstehung einer Gingivitis bzw. Parodontitis ist die Plaque. Dabei handelt es sich um
einen strukturierten, zahen, gelb-graulichen Zahnbelag, zusammengesetzt aus
Bakterien, deren Stoffwechselprodukten und Speichelproteinen (Rateitschak et al.
1989). Die Mikroorganismen der dentalen Plaque sind in einem Biofilm organisiert
(Marsh und Bradshaw 1995; Kolenbrander et al. 2002), einer Bakterienpopulation, die
in einer selbst produzierten extrazellularen Matrix aus polymeren Molekilen
eingebettet ist, auf Oberflachen oder lebendem Gewebe haftet (Kayser 2001) und den
Bakterien einen genetischen Austausch ermdoglicht (Marsh 2005). Bakterien in der
Tiefe eines Biofilms sind weitestgehend vor Immunzellen, Antikdrpern oder Antibiotika
geschitzt (Kayser 2001).

Wird nach Reinigung der Zahnoberflache keine weitere Mundhygiene durchgefihrt,
vollzieht sich die Plaquebildung nach einem wiederkehrenden Muster (Plagmann
1998): Nach wenigen Minuten bis Stunden bildet sich auf der gereinigten
Zahnoberflache das so genannte frihe Pellikel (Zahnoberhdutchen), in dem erste
grampositive Kokken und Stdbchen aus dem Speichel vorhanden sind. Es wird
vermutlich durch Adsorption von Speichelproteinen gebildet (Plagmann 1998) und
entwickelt sich durch Auf- und Einlagerungen von Bakterienprodukten sowie
Bestandteilen der Sulkusflissigkeit zum reifen Pellikel.

In der sich anschlieRenden etwa zwei Tage dauernden ersten Phase der eigentlichen
Plaguebildung kommt es zur Anlagerung von ersten gramnegativen Bakterien, und die
Matrixbildung aus extrazellularen Polysacchariden beginnt. Zu diesem Zeitpunkt liegt
eine etwa 10-20 Zelllagen dicke Bakterienschicht vor, die zu ca. 90% aus gram-
positiven Kokken und wenigen Stabchen besteht (Theilade et al. 1966). Die Gingiva
erscheint klinisch noch gesund, es kann jedoch eine erhéhte Sulkusflissigkeitsflie3rate
gemessen werden (Plagmann 1998).

In den folgenden Tagen kommt es durch Zellteilung zu einer Massenzunahme der
Plague und der Ausbildung einer deutlich komplexeren Flora. Grampositive Kokken
und Stdbchen machen nur noch einen Anteil von ca. 45% aus, fakultativ und obligat
anaerobe Actinomyceten nehmen auf 25% und gramnegative anaerobe Kokken auf
20% zu. Gramnegative anaerobe Stdbchen machen in dieser Phase ca. 5% der Masse
aus. Auch Filamente und fusiforme Bakterien sind zu finden (Theilade et al. 1966).
Klinisch kann ein Bluten auf Sondieren festgestellt werden. Nach etwa 7-10 Tagen liegt
eine 0,2 mm bis 0,5 mm dicke, voll pathogene supragingivale Plaque aus 200-300
Zelllagen vor (Plagmann 1998). Zusatzlich zu den oben beschriebenen Mikro-

organismen sind nun auch Spirillen und Spirochéten zu finden (Theilade et al. 1966)
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und durch die Dickenzunahme bildet sich ein ginstiges Milieu flr anaerobe Mikro-
organismen. Die Gingiva erscheint als Zeichen fir die vorliegende Entziindung gerotet
und geschwollen (Plagmann 1998).

Die Rolle der Plaque als Hauptursache fir die Gingivitis bewiesen Loe et al. 1965 in
einer experimentellen Studie, fur die Probanden mit niedrigem Plagueindex und
gesunder Gingiva die Mundhygiene einstellten (Loe et al. 1965). Nach 2-3 Wochen
konnte bei allen Probanden eine Gingivitis diagnostiziert werden (Lde et al. 1965).
Nach detaillierten Mundhygieneinstruktionen und Wiederaufnahme der Mundhygiene
konnte ein Rickgang der Entziindung der Gingiva innerhalb eines Tages verzeichnet
werden; der Plaque-Index war nach 7 bis 11 Tagen wieder auf seinem Ausgangswert
(Theilade et al. 1966). Daraus schlossen Lée et al., dass die Gingivitis ein reversibles
Ereignis darstellt.

Verlauft die Plaquebildung ungehindert, kann sich die Plaque im Laufe der Zeit
langsam nach subgingival ausbreiten. Aufgrund des dort herrschenden anaeroben
Milieus, dem Schutz vor mechanischem Abtrag und dem Nahrstoffangebot aus der
Sulkusflissigkeit kommt es hier zusatzlich zu der adhérenten am Zahn haftenden
Plaque zur Ausbildung einer nicht adharenten Plaque (,swimmers plaque®) mit hoher

Parodontopathogenitat (Plagmann 1998).

2.1.3.2 Parodontopathogene Mikroorganismen

In der subgingivalen Plaque konnten bis dato tber 500 Bakterienarten nachgewiesen
werden, jedoch ist nur eine geringe Anzahl an der Atiologie und Pathogenese der
Parodontitis beteiligt (Paster et al. 2001).

roter Komplex:
Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythensis

Treponema denticola

blauer Komplex:
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

violetter Komplex:
Actinomyces odontolyticus
Veilonella parvula

griner Komplex:
Eikenella corrodens

Capnocytophaga sputigena
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Serotyp a)

Abb. 2: Parodontopathogene Mikroorganismen (nach Socransky und Haffajee 2002, S. 19)
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Socransky et al. (1998) haben die parodontopathogenen Mikroorganismen in sechs
Komplexe eingeteilt (Abb. 2). Die Bakterien des orange-assoziierten, des gelben, des
grinen und des violetten Komplexes bilden die Frihbesiedler (Socransky und Haffajee
2002). Der orange Komplex umfasst die so genannten ,Brickenspezies®, die
Bindungsrezeptoren sowohl fir die Frihkolonisierer als auch fur die stark parodonto-
pathogenen Bakterien des roten Komplexes aufweisen (Kolenbrander et al. 2002).
Socransky et al. (1998) zeigten auf, dass vor Besiedlung mit Bakterien des roten

Komplexes in der Regel schon Bakterien des orangen Komplexes vorhanden waren.

2.1.3.3 Parodontitis als multifaktorielles Geschehen

Auch wenn die dentale Plaque die Hauptursache einer Gingivitis bzw. marginalen
Parodontitis darstellt, ist die Entstehung und Progression der Parodontitis ein
multifaktorielles Geschehen. Es spielen verschiedene exogene und endogene
Risikofaktoren eine entscheidende Rolle (van Dyke und Sheilesh 2005; Persson 2006;
Salvi et al. 1997). Zu den exogenen bzw. veranderbaren Faktoren gehdren Rauchen
(Albandar et al. 2000), der Ernahrungszustand bzw. BMI (Pischon et al. 2007),
Alkoholkonsum und der soziotkonomische Status (van Dyke und Sheilesh 2005) sowie
Stress (Hugoson et al. 2002; Pistorius et al. 2002; Wimmer et al. 2002). Weiterhin
spielen systemische Erkrankungen wie Diabetes mellitus (Kinane und Chestnutt 1997)
und rheumatische Arthritis (Mercado et al. 2003) sowie Herzerkrankungen (Persson
2006) und HIV (Murray 1994; Yeung et al. 1993) eine Rolle.

Zu den endogenen Faktoren gehdren genetische Einflisse und als wichtigster
modulierender Faktor die Immunabwehr. In Zwillingsstudien und Untersuchungen zur
familiaren Haufung von Parodontopathien konnte ein genetischer Einfluss auf die
Pathogenese der Parodontitis festgestellt werden (van der Velden et al. 1993;
Michalowicz 1994; Michalowicz et al. 2000). Es wurden bereits verschiedene Gene
untersucht, die eine Rolle in der Pathogenese der Parodontitis spielen. Dabei sind vor
allem Genvarianten betroffen, die die proinflammatorische Wirkung der Zytokine
verstarken oder die Affinitat der Immunglobulin-Rezeptoren verandern und die
Infektabwehr beeinflussen (Kocher und Meisel 2011).

So wurden Genpolymorphismen des Interleukin-1, des Tumornekrosefaktors TNF-q,
verschiedener anderer Interleukine (IL) sowie IgG-Rezeptoren, CD14 und Vitamin-D-
Rezeptoren als mogliche Risikofaktoren fir Parodontitis untersucht (Laine et al. 2010).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Interleukin-1-Polymorphismus der

Probanden ermittelt.
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2.1.3.4 Wirtsantwort auf Plagueangriff

Wie beschrieben spielt die Immunabwehr eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
und Progression einer Parodontitis (van Dyke und Serhan 2003).

Man kann drei Anteile der Wirtsreaktion auf die Besiedlung mit bakterieller Plaque
unterscheiden (Plagmann 1998). So gibt es einen chemischen Abwehrmechanismus
durch antibakterielle Bestandteile der Sulkusflissigkeit und des Speichels,
mechanischen Schutz durch die Spulwirkung des Speichels sowie Dichtigkeit und
Zellumsatz des Epithels und als dritte und entscheidende Komponente gilt die
Entzindungsreaktion des Immunsystems (Plagmann 1998). Hierbei unterscheidet man
die Reaktion des angeborenen Immunsystems in Form von vaskuléaren und zellularen
Reaktionen und die Reaktion des erworbenen oder spezifischen Immunsystems, das
bei lAnger anhaltender Schadigung oder Anwesenheit von Antigenen in Wirkung tritt
(Campbell et al. 2003).

Die GefaRe reagieren auf einen schadlichen Angriff mit GefalRerweiterung und
Steigerung der Permeabilitat, wodurch es zu einem Austritt von Plasma ins Gewebe
und einem resultierenden Odem kommt (Campbell et al. 2003). Gelangt das
Blutplasma vom Gewebe Uber das Saumepithel in den Sulkus und in die Mundhdhle,
spricht man von der so genannten Sulkusflissigkeit (Plagmann 1998). Sie enthalt
Elektrolyte, Immunglobuline und Komplementfaktoren zur Unterstitzung der
Immunabwehr, dient jedoch gleichzeitig als Substrat mit Wachstumsfaktoren fir
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum und Treponema denticola (van
Palenstein Helderman 1981).

Zu der Immunabwehr gehdort auBerdem das Komplementsystem, das Uber Signalwege
von bestimmten Proteinen Opsonierung, Zellaktvierung und Zelllyse auslosen kann
(Schitt und Broker 2011). Aktiviert wird das Komplementsystem spezifisch durch
Antigen-Antikérper-Komplexe (,klassischer Weg“) oder unspezifisch durch Bakterien-
enzyme, lysosomale Enzyme von Granulozyten und durch Endotoxine (Lipopoly-
saccharide) der gramnegativen Mikroorganismen (Plagmann 1998).

Die zellulare Komponente der angeborenen Immunabwehr bilden neutrophile
Granulozyten und Makrophagen, die aus den GefaRen austreten und durch
Chemotaxis an den Infektionsort gelangen (Janeway 2002). Die neutrophilen
Granulozyten haben keine Wirkung auf nicht-adharente Plaquebakterien (Williams
1992).

Das spezifische Immunsystem greift unterstitzend und ergénzend ein, wenn der
Angriff anhalt und nicht vom angeborenen Immunsystem abgefangen werden kann
(Janeway 2002). Es lauft zum einen auf humoraler Ebene, hauptsachlich getragen

durch Plasmazellen, die zur Antikérperproduktion fahig sind, und zum anderen auf
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zellularer Ebene mittels T-Lymphozyten ab. Diese sind in der Lage, zu verschiedenen
Subklassen zu differenzieren: Die T-Helferzellen unterstitzen B-Lymphozyten bei der
Antikorperbildung, die regulatorischen T-Zellen hemmen und regulieren die Funktion
der T-Helfer- und B-Zellen, zytotoxische T-Zellen bewirken die Lyse der Zielzelle und
T-Memoryzellen sind fir das immunologische Gedachtnis des Korpers verantwortlich
(Schitt und Broker 2011). Die Kommunikation zwischen den Zellen zwecks
Aktivierung, Differenzierung, Proliferation etc. erfolgt Uber so genannte Zytokine, die
von humoralen Effektorsystemen oder aus Zellen freigesetzt werden. Die wichtigsten
Zytokine im Zusammenhang mit der Pathogenese der Parodontalerkrankungen sind
Interleukin-1, -4, -6 und -8, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y) und

Matrixmetalloproteinasen (Alexander und Damoulis 1994).

2.1.3.5 Lipopolysaccharid (LPS) und Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)

Das Lipopolysaccharid (LPS) stellt einen wichtigen Stimulator der angeborenen
Immunabwehr dar (Liu et al. 2008). Es ist in der au3eren Zellwand gramnegativer
Bakterien verankert und besteht aus einer nach extrazellular zeigenden Polysaccharid-
kette, dem so genannten O-Antigen, einem Kernpolysaccharid, zusammengesetzt aus

auBerer und innerer Kernregion, sowie dem Lipid A (Raetz 1990) (Abb. 3).
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Abb. 3: Struktur des LPS (http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/hallatschek-werner-2004-10-20/HTML/)

In friheren Publikationen wurde das Lipopolysaccharid als Endotoxin bezeichnet,
inzwischen ist man jedoch zu der Erkenntnis gelangt, dass das Lipid A fir die
Endotoxinwirkung verantwortlich ist (Rietschel et al. 1994). LPS fordert die
Immunabwehr, indem es Monozyten und Makrophagen zur Sekretion von Zytokinen
wie IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a und anderen Mediatoren anregt (Rietschel et al. 1994).
Gelangt LPS in das Blut, wird es entweder vom Lipopolysaccharid-bindenden Protein
(LBP) gebunden oder es erfolgt eine unspezifische Bindung an Lipoproteine im Serum.
Apolipoproteine sind ebenfalls in der Lage, LPS zu binden, wodurch dieses neutralisiert

wird.
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Es wurde gezeigt, dass die Wirkung des LPS durch Bindung an das Lipopolysaccharid-
bindende Protein (LBP) gesteigert werden kann (Tapping und Tobias 1997). LBP ist
ein Akute-Phase-Protein, das von Hepatozyten und intestinalen Epithelzellen synthe-
tisiert wird (Grube et al. 1994). Die Plasmakonzentration betrdgt etwa 5 - 15 pg/ml
(Zweigner et al. 2001) und steigt im Falle einer Entziindung oder Gewebeschadigung
drastisch an (Gallay et al. 1994; Opal et al. 1999).

LBP geht Uber Erkennung des Lipid A eine Bindung mit LPS ein (Lamping et al. 1996).
Der LPB-LPS-Komplex bindet Uber CD14 an Makrophagen (Wright et al. 1990), die
dadurch zur Ausschittung von IL-18, IL-6, IL-8 und TNF-a stimuliert werden. Als
signaltibertragender Faktor hierbei wurde der Toll-like-Rezeptor 4 identifiziert (Qureshi
et al. 1999).

LBP hat eine konzentrationsabhéangige Wirkung auf LPS. Bei niedriger Konzentration
wird die LPS-induzierte Aktivierung von Makrophagen gesteigert. Eine hohe LBP-
Konzentration hemmt die LPS-induzierte Zellstimulation. Die Produktion von LBP wird
durch Interleukin-6 angeregt (Tapping und Tobias 1997), Interleukin-1 wirkt
synergistisch (Schumann et al. 1996). Ein Nachweis von LBP kann mit einem Maus-
Anti-Mensch-LBP-monoklonalen Antikorper erfolgen (Ren et al. 2004).

Ein weiteres Protein, das in der Lage ist, LPS spezifisch zu binden, ist das ,Bactericidal
Permeabilitiy Increasing Protein“ (BPI) (Marra et al. 1992). BPI konnte eine 45%ige
strukturelle Homologie zu LBP nachgewiesen werden (Schumann et al. 1994), jedoch
wirkt es im Gegensatz zu LBP hemmend auf die LPS-Effekte, da es anscheinend keine
Bindung an den CD14-Rezeptor vermitteln kann (Elsbach und Weiss 1993). Der
Wirkmechanismus der Lipopolysaccharide ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

Korperbamere
(z.B. Atemtrakt)

gram-negative Bakterien
b Zellmembran

TNF-

= Aktivierung ;"
... Chemotaktiv -~

@® = Lipopolysaccharide, LPS Neutrophile

= LPS-Bindeprotein (Akut-Phase-Protein)
@= Bactericidal-Permeability-Increasing-Protein

= Tolldike-Rezeptoren

Abb. 4: Wirkmechanismus von Lipopolysacchariden (Ausschuss fur Biologische Arbeitsstoffe
2005, S. 2)
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2.1.3.6 Interleukin-1

Interleukin-1 (IL-1) wird vor allem von LPS-stimulierten Makrophagen und Monozyten
produziert (Matsuki et al. 1991). Zu der IL-1-Familie gehéren die zwei Untereinheiten
IL-1a und IL-18, die als Agonisten wirken, sowie ein IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1RN),
der an IL-1-Rezeptoren bindet und als Antagonist die Signaltransduktion hemmt
(Granowitz et al. 1992). Untersucht wurden bisher zwei IL-1-Rezeptoren (IL-1-R | und
IL-1-R 1), wobei eine Signaltransduktion anscheinend nur tUber Bindung des IL-1-R |
ausgeldst werden kann. Das IL-1B ist zwar in der Lage, an IL-1-R Il zu binden, es
findet dabei jedoch kein Sighalumsatz statt (Sims et al. 1994). Graves und Cochran
(2003) stellten fest, dass IL-1 neben TNF-a fir die parodontalen Gewebedestruktionen
im Verlauf einer marginalen Parodontitis hauptverantwortlich ist.

IL-1 regt die Bildung von Adhasionsmolekilen auf Fibroblasten, endothelialen Zellen
und Zellen der Immunabwehr (z.B. Lymphozyten und Monozyten) an. Dadurch erfolgt
die Regulation der Leukodiapedese (Takahashi et al. 1994). Weitere Funktionen von
IL-1 sind die Anregung von Monozyten und Fibroblasten zu erhdhter Freisetzung von
Prostaglandin E, (PGE,), das die Knochenresorption steigert, und Matrixmetallo-
proteinasen (MMP) (Birkedal-Hansen 1993) sowie die Hemmung der Kollagensynthese
und Foérderung der Kollagenaseproduktion. Matrix-Metalloproteinasen sind fahig, Pro-
teine der extrazellularen Matrix abzubauen (Sorsa et al. 2006).

IL-18 ist weiterhin in der Lage, Osteoklasten zu aktivieren, und dadurch den
Knochenabbau zu fordern (Stashenko et al. 1987). Heath et al. (1985) konnten zeigen,
dass es bei Zugabe von IL-1 zu Knochenzellkulturen zu Resorptionsprozessen und
Verlust an Knochenmatrix kommt (Heasman et al. 1993). Verschiedene Studien
stellten einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem IL-1B-Spiegel und
Parodontitis fest (Preiss und Meyle 1994; Jandinski et al. 1991; Masada et al. 1990).
Agrawal et al. wiesen einen Effekt von IL-1 auf parodontale Ligamentzellen (PDL-
Zellen) nach (Agrawal et al. 2006).

Man kann also schlussfolgern, dass eine Parodontitis bei erhéhter Sekretion von IL-1
einen schnelleren und schwerwiegenderen Verlauf nehmen wird (Becker et al. 2000).
Wie oben erwahnt, lassen Zwillings- und Familienstudien auf eine genetische
Komponente bei der Pathogenese der Parodontitis schlie3en. Die IL-1-Produktion wird
auf genetischer Ebene durch die Regulierung der Genexpression bestimmt. Die Gene
fur IL-1A, IL-1B und IL-1RN sind lokalisiert auf Chromosom 2913 (Nothwang et al.
1997).

Kornman et al. konnten zuerst zeigen, dass bei nichtrauchenden Kaukasiern Varia-
tionen einzelner Basenpaare der DNA (single nucleotid polymorphism (SNP)), die

Expression und damit die Produktion des IL-1 beeinflussen kénnen (Kornman et al.
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1997). Untersucht wurden verschiedene Polymorphismen des IL-1-Genclusters in
Assoziation zum Schweregrad der Parodontitis. Es wurde festgestellt, dass eine
Kombination aus Polymorphismen in Form von Cytosin-Thymin-Basenaustauschen an
Position -889 in der Promotor-Region des IL-1A-Gens und an Position +3953 (heute:
+3954 (Kornman et al. 1999)) im Exon 5 des IL-1B-Gens mit einer raschen
Progredienz der Parodontitis einhergehen (Kornman et al. 1997). Liegt an der
jeweiligen Position ein Thymin (T) statt Cytosin (C) vor, wird diese Veranderung in der
DNA-Basensequenz als Allel 2 definiert (Sakellari et al. 2003). Trager, die mindestens
eine Kopie von Allel 2 sowohl an IL-1A-889 als auch an IL-1B+3953/4 aufweisen,
werden im Folgenden nach Kornman et al. (1997) als Genotyp-positiv bezeichnet. Bei
Nachweis dieses ,positiven Genotyps“ und Vorhandensein subgingivaler parodonto-
pathogener Mikroorganismen konnte eine erhéhte IL-1-Produktion festgestellt werden.
McGuire und Nunn stellten fest, dass Raucher mit positivem IL-1-Genotyp ein 7,7-fach
erhdhtes Risiko zur raschen Progredienz einer Parodontitis und einem daraus
resultierenden Zahnverlust haben (McGuire und Nunn 1999).

Andere Untersuchungen konnten zeigen, dass ein IL-1-Polymorphismus, also ein
positiver Genotyp, mit dem Vorhandensein von Bakterien des roten und orangen
Komplexes assoziiert ist (Socransky et al. 2000).

Ein weiterer Polymorphismus, der im Zusammenhang mit der Pathogenese und
Progression der Parodontitis untersucht wurde, betrifft das Gen des IL-1-Rezeptor-
antagonisten (IL-1RN). Es konnte festgestellt werden, dass beim Vorhandensein des
Allel 2 des Gens IL-1RN die Konzentration an IL-1RN signifikant abnimmt, woraus eine
verminderte Entzindungshemmung resultiert (Andus et al. 1997). Beim Allel 2 des IL-
RN ist an Position +2018 das Thymin durch Cytosin ersetzt (IL-1RN+T2018C) (Schiitt
2011).

Laine et al. (2001) untersuchten die drei genannten IL-1-Polymorphismen auf einen
Zusammenhang mit Parodontitis, dem Vorhandensein von P. gingivalis und A. actino-
mycetemcomitans in der Mundhohle sowie dem Rauchverhalten. Sie stellten fest, dass
nicht-rauchende Parodontitis-Patienten, bei denen P. gingivalis und A. actinomycetem-
comitans nicht nachgewiesen werden konnten, signifikant h&ufiger Trager des Allel 2
an den Genen IL-1A, IL-1B und IL-1RN waren (Laine et al. 2001).

Auf Grundlage der beschriebenen Erkenntnisse wurden kommerzielle Tests zur
Bestimmung eines individuellen Parodontitisrisikos anhand des IL-1-Polymorphismus,
wie der in dieser Studie verwendete GenoType®lL-1 der Firma Hain Lifescience,
entwickelt.

Einige Studien stitzen die Theorie von Kornman et al., jedoch konnten viele

Veroffentlichungen keine Assoziation zwischen dem IL-1-Polymorphismus und
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marginaler Parodontitis feststellen. Laine et al. (2010) vertffentlichten ein Review Uber
verschiedene Genpolymorphismen im Zusammenhang mit chronischer Parodontitis.
Sie stellten fest, dass von 15 Studien, die sich mit der Assoziation zwischen IL-1-
Polymorphismus und Parodontitis befassten, zwei Studien bei Kaukasiern (Lépez et al.
2005; McDevitt et al. 2000), eine Studie bei indischen Probanden (Agrawal et al. 2006)
sowie eine Studie bei kaukasischen Rauchern (Meisel et al. 2003) eine Assoziation
zeigen konnten. Eine Vielzahl anderer Studien (u.a. in China, Thailand, Japan, Indien
und Brasilien durchgefiihrt) konnte die Theorie nicht stiitzen. Daraus schloss man,
dass der IL-1-Polymorphismus nicht fir die gesamte Weltbevélkerung als Risikofaktor
fur chronische Parodontitis festgelegt werden darf, aber auch fur kaukasische
Personen keine eindeutige Aussage getroffen werden kann (Laine et al. 2010). Auch
Huynh-Ba et al. stellten kontroverse Aussagen in verschiedenen Studien zu diesem
Thema fest und empfahlen, positive Assoziationen kritisch zu bewerten (Huynh-Ba et
al. 2007). Die Ergebnisse kommerziell erwerblicher IL-1-Genotyp-Tests sollten mit
Vorsicht betrachtet werden und nur im Zusammenhang mit Rauchverhalten,
Systemerkrankungen, mikrobiellem Erregerspektrum u.a. zu einer umfassenden

Risikoeinschatzung hinzugezogen werden (Huynh-Ba et al. 2007).

2.1.3.7 Pathohistologische Betrachtung der parodontalen Gewebedestruktion

Eine unbeeinflusste Plaquebildung vorausgesetzt kann man pathohistologisch
verschiedene Stadien der parodontalen Gewebedestruktion unterscheiden.

Nach zwei bis vier Tagen stellt sich das Stadium der Initiallasion einer Gingivitis ein,
das durch lokale vaskulare Reaktionen in Form von Gefal3erweiterung und —perme-
abilitdtssteigerung gekennzeichnet ist (Page und Schroeder 1976). Dadurch kdnnen
Serum und neutrophile Granulozyten in das Gewebe austreten, die das Bindegewebe
und das Saumepithel durchwandern und die Plaque umlagern, wodurch es zu
Auflockerung und EinreiRen des koronalen Saumepithelanteils kommt. Aufgrund der
zusatzlichen ddematdsen Schwellung kommt es zur Vertiefung des Sulkus (Plagmann
1998). Die supragingivale Plaque beginnt, sich zur subgingivalen Plaque zu entwickeln.
Innerhalb von ein bis zwei Wochen folgt das Stadium der Fruhlasion, in dem es zur
Verstarkung der klinischen Symptome kommt. In Nachbarschaft zu Sulkusboden und
Saumepithel bildet sich ein zellulares entziindliches Infiltrat, das Uberwiegend aus
Lymphozyten (70-90%) v.a. des T-Zell-Typs, und einigen Makrophagen (7-16%)
besteht (Plagmann 1998). In der Infiltratregion kommt es zu 60-70% Kollagenverlust
(Attstrom und Lindhe 1986), im koronalen Saumepithel beginnt die Ausbildung von
Epithelzapfen ins angrenzende Bindegewebe (Page 1986).
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Nach etwa sechs Wochen hat sich das Stadium der etablierten L&sion einer Gingivitis
eingestellt. Eine ausgereifte subgingivale Plaque ist vorhanden und eine gingivale
Tasche mit zum Teil ulzerierendem Taschenepithel hat sich ausgebildet. Der
Bindegewebsverlust schreitet voran und eine deutliche Epithelzapfenbildung der
urspriinglich glatten Basalmembran des Saumepithels ist sichtbar (Plagmann 1998).
Das entzindliche Infiltrat besteht zu diesem Zeitpunkt Uberwiegend aus B-
Lymphozyten und Plasmazellen (Attstrém und Lindhe 1986). Entscheidend ist, dass
die Veranderungen auf die marginale Gingiva beschrankt sind und der
Zahnhalteapparat nicht betroffen ist (Plagmann 1998). Dieses Stadium der etablierten
Gingivitis kann Uber mehrere Jahre persistieren, es herrscht ein Gleichgewicht
zwischen Plagueangriff und Abwehrreaktion des Wirts (Plagmann 1998).

Wird dieses Gleichgewicht gestort, tritt das Stadium der fortgeschrittenen Lasion, die
Parodontitis, ein. Die Destruktion greift auf den Zahnhalteapparat Uber, das
Saumepithel verlagert sich nach apikal und es kommt zur Ausbildung echter
parodontaler Taschen. Das Infiltrat enthalt vor allem Plasmazellen und wenige B-
Lymphozyten (Attstrom und Lindhe 1986). Die kollagenen Faserbundel der marginalen
Gingiva sind aufgeldst, lediglich transseptale Fasern sind noch vorhanden. Der
Groliteil des Saumepithels wird zu diinnem Taschenepithel umgebaut, das nicht in der
Lage ist, einen Epithelansatz auszubilden. Durch ein schmales Band des
urspriinglichen Saumepithels ist der Taschenboden versiegelt. Das benachbarte
Knochenmark bildet sich zu fibrésem Bindegewebe um (Plagmann 1998).

2.2 Herzinsuffizienz

2.2.1 Definition

Als Herzinsuffizienz wird das Unvermogen des Herzens, bei normalen Fullungs-
bedingungen und ausreichendem Volumenangebot das vom Organismus benétigte
Herzzeitvolumen zu férdern, bezeichnet (Rickenbacher 2001).

Man unterscheidet anhand der Verlaufsform die akute von der chronischen
Herzinsuffizienz. Entsprechend der Lokalisation spricht man von einer Rechtsherz-
oder Linksherzinsuffizienz bzw. bei konsekutiver Insuffizienz des jeweils anderen
Ventrikels von einer Globalinsuffizienz (Lederhuber und Lange 2010). Die
Rechtsherzinsuffizienz tritt insgesamt eher selten (z.B. bei pulmonaler Hypertonie (Cor
pulmonale), Herzklappenfehler (z.B. Pulmonalstenose) etc.), meist in Folge einer
Linksherzinsuffizienz auf.

Beruht die verminderte Auswurfleistung des Herzens auf einer Kontraktionsstérung des

Myokards, liegt eine systolische Herzinsuffizienz vor (Lederhuber und Lange 2010).
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Hierbei unterscheidet man Low-output-failure, ein Vorwéartsversagen mit vermindertem
Herzzeitvolumen, von High-output-failure, wobei ein erhdhter Bedarf (z.B. bei Anamie,
Hyperthyreose, AV-Fistel) trotz physiologischer Ejektionsfraktion nicht gedeckt werden
kann. Ist der Grund fir die verminderte Auswurfleistung eine herabgesetzte
diastolische Dehnbarkeit (Compliance) und Relaxation des Ventrikels bei erhaltener
systolischer Pumpfunktion, spricht man von einer diastolischen Herzinsuffizienz. Die
Herzinsuffizienz lasst sich in verschiedene Schweregrade einteilen. Weit verbreitet ist
die Klassifikation der New York Heart Association (NYHA) entsprechend der

Leistungsfahigkeit des Patienten (Tab. 4).

Stadium Merkmale

Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltagliche kérperliche Belastung verursacht
keine inadaquate Erschépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris

Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit. Keine
Il Beschwerden in Ruhe. Alltdgliche koérperliche Belastung verursacht Erschdpfung,
Rhythmusstorungen, Luftnot oder Angina pectoris

Herzerkrankung mit héhergradiger Einschrankung der kérperlichen Leistungsfahigkeit bei
11 gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe korperliche Belastung
verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris

v Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen korperlichen Aktivitditen und in Ruhe.
Bettlagerigkeit

Tab. 4: Herzinsuffizienzklassifikation der NYHA (vgl. Hoppe et al. 2005, S. 490)

Eine weitere anerkannte Klassifikation ist die der American Heart Association (AHA),
die Pathogenese und Progredienz der Erkrankung bertcksichtigt (Hoppe et al. 2005)
(Tab. 5).

Stadium Merkmale

Hohes Herzinsuffizienzrisiko, da Faktoren vorliegen, die stark mit der Entstehung einer
A Herzinsuffizienz assoziiert sind; keine strukturelle Herzerkrankung, noch nie Herz-

insuffizienzsymptome

Strukturelle Herzerkrankung, die eng mit der Entstehung einer Herzinsuffizienz assoziiert

B
ist, bisher keine Herzinsuffizienzsymptome
C Fruhere oder derzeitige Herzinsuffizienzsymptome bei struktureller Herzerkrankung
b Fortgeschrittene strukturelle Herzerkrankung und schwere Herzinsuffizienzsymptome in

Ruhe trotz maximaler medikamentdser Therapie (spezielle Therapie erforderlich)

Tab. 5: Herzinsuffizienzklassifikation der AHA (vgl. Hoppe et al. 2005, S. 490)

Als Leitsymptome der Herzinsuffizienz gelten Dyspnoe, Midigkeit und Flissigkeits-
retention (Odeme) (Dickstein et al. 2008).




Literaturtibersicht 20

2.2.2 Epidemiologie

Schéatzungen zufolge leiden etwa 1,5 Mio. Menschen in Deutschland und mehr als 10
Mio. der europédischen Bevoélkerung an Herzinsuffizienz (Hoppe et al. 2005;
http://www.kardionet.de/krankheiten/herzinsuffizienz.html). Inzidenz und Pravalenz der
Erkrankung sind altersabhéngig. Zwischen dem 45. und 55. Lebensjahr ist weniger als
1% der Bevolkerung betroffen, zwischen dem 65. und 75. Lebensjahr bereits 2-5% und
ab dem 80. Lebensjahr sind etwa 10% der Menschen an Herzinsuffizienz erkrankt
(Hoppe et al. 2005). Manner sind 1,5-mal so haufig betroffen wie Frauen (Roger et al.
2004), wobei bei alteren Menschen kein geschlechtsspezifischer Unterschied mehr
festgestellt werden konnte (Dickstein et al. 2008). Im Jahr 2010 war laut statistischem
Bundesamt die Herzinsuffizienz mit 5,6% der Verstorbenen nach chronisch
ischamischen Herzerkrankungen und akutem Myokardinfarkt die dritthaufigste
Todesursache insgesamt (Statistisches Bundesamt 2011). Bei Mannern steht sie an
vierter Stelle und bei Frauen an zweiter Stelle der haufigsten Todesursachen
(Statistisches Bundesamt 2011).

2.2.3 Atiologie und Pathogenese

In 80-90% der Falle liegt den Symptomen eine ventrikulare Dysfunktion zugrunde,
wobei bei 60% eine systolische Funktionsstdrung mit einer Ejektionsfraktion < 40%
vorliegt (Hoppe et al. 2005). Haufigste Ursache flr eine Herzinsuffizienz in westlichen
Landern ist die koronare Herzerkrankung (54-70%), die in 35-42% der Falle von einer
arteriellen Hypertonie begleitet wird (Hoppe et al. 2005). Eine arterielle Hypertonie als
alleinige Ursache der chronischen Herzinsuffizienz findet man bei 9-20% der
Erkrankten (McMurray und Stewart 2000; Cleland et al. 2003; Hoppe et al. 2005).
Weitere mogliche Ursachen sind Kardiomyopathien (v.a. dilatative), Herzklappenfehler
(Stenosen/Insuffizienzen), Rhythmusstérungen (Tachykardie/Bradykardie) sowie Alko-
hol- und Drogenabusus (Lip et al. 2000).

Als Ausloser der Herzinsuffizienz kommen wie beschrieben Herzmuskelschadigungen
durch Verlust an Myokard oder durch erhdhte Druck- bzw. Volumenbelastung in Frage.
Direkte Folge ist eine eingeschrankte kardiale Pumpleistung und daraus resultierend
eine Unterversorgung der Organe mit sauerstoffreichem Blut.

Um die verminderte Kontraktilitdit des Herzens zu kompensieren, werden funktionale,
morphologische und neurohumorale Kompensationsmechanismen in Gang gesetzt
(Lederhuber und Lange 2010).

Zu den funktionalen Kompensationsmechanismen gehéren der Frank-Starling-
Mechanismus, eine autoregulatorische Anpassung der Kammertéatigkeit an kurzfristige

Veranderungen der Vor- und/oder Nachlast, und das Treppenhaus- oder Bowditch-
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Phanomen, wonach das Herz auf eine gesteigerte Herzfrequenz mit Steigerung der
Kontraktilitat reagiert (Weil und Schunkert 2006). Sowohl der Frank-Starling-
Mechanismus als auch das Bowditch-Phdnomen sind bei Herzinsuffizienz
herabgesetzt (Weil und Schunkert 2006).

Bei den morphologischen Kompensationsmechanismen, dem kardialen Remodeling
(Cohn et al. 2000), kann man makroskopische und mikroskopische Veradnderungen
unterscheiden (Weil und Schunkert 2006). Makroskopisch kommt es durch
Druckbelastung des Herzens, z.B. in Folge arterieller Hypertonie oder einer
Aortenklappenstenose, zur Zunahme der Wanddicke (konzentrisches Remodeling) und
Entstehung einer konzentrischen Hypertrophie (Weil und Schunkert 2006).
Aorteninsuffizienz, schwere Andmien oder Shuntvitien fihren Uber eine erhdhte
Volumenbelastung zur Zunahme des linksventrikularen Durchmessers (exzentrisches
Remodeling), es entsteht eine exzentrische Hypertrophie (Weil und Schunkert 2006).
Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung der makroskopischen Veranderungen

beim kardialen Remodeling.
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Abb. 5: Kardiales Remodeling (modifiziert nach Jessup und Brozena 2003, S. 2011)

Mikroskopisch kann zum einen eine Kardiomyozytenhypertrophie beobachtet werden,
bei gesteigerter Wandspannung kommt es jedoch auch vermehrt zum aktiven Zelltod
(Apoptose) (Weil und Schunkert 2006). Gleichzeitig erfolgt eine Umstrukturierung der
Bindegewebszellen im insuffizienten Herzen; vor allem durch Zunahme des kollagenen
Netzwerkes wird die passive Dehnbarkeit des Myokards herabgesetzt (Weil und
Schunkert 2006).

Die neurohumoralen Adaptationsmechanismen fiihren durch Flissigkeitsretention zur
Erhdhung der Vorlast und durch Erhéhung des peripheren Widerstands zur Erh6hung
der Nachlast (Classen et al. 2004). Zu den Mechanismen gehdren u.a. die Aktivierung

des sympathischen Nervensystems, dessen Katecholamine durch Bindung an den B1-
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Rezeptor positiv inotrop, chronotrop und lusitrop wirken und so eine erhdhte
Kontraktilitat bewirken (Classen et al. 2004). Bei chronischer Herzinsuffizienz liegt
jedoch eine stdndige adrenerge Stimulation vor, so dass es Uber eine negative
Ruckkopplung zur Abnahme der B1-Adrenorezeptoren-Dichte kommt (Weil und
Schunkert 2006). AuRerdem wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert,
das mittels renaler, vaskularer und kardialer Mechanismen zu Flussigkeitsresorption,
Steigerung des peripheren Widerstands und Myokardhypertrophie fihrt (Classen et al.
2004). Vasopressin (synonym: Antidiuretisches Hormon ADH) und Endothelin, deren
Produktion bei Herzinsuffizienz gesteigert wird (Weil und Schunkert 2006), beglnstigen
Flussigkeitsretention bzw. Nachlasterhéhung.

Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung regulierender Mechanismen, z.B. durch
natriuretische Peptide, Bradykinin, Prostaglandine und Stickstoffmonoxid, die Volumen
eliminierend und vasodilatatorisch wirken (Classen et al. 2004). Diese Mechanismen
haben eher gegenregulatorische als kompensatorische Wirkung und fallen quantitativ
nicht ins Gewicht (Classen et al. 2004).

D ku lkKtivie

Hypertrophie

Versagen der
Kompensationsmechanismen
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Organperfusion |,

N /4

Katecholamine T
Renin 1
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Abb. 6: Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz (nach Classen et al. 2004, S. 213)



Literaturtibersicht 23

Die kompensatorischen Mechanismen erlauben zwar eine kurzfristige Stabilisierung
der Myokardfunktion und der Perfusion lebenswichtiger Organe, tragen jedoch bei
chronischer Aktivierung zur Progression der Herzinsuffizienz bei, es entsteht ein
circulus vitiosus (Rickenbacher 2001) (Abb. 6).

Die Frage, ob bakterielle Endotoxine (Lipopolysaccharide) eine Rolle bei der
Pathogenese und Progression der Herzinsuffizienz spielen, ist bis heute noch nicht
abschlie3end geklart. Verschiedene Untersuchungen konnten einen erhéhten TNF-a-
Plasmaspiegel bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz ermitteln (Seta et al.
1996; Anker et al. 1997; Mann 2002; Staudt et al. 2002). Es konnte auRerdem gezeigt
werden, dass herzinsuffiziente Patienten mit erhéhten TNF-a-Plasmaspiegeln eine
deutlich erhdhte Mortalitat aufweisen (Staudt et al. 2002). Weiterhin wurde eine
Korrelation von IL-6 mit dem NYHA-Stadium festgestellt (Seta et al. 1996; Staudt et al.
2002).

Die ,Zytokin-Hypothese“ geht davon aus, dass Zytokine in der Lage sind, mittels
hamodynamischer Storung oder eines direkt toxischen Effekts auf das Herz die
Progression der Herzinsuffizienz zu beeinflussen (Seta et al. 1996).

Auch Anker et al. (1997) beschéaftigten sich mit der Rolle der Zytokine bei der
Herzinsuffizienz-Pathogenese und stellten verschiedene Theorien fur die Herkunft der
Zytokine auf: Intestinale Odeme konnten zur bakteriellen Translokation Uber die
Darmwand fiihren, wodurch Bakterien und ihre Endotoxine in die Zirkulation gelangen
kbnnten. Eine Stimulation der Makrophagen zur Zytokinproduktion durch
Verlangsamung des Blutstroms in der Peripherie konnte eine weitere Erklarung sein;
aulRerdem ware es mdoglich, dass die Kardiomyozyten selbst die Zytokine (v.a. TNF-q)
produzieren (Anker et al. 1997). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass keine
signifikanten Unterschiede zwischen dem TNF-a-Plasmaspiegel im Sinus coronarius
und im arteriellen Blut bestehen und demnach das Herz als alleinige Quelle fir die
erhohte Zytokinproduktion auszuschlief3en ist (Munger et al. 1996).

Jingere Studien befassten sich mit der Wirkung der Zytokine auf das Herz, wobei der
Fokus auf TNF-a und IL-6 gelegt wurde (Staudt et al. 2002; Mann 2002). Man geht
davon aus, dass viele Aspekte der Herzinsuffizienz durch biologische Effekte der
Zytokine erklart werden kénnen (Mann 2002). Die pathophysiologischen Mechanismen
mit kardialer Wirkung, die durch die Zytokine ausgeldst werden kénnen, sind in Tabelle

6 aufgelistet.
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Zytokin kardiale Wirkung

TNF-a negativ inotrop
myokardiale Hypertrophie

Expression fetaler Gene

proapoptotisch

IL-1a myokardiale Hypertrophie

IL-1B negativ inotrop
proapoptotisch

IL-6 negativ inotrop
antiapoptotisch

myokardiale Hypertrophie
IFN-y Antiviral

proapoptotisch

Tab. 6: Zytokine und deren Eigenschaften (vgl. Staudt et al. 2002, S. 693)

Vermutlich spielen die Zytokine neben anatomischen, funktionellen und biologischen
Veranderungen eine gewisse Rolle bei der komplexen Pathogenese der
Herzinsuffizienz (Seta et al. 1996).

2.3 Bekannte Assoziationen zwischen Parodontitis und Herzerkrankungen

Bereits 1989 stellten Mattila et al. die Hypothese auf, dass eine Assoziation zwischen
der parodontalen Gesundheit und dem Auftreten eines akuten Herzinfarktes besteht
(Mattila et al. 1989). Mit weiteren Studien unterstitzten sie die Vermutung, dass
dentale Infektionen einen Risikofaktor fur Herzerkrankungen darstellen (Mattila et al.
1993; Mattila et al. 1995). DeStefano et al. ermittelten fur mannliche Parodontitis-
patienten unter 50 Jahren ein zweifach erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer
Koronaren Herzerkrankung (KHK) im Vergleich zu einer entsprechenden Kontroll-
gruppe (DeStefano et al. 1993). Eine Korrelation zwischen Zahnverlust und Koronarer
Herzerkrankung wurde untersucht, und es konnte fur Patienten mit 10 oder weniger
Zahnen im Vergleich zu Patienten mit 25 oder mehr Zahnen ein erhdhtes KHK-Risiko
festgestellt werden (Joshipura et al. 1996). Auf Stérungen im Fettstoffwechsel als
wichtiger Risikofaktor bei der Entwicklung einer Arteriosklerose und daraus
resultierender KHK konzentrierten sich Tang et al. und konnten nachweisen, dass die
Werte fur Cholesterol, Triglyceride, LDL, oxLDL, CRP, IL-6 und TNF-a bei Patienten
mit KHK und Parodontitis signifikant héher waren als bei parodontal gesunden
Patienten mit KHK (Tang et al. 2011). AuRerdem wurden in der Gruppe der KHK-
Patienten signifikant hohere Werte fir Sondierungstiefe, Attachmentverlust, Sulkus-

Blutungs-Index und fehlende Z&hne ermittelt als in der Kontrollgruppe. Nach Analyse
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der NHANES IIl (National Health and Nutrition Examination Survey) konnte eine
vierfach erhdhte Herzinfarkt-Inzidenz fir Parodontitispatienten ermittelt werden (Arbes
et al. 1999). Es konnte festgestellt werden, dass Antikorper gegen Porphyromonas
gingivalis mit dem Auftreten einer Koronaren Herzerkrankung assoziiert sind
(Kuramitsu et al. 2001; Pussinen et al. 2003). Verschiedene Studien konnten jedoch
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Parodontitis und Arteriosklerose bzw.
KHK feststellen (Hujoel et al. 2000; Yamazaki et al. 2005).

Auch wenn eine Assoziation zwischen Parodontitis und KHK in vielen Studien vermutet
wird, konnte der genaue Mechanismus noch nicht geklart werden (Tang et al. 2011).
Verschiedene Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Arteriosklerose sind bekannt,
diese sind jedoch fr nur 50-70% der Falle verantwortlich (Haynes und Stanford 2003).
Eine Reihe von weiteren Risikofaktoren wird diskutiert, u.a. die Parodontitis (Haynes
und Stanford 2003).

Laut Haynes et al. gibt es mehrere mdgliche Erklarungen fir den Zusammenhang
zwischen Parodontitis und KHK (Haynes und Stanford 2003). Diskutiert wird eine
maogliche Korrelation zwischen Parodontitis und KHK aufgrund gemeinsamer
Risikofaktoren wie Alter, Rauchen, Geschlecht, Alkohol, Bildung, Hypertonie,
finanzieller Status und Stress (Beck et al. 1999), und eventuell weitere noch
unbekannte gemeinsame Faktoren.

Als weitere Erklarung kadme eine individuelle Neigung des Patienten zu einer
Uberschiel3enden Entziindungsreaktion in Frage, die sowohl die Entstehung der
Parodontitis als auch der Arteriosklerose beginstigen wiurde (Haynes und Stanford
2003). Eine weitere Uberlegung geht dahin, dass ein Entzindungsherd in der
Mundhohle durch Stimulation der humoralen und zellvermittelten Abwehr in der Lage
sein konnte, eine systemische Entziindungsreaktion auszulésen und einen
Arteriosklerose-Prozess dadurch zu verstarken (Haynes und Stanford 2003).

Weiterhin wird eine mdgliche Kreuzreaktivitdét von Antikérpern gegen Parodonto-
pathogene und gegen Antigene von Thrombozyten und Endothelzellen diskutiert.

Als mdogliche Ursache fur die Assoziation zwischen Parodontitis und arteriosklero-
tischen Vorgangen wurde weiterhin das Eindringen von Parodontitis-Bakterien wie
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Bacteroides
forsythensis in die arteriosklerotische Plague betrachtet, wodurch es zu Entziindung
und Instabilitat der Plaque kommen konnte (Haraszthy et al. 2000). Ein Vorhandensein
parodontopathogener Bakterien in der arteriosklerotischen Plaque konnte bei 18-30%
der Patienten mit Arteriosklerose nachgewiesen werden (Haraszthy et al. 2000).
Dietrich et al. (2008) ermittelten einen signifikanten Zusammenhang zwischen

chronischer Parodontitis und koronarer Herzerkrankung unabhangig von bekannten
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kardiovaskularen Risikofaktoren fir mannliche Patienten, die jinger als 60 Jahre alt
waren. Sie stellten fest, dass verschiedene Studien kausale und nicht-kausale
Beziehungen zwischen chronischer Parodontitis und KHK als Erklarung fur eine
mogliche Assoziation heranzogen (Dietrich et al. 2008). Es wurde die Hypothese
formuliert, dass sowohl direkte Effekte (Bakteriamie) als auch indirekte Effekte
(systemische Inflammation) der Parodontitis eine Rolle spielen, gleichzeitig aber auch
genetische und immunologische Faktoren sowohl die Wahrscheinlichkeit einer
Parodontitis als auch eines arteriosklerotischen Prozesses erhdhen. Angelehnt an
Dietrich et al. (2008) sind in Abbildung 7 mdgliche Einflussfaktoren und deren
Wechselbeziehungen, die einen Zusammenhang zwischen Parodontitis und KHK

erklaren kénnten, graphisch dargestellt.
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Abb. 7: Mogliche pathways der Assoziation zwischen Parodontitis und KHK (nach Dietrich et al. 2008,
S. 1672)

Tang et al. gehen davon aus, dass Langzeitstudien durchgefiihrt werden sollten, um
die Beziehung zwischen Parodontitis und Koronaren Herzerkrankungen genauer zu
erforschen, und empfehlen, die parodontale Gesundheit bei der Therapie von KHK-

Patienten zu berticksichtigen (Tang et al. 2011).

Aufgrund der Annahme, dass die Parodontitis eine Rolle bei der Pathogenese der

Koronaren Herzerkrankung spielt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass parodonto-
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pathogene Mikroorganismen und ihre Endotoxine auch die Entstehung der
Herzinsuffizienz beeinflussen konnten. Die vorliegende Arbeit untersucht in diesem
Zusammenhang, ob die Endotoxine (Lipopolysaccharide) der parodontopathogenen
Mikroorganismen in der Lage sind, am Myokard zu binden und dort Entzindungs-
reaktionen auszulésen und inwieweit die Menge an Lipopolysaccharid-bindendem
Protein mit dem Schweregrad der Parodontitis assoziiert ist.
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3 Material und Methoden

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Kklinisch-experimentelle
Querschnittsstudie, bei der Patienten mit operationsbedurftiger Aortenklappenstenose
oder -insuffizienz untersucht wurden. Im Rahmen eines Pilotprojektes mit
verschiedenen Einzelprojekten dienten das untersuchte Patientenkollektiv und die
erhobenen klinischen Befunde als Basis fir die vorliegende Untersuchung sowie
weitere Teilprojekte (Jahn 2012).

3.1 Administrative Vorbereitungen

Der Antrag zur Beurteilung des klinischen Forschungsvorhabens wurde unter dem Titel
,Klinisch-experimentelle Studie zur moglichen Assoziation parodontaler Gesundheit
und verschiedenen Herzerkrankungen mit der Nummer 6/2/09 gestellt und die
Durchfuhrung der Studie von der Ethikkommission der Universitat Gottingen ohne
ethische oder rechtliche Bedenken genehmigt.

Da fur die Untersuchung Herzgewebe von Patienten benétigt wurde, wurde im Vorfeld
die Zusammenarbeit und Kommunikation mit der Abteilung Thorax-, Herz- und Gefafi-
chirurgie der Universitdtsmedizin Goéttingen unter Leitung von Prof. Dr. Schéndube

geregelt.

3.2 Probandengewinnung

Als Probanden dienten Patienten, die sich im Zeitraum von Mai 2009 bis August 2010
in der Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie des Universitatsklinikums Gottingen einer
Operation wegen eines Aortenklappen-Ersatzes unterzogen.

Von der Studie ausgeschlossen wurden gemal Ethikantrag immunsupprimierte oder
organtransplantierte sowie suchtkranke Patienten. Weitere Ausschlusskriterien waren
das Vorliegen von Hepatitis A, B, C, Tuberkulose oder HIV sowie ein Herzinfarkt oder
Apoplex innerhalb der letzten sechs Monate.

Vor Beginn der Untersuchung wurden die Patienten mdindlich aufgeklart. Eine
entsprechende Patientenaufklarung sowie eine Einverstandniserklarung zur Teilnahme
an der Untersuchung und eine Einverstandniserklarung zur wissenschaftlichen
Verwendung ihres Blutes und des Restgewebes, das wahrend der OP anféllt, wurden
vom Patienten unterzeichnet. Die Einverstandniserklarungen wurden vom Prifarzt
gegengezeichnet. Alle untersuchten Patienten und deren Daten wurden durch-
nummeriert und die entsprechenden Datenblatter pseudonymisiert.

Die medizinische Diagnostik erfolgte im Vorfeld durch Allgemeinmediziner und

Kardiologen. Angaben zu Geschlecht und Alter, GroRe und Gewicht, Allgemein-



Material und Methoden 29

erkrankungen, kardialen Diagnosen, Medikamenten, OP-Indikation und -Lokalisation
sowie bestimmten Blutwerten wurden Befund- und Behandlungsdokumentationen der

jeweiligen Patientenakte entnommen.

3.3 Kalibrierung

Im Vorfeld der zahnérztlichen Untersuchungen erfolgte eine Kalibrierung der
Untersucher, indem die jeweiligen dentalen und parodontalen Befunde von zwei
Untersuchern unabhangig bei einem weiteren erhoben wurden. Hierbei mussten 80%
der Messwerte Ubereinstimmen, wobei eine Abweichung um eine Einheit (=1 mm)

toleriert wurde.

3.4 Anamnese

Mit Hilfe eines Anamnesebogens wurden Informationen zu Herzerkrankungen und
Medikamenteneinnahme sowie spezielle zahnmedizinische Angaben wie Temperatur-
empfindlichkeit der Zahne, Zahnfleischbluten, vorangegangene Parodontalbehand-

lungen etc. erfragt. Zusatzlich wurde das Rauchverhalten der Patienten dokumentiert.

3.5 Klinisch-zahnarztliche Untersuchung

Die Patienten wurden in der Regel einen Tag praoperativ auf der entsprechenden
Station der Thorax-Herz-Gefalichirurgie untersucht. In wenigen Ausnahmeféllen
erfolgte die Untersuchung erst postoperativ. In diesen Fallen bestimmte der gesund-
heitliche Zustand bzw. der Fortschritt der Genesung der Patienten den Zeitpunkt der
Untersuchung.

Um das Risiko einer Endokarditis zu minimieren, erhielten die Patienten eine Stunde
vor der zahnarztlichen Untersuchung ein orales Antibiotikum im Sinne eines ,single
shots®. In der Regel erfolgte die Antibiose mit 1 x 2 g Amoxicillin (Aminopenicillin), bei

Unvertraglichkeit wurde auf 1 x 600 mg Clindamycin zurtickgegriffen.

3.5.1 Zahnarztlicher Befund (DMFT)

Der DMFT ist ein von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfohlener Index fur
die Zahngesundheit. Hierbei werden im bleibenden Gebiss maximal 28 Zahne
(T=teeth) beurteilt, die Weisheitszdhne werden nicht beriicksichtigt. Beurteilt werden
die Z&hne mit D: decayed = zerstort/karids, M: missing = fehlt/extrahiert oder F: filled =
mit Fdllung versorgt. Die Summe D+M+F ergibt den so genannten DMFT-Wert
(maximal 28). Fur eine differenziertere Aussage ist eine Einteilung in D-T, M-T und F-T

sinnvoll.
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3.5.2 Papillen-Blutungs-Index (PBI)

Der Papillen-Blutungs-Index dient der Beurteilung des Entziindungsgrades der Gingiva
(Saxer und Mihlemann 1975). Der Sulkus wird im Papillenbereich mit einer
Parodontalsonde stumpf ausgestrichen, wobei die Sonde im Winkel von ca. 45° zur
Zahnachse gefiuihrt werden sollte. Nach 20 Sekunden wird eine eventuelle Blutung
beurteilt. Der PBI wird im ersten und dritten Quadranten oral und im zweiten und
vierten Quadranten vestibular erhoben.

Folgende Grade werden unterschieden (Saxer und Mihlemann 1975):

e Grad 0: keine Blutungen

o Grad 1: Auftreten eines Blutungspunktes

e Grad 2: Auftreten mehrerer Blutungspunkte oder einer Blutlinie
e Grad 3: Ausfullen des interdentalen Dreiecks mit Blut

e Grad 4: profuse Blutung nach der Sondierung; Blut fliel3t Gber den Zahn.

Der Index wird berechnet, indem die Summe der Blutungsbefunde durch die Anzahl
untersuchter Papillen dividiert wird.

3.5.3 Parodontalstatus

Sondierungstiefen und Attachmentlevel der Probanden wurden mit Hilfe einer
millimeterskalierten Parodontalsonde (PCP15, Hu-Friedy, Rotterdam, Niederlande)
aufgenommen.

Die Messung der Sondierungstiefen erfolgte in Form einer modifizierten Vier-Punkt-
Messung, d.h. es wurde an jedem Zahn an jeweils vier Messpunkten gemessen:
mesio-vestibular, disto-vestibulér, mesio-oral und disto-oral.

Kommt es bei Sondierung der Taschen zu einer Blutung, wird ein positiver BOP

(bleeding on probing) vermerkt. Bleibt eine Blutung aus, ist der BOP negativ.

AnschlieRend wurden die Rezessionen gemessen, um das Attachmentlevel bestimmen
zu konnen, welches der Distanz zwischen der Schmelz-Zement-Grenze und dem
klinisch sondierbaren Boden der Zahnfleischtasche entspricht.

Die Patienten wurden nach einem Vorschlag der Working Group des CDC (Center of
Disease Control) und der AAP (American Academy of Periodontology) anhand der
Sondierungstiefen (ST) und des Attachmentlevels (AL) in Gruppen nach Schweregrad

der vorliegenden Parodontitis eingeteilt (Page und Eke 2007) (Tab. 7).
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Klinische Definition”
Schweregrad i _
Attachmentlevel (AL) Sondierungstiefen (ST)
. > 2 Approximalrdume mit AL = 6 > 1 Approximalraum mit ST = 5
Schwere Parodontitis ] und
mm (nicht am selben Zahn) mm
] N = 2 Approximalrdume mit AL = 4 > 2 Approximalraume mit ST = 5
Leichte Parodontitis ] oder ]
mm (nicht am selben Zahn) mm (nicht am selben Zahn)
Keine oder milde | Weder leichte noch schwere
Parodontitis Parodontitis

Y dritte Molaren ausgenommen

Tab. 7: Schweregrade der Parodontitis (vgl. Page und Eke 2007, S. 1396)

An mehrwurzeligen Zahnen wurde mit Hilfe einer Furkationssonde (Hu-Friedy,
Rotterdam, Niederlande) der Furkationsbefall untersucht. Bei Ermittlung des

Furkationsbefundes kdnnen folgende Grade unterschieden werden (Hamp et al. 1975):

e Grad 0: Furkation nicht sondierbar

e Gradl: Furkation bis 3 mm sondierbar
e Grad ll: Furkation Uber 3 mm sondierbar, aber nicht durchgangig
e Grad lll: Furkation durchgangig sondierbar.

Zur Bestimmung der Zahnlockerung wird der Zahn mit zwei Instrumentengriffen sowohl
horizontal als auch vertikal bewegt. Die Auslenkung wird visuell beurteilt und in

folgende Grade eingeteilt (Hellwig et al. 2006):

e Grad0: physiologische, nicht erhéhte Zahnbeweglichkeit

e Gradl: erhthte Zahnbeweglichkeit, spurbar oder sichtbar bis 1 mm horizontal
e Grad ll: erhthte Zahnbeweglichkeit, sichtbar tGiber 1 mm horizontal

e Grad lll: erhthte Zahnbeweglichkeit, beweglich auf Lippen- und Zungendruck

und/oder in axialer Richtung.

3.6 Gewinnung der Blut- und Herzgewebeproben

Das Herzgewebe, welches im Rahmen der Studie im Labor untersucht wurde, wurde
wahrend der Operationen in der Thorax-Herz-Geféal3chirurgie gewonnen. Die
Blutproben wurden ebenfalls im Laufe der OP entnommen. Das Gewebe wurde mit

einem Skalpell zerkleinert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

3.7 Materialien
Alle fur die Untersuchung der Blut- und Gewebeproben verwendeten Chemikalien,

Hilfsmittel, Gerate und Softwares sind den Materiallisten im Anhang zu entnehmen.
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3.8  Aufbereitung der Herzgewebeproben durch Proteinaufreinigung mit
Lysispuffer

Um aus den Gewebezellen DNA, RNA oder Proteine zu gewinnen, ist eine
Aufreinigung mit Lysispuffer notwendig. Der hier verwendete Lysispuffer (Tab. 8) wurde

vorbereitet und bei +4°C gelagert:

Konzentration in 100 ml
TRIS 0,242 g 20 mM
NaCl 0,292 ¢g 50 mM
NaF 0,209 g 50 mM
Na-Pyrophosphat 0,223 g 5 mM
Sucrose 8,557 g 0,25 mM
ad 100 ml aqua bidest; pH 7,4; 4°C

Tab. 8: Mengen fur 100 ml Lysispuffer

Anschlieend wurden Triton X-100, DTT und Protease Inhibitor Cocktail hinzugegeben
(Tab. 9).

Konzentration in 1 ml
Triton X-100 10 1%
DTT (100mM) 10 pl 1mMm
Protease Inhibitor Cocktalil 1l 1:1000

Tab. 9: Zugabe zu vorbereitetem Lysispuffer

Die Gewebeproben wurden nach Entnahme aus dem -80°C-Gefrierschrank in Flissig-
Stickstoff (N,) gelagert und in einer Reibeschale mit Fllssig-Stickstoff mit Hilfe eines
StoRels homogenisiert. Das Homogenat wurde in ein Eppendorf-Cup (E-Cup) mit 500
bis 1000 pl Lysispuffer (je nach Gewebemenge) gegeben und anschlieend 10
Minuten bei +4°C zentrifugiert (3000 rpm). Der Uberstand wurde abpipettiert und in ein
neues E-Cup uberfuhrt. Die Proben wurden bis zum n&chsten Arbeitsschritt bei -18°C

eingefroren.

3.9 Analyse der Herzgewebeproben im Labor

3.9.1 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Konzentrationsbestimmung der Proteinproben erfolgte mit Hilfe des BCA-
Proteinassay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Zunachst wurde die

Verdunnungsreihe fur den Standardtestbereich von 20 bis 2000 pg/ml erstellt.
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Dafur wurde der mitgelieferte Albumin-Standard (2,0 mg/ml) in unterschiedlichem
MafRe mit zuvor verdinntem Lysispuffer (1:10 mit doppelt destilliertem Wasser (aqua
bidest)) verdiinnt (Tab. 10).

e Verdinnungsmedium 2,0 mg/ml SN
(verdinnter Lysispuffer) Albumin-Standard
A 0 pl 300 pl 2000 pg/ml
B 125 pl 375 pl 1500 pg/ml
C 325yl 325 pl 1000 pg/ml
D 175 pl 175 pl aus Tube B 750 pg/ml
E 325 ul 325 ul aus Tube C 500 pg/ml
F 325 ul 325 ul aus Tube E 250 pg/ml
G 325 ul 325 ul aus Tube F 125 pg/ml
H 400 pl 100 pl aus Tube G 25 pg/ml
|| 400 pl - 0 ”9’”"
=Blindwert (Blank)

Tab. 10: Herstellung der Standardreihe zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde in einer Doppelbestimmung
vorgenommen. Zur Testdurchfiihrung wurden 25 pl jeder Probe (in E-Cups 1:10 vor-
verdinnt) sowie je 25 pl der Standardreihe (Tubes A-lI) mit jeweils 500 ul des
vorbereiteten BCA-Reagenz (Mischen der Komponenten A und B im Verhéltnis 50:1)
gemischt. AnschlieRend wurden alle E-Cups fir 30 Minuten bei 37°C im Thermostat
inkubiert.

Im Anschluss erfolgte die Messung der Proteinkonzentration in einem
Spektralphotometer (BioMate 5) bei 562 nm. Als Ergebnis erhielt man die
Konzentration an Proteinen in pg/ml, die flr weitere Untersuchungen in pg/ul
umgerechnet wurde. Anhand dieser Daten wurde die Menge an aqua bidest berechnet,

die bendétigt wird, um einheitlich konzentrierte Proben zu gewinnen.

3.9.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung der Proteine nach ihrer
GroRRe. Die Proteine binden an SDS (sodium dodecyl sulfate = Natriumdodecylsulfat)
und erhalten dadurch eine negative Ladung, die proportional zum Molekulargewicht
des Proteins ist. Dadurch werden sie im Laufe der Elektrophorese entsprechend ihrer
Ladung und demnach entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Gemal dem diskontinuierlichen System nach Laemmli (1970) wurden ein 4%iges

Sammelgel und ein 12%iges Trenngel verwendet.
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Mengenangaben fur Trenngel (12%):

40% Acryl 3,0 ml
1,5M TRIS (pH 8,8) 3,7 ml
ddH,O 3,25 ml
20% SDS 50 pl
10% APS 50 pl
TEMED 5 pl.

Mengenangaben fir Sammelgel (4%):

40% Acryl 300 ul
0,5M TRIS (pH 6,8) 380 pl
ddH,O 2,3 ml
20% SDS 15 pl
10% APS 15 pl
TEMED 3l

Das Auftragsvolumen pro Geltasche betrug 30 pl. Es setzte sich zusammen aus 10 pl
Auftragspuffer (380 pl SDS Reducing Buffer + 20 pl Mercaptoethanol), der anhand der
Messergebnisse der photometrischen Analyse errechneten Menge der Probe in pl und

der entsprechenden Menge aqua bidest in pl.

Zusammensetzung des SDS Reducing Buffer:
0,5M TRIS (pH6,8) 2,5ml

20% SDS 2 ml

1% Bromphenolblau 0,2 ml

Glycerol 5ml.

Die mit aqua bidest verdiinnten Proben wurden mit dem Auftragspuffer vermischt und
fir 7 Minuten bei +97°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben kurz
anzentrifugiert und auf Eis gestellt. Mit Hilfe von Gelloadertips wurden zuné&chst 5 pl
Proteingrofienmarker (Kaleidoscope”", Bio-Rad, Munchen, Deutschland) in die rand-
standigen Geltaschen pipettiert und anschlieend je 30pl der Proben in die Ubrigen
Taschen.

Die Elektrophorese erfolgte zunachst Uber ca. 15 Minuten bei 100 Volt, bis die Banden

das Trenngel erreicht hatten. Anschlie3end folgten zwei Stunden bei 160 Volt.
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3.9.3 Proteintransfer durch Western Blot

Der Proteintransfer von den Polyacrylamidgelen auf eine Nitrocellulosemembran
erfolgte in einer Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Munchen, Deutschland).

Zur Vorbereitung wurden die Nitrocellulosemembran, Filterpapier und Fiberpads ca. 30
Minuten bei +4°C in Blotpuffer eingeweicht.

Deckel

Fiberpad

Filterpapier
Membran
Gel
Filterpapier
Fiberpad

Gelhalter-Kassette

Elektrodenmodul

Kuhleinheit

Puffertank

Abb. 8: Vorbereitung des Proteintransfers in der Mini Trans-Blot Cell
(vgl. www3.bio-rad.com/cmc_upload/Literature/13280/M1703930.pdf)

Das Elektrodenmodul wurde beladen (Abb. 8), zusammen mit einer Kuhleinheit in den
Puffertank gestellt, und der Tank mit Blotpuffer aufgefillt und in eine Styroporbox mit
Eis gestellt.

Der Proteintransfer erfolgte bei 300 mA fur drei Stunden. Nach Abschluss des
Blotverfahrens konnte der Erfolg des Transfers anhand der gefarbten GréRenmarker

beurteilt werden.

3.9.4 Unspezifischer Proteinnachweis (Ponceau-Rot-Farbung)
Um nach Abschluss des Proteintransfers den Erfolg des Verfahrens zu kontrollieren,
wurde die Nitrocellulose-Membran fur ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur mit Ponceau-

Rot gefarbt und anschliel3end so oft mit aqua bidest gespuilt, bis sich keine Farbe mehr
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|6ste. Zur Dokumentation wurde eine Farbkopie der gefarbten Membran hergestellt
(Abb. 9).

GroélRenmarker ) . ] ]
l Proteinmarker fir Atrium, Ventrikel und Klappe

i

Abb. 9: Farbkopie der gefarbten Nitrocellulosemembran

Fur die weitere Bearbeitung wurde die Membran zwischen der blauen (50 kDa) und der
grinen Bande (37 kDa) durchtrennt, sodass sich auf einer Membran die Glycerin-
aldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mit einer Molekilmasse von 34 kDa
und auf der anderen das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) mit 58 kDa befand.
Die Membranen wurden dann dreimal fir zwei Minuten mit 1XTBS auf dem Schiittler
gewaschen. Alle nachfolgenden hier beschriebenen Wasch- und Inkubationsschritte

wurden ebenfalls auf dem Schittler durchgefunhrt.

Herstellung von 10xTBS-Puffer:

TRIS 60,57 g
NaCl 87,66 g
pH 7,6

ad 1000 ml aqua bidest.

Um 1xTBS-Puffer herzustellen, wurden 200 ml des 10xTBS-Puffers mit 1800 ml aqua

bidest verdinnt.

3.9.5 Blocken

Um die freien Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur in 10 ml Starting Block (TBS) Blocking Buffer (Thermo Scientific,
Bonn, Deutschland) inkubiert. Es folgten funf Waschschritte fur je funf Minuten mit
IXTTBS. Zur Herstellung von 1XTTBS Puffer wurden 200 ml des 10xTBS mit 1800 ml

agua bidest verdinnt und 2 ml Tween20 hinzu gegeben.
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3.9.6 Immundetektion

3.9.6.1 Primarer Antikdrper: big42-LBP

Der erste Antikdrper (bigd2 antibody to human LBP, Biometec GmbH, Greifswald,
Deutschland) wurde 1:1000 mit Verdinnungslosung (5 ml Starting Block Solution, 0,05
ml Tween 20 und 94,95 ml 1xTBS) verdunnt.

Die Inkubation der Membran mit dem ersten Antikorper erfolgte Uber Nacht bei +4°C.
Nach Entfernung der Antikorperldsung am darauf folgenden Tag wurde die Membran
zunéchst 15 Minuten und anschliel3end vier Mal 10 Minuten mit 1XTTBS gewaschen,

um ungebundene oder nur schwach gebundene Antikérper zu entfernen.

3.9.6.2 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

Die GAPDH (Hy-Test Ltd., Turku, Finnland) dient als Haushaltsgen, welches
unabhéangig von Zelltyp, Zellstadium und auf3eren Einflissen exprimiert wird (Koolman
und R6hm 2009).

Die GAPDH wurde mit der oben genannten Verdinnungslosung im Verhéltnis
1:300.000 verdunnt. Die entsprechende Membran wurde auch hier Gber Nacht bei
+4°C inkubiert und am darauf folgenden Tag entsprechend gewaschen.

3.9.6.3 Sekundéarantikdrper: goat anti-mouse HRP

Der zweite Antikorper (goat anti mouse HRP, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
bindet spezifisch an den ersten Antikdrper. Er wurde 1:25.000 mit der
Verdinnungslosung verdinnt und die Membranen darin zwei Stunden bei
Raumtemperatur bei 30 rpm inkubiert. Anschlieend wurden die Membranen ein Mal
15 Minuten und dann vier Mal fir jeweils 10 Minuten mit 1XTTBS gewaschen.

3.9.7 Chemilumineszenz

An den zweiten Antikorper ist das Enzym HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt,
das die Oxidation von Luminol katalysiert, wodurch eine Lumineszenz erreicht wird. Als
Chemilumineszenz-Praparat wurde das SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific, Bonn, Deutschland) verwendet.

Die Membranen wurden 5 Minuten in einer lichtundurchlassigen Box in der L&sung
inkubiert und anschlieBend in die Filmkassette gelegt.

Nach 30 Minuten wurden Rontgenfilme (SuperRX Fuji Medical X-Ray Film) jeweils 30
Sekunden, 1 Minute und 3 Minuten belichtet und entwickelt (Abb. 10).
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Abb. 10: Entwickelter Rontgenfilm nach 1 min. Belichtung

3.9.8 Auswertung der Banden fir big42-LBP und GAPDH

Zur Digitalisierung der exponierten Filme wurden diese mit Hilfe des BioDocAnalyze-
Gerates eingescannt. Die densitometrische Auswertung der Banden flr big42-LBP und
fir GAPDH erfolgte dann mittels der entsprechenden Software (Abb. 11).

QA O] . A '
A
L FF ~
A V X AV
BP i — o i—

Abb. 11: Screenshot der Auswertung

Nachdem so die Auspragung des Lipopolysaccharid-Binding-Protein-spezifischen
Antikorpers big42 sowie der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) fiir
Atrium, Ventrikel und Klappe quantitativ erfasst war, wurden die Werte dokumentiert
und anschlieBend das Verhéltnis der absoluten big42-Werte zu denen der GAPDH
errechnet.
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3.10 Aufbereitung der Blutproben im Labor

3.10.1 Isolierung und Aufreinigung der Leukozytenfraktion (Buffy Coat)

Um die Leukozyten und Thrombozyten (sog. Buffy Coat) zu isolieren, wurden je 5 ml
EDTA-BIut in Zentrifugenréhrchen mit 4 ml Ficoll-Lésung gegeben und 20 Minuten bei
+4°C zentrifugiert (2200 rpm). Als Ergebnis erhielt man vier Phasen (Tab. 11).

Phase Inhalt

obere Phase Plasma
Zwischenschicht (trub) Buffy Coat

mittlere klare Phase Ficoll-Lésung
untere Schicht (rot) Erythrozyten

Tab. 11: Vier Phasen der Buffy-Coat-Aufreinigung

Das Plasma wurde fir eventuelle spatere Untersuchungen bei -85°C eingefroren. Der
Buffy Coat wurde in ein neues Zentrifugenrohrchen tberfihrt und zwei Waschschritten
unterzogen. Diese erfolgten durch Mischen mit je 5 ml 1xPBS-Puffer und Zentrifugieren
fir 10 Minuten bei +4°C und 1000 rpm. Zwischen den Waschschritten und danach
wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen. Der Buffy Coat wurde anschlieRend in

ein 1,5 ml-Eppendorf-Cup mit 200 ul 1XxPBS gegeben.

3.10.2 DNA-Isolierung mit QlAamp® DNA Mini Kit

Die DNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kits (Fa. Qiagen, Hilden,
Deutschland) gemafl der mitgelieferten Bedienungsanleitung. Hierbei wird die
Zellmembran mit Hilfe einer Proteinase zersetzt, die DNA mittels Ethanolféllung
extrahiert und durch Zentrifugieren an die Silicagel-Membran einer Spinnsaule
gebunden. AnschlieBend erfolgen zwei Waschschritte mit unterschiedlichen
Waschpuffern, um Kontaminationen zu beseitigen. Zum Schluss wird die DNA mittels
eines Extraktionspuffers eluiert.

Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Tabelle 12 und Abbildung 12 aufgefihrt.
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DNA
bindet an
Membran

Waschen
(AW1)

Waschen
(Aw2)

Eluieren

Isolierte
DNA

Abb.12:
DNA-Isolierung
(vgl. QlAamp® DNA
Mini and Blood Mini
Handbook 2007,
S.13)

Arbeitsschritt

Effekt

Vorbereiten der Reagenzien gemafd Anweisung auf

den jeweiligen Verpackungen

20 pl Proteinase K zu jedem Proben-Cup (Buffy Coat)

Zersetzung  der

pipettieren und gut mischen Zellmembran

200 pl AL-Puffer zugeben und 15 sec. vortexen Lyse

10 Minuten bei 56°C inkubieren
Entfernen von
Flussigkeit  aus

kurz anzentrifugieren (ca. 5 Sekunden bei 8000 rpm)

dem Deckel des

Reaktionsgefalies

200 pl Ethanol (100%) zugeben, gut mischen und kurz

anzentrifugieren (ca. 5 Sekunden bei 8000 rpm)

Fallung der DNA

Inhalt des Cups auf eine Spinnséaule mit Collectiontube
geben und Saule mit Deckel verschliel3en

1 min bei 8000 rpm zentrifugieren

DNA bindet an
Silikagelmembran

der Spinnsaule

Séaule auf neues Collectiontube stellen, vorheriges

samt Flussigkeit verwerfen

500 pl AW1-Puffer zugeben Waschschritt
1 min bei 8000 rpm zentrifugieren

Saule auf neues Collectiontube stellen, vorheriges

samt Flussigkeit verwerfen

500 pl AW2-Puffer zugeben Waschschritt

3 min bei 13000 rpm zentrifugieren

Saule auf neues Collectiontube stellen, vorheriges
samt Flussigkeit verwerfen

1,5 min bei 13000 rpm trocken zentrifugieren

Saule auf steriles 1,5 ml-E-Cup stellen, Collectiontube

verwerfen

50 pl AE-Puffer mittig auf die Membran der Saule

geben

Herauslosen der
DNA aus
Filter

dem

1 min bei Raumtemperatur inkubieren

1 min bei 8000 rpm zentrifugieren

Saule verwerfen

DNA-Extrakt bei -20°C aufbewahren

Tab. 12: Arbeitsschritte zur DNA-Isolierung und deren Effekte
(QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook 2007)
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3.11 Analyse der DNA

3.11.1 Amplifikation mit Biotin-markierten Primern

Die Amplifikation der DNA erfolgte mit Hilfe des GenoType®IL-1-Tests (Hain-
Lifescience, Nehren, Deutschland) in Form einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR),
wobei als DNA-Polymerase die HotStar Taq plus (Qiagen, Hilden, Deutschland)
verwendet wurde.

Zunachst erfolgte die Herstellung des Amplifikations-Mixes.

Mengenangaben pro Ansatz:

Primer-/Nukleotid-Mix 35 ul
10fach Polymerase-Puffer 5 pl
MgCl,-Lésung 2 ul
DNA-Polymerase 0,5 pl
Wasser 3ul
DNA-LGsung 5 pl.

Sinnvoll ist die Herstellung eines Master-Mixes, der alle oben aufgefiihrten Reagenzien
bis auf die DNA-LAsung enthalt. Die Gesamtmenge errechnet man anhand der Anzahl
der zu untersuchenden Proben zuzlglich der Zahl der Kontrollproben. Bei der
Kontaminationskontrolle wird statt DNA-Losung Wasser hinzugeflgt, der Positiv-
Kontrolle wird die mitgelieferte Kontroll-DNA-L&sung zugegeben. Es wurden je 45 ul
des Master-Mixes in vorbereitete PCR-Reaktionsgefal3e pipettiert. Nach Zugabe der
jeweiligen DNA-L6sung erfolgte die Polymerase-Kettenreaktion nach folgendem
Protokoll (Tab. 13):

5 min 95°C 1 Zyklus
30sec 95°C

10 Zyklen
2 min 58°C
25sec 95°C
40 sec 53°C 20 Zyklen
40sec 70°C
8 min 70°C 1 Zyklus

Tab. 13: Protokoll fur die Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifikationsprodukte wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.
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3.11.2 Hybridisierung
Die Hybridisierung erfolgte ebenfalls mit Hilfe des GenoType®IL-1-Tests. Die Substrate
wurden entsprechend der Gebrauchsanweisung vorbereitet.

3.11.2.1 Denaturierung der Amplifikationsprodukte

Zur Denaturierung wurden fir jede zu untersuchende Probe jeweils 20 pl des
Denaturierungsreagenz mit je 20 pl des entsprechenden Amplifikats in einer
Wannenkavitat der mitgelieferten Inkubationswanne gut gemischt und finf Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

3.11.2.2 Hybridisierung an membrangebundene Sonden

Je 1 ml des vorgewarmten Hybridisierungspuffers wurde zugegeben und in jede
Kavitat ein zuvor beschrifteter Membranstreifen gelegt. Nach einer 30min(tigen
Inkubation bei 45°C im Schiittelwasserbad (TwinCubator®, Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland) wurde der Hybridisierungspuffer vollstandig entfernt.

3.11.2.3 Entfernen aller unspezifisch gebundenen Amplifikate

Je 1 ml vorgewarmte Stringent-Waschlésung wurde in die Kavitdten gegeben und 15
Minuten bei 45°C im TwinCubator inkubiert. Die Waschlésung wurde anschlieRend
vollstandig entfernt. Alle weiteren Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.

Die Membranstreifen wurden dann mit je 1 ml Rinse-LOsung fur 1 Minute unter
leichtem Schitteln auf dem Twincubator gewaschen und die Rinse-Losung

anschliel3end vollstandig entfernt.

3.11.2.4 Zugabe eines Streptavidin/Alkalische Phosphatase-Komplexes

Daraufhin erfolgte die Zugabe von je 1 ml des verdiunnten Konjugates (Streptavidin-
konjugierte Alkalische Phosphatase) und eine 30minttige Inkubation. Nach Abschitten
des Konjugats folgten drei einminitige Waschschritte, die ersten beiden mit je 1 ml

Rinse-LOsung und der letzte mit je 1 ml destilliertem Wasser.

3.11.2.5 AP-vermittelte Farbreaktion

Nach Entfernen des Wassers wurde je 1 ml verdinntes Substrat zu den
Membranstreifen gegeben wund lichtgeschitzt ohne Schitteln inkubiert. Die
Inkubationszeit variiert und wird anhand der Farbreaktion individuell bestimmt. Um die
Substratreaktion zu stoppen, wurden die Membranstreifen zweimal kurz mit
destilliertem Wasser gewaschen und anschlieend zum Trocknen auf saugfahiges

Papier gelegt.



Material und Methoden 43

3.11.3 Auswertung
Die Auswertung der Membranstreifen erfolgte durch Anlegen der mitgelieferten
Schablone, die an der Konjugatkontrollbande ausgerichtet wurde (Abb. 13).

Abb. 13: Auswertung mit Schablone und Auswertungsbogen

Die Ergebnisse wurden in mitgelieferte Auswertungsbdgen eingetragen und die
Bandenmuster mit Hilfe einer Ubersicht interpretiert. Zu beachten ist, dass die
Konjugatkontrollbande (CC) sowie die drei Sensitivitatskontrollbanden (Sens IL-1A,
Sens IL-1B und Sens IL-1RN) immer entwickelt sein missen. Die Spezifitats-
kontrollbande (Spec-C) sollte sich hingegen nicht entwickeln, da dies ein Zeichen fir
suboptimale unspezifische Reaktionsbedingungen ware.

Durch verschiedene Kombinationen von Polymorphismen der Gene IL-1A, IL-1B und
IL-1RN erméglicht der GenoType®IL-1-Test so eine Zuordnung des Patienten zu einem
der vier vom Hersteller angegebenen Genotypmuster mit entsprechendem Risiko fir
die Entstehung einer progressiven Parodontitis.

Zusatzlich wurde ermittelt, ob der Patient hetero- oder homozygoter Merkmalstrager
des IL-1A-, IL-1B- und IL-1RN-Gens ist.

3.12 Statistische Auswertung

Samtliche Daten und Untersuchungsergebnisse der Patienten wurden anonymisiert in
dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2007 (Microsoft) archiviert. Die statistische
Analyse erfolgte mit Hilfe des Programms Statistica 9.0 (StatSoft) in Abstimmung mit
der Abteilung Medizinische Statistik der Universitatsmedizin Géttingen.

Der statistische Vergleich zwischen big42-LBP und dem Schweregrad der Parodontitis,
zwischen big42-LBP und dem PBI sowie die Einflisse von Alter und BMI auf big42-
LBP bzw. auf den PBI wurden mit einem t-Test flr zwei unabhangige Gruppen mit
getrennter Varianz durchgefuhrt. Die Assoziationen zwischen Genotyp und PBI und
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zwischen Genotyp und Schweregrad der Parodontitis wurden mit einem Mann-
Whitney-U-Test untersucht. Um eine mogliche Korrelation zwischen big42-LBP und
dem Genotyp festzustellen, wurde ein Kruskal-Wallis-Test angewandt. Die Einflisse
von Geschlecht und Rauchverhalten auf den Schweregrad der Parodontitis bzw. den
PBI wurden anhand eines Chi-Quadrat-Tests untersucht. Alle Tests wurden mit einem
Signifikanzniveau von p<0,05 durchgefihrt. Da es sich bei der vorliegenden Studie um
eine Pilotstudie handelt, wurde keine Adjustierung fur multiples Testen vorgenommen.
Die Ergebnisse sind entsprechend zu interpretieren: Signifikante Zusammenhange
missen im Rahmen von Folgestudien noch umfassend analysiert und statistisch

validiert werden.

Da nur wenige Patienten des Kollektivs unter die Kategorien keine oder milde bzw.
leichte Parodontitis fielen, wurden diese beiden zu Paro-Gruppe 1 zusammengefasst,
da eine statistische Auswertung sonst nicht mdglich gewesen ware. Die Patienten mit
schwerer Parodontitis bilden die Paro-Gruppe 2. Ahnliches gilt fiir den PBI und den
Genotyp. Bei dem PBI wurden Grad 0 und 1 zu PBI-Gruppe 1 zusammengefasst und
Grad 2 und 3 zu PBI-Gruppe 2. Fur die Genotypmuster gilt: Genotypmuster O
entspricht Genotyp-Gruppe 0, Genotypmuster 1 entspricht Genotyp-Gruppe 1 und
Genotypmuster 2 und 3 bilden gemeinsam Genotyp-Gruppe 2.
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4  Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Im Zeitraum der durchgefiihrten Untersuchungen kamen 79 Patienten als potentielle
Probanden in Betracht. 49 Patienten konnten entsprechend der Ausschlusskriterien
nicht an der Studie teilnehmen und wurden nach Durchsicht der Patientenakten nicht
untersucht. Von den insgesamt 30 untersuchten Patienten waren 33% weiblich (n=10)
und 67% mannlich (n=20). Der jungste Patient war zum Zeitpunkt der Untersuchung 38
Jahre alt, der alteste 80 Jahre. Das Durchschnittsalter aller Patienten betrug 67,7 +9,3

Jahre. Einen Uberblick tiber die Alters- und Geschlechtsverteilung gibt Abbildung 14.

A
80-89 Jahre

70-79 Jahre

= M3
60-69 Jahre anner

Alter

50-59 Jahre
® Frauen

40-49 Jahre

30-39 Jahre

10 8 6 4 2 0 2 4 6

Anzahl Patienten
Abb. 14: Alters- und Geschlechtsstruktur des Patientenkollektivs

Unter den Patienten befanden sich 22 Nichtraucher (73%) und 8 Raucher (27%).
Anhand der Angaben zu Dauer des Nikotinkonsums und Anzahl der téglich gerauchten
Zigaretten konnte fur die Raucher ein durchschnittlicher Wert an Pack years von 27,2
+21,8 ermittelt werden. Abbildung 15 zeigt das Rauchverhalten der Probanden nach

Geschlecht differenziert.

Raucher

® Manner
= Frauen
Nichtraucher

16141210 8 6 4 2 0 2 4 6 8
Anzahl Patienten

Abb. 15: Rauchverhalten nach Geschlecht differenziert
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Der durchschnittliche Body-Mass-Index der Patienten lag bei 29,1 +4,6. Lediglich 8
Patienten wiesen laut Gewichtsklassifikation der WHO von 2006 anhand des BMI
Normalgewicht auf. Weitere 8 Patienten litten unter Ubergewicht und 14 Patienten
waren als adipos einzustufen (Abb. 16).

BMI

Adipositas Grad IlI >40
Adipositas Grad Il  35-40
Adipositas Grad | ~ 30-35

Praadipositas 25-30
Normalgewicht 18,5-25 ® Manner
leichtes Untergewicht 17-18,5

® Frauen
mafiges Untergewicht  16-17

starkes Untergewicht <16

8 6 4 2 0 2 4
Anzahl Patienten
Abb. 16: Body-Mass-Index (Einteilung nach WHO 2006)

Die Blutwerte fir Leukozyten, Thrombozyten und C-reaktives Protein (CRP) stellten
sich wie in Tabelle 14 zu sehen dar.

Blutparameter | Mittelwert +SD Minimum Maximum Normbereich®
Leukozyten 8,5 +3,2x10°/ 3,8x10°/ul | 15,8 x10°%/ yl 4,0-11,0 x10%/ l
Thrombozyten | 183,4 +63,5 x 10°/ 76, x10%/pl | 313,0 x 10°/ 150-350 x10°/ yl
P-CRP 58,7 76,4 mgl/l 2,0 mg/l 247,6 mgl/l < 8,0 mg/l

Y Normwerte des Zentrallabors, Abteilung Klinische Chemie, Universitatsmedizin Gottingen

Tab. 14: Durchschnittswerte der Blutparameter

Die Leukozyten und Thrombozyten bewegten sich Uberwiegend im Bereich der
Normwerte. Der Wert des C-reaktiven Proteins lag bei 16 Patienten (53%) im
Normbereich (< 8 mg/l), bei 3 Patienten (10%) war der Wert nur geringftigig erhéht und
bei 11 Patienten (37%) lag ein deutlich erhéhter P-CRP-Wert >100 mg/I vor.

Bei den kardialen Diagnosen uberwogen die Aortenklappenstenosen (n=25) und
-insuffizienzen (n=7). AuBerdem litt ein Grof3teil der Patienten (n=20) unter arterieller
Hypertonie. Abbildung 17 zeigt alle gestellten kardialen Diagnosen. Jeweils 3% der

Patienten litten unter Herzrhythmusstoérung, Mitralvitium, ACS (Akutes Koronar-
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syndrom), NSTEMI (Nicht-ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt), linksventrikul&rer
Funktionseinschrankung, hypertensiver Herzerkrankung, Septumhypertrophie oder Z.n.
Infarkt. 7% der Patienten waren an Trikuspidalklappeninsuffizienz, Angina Pectoris
(AP), instabiler AP-Symptomatik, diastolischer Dysfunktion oder STEMI (ST-Strecken-
Elevations-Myokardinfarkt) der Hinterwand erkrankt. Bei je 10% wurden ein Aorten-
vitium, eine Koronarsklerose ohne signifikante Stenose, 2-Gefal3-KHK oder Z.n.
perkutaner transluminaler koronarer Angioplastie (PTCA) diagnostiziert. In jeweils 17%
der Féalle konnte Vorhofflimmern, 3- bzw. 1-GefaR-KHK, Mitralklappeninsuffizienz oder
ein Aneurysma festgestellt werden. 23% der Patienten litten unter einer Aortenklappen-
insuffizienz, 67% an arterieller Hypertonie und bei 83% der Patienten wurde eine

Aortenklappenstenose diagnostiziert.

Aortenklappenstenose
art. Hypertonus
Aortenklappeninsuffizienz
Aneurysma
Mitralklappeninsuffizienz
1 GefaR-KHK

3 GefalR-KHK
Vorhofflimmern

Z.n. PTCA

2 Gefal3-KHK
Koronarsklerose o0.sign.St.
Aortenvitium

Angina pectoris
Diastolische Dysfunktion

Diagnose

instabile AP-Symptomatik
Trikuspidalklappeninsuffizienz
STEMI der Hinterwand
Septumhypertrophie
hypertensive Herzerkrankung
linksventr. Fkt.einschrankung
NSTEMI

ACS

Mitralvitium
Herzrhyhtmusstdrung

Z.n. Infarkt

0 5 10 15 20 25
Anzahl Patienten

Abb. 17: Kardiale Diagnosen
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Neben den kardialen Erkrankungen lagen bei 29 von 30 Probanden weitere
Allgemeinerkrankungen bzw. Risikofaktoren vor (Abb. 18). Bei jeweils 3% der
Patienten konnten eine Polyneuropathie, Neurodermitis, Z.n. Colon-Karzinom, Z.n.
Alkoholabusus, Z.n. Thyreoidektomie, Z.n. Cholecystektomie, Z.n. Appendektomie,
Bandscheibenvorfall, Z.n. Splenektomie, Epilepsie, Magenulcus, Gastritis, kompen-
sierte Niereninsuffizienz oder Z.n. Apoplex diagnostiziert werden. 7% litten unter
Osteoporose oder Z.n. Leistenbruch, 10% an Hyperthyreose und 17% an Nieren-
insuffizienz oder rheumatischer Arthritis. Bei jeweils 27% der Patienten wurden
Adipositas oder Diabetes mellitus Typ Il festgestellt. 37% waren an Hyperlipo-

proteinamie und 60% an Hypertonie erkrankt.

Hypertonie
Hyperlipoproteinamie
Diabetes mellitus Typ Il
Adipositas
rheumatische Arthritis
Niereninsuffizienz
Hyperthyreose
Osteoporose

Z.n. Leistenbruch
Polyneuropathie
Neurodermitis

Z.n. Colon-Ca

Z.n. Alkoholabusus
Z.n. Thyreoidektomie
Z.n. Cholezystektomie
Z.n. Appendektomie
Bandscheibenvorfall
Z.n. Splenektomie
Epilepsie

Magenulkus

Gastritis

komp. Niereninsuffizienz
Z.n. Apoplex

Diagnose

m Manner

m Frauen

0 5 10 15 20
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Abb. 18: Sonstige Diagnosen

Entsprechend den vorliegenden Erkrankungen stellte sich die medikamentbse
Therapie der Patienten dar. Jeweils 3% der Patienten nahmen keine Medikamente,

Atemwegstherapeutika, Immunmodulatoren oder Antirheumatika ein.
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7% bekamen Kortikosteroide und je 13% Schilddrisenmedikamente oder Allopurinol
verabreicht. 20% nahmen Analgetika und 23% orale Antidiabetika oder Vitamin-
préparate ein. GemaR der kardialen Erkrankungen der Patienten wurden 7% mit einem
Vasodilator, 17% mit Calciumantagonisten, 27% mit Protonenpumpen-blockern oder
Angiotensin-II-Antagonisten, 37% mit ACE-Hemmern, 40% mit Antikoagulantien, 43%
mit Thrombozytenaggregationshemmern, 57% mit Diuretika und 60% mit Betablockern
behandelt. AuRerdem bekamen 60% Cholesterin-Synthese-Hemmer verabreicht. Eine
Ubersicht zeigt Abbildung 19.

Cholesterin-Synthese-Hemmer
Betablocker

Diuretika
Thrombozytenaggregationshemmer
Antikoagulanzien

ACE-Hemmer
Angiotensin-ll-Antagonist

% Protonenpumpenblocker
E sonstige
S Orale Antidiabetika, Insuline m Manner
= Analgetika = Frauen

Ca-Antagonisten
Schilddrisenmedikamente
Allopurinol

Kortikosteroide

Vasodilator (bei Angina pectoris)
Antirheumatika
Immunmodulatoren
Atemwegstherapeutika

keine Medikamente

0 5 10 15 20
Anzahl Patienten

Abb. 19: Ubersicht tiber Medikamente

Im Anamnesegesprach am Tag der Untersuchung gaben 10 Patienten (33%) an, in
den letzten drei Monaten zahnarztlich untersucht worden zu sein. 13 Patienten (43%)
hatten sich innerhalb der letzten 4-12 Monate einer zahndrztlichen Untersuchung
unterzogen und 6 Patienten (20%) innerhalb der letzten 12-24 Monate. Nur ein Patient
(3%) gab an, vor mehr als zwei Jahren das letzte Mal beim Zahnarzt gewesen zu sein.

Des Weiteren gaben 13 Probanden (43%) an, dass bei ihnen bereits eine Parodontal-

behandlung durchgefuhrt worden war.
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4.2 Zahnarztlicher Befund (DMFT) und Papillen-Blutungs-Index

Der mittlere DMFT-Wert betrug 21,6 +4,9. Der niedrigste ermittelte Wert war 11, der
hdchste 28. Durchschnittlich waren 0,9 £2,1 Zahne karids bzw. zerstort (DT =decayed),
10,9 7,4 Z&ahne haben gefehlt (MT =missing) und 9,8 +6,0 waren konservierend oder
prothetisch versorgt (FT =filled). Abbildung 20 zeigt die prozentualen Anteile der
Einzelkomponenten DT, MT und FT am mittleren DMFT-Wert.

46%

50% m FT (filled)
B MT (missing)
DT (decayed)

4%

Abb. 20: Anteil der Einzelkomponenten des DMFT-Indexes (DT, MT und FT) am mittleren DMFT-Wert

Fur den Papillen-Blutung-Index (PBI) ergab sich folgende Einteilung nach Schweregrad
(Abb. 21): 11 Probanden (37%) wiesen einen PBI Grad 0 auf, weitere 11 Probanden
(37%) einen PBI Grad 1. Bei 6 Probanden (20%) wurde ein PBI Grad 2 ermittelt und
bei 2 Probanden (7%) ein PBI Grad 3.

yd
s Grad3
©
c
)
2 Grad?2
=
3 = Méanner
S Gradl ® Frauen
%_
[o]
& GradO
8 6 4 2 0 2 4

Anzahl Patienten

Abb. 21: Papillen-Blutungs-Index differenziert nach Geschlecht

Die Raucher verteilten sich relativ gleichmafRig auf die verschiedenen PBI-Gruppen
(Abb. 22).
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Grad 3

Grad 2
Raucher

Grad 1 # Nichtraucher
Grad 0 #

5 0 5 10
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Papillen-Blutungs-Index

Abb. 22: Papillen-Blutungs-Index differenziert nach Rauchverhalten

4.3 Parodontaler Befund

Die durchschnittiche Sondierungstiefe, ermittelt anhand der jeweils hdchsten
Sondierungstiefe jedes Patienten, betrug 6,1 £1,9 mm. Der niedrigste gemessene Wert
lag bei 3 mm, die gréf3te gemessene Taschentiefe betrug 10 mm.

Durch Addition mit den gemessenen Rezessionen ergab sich fur das Attachmentlevel

ein Mittelwert von 8,5 +2,9 mm, wobei das Minimum bei 4 mm und das Maximum bei

13 mm lagen.
yd
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Abb. 23: Mittlere Sondierungstiefen differenziert nach Geschlecht

7% (n=2) der Patienten wiesen eine maximale Sondierungstiefe von 0-3 mm auf (Abb.
23). Bei 50% (n=15) der Patienten konnten Taschentiefen von 4-6 mm gemessen
werden, bei 37% (n=11) Taschentiefen von 7-9 mm und bei 7% (n=2) Taschentiefen
von 10-12 mm (Abb. 23). Insgesamt wiesen somit 93% (n=28) der Patienten

Sondierungstiefen von mehr als 4 mm auf.
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Die Verteilung der Raucher auf die mittleren Sondierungstiefen ist in Abbildung 24

dargestellt.
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Abb. 24: Mittlere Sondierungstiefen differenziert nach Rauchverhalten

Nach dem Sondieren der Zahnfleischtaschen wurde der BOP (bleeding on probing)

dokumentiert. Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse in Form von prozentualen Anteilen der

positiven BOP-Befunde an der Anzahl der noch vorhandenen Zahne.

Anteil der positiven Anzahl
BOP-Befunde der Patienten

0-10% n=8
11-20% n=3
21-30% n=0
31-40% n=7
41-50% n=2
51-60% n=2
61-70% n=2
71-80% n=1
81-90% n=3
91-100% n=2

Tab. 15: Prozentuale Anteile positiver BOP-Befunde

im Patientenkollektiv

Nach der Einteilung von Page und Eke (2007) anhand der Sondierungstiefen und des

Attachmentlevels wiesen 2 Patienten (7%) keine oder eine milde Parodontitis auf, 5

Patienten (17%) eine leichte Parodontitis und bei 23 Patienten (77%) wurde anhand

der oben genannten Klassifikation eine schwere Parodontitis diagnostiziert (Abb. 25).
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Abb. 25: Schweregrad der Parodontitis differenziert nach Geschlecht

Alle acht Raucher des Patientenkollektivs wiesen eine schwere Parodontitis auf (Abb.

26).

A1 | |
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Abb. 26: Schweregrad der Parodontitis differenziert nach Rauchverhalten

4.4 Laborergebnisse fur Lipopolysaccharid-bindendes Protein bzw. big42-LBP
Mit Hilfe der densitometrischen Auswertung konnten die in Tabelle 16 aufgefiihrten
Werte fur big42-LPB an Atrium, Ventrikel und Klappe ermittelt werden.

Die hochsten Werte wurden mit einem Mittelwert von 49490,4 (big42 absolut) bzw. 1,4

(big42 normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH) fur die Herzklappe ermittelt.
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Fur das Atrium ergaben sich durchschnittliche Werte von 21708,8 (big42 absolut) bzw.
0,2 (big42 normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH) und fir den Ventrikel
12287,3 (big42 absolut) bzw. 0,1 (big42 normiert auf das Expressionsniveau von
GAPDH).

Lokalisation Mittelwert . Lokalisation am Mittelwert .
Min. Max. Min. Max.

am Herzen +SD Herzen +SD
Atrium: 21708,8 Atrium:

. 0,00 | 65080 ) " 0,2 +0,2 0,00 0,61
big42 absolut +19104,5 big42 - GAPDH
Ventrikel: 12287,3 Ventrikel:

) 0,00 | 73638 ) 1 0,1 0,1 0,00 0,57
big42 absolut +16018,3 big42 - GAPDH
Klappe: 49490,4 Klappe:

. 5739 | 138437 ) 1 1,4 +0,8 0,40 3,83
big42 absolut +30849,5 big42 - GAPDH

2 big42 normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH

Tab. 16: Werte fir big42 (absolut und normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH) an Atrium,
Ventrikel und Klappe

4.5 IL-1-Polymorphismus bzw. Genotyp

Die Verteilung der IL-1-Polymorphismen IL-1A-C889, IL-1B+C3953 und IL-1RN+T2018
ist Tabelle 17 zu entnehmen. 17% der Probanden (n=5) wurden homozygot negativ auf
alle drei IL-1-Polymorphismen getestet. Die lbrigen 83% (n=25) waren heterozygote
oder homozygot positive Merkmalstrager der jeweiligen Genmutation.

IL-1-Polymorphismus Allel Anzahl Probanden

homozygot negativ n=13

Y9 g (43%)
IL-1A-C889 i n=2
homozygot positiv (7%)

n=15

heterozygot (50%)

homozygot negativ n=15
IL-1B+C3953 i n=2
homozygot positiv (7%)

n=13

heterozygot (43%)

homozygot negativ n=18
IL-IRN+T2018 iti n=2
homozygot positiv (7%)

n=10

heterozygot (33%)

Tab. 17: Verteilung der IL-1-Polymorphismen
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Entsprechend der Kombinationen aus den verschiedenen IL-1-Genpolymorphismen
konnten wie in Kapitel 3.11.3. beschrieben die Probanden in vier Genotypmuster mit
dem jeweils individuellen Risiko fir die Entstehung einer progressiven Parodontitis
eingeteilt werden (Abb. 27). Acht Probanden wiesen Genotypmuster 1 auf, d.h. laut
Testergebnis liegt kein erhgdhtes genetisches Risiko fir eine progressive Parodontitis
vor. Fur elf Patienten wurde ein Genotypmuster 2 mit erhdhtem genetischen Risiko
ermittelt. Ein stark erhohtes genetisches Risiko fir die Entwicklung einer
fortschreitenden Parodontitis entsprechend dem Genotypmuster 3 ergab sich fur drei
Patienten. Und acht Probanden wiesen ein Genotypmuster 4 auf, das laut Test-

auswertung auf eine verminderte genetische Entziindungshemmung hinweist.

pd
Genotypmuster 4
o Genotypmuster 3 m Manner
3
g_ mFr n
2 Genotypmuster 2 aue
2
(O]
o
Genotypmuster 1
10 5 0 5 10
Anzahl Patienten
Abb. 27: Verteilung der Genotypmuster differenziert nach Geschlecht
Bei jeder der vier Genotypgruppen waren Raucher vertreten (Abb. 28).
d
Genotypmuster 4
Genotypmuster 3 Raucher

Genotypmuster 2 —# Nichtraucher
Genotypmuster 1 ﬁ

5 0 5 10

Genotypmuster
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Abb. 28: Verteilung der Genotypmuster differenziert nach Rauchverhalten
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4.6 Statistische Auswertung im Zusammenhang mit dem Papillen-Blutungs-
Index (PBI)

4.6.1 Einfluss von Geschlecht und Rauchverhalten auf den PBI

In Folge der statistischen Auswertung ist festzustellen, dass weder Geschlecht
(p=0,559) noch Rauchen (p=0,901) einen signifikanten Einfluss auf den Papillen-
Blutungs-Index der 30 Patienten hatten. Auch das Alter stand in keinem signifikanten
Zusammenhang mit dem PBI (p=0,445). Lediglich zwischen dem PBI und dem Body-
Mass-Index konnte eine signifikante Korrelation festgestellt werden (p=0,018).

4.6.2 Assoziation zwischen Genotyp und PBI

Es konnte weiterhin kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem PBI und den
Genotypmustern der Probanden hergestellt werden (p=0,167). Abbildung 29 zeigt den
Zusammenhang zwischen PBI und Genotyp in einem Boxplot.

Box-Plot fur PBI gruppiert nach Genotyp
3,5

3,0 [s] —_

25

2,0 —_ —_ —

05

O Median

T Bereich ohne AusreiBer
< Ausreiler

Genotyp * Extremwerte

0,5

Abb. 29: Box-Plot fir PBI und Genotyp

4.7 Statistische Auswertung im Zusammenhang mit dem Schweregrad der

Parodontitis

4.7.1 Einfluss von Geschlecht und Rauchverhalten auf den Schweregrad der
Parodontitis

Bei der statistischen Auswertung wurde deutlich, dass bei dem vorliegenden
Patientenkollektiv (n=30) weder das Geschlecht (p=0,760) noch das Rauchverhalten

(p=0,068) einen signifikanten Einfluss auf den Schweregrad der Parodontitis hatten.
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4.7.2 Assoziation zwischen Genotyp und Schweregrad der Parodontitis

Tabelle 18 zeigt die Verteilung der Genotypmuster auf die Schweregrade der

Parodontitis.

Schweregrad der Parodontitis Genotyp- | Genotyp- | Genotyp- | Genotyp-
muster 1 muster 2 muster 3 muster 4

keine oder milde Parodontitis n=0 n=1 n=1 n=0

leichte Parodontitis n=2 n=3 n=0 n=0

schwere Parodontitis n=6 n=7 n=2 n=8

Tab. 18: Verteilung der Genotypmuster auf die Schweregrade der Parodontitis

Es wurde eine mdgliche Assoziation zwischen dem Schweregrad der Parodontitis und
dem Genotyp der Patienten untersucht. Ein entsprechender Zusammenhang konnte

jedoch nicht festgestellt werden (p=0,259).

4.8  Statistische Auswertung im Zusammenhang mit big42-LBP

4.8.1 Assoziation zwischen big42- LBP und dem Papillen-Blutungs-Index
Die Untersuchung eines Zusammenhangs von PBI und big42-LBP ergab keine

signifikanten Ergebnisse. Die p-Werte der einzelnen Lokalisationen sind in Tabelle 19

aufgefihrt.
Lokalisation am Herzen p-Wert Lokalisation am Herzen p-Wert
Atrium (big42 absolut) 0,808 Atrium (big42 - GAPDH)l) 0,572
Ventrikel (big42 absolut) 0,951 Ventrikel (big42 - GAPDH)l) 0,957
Klappe (big42 absolut) 0,497 Klappe (big42 - GAPDH)” 0,806

B big42 normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH

Tab. 19: Ergebnisse der t-Tests fur big42 und PBI fur Atrium, Ventrikel und Klappe

4.8.2 Assoziation zwischen big42-LBP und dem Schweregrad der Parodontitis
Bei der

Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der Parodontitis und der Menge an big42

statistischen Auswertung wurde unter anderem untersucht, ob ein
bzw. dem Lipopolysaccharid-bindenden Protein (LBP) an Atrium, Ventrikel und Klappe
besteht. Es konnte festgestellt werden, dass im untersuchten Patientenkollektiv (n=30)
der Schweregrad der Parodontitis mit der Auspragung von LBP am Ventrikel assoziiert
war (p=0,018) (Abb. 30). Dieser Zusammenhang sollte in Folgestudien validiert

werden.
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Box-Plot fur big4Z gegen GAPDH Ventrikel gruppiert nach Schweregrso der Parodontitis

®

big42 gegen GAPDH Ventrkel

O Mittelwert
[ Mittelwert+d, 95 Konf. Intery
o Ausreiller

Gruppe Psro & Extremwerte

Abb. 30: Korrelation zwischen big42 (normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH) fur Ventrikel und
Schweregrad der Parodontitis
(Gruppe Paro 1: keine oder milde bzw. leichte Parodontitis; Gruppe Paro 2: schwere Parodontitis)

Fur Atrium konnte kein relevanter Zusammenhang zwischen der Menge an LBP und

dem Schweregrad der Parodontitis nachgewiesen werden (p=0,577) (Abb. 31).

Box-Plot fur big4Z2 gegen GAPDH:Atrium gruppiert nsch Schweregrsd der Psrodontitis

big42 gegen GAPDH:Atium

O hittelwert
[ Mittelwertz0,95 Konf. Intery
o Ausreiller

Gruppe Psro & Extremwerte

Abb. 31: Korrelation zwischen big42 (normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH) fur Atrium und
Schweregrad der Parodontitis
(Gruppe Paro 1: keine oder milde bzw. leichte Parodontitis; Gruppe Paro 2: schwere Parodontitis)

Auch fir die Klappe ergab die statistische Auswertung keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen den Werten fir LBP und dem Schweregrad der Parodontitis
(p=0,198) (Abb. 32).
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Box-Plot fur big42 gegen CGAPDH: Klsppe gruppisrt nach Schweregrsd der Psrodontitis
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Abb. 32: Korrelation zwischen big42 (normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH) fiir Klappe und
Schweregrad der Parodontitis
(Gruppe Paro 1: keine oder milde bzw. leichte Parodontitis; Gruppe Paro 2: schwere Parodontitis)

Tabelle 20 zeigt die einzelnen p-Werte des t-Tests flr big42-LBP und den
Schweregrad der Parodontitis fur Atrium, Ventrikel und Klappe ohne GAPDH und mit
Berechnung gegen GAPDH.

Lokalisation am Herzen p-Wert Lokalisation am Herzen p-Wert
Atrium (big42 absolut) 0,519 Atrium (big42 - GAPDH)” 0,577
Ventrikel (big42 absolut) 0,035 Ventrikel (big42 - GAPDH)” 0,018
Klappe (big42 absolut) 0,519 Klappe (big42 - GAPDH)l) 0,198

2 big42 normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH

Tab. 20: Ergebnisse der t-Tests fiir bigd2-LBP und Parodontitis fiir Atrium, Ventrikel und Klappe

4.9 Assoziation zwischen big42-LBP und dem Genotyp

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs der Werte fir Genotypmuster und LBP

konnte keine positive Assoziation festgestellt werden (Tab. 21).

Lokalisation am Herzen p-Wert Lokalisation am Herzen p-Wert
Atrium (big42 absolut) 0,605 | Atrium (big42 - GAPDH)" 0,456
Ventrikel (big42 absolut) 0,366 Ventrikel (big42 - GAPDH)l) 0,379
Klappe (big42 absolut) 0,395 Klappe (big42 - GAPDH)l) 0,714

2 big42 normiert auf das Expressionsniveau von GAPDH

Tab. 21: p-Werte fir big42-LBP gegen Genotyp
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4.10 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Hervorzuheben ist, dass 28 von 30 Patienten eine Parodontitis aufwiesen (23 Patien-
ten: schwere Parodontitis, 5 Patienten: leichte Parodontitis, 2 Patienten: keine oder
milde Parodontitis).

LBP konnte bei allen Patienten am Myokard in unterschiedlicher Hohe nachgewiesen
werden. Es wurde eine positive Assoziation zwischen dem Vorhandensein von LBP am
Ventrikel und dem Schweregrad der Parodontitis beobachtet, die in weiterfilhrenden
Studien mit groRBerem Patientenkollektiv und statistischer Validierung genauer

analysiert werden sollte.
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5 Diskussion

Aufgrund von Erkenntnissen verschiedener Studien geht man davon aus, dass ein
Zusammenhang zwischen Parodontitis bzw. parodontopathogenen Bakterien und der
Pathogenese der koronaren Herzerkrankung besteht (DeStefano et al. 1993, Tang et
al. 2011, Kuramitsu et al. 2001, Pussinen et al. 2003, Beck et al. 1999).

Da die koronare Herzerkrankung als Hauptursache fir die Entstehung einer
Herzinsuffizienz gilt (Hoppe et al. 2005) und auf3erdem eine Beteiligung von Zytokinen
an der Entstehung einer Herzinsuffizienz diskutiert wird (Seta et al. 1996; Niebauer et
al. 1999), wurde die Hypothese aufgestellt, dass parodontopathogene Bakterien und
ihre Endotoxine auch einen Einfluss auf die Pathogenese der Herzinsuffizienz haben
koénnten. Die Mikroorganismen, die flr Entstehung und Progression einer Parodontitis
verantwortlich sind, 16sen mit Hilfe ihrer Endotoxine (Lipopolysaccharide =LPS) eine
Entzindungsreaktion mit resultierender Gewebeschadigung aus (Rietschel et al. 1994;
Graves und Cochran 2003). Das LPS geht eine Bindung mit dem Lipopolysaccharid-
bindenden Protein (LBP) ein (Tapping und Tobias 1997), dieser Komplex bindet dann
Uber einen CD14-Rezeptor an Makrophagen, die dadurch zur Ausschittung
verschiedener Zytokine angeregt werden (Wright et al. 1990).

Diese Arbeit beschéftigt sich im Rahmen eines Pilotprojektes mit verschiedenen
Einzelprojekten mit der Frage, ob Endotoxine (LPS) der parodontopathogenen
Mikroorganismen in der Lage waren, am Myokardgewebe zu binden und dort
Entziindungsreaktionen auszuldsen. Es konnten keine entsprechenden Studien, die
einen moglichen Einfluss des LPS von Parodontopathogenen im Hinblick auf
Entzindungsreaktionen und Gewebeschadigung am Myokard untersucht haben,
gefunden werden.

Um der genannten Fragestellung nachzugehen, untersuchte man mit Hilfe eines LBP-
Antikorpers (big42) das Vorhandensein von LBP am Myokard. Das Myokardgewebe
fiel bei Herzklappenersatz-Operationen an und wurde fir diese Studie zur Verfligung

gestellt.

5.1 Patientenkollektiv

Das untersuchte Patientenkollektiv wies eine uneinheitliche Verteilung beziglich
Geschlecht, Nikotinkonsum, Alter und Erndhrungszustand auf. Dieses Ungleichgewicht
beruht auf der Tatsache, dass kein Einfluss auf die Zusammensetzung der
Probandengruppe genommen werden konnte. Voraussetzung fur die Studienteilnahme
war die Notwendigkeit der Durchfiihrung einer Aortenklappenersatz-Operation im

Untersuchungszeitraum.
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Nachgewiesene Risikofaktoren fur das Auftreten einer koronaren Herzerkrankung
(KHK) sind unter anderem Rauchen, Ubergewicht, Hypertonie, Diabetes mellitus,
Fettstoffwechselstérungen (Lederhuber und Lange 2010) und mannliches Geschlecht
(Buhling 2000). Da eine KHK als Hauptursache fiur die Entstehung einer
Herzinsuffizienz gilt (Hoppe et al. 2005), ist eine nédhere Betrachtung der aufgeflihrten
Risikofaktoren sinnvoll.

Fur die 67% Manner unter den Probanden gilt eine erhéhte Wahrscheinlichkeit fir die
Entstehung einer KHK (Buhling 2000).

22 der 30 Patienten des Kollektivs gaben an, Nichtraucher zu sein. Der Risikofaktor
Rauchen ist demnach bei einem Grof3teil der Probanden zu vernachlassigen.
Begutachtet man jedoch den Ernahrungszustand, wird deutlich, dass der
Uberwiegende Anteil der Patienten nach der WHO-Klassifikation anhand des BMI als
ubergewichtig oder adipds einzustufen war (mittlerer BMI: 29,06). Ubergewicht bzw.
ein BMI > 25 gelten als pradisponierender Faktor bei der Pathogenese einer KHK
(Bogers et al. 2007).

Bei Betrachtung der kardialen und allgemeinmedizinischen Diagnosen fallt auf, dass
arterielle Hypertonie (60%), Hyperlipoproteindmie (37%) und Diabetes mellitus (27%)
am haufigsten diagnostiziert wurden. Diese Erkrankungen gehdren neben
Tabakrauchen zu den wichtigsten Risikofaktoren der KHK (Buihling 2000).
Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Patientenkollektiv bei zufélliger Auswabhl

verschiedene bekannte Risikofaktoren aufweist.

5.2 Zahnarztlicher Status

Nach dem letzten Zahnarztbesuch befragt, gaben fast 80% der untersuchten Patienten
an, sich innerhalb der letzten 12 Monate vor der OP einer zahnéarztlichen Untersuchung
unterzogen zu haben. Bei nur einem Patienten lag die letzte Untersuchung mehr als
zwei Jahre zuriick. Interessant ware, ob den Patienten die zahnarztliche Untersuchung
von ihrem Kardiologen empfohlen wurde. Dieser Fragestellung koénnte in
weiterfihrenden Untersuchungen nachgegangen werden.

Der ermittelte durchschnittliche DMFT-Wert der Probanden wurde mit den Ergebnissen
der Vierten Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS 1V) verglichen. Die DMS IV
wurde 2005 durchgefiihrt, um eine reprasentative Aussage Uber den zahnarztlichen
Befund der deutschen Bevdlkerung treffen zu kdnnen. Hierzu wurden Menschen
verschiedener sozialer Herkunft und Altersstruktur befragt und untersucht. Die
Ergebnisse wurden flr die Altersgruppen Kinder (12jahrige), Jugendliche (15jahrige),
Erwachsene (35-44jahrige) und Senioren (65-74jahrige) erfasst. Da das
durchschnittliche Alter der Probanden dieser Studie 67,7 Jahre betrug, ist ein Vergleich
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mit dem DMFT-Wert der Senioren sinnvoll. Der ermittelte durchschnittliche DMFT der
Probanden lag bei 21,63 und entspricht annédhernd dem in der DMS 1V fir die Senioren
ermittelten Wert von 22,1 (Micheelis und Schiffner 2006).

Betrachtet man die einzelnen erhobenen Werte fir D (decayed =zerstort), M (missing
=fehlt) und F (filled =versorgt), wird deutlich, dass der hohe DMFT der Studien-
teilnehmer auf der groRen Anzahl fehlender bzw. konservierend oder prothetisch
versorgter Zahne basiert. Der mittlere D-Wert betrug 0,9, es war also nur eine geringe
Anzahl von Zahnen karits zerstort und behandlungsbedurftig, woraus man auf eine
gute zahnarztliche Compliance der Probanden schlieRen kann. Diese Tendenz wird
auch in den Ergebnissen der DMS IV widergespiegelt, bei der ein hoher
Kariessanierungsgrad bei Senioren von 94,8% festgestellt werden konnte (Micheelis
und Schiffner 2006).

5.3 Papillen-Blutungs-Index

Der Papillen-Blutungs-Index dient der Erfassung des gingivalen Entziindungszustands
(Engelberger et al. 1983). Um falsch positive Messungen durch zuvoriges Sondieren
zu verhindern, wurde der Papillen-Blutungs-Index vor dem Messen der Sondierungs-
tiefen erhoben. Bei 72% der Studienteilnehmer wurde ein PBI-Grad O oder 1 gemessen
und bei lediglich zwei Probanden (7%) ein PBI-Grad 3.

Aus dem relativ geringen durchschnittlichen Entziindungsgrad ist zu folgern, dass bei
dem Uberwiegenden Teil des Patientenkollektivs zum Zeitpunkt der Untersuchungen
eine gute Mundhygiene vorlag. Diese Tatsache steht im Widerspruch mit der hohen
Pravalenz an Parodontitispatienten unter den Probanden. Es deutet daraufhin, dass
die Parodontitiden schon seit langerer Zeit bestanden und demnach als chronisch
einzustufen sind.

Besonderes Augenmerk sollte in dieser Hinsicht auf die Zusammenarbeit zwischen
Zahnarzt und Kardiologen gelegt werden. Wiinschenswert wére, dass gegebenenfalls
vorliegende Parodontitiden vor dem operativen Eingriff zum Ersatz einer Herzklappe
behandelt werden, um das Risiko moglicher postoperativer Komplikationen wie

Endokarditiden zu minimieren.

5.4 Parodontaler Status

Bei Betrachtung der gemessenen Sondierungstiefen fallt auf, dass 93% der Patienten
Sondierungstiefen von mehr als 4 mm aufwiesen.

Nach der Klassifikation von Page und Eke (2007) lag bei lediglich zwei Patienten des

Kollektivs keine oder eine milde Parodontitis vor, finf Patienten litten unter einer
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leichten Parodontitis und bei 23 Patienten konnte eine schwere Parodontitis
diagnostiziert werden.

Bei Beurteilung der Messergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass verschiedene
Faktoren zu Fehlergebnissen bei der Messung von Sondierungstiefen fihren konnen.
Beispielsweise kann die angewandte Kraft des jeweiligen Untersuchers die Messung
fehlerhaft beeinflussen (van der Velden 1979, van der Velden 1980; van der Velden
und de Vries 1980). Um Messfehler durch unterschiedlich aufgewandten Druck so weit
wie mdglich zu reduzieren, wurden die Untersucher im Vorfeld der Studie kalibriert.
Weiterhin kénnen der Sondendurchmesser, der Entziindungsgrad der Gingiva sowie
anatomische Strukturen, subgingivaler Zahnstein, Wourzelkaries und Fillungs-
Uberschisse mdgliche Fehlerquellen darstellen (Listgarten 1980; Larsen et al. 2009;
Keagle et al. 1989; Anderson et al. 1991; Buduneli et al. 2004).

5.5 IL-1-Genotyp

Mit Hilfe des GenoType®IL-1-Tests VER 1.0 (Fa. Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland) wurden die Polymorphismen IL-1A-C889T, IL-1B+C3953T sowie IL-
1RN+T2018C mittels der DNA des Patienten, die zuvor aus den Blutproben extrahiert
wurde, untersucht. Anhand der ermittelten Polymorphismen konnten die Patienten in
vier IL-1-Genotyp-Gruppen eingeteilt werden. Es ergab sich eine relativ ausgeglichene
Verteilung: Acht Patienten wiesen Genotypmuster 1 auf, elf Patienten Genotypmuster
2, drei Patienten Genotypmuster 3 und fur acht Patienten wurde ein Genotypmuster 4
ermittelt.

IL-1 spielt nach heutigen Erkenntnissen eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese
und Progression der Parodontitis (Offenbacher 1996). Nachdem Michalowicz et al.
(2000) in Zwillingsstudien zeigen konnten, dass bei der Progression der Parodontitis
ein genetischer Aspekt von Bedeutung ist, befasste sich eine Vielzahl von Studien mit
einer moglichen Assoziation zwischen Genpolymorphismen und der Pathogenese und
Progression der Parodontitis. Der am haufigsten untersuchte Genpolymorphismus im
Zusammenhang mit der chronischen Parodontitis ist der IL-1-Polymorphismus.
Kornman et al. (1997) beschrieben als erste eine positive Assoziation zwischen dem
zusammengesetzten Polymorphismus (composite genotype) aus Allel 2 des IL-1A-889
und Allel 2 des IL-1B+3954 mit der Schwere einer chronischen Parodontitis. Hierzu
wurden 134 nordeuropdische Nichtraucher nach Schweregrad der Parodontitis in drei
Gruppen eingeteilt: milde/keine Parodontitis (n=49), moderate Parodontitis (n=42) und
generalisierte schwere Parodontitis (n=43). Die Polymorphismen wurden anhand der
DNA, die aus Blutproben gewonnen wurde, bestimmt und ein Zusammenhang mit dem

Parodontitisschweregrad untersucht.
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McGuire und Nunn (1999) untersuchten den von Kornman et al. (1997) beschriebenen
composite genotype im Zusammenhang mit Zahnverlust, bezogen im Gegensatz zu
Kornman et al. aber auch Raucher und ehemalige Raucher mit in das untersuchte
Patientenkollektiv ein: Es umfasste 42 Patienten, darunter 9 Raucher und 30
ehemalige Raucher. 16 Patienten wurden positiv auf den composite genotype getestet.
Die Auswertung der Ergebnisse ergab, dass Rauchen das Risiko fur Zahnverlust um
den Faktor 2,9 erhdhte. Ein positiver IL-1-Genotyp lie3 das Parodontitisrisiko um den
Faktor 2,7 ansteigen. Eine Kombination von Rauchen und positivem IL-1-Genotyp lief3
das Risiko fur Zahnverlust um den Faktor 7,7 ansteigen (McGuire und Nunn 1999).
Socransky et al. (2000) bestimmten die Bakterienlast mit parodontopathogenen
Mikroorganismen in der subgingivalen Plaque bei Genotyp-positiven und -negativen
Patienten mit Parodontitis. Untersucht wurden die Polymorphismen IL-1A+4845 und IL-
1B+3954. Kornman und di Giovine (1998) hatten zuvor festgestellt, dass der IL-1A-
Polymorphismus an Position +4845 mit dem IL-1A-889-Polymorphismus Ubereinstimmt
und technisch einfacher zu testen ist. AuRerdem beschrieben Kornman und di Giovine
(1998), dass der IL-1B-Polymorphismus an Position +3953 nach einer Re-Sequen-
zierung als +3954 zu bezeichnen ist. Der positive Genotyp setzt sich nach Kornman
und die Giovine (1998) demzufolge aus Allel 2 des IL-1A+4845 und Allel 2 des IL-
1B+3954 zusammen.

Nach Analyse der Sulkusflissigkeitsproben und Genotypisierung der DNA von 108
Probanden stellten Socransky et al. fest, dass bei Genotyp-positiven Patienten in den
parodontalen Taschen >6 mm mehr Bakterien des orangen und roten Komplexes
ermittelt werden konnten als bei Genotyp-negativen (Socransky et al. 2000).

Im Gegensatz zu Kornman et al. (1997) konnten Gore et al. (1998) eine signifikante
Assoziation des Allel 2 von IL-1B+3953 allein mit dem Schweregrad der Parodontitis
ermitteln. AuBerdem wurde eine erhthte Produktion an IL-1B bei Vorhandensein des
IL-1B+3953-Polymorphismus festgestellt, die jedoch nicht statistisch signifikant war.
Auch der gekoppelte Genotyp mit IL-1A-889 (composite genotype) wurde von Gore et
al. untersucht. Bei 6 von 12 Patienten (50%) mit schwerer Parodontitis und bei nur 5
von 20 Patienten (25%) mit beginnender oder moderater Parodontitis konnte der
composite genotype ermittelt werden. Aul3erdem wurden 9 von 32 Kontrollgruppen-
Patienten (28,1%) Genotyp-positiv getestet. Die Ergebnisse erreichten jedoch keine
Signifikanz. Differenzen zu den Ergebnissen von Kornman et al. (1997) kdnnten daraus
resultieren, dass bei der Studie von Gore et al. Raucher mit einbezogen wurden (Gore
et al. 1998).

Meisel et al. (2003) beschrieben die Ergebnisse der SHIP (Study of Health in

Pomerania), der gréRten Langzeit-Gesundheitsstudie zur Erforschung von Volks-
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krankheiten, bezuglich der IL-1-Polymorphismen IL-1-B+3954 und IL-1A-889 im
Zusammenhang mit Parodontitis. Von 1103 mdglichen Probanden zwischen 40 und 60
Jahren, Raucher einbezogen, konnten 1085 erfolgreich genotypisiert werden.
Entsprechend der Vorlage von Kornman et al. (1997) wurden Probanden als ,,Genotyp-
positiv‘ eingestuft, wenn das Allel 2 von IL-1-B+3954 und IL-1A-889 homo- oder
heterozygot vorlag. Anhand der Ergebnisse konnten Meisel et al. feststellen, dass
Raucher, die Genotyp-positiv sind, ein signifikant erhéhtes Risiko fur Attachment-
verluste >4 mm aufweisen. Bei Nicht-Rauchern konnten keine entsprechenden
Ergebnisse ermittelt werden (Meisel et al. 2003). Diese Aussage widerspricht denen
von Kornman et al. (1997). Die beschriebenen Studien untersuchten ausschlief3lich
kaukasische Patientenkollektive.

Lopez et al. (2005) fuhrten eine entsprechende Studie in Chile durch. Sie rekrutierten
330 Patienten mit Parodontitis sowie 101 gesunde Probanden als Kontrollgruppe und
untersuchten den Zusammenhang zwischen IL-1A-889 und IL-1B+3954 (einzeln und
als composite genotype) und dem Schweregrad der Parodontitis. Es konnte keine
signifikante Assoziation zwischen dem IL-1A-Polymorphismus an Position -889 und
dem Schweregrad der Parodontitis festgestellt werden. Heterozygote Trager des Allel 2
an IL-1B+3954 wiesen hingegen eine signifikant schwerere Parodontitis auf als homo-
zygote Trager des Allel 1 dieses Gens. Der composite genotype korrelierte ebenfalls
signifikant mit dem Schweregrad der Parodontitis, sowohl bei den Rauchern als auch
bei den Nicht-Rauchern des Patientenkollektivs (Lépez et al. 2005).

Ahnliche Ergebnisse erzielte eine Studie in Indien. Agrawal et al. (2006) untersuchten
je 30 Patienten mit milder, moderater und schwerer Parodontitis sowie 30 gesunde
Personen als Kontrollgruppe auf einen Zusammenhang zwischen IL-1A+4845 und IL-
1B+3954 mit dem Schweregrad der Parodontitis. Wie bei Kornman et al. (1997)
wurden Raucher von der Studie ausgeschlossen. Die Auswertung der Ergebnisse
ergab eine signifikante Assoziation des composite genotypes mit der schweren
chronischen Parodontitis (Agrawal et al. 2006).

Somit konnten nach Kornman et al. (1997) verschiedene weitere Studien eine positive
Assoziation zwischen dem IL-1-Polymorphismus und dem Schweregrad einer
Parodontitis bestatigen. Die Mehrheit der Studien, die sich mit diesem Thema befasste,
widerlegte jedoch die Erkenntnisse von Kornman et al. (1997) oder stellte sie
zumindest in Frage:

Hodge et al. (2001) untersuchten 56 Personen mit Parodontitis und 56 gesunde
Personen im Hinblick auf eine Assoziation zwischen den Polymorphismen IL-1A-889
und IL-1B+3953 mit der early onset periodontitis (heute: Aggressive Parodontitis). Es

wurden keine signifikanten Zusammenhdnge ermittelt. Weder die einzelnen
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Polymorphismen noch der composite genotype konnten mit der Aggressiven
Parodontitis in Zusammenhang gebracht werden. Auch das Einbeziehen des Rauch-
verhaltens als Kovariable beeinflusste das Ergebnis nicht (Hodge et al. 2001).

Sakellari et al. (2003) untersuchten eine griechische Population im Hinblick auf den IL-
1-Polymorphismus. 110 gesunde Probanden mit unbekanntem Parodontalstatus und
45 Patienten mit chronischer Parodontitis wurden bezlglich IL-1A+4845 und IL-
1B+3954 genotypisiert. Es konnte keine signifikante Assoziation zwischen den
einzelnen Polymorphismen oder dem composite genotype und dem Vorliegen einer
Parodontitis ermittelt werden. In einer weiteren Studie untersuchten Sakellari et al.
neben zwei weiteren Polymorphismen erneut IL-1A-+4845 und IL-1B+3954 (Sakellari
et al. 2006). 192 Probanden wurden nach parodontaler Untersuchung in zwei Gruppen
eingeteilt: eine gesunde Kontrollgruppe (Sondierungstiefen <3 mm) und eine
Parodontitis-Gruppe. Erneut wurden keine signifikanten Zusammenhénge zwischen
dem Vorliegen einer Parodontitis und den beschriebenen IL-1-Polymorphismen
festgestellt (Sakellari et al. 2006).

Inzwischen wurden mehrere Reviews zu diesem Thema publiziert: Huynh-Ba et al.
vertffentlichten 2007 ein Review Uber die Assoziation zwischen dem IL-1 composite
genotype und der Progression einer Parodontitis bzw. einem Behandlungserfolg. Flunf
Studien konnten keine signifikante Assoziation zwischen dem composite genotype und
der Progression der Parodontitis feststellen. Zwei Studien ermittelten eine positive
Assoziation mit statistischer Signifikanz und drei Studien beschrieben eine positive
Assoziation des IL-1-Genotyps mit Parodontitis innerhalb einer multifaktoriellen
Risikoanalyse. Eine Studie konnte keine eindeutige Aussage beziiglich einer
Assoziation zwischen IL-1-Genotyp und Parodontitis machen. Zusammengefasst ist
laut Huynh-Ba et al. eine Assoziation zwischen dem IL-1-Genotyp und der Progression
einer Parodontitis nicht ausreichend wissenschaftlich belegt, so dass kommerziell
erwerbliche IL-1-Genotyp-Tests mit Vorsicht zu betrachten sind und der Genotyp
allenfalls in eine umfangreiche Risikoanalyse gemeinsam mit Rauchverhalten,
mikrobiologischem Keimspektrum, Systemerkrankungen und anderen Risikofaktoren
einbezogen werden sollte (Huynh-Ba et al. 2007).

Laine et al. veroffentlichten 2010 ebenfalls ein Review Uber Fall-Kontroll-Studien, die
sich mit der Rolle von Genpolymorphismen bei der Pathogenese und Progression der
Parodontitis beschaftigten. Sie stellten fest, dass von 12 Studien, die sich mit dem
Polymorphismus von IL-1A-889 bzw. +4845 als alleinigen Risikofaktor fur Parodontitis
bei Kaukasiern befassten, lediglich eine Studie eine positive Assoziation feststellen
konnte. Laine et al. berichteten weiterhin von 16 Studien, die eine mégliche Assoziation

des Polymorphismus von IL-1B+3954 bzw. +3953 und Parodontitis bei Kaukasiern
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untersuchten, wovon lediglich vier Studien einen signifikanten Zusammenhang
ermitteln konnten. Zehn Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen dem
composite genotype (Allel 2 an IL-1A-889 (+4845) und IL-1B+3954 (+3953)) und dem
Risiko einer Parodontitiserkrankung. Drei dieser Studien stellten eine signifikante
Assoziation fest (Laine et al. 2010).

Problematisch am Vergleich von Fall-Kontroll-Studien sind die potentiellen metho-
dischen Unterschiede (Laine et al. 2010). Beispielsweise variiert die Auswahl der
Kontrollgruppen. So fungieren als Kontrollgruppen u.a. gesunde Personen oder
Gingivitispatienten. Auch die Klassifikation des Parodontitisschweregrads wird an
unterschiedlichen Kriterien ausgemacht. Ein weiteres Problem ist die Vielfalt des
ethnischen Hintergrunds der Probanden. Da Genotyp- und Allel-Varianten zwischen
verschiedenen Bevdlkerungsgruppen variieren kdnnen, sollten untersuchtes
Patientenkollektiv und Kontrollgruppe derselben ethnischen Bevolkerungsgruppe
angehdoren. Grund fir die bisher unzureichende Evidenz ist aber vor allem die zumeist
unzureichende Grol3e der untersuchten Patientenkollektive und die damit verbundene
mangelnde statistische Aussagekraft. Es missen ausreichend Patienten und Gesunde
untersucht werden, um die Zahl falsch positiver Ergebnisse zu minimieren. Meta-
Analysen waren laut Laine et al. hilfreich (Laine et al. 2010).

Eine entsprechende Meta-Analyse fuhrten Nikolopoulos et al. (2008) durch. Es wurden
53 Studien einbezogen, die Ergebnisse von insgesamt 4178 Patienten und 4590
Kontrollgruppen-Mitgliedern lieferten. Sechs Polymorphismen wurden untersucht,
darunter IL-1A-C889T und IL-1B+C3954/3T. Die Ergebnisse der Meta-Analyse lassen
darauf schlie3en, dass der Genpolymorphismus IL-1A-889T bei Kaukasiern mit der
chronischen Parodontitis assoziiert ist (Nikolopoulos et al. 2008). Ein erhdhtes Risiko
einer chronischen Parodontitis flr Trager des Polymorphismus IL-1B+3954/3T konnte
fir Patienten asiatischer Abstammung ermittelt werden. Fir Trager des composite
genotypes, die sowohl das T-Allel an Position IL-1A-889 als auch an IL-1B+3954/3
aufweisen, konnte verglichen mit den Effekten der einzelnen Genpolymorphismen ein
noch héheres Risiko einer chronischen Parodontitis ermittelt werden (Nikolopoulos et
al. 2008).

Die vorliegende Studie konnte keinen signifikanten Einfluss des IL-1-Polymorphismus
auf den Schweregrad der Parodontitis nachweisen. Anzumerken ist jedoch, dass das
untersuchte Patientenkollektiv (n=30) dieser Pilotstudie keine ausreichende statistische
Aussagekraft bietet. Aul3erdem sieht der fur die Untersuchung verwendete
GenoType®IL-1-Test VER 1.0 der Firma Hain vor, dass die DNA des Patienten aus
einem  Mundschleimhaut-Abstrich gewonnen werden sollte. Da bei den

Untersuchungen fur diese Arbeit die DNA aus Blutproben der Patienten gewonnen
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wurde, muss festgehalten werden, dass dies nicht der Gebrauchsanweisung des
Herstellers entspricht, auch wenn fehlerhafte Ergebnisse aufgrund der Herkunft der
DNA unwabhrscheinlich sind.

Zusammenfassend kann nach Literaturrecherche und Auswertung der Ergebnisse der
vorliegenden Studie keine endglltige Aussage bezuglich einer moglichen Assoziation
zwischen den Polymorphismen an IL-1A-889(+4845) und IL-1B+3954/3 und der
chronischen Parodontitis getroffen werden. Weiterfiihrende Studien scheinen sinnvoll.
Zum Einfluss des IL-1-Polymorphismus auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen existieren
verschiedene Publikationen, teilweise auch im Zusammenhang mit Parodontitis.
Francis et al. (1999) genotypisierten 130 Kontrollgruppen-Patienten, 98 Patienten mit
koronarer 1-GefaRerkrankung und 328 mit koronarer Mehr-GefaRRerkrankung. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung von IL-1A-889 und IL-
1B+3954 in den drei Gruppen festgestellt werden. Jedoch wurde eine signifikante
Assoziation zwischen dem IL-1RN-Polymorphismus und der 1-Gefal3erkrankung
ermittelt (Francis et al. 1999). Da IL-1-Genpolymorphismen in friiheren Studien sowohl
mit der Parodontitis als auch mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Verbindung gebracht
wurden, untersuchten Kornman et al. (1999) einen mdglichen Zusammenhang. Es
wurde festgestellt, dass der composite genotype aus IL-1A+4845 und IL-1B+3954 zwar
mit erhéhtem Risiko einer schweren chronischen Parodontitis assoziiert ist, nicht
jedoch mit dem Risiko einer Herz-Kreislauf-Erkrankung. Hingegen konnte fur den
Genotyp aus IL-1-RN+2018 und IL-1B-511 eine Assoziation mit der koronaren
Herzerkrankung ermittelt werden, nicht aber mit der Parodontitis (Kornman et al. 1999).
Lépez et al. (2009) bestimmten bei 73 Patienten mit chronischer Parodontitis,
Hyperlipidamie und anderen Risikofaktoren fir eine Herz-Kreislauferkrankung den
CRP-Wert vor und nach Parodontalbehandlung und Antibiotikagabe. Gleichzeitig
wurden die Patienten genotypisiert (IL-1A-889 und IL-1B+3954). Nach der Parodontal-
behandlung bei Patienten mit Risikofaktoren fur eine Herzerkrankung konnte ein CRP-
Anstieg ermittelt werden, der signifikant assoziiert war mit dem IL-1-Polymorphismus
und schwerer Parodontitis (Lépez et al. 2009).

In der vorliegenden Studie wurde eine mdogliche Assoziation zwischen dem IL-1-
Genotyp und der Menge an big42-LBP am Herzgewebe untersucht. Es konnten keine

Zusammenh&nge ermittelt werden.

5.6 Untersuchung maoglicher Einflussfaktoren auf den Parodontalstatus
Verschiedene Studien ermittelten, dass Manner ein héheres Parodontitisrisiko haben

als Frauen (Albandar und Kingman 1999; Shiau und Reynolds 2010). Diese Theorie
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konnte im untersuchten Patientenkollektiv nicht unterstiitzt werden, das Geschlecht
hatte keinen Einfluss auf den Schweregrad der Parodontitis.

Bei der Untersuchung eines Einflusses des Rauchverhaltens der Probanden auf den
Schweregrad der Parodontitis konnten zwar statistisch keine signifikanten Ergebnisse
ermittelt werden, jedoch wiesen alle acht Raucher des Kollektivs eine schwere
Parodontitis auf. Diese Tatsache entspricht den Erkenntnissen vieler Studien, die eine
Assoziation zwischen Rauchen und der Pathogenese und Progression einer
Parodontitis beweisen konnten (Tonetti 1998; Bergstrom 1989; Bergstrém 2004;
Bergstrom et al. 2000).

5.7 Lipopolysaccharide und Lipopolysaccharid-bindendes Protein

Bei der Ermittlung der Werte flr das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) an
Atrium, Ventrikel und Klappe jedes Patienten konnte festgestellt werden, dass bei allen
Patienten der LBP-Antikorper big42 an der Herzklappe nachgewiesen werden konnte.
Am Atrium wurde big42 bei 28 Patienten und am Ventrikel bei 26 Patienten
nachgewiesen.

Entsprechend stellten sich auch die ermittelten Mengen an LBP dar. So konnten die
groRten Mengen LBP an der Herzklappe festgestellt werden, gefolgt von Atrium und
die geringsten Mengen an LBP wurden am Ventrikel ermittelt.

Anhand der Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass bei den untersuchten
Patienten LBP am Herzen vorhanden ist und LPS demnach dort binden kann.

Aber auch wenn LPS in der Lage scheint, tber LBP am Myokard zu binden und dort
Entziindungsreaktionen auszulésen, die die Entstehung einer Herzinsuffizienz
beginstigen kénnten, ist noch ungeklart, woher das LPS stammt.

Einen mdoglichen Einfluss des LPS auf die Entstehung und Progression einer
Herzinsuffizienz untersuchten bereits mehrere Studien (Rauchhaus et al. 2000;
Sharma et al. 2005; Mann 2002; Seta et al. 1996; Staudt et al. 2002; Rauchhaus
2008). Dabei wurde als mdgliche Quelle fur die Lipopolysaccharide der Gastro-
intestinaltrakt vermutet (Rauchhaus 2008).

Lepper et al. vermuteten, dass LPS von Bakterien wie Chlamydia pneumonia,
Heliobacter pylori oder Porphyromonas gingivalis stimulierend auf die Entzindungs-
reaktion bei der Pathogenese der Arteriosklerose wirken konnte (Lepper et al. 2007).
Auch andere Studien befassten sich mit der Rolle des LPS bei der Progression der
Herzinsuffizienz, wobei immer davon ausgegangen wurde, dass die gramnegativen
Darmbakterien den Ursprung des LPS bilden (Anker et al. 1997; Niebauer et al. 1999;
Charalambous et al. 2007).
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Bisher konnte jedoch nicht ausreichend geklart werden, von welchen Bakterien das
LPS, falls es wirklich eine Rolle bei der Entstehung der Herzinsuffizienz spielt, stammt.
Die Tatsache, dass zum Zeitpunkt der Untersuchung bei keinem der Patienten eine
entziindliche Darmerkrankung vorlag, schlie3t ein Vorhandensein von gramnegativen
Darmbakterien am Herzen weitestgehend aus. Dies unterstitzt die Hypothese, dass
die Endotoxine am Myokard aus parodontopathogenen Mikroorganismen stammen

kdnnten.

5.8 Zusammenhang zwischen LBP und Schweregrad der Parodontitis

Die statistische Auswertung der Ergebnisse ergab, dass fir den Ventrikel ein
Zusammenhang zwischen der Menge an LBP und dem Schweregrad der Parodontitis
nachgewiesen werden konnte. Dieses Ergebnis bekraftigt die aufgestellte Hypothese,
dass die Endotoxine parodontopathogener Mikroorganismen in der Lage sind, Uber
den Blutkreislauf zum Myokardgewebe zu gelangen, dort zu binden und
Entzindungsreaktionen zu stimulieren. Folgestudien sollten diesen Aspekt néher
untersuchen. Fur Atrium und Klappe konnte keine signifikante Korrelation mit dem
Schweregrad der Parodontitis festgestellt werden.

5.9 Ausblick

Aufgrund der erlangten Erkenntnisse scheinen weiterfihrende Untersuchungen zu
diesem Thema sinnvoll. Um aussagekraftigere Ergebnisse zu erhalten, wéare ein
groReres Patientenkollektiv wiinschenswert. Aul3erdem sollte eine ausreichend grof3e
Kontrollgruppe parallel untersucht werden, wobei sich hier zahnlose Patienten anbieten
wirden. Vor allem die beobachtete Assoziation von LBP am Ventrikel und dem
Schweregrad der Parodontitis sollte in weiteren Studien umfassend analysiert und
statistisch validiert werden.

Die vorliegenden Ergebnisse unterstitzen die Empfehlung, die Zusammenarbeit
zwischen Kardiologen und Zahnérzten zu intensivieren. Auch wenn bisher keine
entsprechenden Leitlinien vorhanden sind, sollte die parodontale Gesundheit bei

Pravention, Diagnostik und Therapie von Herzerkrankungen Bericksichtigung finden.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie im Rahmen eines Pilotprojektes mit verschiedenen
Einzelprojekten war es nachzuweisen, ob Lipopolysaccharide (LPS) parodonto-
pathogener Mikroorganismen in der Lage sind, am menschlichen Myokard zu binden
um dort Entziindungsreaktionen in den Myokardzellen auszulésen. Es wurde eine
guantitative Bestimmung von Lipopolysaccharid-bindendem Protein (LBP) an Atrium,
Ventrikel und Klappe durchgefihrt und eine mogliche Assoziation zum Schweregrad
der Parodontitis untersucht.

Als Probanden dienten Patienten, die sich aufgrund einer Aortenklappenstenose oder
-insuffizienz einer Aortenklappenersatz-Operation unterziehen mussten. 30 Patienten
(10 Frauen, 20 Manner) im Alter von 67,7 £9,3 Jahren wurden untersucht.

Nach Patientenaufklarung, Einwiligung und Anamnese wurden der zahnéarztliche
Befund (DMFT und Papillen-Blutungs-index) und der parodontale Status der
Probanden erfasst. Anhand der Sondierungstiefen und des Attachmentlevels wurde
der Schweregrad der Parodontitis bestimmt. Im Zuge der Operation entnahmen
Thorax-Herz-GefalRchirurgen Herzgewebe- und Blutproben.

Der mittlere DMFT betrug 21,6 +4,9. Fir den Papillen-Blutungs-Index ergab sich
folgende Einteilung: Grad 0: n=11, Grad 1: n=11, Grad 2: n=6, Grad 3: n=2.

23 Patienten wiesen eine schwere Parodontitis auf, 5 Patienten eine leichte und 2
Patienten litten unter keiner oder milder Parodontitis.

Im Labor wurde das wahrend der Aortenklappenersatz-Operation entnommene
Herzgewebe mittels Proteinaufreinigung und Westernblot-Verfahren auf das
Vorhandensein von LBP untersucht. AuRerdem wurde DNA aus Blutproben extrahiert
und auf einen IL-1-Polymorphismus (Genotyp) getestet.

LBP konnte bei allen Patienten am Herzen nachgewiesen werden. Die hochste big42-
LBP-Expression konnte fiur die Aortenklappe ermittelt werden. Die geringsten Werte
wurden fur den Ventrikel gemessen.

Bei acht Probanden lag ein Genotypmuster 1 (kein erhdhtes genetisches Parodontitis-
risiko) vor, bei elf Patienten ein Genotypmuster 2 (erhfhtes genetisches Parodontitis-
risiko), bei drei Patienten ein Genotypmuster 3 (stark erhohtes genetisches Paro-
dontitisrisiko) und bei acht Patienten ein Genotypmuster 4 (verminderte genetische
Entziindungshemmung).

Die statistische Auswertung der Resultate ergab keine relevanten Einflisse von
Geschlecht und Rauchverhalten auf den Schweregrad der Parodontitis bzw. den

Papillen-Blutungs-Index (PBI). Ebenfalls nicht signifikant waren die Ergebnisse fiir den



Zusammenfassung 73

Einfluss des IL-1-Genotyps auf den Schweregrad der Parodontitis (p=0,259) bzw. den
PBI (p=0,167).

Die Menge an LBP stand in keinem Zusammenhang zu dem ermittelten PBI oder dem
IL-1-Genotyp der Patienten, jedoch konnte eine Assoziation zwischen dem
Vorhandensein von LBP am Ventrikel und dem Schweregrad der Parodontitis
beobachtet werden (p=0,018). Fur Atrium (p=0,577) und Klappe (p=0,198) konnte kein
Zusammenhang zwischen LBP und dem Schweregrad der Parodontitis gezeigt
werden. Die ermittelten Ergebnisse unterstitzen die Arbeitshypothese, dass LPS
parodontopathogener Mikroorganismen in der Lage ist, am Myokard zu binden und
schadigenden Einfluss auszulben. Zur Aufschlisselung der verantwortlichen

Mechanismen scheinen weiterfiihrende Studien sinnvoll.
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7 Anhang

7.1 Materiallisten

7.1.1 Untersuchung der Herzgewebeproben

Chemikalien

Hersteller, Ort, Land

1.Antikorper: big42 antibody to human LBP

Biometec GmbH, Greifswald, Deutschland

1-Butanol

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2.Antikdrper: goat anti mouse HRP

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Acrylamid (Rotiphorese Gel)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH)

Hy-Test Ltd., Turku, Finnland

Glycerol Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Mercaptoethanol Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Methanol chem solute

Natriumchlorid (NaCl)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumfluorid (NaF)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumpyrophosphat

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ponceau S

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Starting Block (TBS) Blocking Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sucrose

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Trichloressigsaure (20%)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tween20

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tab. 22: Verwendete Chemikalien

Hilfsmittel

Hersteller, Ort, Land

BCA-Proteinassay-Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Eppendorf Tubes (1,5 ml und 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gelloadertips

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Glasplatten: Spacer Plate & Short Plate
(0,75mm)

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutschland
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Kaleidoscope (Proteingrofienmarker)

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutschland

Kivette: Uvette

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mini Trans-Blot Cell

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutschland

Mini-PROTEAN Tetra System

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutschland

Morser

W. Haldenwanger, Waldkraiburg, Deutschland

OrthoMedium Curix Screens (Filmkassette)

Agfa GmbH, Dusseldorf, Deutschland

Pistillen

W. Haldenwanger, Waldkraiburg, Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Research Pipette 0,5-10ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Research Pipette 10-100ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SuperRX Fuji Medical X-Ray Film

Fujifilm GmbH, Dusseldorf, Deutschland

SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TipOne Filter Tips (Pipettenspitzen)

STARLAB GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Transferpipette S 100-1000ul

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Whatman Filterpapier (3mm CHR)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Whatman PROTRAN Nitrocellulose Transfer

Membrane

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Zentrifugenréhrchen ECO

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tab. 23: Verwendete Hilfsmittel

Gerate

Hersteller, Ort, Land

Bio Doc Analyze

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

BioMate5

Thermo Spectronic, Dreieich, Deutschland

Centrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

MS2 Minishaker

IKA GmbH, Staufen, Deutschland

Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine: SRX-
101A

Konica Minolta, Langenhagen, Deutschland

Polymax 1040 (Plattformschiittler)

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach,

Deutschland

Standard Power Pack P25

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

ThermoStat plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tab. 24: Verwendete Gerate

Software

Hersteller, Ort, Land

BioDocAnalyze BDA U-205
Ser.Nr.660748627-0

Biometra GmbH, Gdéttingen, Deutschland

VISIONIite Quant Version 1.0

Thermo Spectronic, Dreieich, Deutschland

Tab. 25: Verwendete Software
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7.1.2 Untersuchung der Blutproben

Chemikalien

Hersteller, Ort, Land

Ethanol (100%)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ficoll-Lésung: Bicoll

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS-Puffer

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Tab. 26: Verwendete Chemikalien

Hilfsmittel

Hersteller, Ort, Land

Genotype IL-1 VER1.0

Hain Lifescience GmbH, Nehren, Deutschland

HotStarTagPlus (DNA-Polymerase)

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Pipette: Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

QlAamp DNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Sarpette Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Stabpipette Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Zentrifugenréhrchen Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland

Tab. 27: Verwendete Hilfsmittel

Gerate

Hersteller, Ort, Land

MS2-Minishaker

IKA-Werke GmbH, Staufen, Deutschland

sterile Werkbank:
Airclean PCR Workstation

Airclean Systems, Raleigh, USA

TwinCubator

Hain Lifescience GmbH, Nehren, Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Biofuge primo R

Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Zentrifuge: Centrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tab. 28: Verwendete Gerate
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7.2

Formulare

7.2.1 Patientenaufklarung

UNIVERSITATSMEDIZIN UMG
GOTTINGEN =
Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Gottingen, Zentrum 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 Géttingen, Zentrum Chirurgie der
Universitatsmedizin; Abteilung der Thorax-, Herz- und GefaR-Chirurgie; Robert- Koch-Str. 40, 37075
Gottingen; Telefon: 0551/396001

Patientenaufklarung - Studienteilnahme
LKlinisch - Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation
parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen®

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Hiermit m&chten wir Sie um die freiwillige Teilnahme an der klinisch-wissenschaftlichen Untersuchung:
.Klinisch Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation parodontaler Gesundheit und

verschiedenen Herzerkrankungen® bitten.

Parodontitis ist eine Erkrankung von Zahnfleisch und zahnumgebenden Knochen, dem so genannten
Zahnhalteapparat; bis hin zum Verlust des Zahnhalteapparates und Abbau des Kieferknochens. Als
Folge kénnen betroffene Zahne verloren gehen. Einer Entziindung des gesamten Zahnhalteapparates
geht in der Regel eine Entzindung des Zahnfleisches voraus. Dabei spielen viele verschiedene
Faktoren eine Rolle: Zahnbelag (Plaque), bestimmte Bakterien, korpereigene Abwehr, aber auch
Allgemeinerkrankungen (z.B. Diabetes mellitus, HIV) oder Medikamente. Die Entziindung des
Zahnhalteapparates ldsst 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 Zahnfleischtasche befindlichen Bakterien kénnen zudem eine genauere Auskunft Uber

Krankheitszustand und den Verlauf geben.

Grund dieser Studie ist die Uberpriifung der klinischen Zusammenhinge von Allgemeinerkrankungen
(in diesem Fall Erkrankungen am Herzen) mit Erkrankungen des Zahnhalteapparates. Ziel dieser rein
wissenschaftlichen Untersuchung soll es sein, Patienten mit Herzerkrankung hinsichtlich mdglicher
Zusammenhange zwischen der Parodontitis und der Herzerkrankungen zu untersuchen. Mit |hrer
Teilnahme koénnen Sie uns helfen herauszufinden ob und welche Zusammenhénge zwischen den

beiden Erkrankungen existieren.

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

Entztindung des Zahnfleischs und aus Feststellung des Zustands des Zahnhalteapparates (Messung
der Zahnfleischtaschen; Feststellung der Zahnlockerung) zusammensetzen.

Universitatsmedizin Gottingen, Georg-August-Universitat Stiftung Offentlichen Rechts Vorstand Prof. Dr. Cornelius Frommel (Forschung & Lehre, Sprecher des Vorstands)
Priv. Doz. Dr. Glinther Bergmann (Krankenversorgung) Dipl-Kffr. (FH) Barbara Schulte (Wirtschaftsfiihrung & Administration) Sparkasse Gottingen (260500 01) Kto: 448
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Zusétzlich erfolgt eine Bestimmung von vorhandenen Bakterien aus der Zahnfleischtasche. Die
Untersuchungen an lhren Zdhnen und an |hrem Zahnfleisch fihrt ein Doktorand (9. Semester
Zahnheilkunde) der Abt. Zahnerhaltung, Praventiven Zahnheilkkunde und Parodontologie der

Universitatsmedizin Gottingen nach Absprache mit lhrem betreuendem Arzt durch.

Des Weiteren bitten wir Sie, einige Fragen zu lhrem Allgemeinzustand, Lebensgewohnheiten und
Mundgesundheitszustand zu beantworten. Bitte versuchen Sie diese Fragen wahrheitsgemaR 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 durchgefuihrt. Der Mehraufwand an Zeit pro Untersuchung betragt ca. 15 Minuten;
es entstehen fur Sie keine zusétzlichen Kosten. Risiken und Nebenwirkungen bei der Durchfihrung
der Untersuchung sind nicht zu erwarten bzw. bestehen nicht, da keine Medikamente, operative
Eingriffe oder Anfertigungen von Rontgenaufnahmen notwendig sind; jedoch kann die Untersuchung
ggf. unangenehm sein und mdoglicherweise geringfiigige Blutungen provozieren. Um mdégliche
Unannehmlichkeiten zu verhindern, wird lhr Zustand nach der Operation berlicksichtigt und ggf. auf
die Untersuchung verzichtet. Im Rahmen der postoperativen MaRnahmen sind Sie antibiotisch

abgedeckt und es eriibrigt sich eine eventuell notwendige Endokarditisprophylaxe.

lhre personenbezogenen Daten unterliegen dem Datenschutz und werden vom Leiter der Prufung
nicht weitergegeben. Sie werden pseudonymisiert behandelt (anstelle von Namen und Geburtsdatum
wird ein Zahlencode verwendet), nur zu Untersuchungszwecken verwendet und nach der Auswertung

vernichtet.
Wir bitten um die freiwillige Teilnahme an der Studie. Sie kdnnen jederzeit die Teilnahme widerrufen,
ohne Angabe von Grunden und ohne Nachteile erwarten zu mussen. Nach Ihrem Widerruf erfolgt

unverziglich die Vernichtung lhrer personenbezogenen Daten.

Fur Ruckfragen stehen lhnen der Studienleiter und der durchfuhrende Zahnarzt unter o.g.

Telefonnummern zur Verfugung.

Vielen Dank fur lhre Teilnahme.

Ort und Datum Unterschrift

Universitatsmedizin Gottingen, Georg-August-Universitat Stiftung Offentlichen Rechts Vorstand Prof. Dr. Cornelius Frommel (Forschung & Lehre, Sprecher des Vorstands)
Priv. Doz. Dr. Giinther Bergmann (Krankenversorgung) Dipl-Kffr. (FH) Barbara Schulte (Wirtschaftsfiihrung & Administration) Sparkasse Goéttingen (260500 01) Kto: 448
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7.2.2 Einverstandniserklarungen

UNIVERSITATSMEDIZIN UMG
GOTTINGEN =
Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Gottingen, Zentrum Zahn-, Mund-

und Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung; Préaventive Zahnheilkunde und Parodontologie; Robert-
Koch-Str. 40, 37075 Géttingen; Tel.: 0551/3922877

Prof. Dr. Dipl.-Phys. Friedrich Schéndube; Georg-August-Universitat Gaéttingen, Zentrum Chirurgie der
Universitatsmedizin; Abteilung der Thorax-, Herz- und GefaR-Chirurgie; Robert- Koch-Str. 40, 37075
Géttingen; Telefon: 0551/396001

Einverstindniserklarung — Teilnahme an Untersuchung
JKlinisch - Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation
parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen*

Ich, wurde von meinem Arzt vollstandig Uber Wesen,

Bedeutung und Tragweite der klinischen Untersuchung mit dem Titel:
JKlinisch - Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation parodontaler Gesundheit und
verschiedenen Herzerkrankungen® aufgeklart.

Mir ist bekannt, dass bei dieser Untersuchung personenbezogene Daten, insbesondere der
medizinische Befund uber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden sollen. Die
Verwendung der Angaben Uber meine Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen
und setzt vor der Teilnahme an der Klinischen Prufung die folgende freiwillig abgegebene
Einwilligungserklarung voraus.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Untersuchung zu entscheiden und
weild, dass die Teilnahme freiwillig ist.

Mir ist bekannt, dass ich jederzeit und ohne Angaben von Grinden diese Zustimmung
widerrufen kann, ohne dass sich dieser Entschluss nachteilig auf meine weitere Behandlung
auswirkt.

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser Einwilligungserklarung erhalten.

Ich erklare hiemit meine freiwillige Teilnahme an dieser Studie.

Ort und Datum Unterschrift des Teilnehmers

Ort und Datum Unterschrift des Prufarzt

Universitatsmedizin Gdttingen, Georg-August-Universitat Stiftung Offentlichen Rechts Vorstand Prof. Dr. Cornelius Frémmel (Forschung & Lehre, Sprecher des Vorstands)
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UNIVERSITATSMEDIZIN 9, UMG
GOTTINGEN =
Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Géttingen, Zentrum Zahn-, Mund- und

Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung; Praventive Zahnheilkunde und Parodontologie; Robert-Koch-Str.
40, 37075 Gottingen; Tel.: 0551/3922877

Prof. Dr. Dipl.-Phys. Friedrich Schéndube; Georg-August-Universitat Gottingen, Zentrum Chirurgie der
Universitatsmedizin; Abteilung der Thorax-, Herz- und GefaR-Chirurgie; Robert- Koch-Str. 40, 37075
Gottingen; Telefon: 0551/396001

Einverstandniserklarung
Wissenschaftliche Verwendung von Blut und (Rest-)Gewebe.
+Klinisch - Experimentelle Studie zur méglichen Assoziation
parodontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen*

Erkldrung der Patientin, des Patienten nach dem Aufklarungsgesprach mit dem Arzt / Arztin

Hert/Frau: DF: cocsonvsmssapmasvsssasssisissss hat mir anhand der Hinweise im Merkblatt den
Zweck und die Vorgehensweise einer Blut-/ Gewebespende fir die geplante wissenschaftliche
Untersuchung ausfiihrlich dargelegt. Ich wurde ebenfalls Gber den Umgang mit den erhobenen
Daten und das Vorgehen bei der Verschliisselung der Proben informiert. Alle Fragen wurden zu
meiner Zufriedenheit beantwortet. Ich habe die zusatzlichen Hinweise (keine kommerzielle
Verwendung des Gewebes, keine Genmanipulationen, Datenschutz, Recht auf Widerruf) zur
Kenntnis genommen, das Aufklarungsblatt habe ich erhalten.

Hiermit erklére ich mich einverstanden mit (Bei Zustimmung bitte bei ja ankreuzen)

@ der wissenschaftlichen Verwendung vom Restgewebe (dabei wird lediglich das
Gewebe verwendet, das aus medizinischen Griinden enthommen werden musste und

nicht fir weitere diagnostische MaRnahmen benétigt wird), ja()nein()
€ der Blutentnahme von insgesamt 5ml (dieses Blut wird im Rahmen einer medizinisch
notwendiger Routineblutentnahme zusatzlich entnommen). ), ja() nein()

Besondere Bestimmungen fiir den Umgang mit den pseudonymisierten Blut-/Gewebeproben.

@ | Ich bin damit einverstanden, dass die enthommene Blut-/Gewebeprobe in der Thorax-,
Herz- und GefaRchirurgie Géttingen zeitlich uneingeschrankt aufbewahrt und in der
Universitatsmedizin Géttingen flir wissenschaftliche Untersuchungen verwendet wird.

ja()nein()

Die gegebene Einwilligung ist freiwillig und kann jederzeit ohne die Angabe von Griinden
miundlich oder schriftlich bei: Anschrift- und Telefonnummer der Kontaktstelle widerrufen
werden, ohne daR dies nachteilige Folgen fiir die weitere medizinische Behandlung hat.

Es gelten die im Aufklarungstext beschriebenen MaRnahmen zur Wahrung des Datenschutzes;
eine Weitergabe von Proben oder Krankheitsdaten erfolgt ausschlieBlich in verschliisselter
(pseudonymisierter) Form.

Die unterschriebene Einwilligungserklarung wurde mir in Kopie ausgehandigt.

Gottingen,
8l canmmmmmmay  aenenesene e e e v
Unterschrift der Patientin  Unterschrift des Arztes
(Name in Blockbuchstaben)  (Name in Blockbuchstaben)
Universititsmedizin Géttingen, Georg-August-Universitat Stiftung Offentlichen Rechts Vorstand Prof. Dr. Cornelius Frémmel (Forschung & Lehre, Sprecher des Vorstands)

Priv. Doz. Dr. Giinther Bergmann (Krankenversorgung) Dipl-Kffr. (FH) Barbara Schulte (Wirtschaftsfihrung & Administration) Sparkasse Gdttingen (260500 01) Kto: 448
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7.2.3 Anamnesebogen

UNIVERSITATSMEDIZIN UMG
GOTTINGEN =
Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Gottingen, Zentrum Zahn-, Mund-

und Kieferheilkunde; Abteilung Zahnerhaltung und Praventive Zahnheilkunde und Parodontologie;
Robert-Koch-Str. 40, 37075 Gottingen; Tel.: 0551/3922877

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

Pat.-Nr. Datum:

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

ja nein
1. Sind Sie in sténdiger arztlicher Behandlung? [] [1
WeNN ja, WeSWEGENT? ..o e
2. Leiden Sie an einer Herzerkrankung? (z.B. A. pectoris, Endokarditis,
Klappenfehler) [1 []
3. Mussen Sie sténdig Medikamente einnehmen? [1] [1

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

4. Sind Sie zur Zeit in arztlicher Behandlung? [1 []
WWENN' j8; WESWEJENT' v s mmomnsnsimsmn i asssaimtn s it

5. Wann sind Sie zum letzten Mal zahnérztlich untersucht

WONAEN Zicussssmmmsmmmmenmssvsss
6. Sind lhre Zéhne temperaturempfindlich? [1 [1
7. Blutet Ihr Zahnfleisch? [1 []
8. Bemerken Sie Stellungsveranderungen lhrer Zahne? [1 [1
9. Haben Sie manchmal einen schlechten Geschmack im Mund? [1] []

10. Haben Sie wegen Zahnlockerung bzw. Zahnfleischbeschwerden
schon einmal einen Zahnarzt aufgesucht? [1 []
Wenn ja, was wurde gemacht? ......cosiiiiiiiiimm i

11. Wurde bei lhnen bereits eine "Parodontose"-Behandlung durchgefuhrt? [1 []
Wenn ja, wann? ....................
12. Rauchen Sie oder haben Sie geraucht? [1 []
13. Wie viel Zigaretten/ Schachteln pro Tag etwa?
.......... Zigaretten/ Tag, ......... Schachteln/ Tag
Géttingen, den ... Unterschrift:.........ooooiiiiiece

Universitatsmedizin Géttingen, Georg-August-Universitat Stiftung Offentlichen Rechts Vorstand Prof. Dr. Cornelius Frommel (Forschung & Lehre, Sprecher des Vorstands)
Priv. Doz. Dr. Glinther Bergmann (Krankenversorgung) Dipl-Kffr. (FH) Barbara Schulte (Wirtschaftsfiihrung & Administration) Sparkasse Géttingen (260500 01) Kto: 448
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