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Einleitung

1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wurden Wildtyp (WT)-Mause und DDR1-Knockout (KO)-
Mause mit Porphyromonas gingivalis behandelt, um so eine Parodontitis zu erzeu-
gen. Der Nachweis der Parodontitis wurde mithilfe immunhistochemischer Reaktio-

nen im parodontalen Gewebe durchgefthrt.

In der folgenden Einleitung werden der Aufbau des Parodontiums, die patho-
logischen Vorgange der Parodontitis und die Mdglichkeit der zur Verfugung stehen-

den Tiermodelle beschrieben.

1.1 Das Parodontium

Das Parodontium (par = um, herum; odontos = der Zahn) besteht aus den zwei
Hartgeweben Knochen und Zement und den zwei weichen Komponenten Paro-
dontalligament (PDL) und Gingiva. Gemeinsam dienen sie dem Erhalt der Funktion
der Zahne (Bartold und Narayanan 2006). Die Eigenschaften dieser speziellen Struk-
turen tragen zur speziellen Funktion des Parodontiums bei (Nanci und Bosshardt
2006). Zu seinen Aufgaben zéhlen die Verankerung der Zahne im Knochen, die
Dampfung der Kaukréfte, die Abwehr duBerer Noxen und die Trennung zwischen

Mundhdhlenmilieu und Zahnwurzel (Hellwig et al. 2009).

1.1.1 Die Gingiva

Die Gingiva (Zahnfleisch) ist Bestandteil der Mundschleimhaut, z&hlt aber auch zum
Zahnhalteapparat in Form des marginalen Parodonts (Schroeder 2000). Zusammen
mit der Gaumenschleimhaut bezeichnet man sie als mastikatorische Mukosa. Die
Gingiva wird topografisch in eine freie, befestigte und interdentale Gingiva unterteilt.
Die mukogingivale Grenze entlang des vestibularen und lingualen Alveolarkamms
grenzt die hellrosa erscheinende befestigte Gingiva von der dunkelroten, frei bewegli-
chen Alveolarschleimhaut ab (Schroeder und Listgarten 1997). Die Interdentalpapille

fullt den Raum zwischen den Approximalflachen benachbarter Zahne aus. Die margi-
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nale Gingiva verbindet zwei Interdentalpapillen und umschlieBt den Zahn. Sie folgt ca.
0,5- 2 mm koronal der Schmelz-Zement-Grenze in Form einer Girlande. Sie er-

streckt sich vom Gingivalsaum bis zur gingivalen Furche (Mutschelknauss 2000).

Das gingivale Epithel kann in drei Typen eingeteilt werden: das orale Gingivaepithel,
das Sulkusepithel und das Saumepithel. Das orale Gingivaepithel erstreckt sich von
der mukogingivalen Grenzlinie bis zum Gingivalrand und ist nochmals in die freie
marginale Gingiva und befestigte Gingiva unterteilt.

Es ist ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel, bestehend aus vier Schichten:

Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum corneum.

Das Stratum basale liegt der Basalmembran direkt auf, welche das Epithel von dem
darunter liegenden Bindegewebe trennt. Die Zellen dieser Schicht sind Keratinozyten.
Sie sind mitotisch aktiv und dienen der standigen Epithelerneuerung.

Das Stratum spinosum besteht aus sich differenzierenden polygonalen Zellen und
stellt die dickste Schicht aller Epithelschichten dar. Zur Oberflache hin werden die
Zellen flacher und es sind erste Keratohyalingranula im Zytoplasma zu erkennen. Die
Zellen gehen in das Stratum granulosum Uber.

Im Stratum corneum, der oberflachlichsten Schicht, sind die Zellen abgeflacht, liegen
eng aneinander und die Zellkerne sind verschwunden.

Das Sulkusepithel reicht vom Gingivalrand bis zum Saumepithel. Es kleidet den
Sulcus gingivalis aus und verlauft girlandférmig bis zu 0,5 mm tief um den Zahn her-
um. Die zellulare Struktur und Zusammensetzung ahnelt der des oralen

Gingivaepithels (Bartold et al. 2000).

Das Saumepithel erstreckt sich vom Sulkusboden bis zur Schmelz-Zement-Grenze.
Interdental bilden die Saumepithelien benachbarter Z&hne die epitheliale Auskleidung
des interdentalen Col (Schroeder 2000). Dieses spezialisierte Epithel variiert in seiner
Dicke. So besteht es apikal aus nur wenigen Zelllagen, weiter koronal aus 15-30 Zell-
lagen. Das Saumepithel besteht aus zwei Schichten: das Stratum basale und das
Stratum suprabasale. Die Epithelzellen des Stratum basale differenzieren sich schnell,
wahrend die Zellen des Stratum suprabasale mitotisch inaktiv sind (Bartold et al.

2000). Zwischen Saumepithel und Zahnoberfliche besteht ein epithelialer Haft-



Einleitung

mechanismus, der Epithelansatz. Dabei bilden die Epithelzellen eine Basallamina und
heften sich mit Hemidesmosomen an das benachbarte Gewebe an (Schroeder
2000). Weitere Aufgaben sind der Stofftransport zwischen dem gingivalen Binde-
gewebe und der Mundhohle sowie die Beteiligung an der Immunantwort des Wirtes

gegen eine bakterielle Infektion (Bartold et al. 2000).

1.1.2 Das Wurzelzement

Zement ist ein hartes nichtvaskularisiertes Gewebe, das die Zahnwurzel ummantelt
(Nanci und Bosshardt 2006). Die Hauptaufgabe des Zements ist die Verankerung der
Kollagenfasern des PDLs an der Zahnoberflache. Es ist somit Teil des Zahnes als
auch des Parodontiums. Zuséatzlich besitzt Zement adaptive und reparative Fahig-
keiten (Bosshardt und Selvig 1997).

Zement besteht zu etwa 45% bis 50% aus Hydroxylapatit (anorganischer Teil) und
etwa 50% aus kollagenen und nicht-kollagenen Proteinen (organischer Teil) (Nanci
2003). Der organische Teil wird wiederum zu 90% aus Kollagen Typ | und Ill gebildet
(Bartold und Narayanan 2006).

Es lassen sich vier Zementtypen einteilen, die an unterschiedlichen Stellen der Zahn-
wurzel vorkommen. Sie unterscheiden sich in ihrem Gehalt an Zementozyten und

Kollagenfasern:

Azellulares afibrillares Zement (AAZ) bedeckt kleinere Bereiche des Schmelzes, ins-
besondere entlang der Schmelz-Zement-Grenze. Es besteht aus einer mineralisierten
Matrix, besitzt jedoch weder Kollagenfasern noch eingelagerte Zellen. Das Fehlen
von Kollagenfasern deutet daraufhin, dass AAZ an der Verankerung der Zahne nicht

beteiligt ist (Bosshardt und Selvig 1997).

Azellulares fibrillares Zement (AFZ) ist vorwiegend den zervikalen und mittleren Wur-
zelabschnitten aufgelagert. Die Kollagenfasern inserieren mit extrem hoher Dichte in
das AFZ. Dies zeigt die signifikante Rolle, die AFZ bei der Verankerung der Zahne
spielt (Bosshardt und Selvig 1997).
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An den Stellen der Wurzeloberflache, wo sich kein AFZ angelagert hat, findet sich
zellulares Eigenfaserzement (ZEZ). Dieses Zement enthalt von Zementoblasten gebil-
dete Kollagenfasern. Es ist auch als einziges Zement in der Lage, Defekte, die durch

Resorption entstanden sind, zu reparieren (Hassell 1993).

Durch Uberlagerungen von AFZ und ZEZ entsteht zellulares Gemischtfaserzement,
das auf die apikale Wurzel und die Furkationen beschrankt ist (Bosshardt und Selvig
1997).

1.1.3 Der Alveolarknochen

Die Alveolarfortsatze sind Verlangerungen der Ober- und Unterkiefer. Sie sind zahn-
abhangige Strukturen, denn die Zahne sind in diese kndchernen Alveolen eingebaut
(Hassell 1993). Die kndchernen Anteile der Ober- und Unterkiefer, in denen die
Zahnwurzeln eingelassen sind, werden als Alveolarfortsatz bezeichnet. Der Alveo-
larfortsatz besteht auBen (bukkal, lingual und palatinal) aus einer Kortikalisplatte aus
kompaktem Knochen, zentral aus Spongiosa und innen aus einer stark durchlécher-
ten Knochenplatte, dem Alveolarknochen. Am Alveolarkamm treffen Alveolarknochen

und Kortikalisplatte aufeinander (Nanci und Bosshardt 2006).

Aufgrund von inserierenden Sharpey-Fasern zeigt die Alveolarwand eine doppel-
fibrillare Orientierung. Sharpey-Fasern der auBBeren Schicht verlaufen senkrecht zur
Knochenoberflache. Desmodontale Fibroblasten bilden das Kollagen dieser Fasern.
Im Knochen werden sie mineralisiert, die Peripherie der Fasern wird hyperminerali-
siert, das Innere hypomineralisert. Das innen liegende fibrillare Netzwerk, das von
Osteoblasten zwischen den Sharpey-Fasern gebildet wird, liegt unregelmaBig ange-
ordnet und ist weniger dicht. Diese spezielle Art von Knochen mit seiner doppelten

Faserorientierung wird als Bundelknochen bezeichnet (Saffar et al. 1997).

1.1.4 Das Parodontalligament

Als PDL wird das weiche, spezialisierte Bindegewebe zwischen Wurzelzement und

Alveolarknochen bezeichnet. Die Breite des PDLs liegt zwischen 0,15 und 0,38 mm.
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Das befestigt den Zahn in seinem Knochenfach, dient der Versorgung sowie dem
Schutz und als Sensor bei der Mastikation (Kauakt). Eine weitere, sehr wichtige Auf-
gabe ist die Bereitstellung von Zellen fur die Gewebehomdostase und fur Reparatur-

bzw. Regenerationsvorgange (Nanci und Bosshardt 2006).

Wie alle Bindegewebe, besteht auch das PDL aus einem zellularen und einem extra-
zellularen Teil. Den zelluldren Anteil bilden Fibroblasten, Osteoblasten und Osteo-
klasten, Mallassez'sche Epithelzellreste (ERM), Monozyten und Makrophagen sowie
undifferenzierte Mesenchymzellen, Zementoblasten und Odontoblasten. Der extrazel-
luldre Anteil besteht aus bindegewebigen Strukturen, hauptséchlich aus Kollagen-
faserblindeln, die in eine Grundsubstanz eingebettet sind (Berkovitz 1990, Nanci und
Bosshardt 2006).

Die Hauptzellen des PDLs sind Fibroblasten. Fibroblasten besitzen ein ausgedehntes
Zytoplasma mit einer groBen Anzahl an Organellen, welche fur die Proteinsynthese
und Proteinsekretion notwendig sind. Sie zeichnen sich durch eine enorm schnelle
Kollagenfasersynthese aus. Die Kollagenfasern der Faserblndel werden fortlaufend
umgestaltet. Die Fibroblasten des PDLs sind in der Lage, gleichzeitig sowohl Kol-

lagen zu synthetisieren als auch abzubauen (Nanci und Bosshardt 2006).

Die Epithelzellen des PDLs sind Reste der Hertwig‘schen Wurzelreste und werden
als ERM bezeichnet. Die ERM-Zellen sind kleine Ansammlungen von Epithelzellen
innerhalb des PDLs (Rincon et al. 2006). Sie liegen netzwerkartig (network shaped
manner) entlang der Wurzeloberflache und im Furkationsbereich (Becktor et al.
2007). Die genaue Funktion der ERM-Zellen ist noch nicht geklart. Es wird unter an-
derem eine Beteiligung an der Reparatur und Regeneration von Zement diskutiert
(Rincon et al. 2006).

Die undifferenzierten mesenchymalen Zellen oder Progenitorzellen sind ein weiterer
wichtiger Bestandteil des PDLs. Sie spielen bei der parodontalen Wundheilung und
bei der Knochen- und Zementregeneration eine entscheidende Rolle (Beertsen et al.
1997, Nanci und Bosshardt 2006).
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Die Faseranteile bestehen gréBtenteils aus Kollagen-Typ | und zu einem kleineren
Teil, etwa 20 %, aus Kollagen-Typ Il (Birkedal-Hansen et al. 1977, Huang et al.
1991). Zusatzlich finden sich Kollagenfasern vom Kollagen-Typ V, VI und Xl sowie

ein kleiner Anteil an Mikrofibrillen (Becker et al. 1991, Karimbux et al. 1992).

Die meisten dieser Kollagenfasern lagern sich zu Faserbindeln zusammen. Die &uBe-
ren Enden dieser Bundel inserieren in Zement oder Knochen. Diese so verankerten
Anteile werden als Sharpey-Fasern bezeichnet. Sie sind ganz oder teilweise minerali-

siert (Nanci und Bosshardt 2006).

Oxytalanfasern sind ein eigenstandiger, abgegrenzter Fasertyp und z&hlen zu den
elastischen Fasern. Sie verlaufen entlang der Kollagenfasern und inserieren im Alveo-
larknochen und Zement. Einige Oxytalanfasern stehen mit Nervenfasern, Blut- und
LymphgefaBen in Verbindung, was auf eine regulatorische Funktion hinweisen kdnnte

(Fullmer et al. 1974).

Neben den Kollagenen enthalt die EZM des PDLs noch weitere Proteine. Dazu zah-
len mehrere Proteoglykane (PG). Dies sind extrazellulare und an der Zelloberflache
vorkommende MakromolekUle. Sie bestehen aus einem zentralen Protein (core pro-
tein) an das bis zu 100 Kohlenhydratgruppen, Glykosaminoglykane, gebunden sind.
Hyaluronan, Chondroitin-Sulfat, Dermatan-Sulfat und Heparan-Sulfat sind die hau-
figsten Glykosaminoglykane. Die GroBe des zentralen Proteinfadens reicht von 200
bis 400 kDa. Sie steuern Adhéasion und Zellwachstum, bilden Komplexe und kénnen
Wachstumsfaktoren binden (Hakkinen et al. 1993, Zimmermann und Ruoslahti
1989). Im PDL handelt es sich dabei um Decorin, Biglykan, Versican und CD 44
(Hakkinen et al. 1993). Decorin kann Verbindungen mit Kollagen Typ | bis Typ VI ein-
gehen. Die groBte Affinitat besteht dabei mit Kollagen Typ VI. So scheint die Bindung
zwischen Decorin und Kollagen Typ VI wesentlich fur die Organisation der EZM zu
sein. Decorin konnte immunhistochemisch auch im Bereich der Basalmembran
nachgewiesen werden. Somit verbindet Decorin die Basalmembran mit dem Binde-
gewebe (Bidanset et al. 1992). In Versuchen mit Decorin-KO-Mausen konnte die Rol-
le von Decorin bei der Organisation von Kollagen gezeigt werden (Hakkinen et al.
2000).



Einleitung

Biglykan kommt vor allem in sich entwickelnden Geweben und auf der Zelloberflache
von verschiedenen Bindegewebs- und Epithelzellen vor (Bianco et al. 1990). Biglykan
wird im PDL starker exprimiert als im Gingivagewebe. Eine wesentliche Rolle spielt
hierbei der Transforming-growth-factor B (TGF-B). Es konnte gezeigt werden, dass
TGF-B die Expression von Biglykan und Versican hochreguliert und die Decorin-
Expression herunterreguliert (Kahari et al. 1991). Die Funktionen von Biglykan sind

noch nicht vollstandig geklart (Hakkinen et al. 1993).

Versican, ein groBes Chondroitin-Sulfat-PG, ist in der Tiefe des PDLs zwischen Kol-
lagenfaserbundeln zu finden (Hakkinen et al. 1993). Das zentrale Protein besitzt eine
Bindungsstelle fUr Hyaluronan, mit dessen Hilfe ein riesiges Volumen erzeugt werden
kann (Zimmermann und Ruoslahti 1989). Diese Eigenschaft fuhrt zur hohen Druck-
elastitzitat des gesamten PDLs (Gallagher 1989). CD 44 kann auf dem Schleim-
hautepithel und auf Fibroblasten der Gingiva und des PDLs nachgewiesen werden.
Es tritt im Bereich von Zell-Zell-Kontakten auf (Hakkinen et al. 1993). CD 44 ist ein
Rezeptor fur Hyaluronan, Kollagen, Fibronectin und Osteopontin (Aruffo et al. 1990,

Jalkanen und Jalkanen 1992, Weber et al. 1996).

Unter den Glykoproteinen konnten Undulin, Fibronectin und Tenascin von Zhang et
al. (1993) nachgewiesen werden. Undulin steht in enger Beziehung zu Kollagen Typ |,
I, V- und VI und ist somit an der funktionellen und strukturellen Organisation der Kol-
lagenfasern zu flexiblen Faserbiindeln in Form eines flexiblen Ankers beteiligt (Zhang
et al. 1993). Tenascin wird vor allem wéahrend des physiologischen als auch des pa-
thologischen Wachstums gebildet und kommt somit im gesunden Erwachsenen eher
selten vor (Lukinmaa et al. 1991). Es konnte im Gegensatz zu Undulin und Fibro-
nectin in weniger dichten Gewebegebieten des PDLs nachgewiesen werden. Diese
aufgelockerten Gewebebereiche ermoglichen die Einwanderung von Fibroblasten
(Zhang et al. 1993). Fibronectin kann sowohl im Plasma als auch im interstitiellen
Gewebe vorkommen. Es beteiligt sich an der Blutkoagulation, der Wundheilung und
der Chemotaxis. Im Gewebe ist Fibronectin weit verbreitet und dient der Zellhaftung
und der kollagenen Architektur (Zhang et al. 1993). Tenascin und Fibronectin werden

gemeinsam in den Bereichen der Zement- und Knochenbildung exprimiert und regu-



Einleitung

lieren hier Zelldifferenzierung. Sie nehmen somit Einfluss auf die Gewebestruktur

(Lukinmaa et al. 1991).

Weitere Glykoproteine im PDL sind Vitronectin, Osteonectin (Secreted protein and
rich in cysteine = SPARC) und Bone Sialoprotein (BSP). Vitronectin kommt gemein-
sam mit Fibronectin in Granulationsgewebe, neu gebildetem PDL, Zement und Kno-
chen vor. SPARC kann ebenfalls in neu gebildetem PDL, Zement und Knochen
nachgewiesen werden. BSP ist hingegen auf Zement und Knochen beschrankt.
Fibronectin und Vitronectin beeinflussen Reparatur- und Regenrationsprozesse des
PDLs (Matsuura et al. 1995, Steffensen et al. 1992).

Im PDL kommen auch Syndecan 1, 2 und 3 sowie Glypican und Betaglykan vor. Es
handelt sich dabei um Transmembranproteine an der Zelloberflache. Sie sind Bin-
dungsstelle fUr Wachstumsfaktoren und nehmen somit direkt Einfluss auf die Wachs-
tumsvorgange von Zellen. Sie spielen auch eine entscheidende Rolle bei der Gewe-
behomdostase, Reparatur- und Regenerationsvorgangen (Worapamorn et al. 2000).
Syndecan 1 und Syndecan 2 konnten wahrend der Wundheilung nachgewiesen
werden. Syndecan 1 wurde speziell im Saumepithel zu Beginn der Wundheilung ex-
primiert, Syndecan 2 hingegen im spateren Wundheilungsstadium in den neugebilde-
ten Kollagenfibrillen im Bereich der Wurzeloberflache und des Alveolarknochens.
Syndecan 1 beeinflusst somit die Zell-Zell- als auch die Zell-Matrix-Interaktionen,
Syndecan 2 die Zell-Matrix-Interaktionen bei der Bildung von Hartgewebe

(Worapamorn et al. 2002).

Eine weitere Gruppe der PG stellen die kleinen leucinreichen PG dar. Im PDL sind
das Fibromodulin und Lumican. Auch das oben erwahnte Decorin gehdrt dieser
Gruppe an. Sie koordinieren den Aufbau der Kollagenfibrillen und die Organisation
der Kollagenfasern zu Biindeln (Matheson et al. 2005). Uber die Funktionen dieser

kleinen leucinreichen PG im PDL ist noch wenig bekannt (Barczyk et al. 2013).

Integrine sind Proteine, die auf der Oberflache von Fibroblasten, Osteoblasten und
weiteren Zellen des PDLs sitzen (Steffensen et al. 1992). Sie gelten als Organisatoren
der EZM und vermitteln Gewebsregeneration. Im pathologischen, verletzten Paro-

dontium ist die Neuorganisation des neugebildeten Gewebes essenziell, um wieder

8
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eine physiologische Struktur zu erhalten. Weitere Funktionen der Integrine, wie die
Aktivierung von TGF-3 und die Regulation von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) wer-

den diskutiert (Barczyk et al. 2013).

1.2 Parodontitis

1.2.1 Definition und Bedeutung der Parodontitis

Grundsétzlich lassen sich beim Zahnhalteapparat zwei Erkrankungen unterscheiden:
die Gingivitis und die Parodontitis. Erstere ist die Entzindung der Gingiva Rickgang
des zahntragenden Gewebes. Die Erkrankung ist auf die Weichgewebsanteile, das
Gingivaepithel und das Bindegewebe begrenzt. Bei der Parodontitis handelt sich um
die Entziindung des gesamten Zahnhalteapparates (Cekici et al. 2014). Klinische Zei-
chen einer Parodontitis sind Verlust der parodontalen Verankerung (Attachmentver-
lust = in mm angegebene Strecke zwischen Schmelz-Zement-Grenze und dem Bo-
den der Zahnfleischtasche), Alveolarknochenverlust, parodontale Taschen und Ent-
zUndung der Gingiva. Zusatzlich kbnnen Zahnfleischrezessionen, Zahnfleischbluten,

erhdhte Beweglichkeit und schlussendlich der Zahnverlust auftreten (Flemmig 1999).

Laut der ,Vierten Deutschen Mundgesundheitsstudie“ aus dem Jahre 2006 leiden
mehr als die Hélfte der 35- bis 44-Jahrigen unter einer mittelschweren und 20,5 %
an einer schweren Parodontitis. Unter den Senioren ist die Parodontitis am weitesten
verbreitet. 48 % sind von einer mittelschweren und 39,8 % von einer schweren Aus-
pragung der Krankheit betroffen. Insgesamt konnte in allen Altersgruppen eine Zu-
nahme der Pravalenz im Vergleich zu 1997 festgestellt werden. Dies ist durch einen

Ruickgang der Zahnverluste im selben Zeitraum zu erklaren (DMS IV 2006).

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Parodontitis ist eine chronisch-entzundliche Erkrankung des Zahnhalteapparats mul-
tifaktorieller Genese. Die Entziindung wird durch koloniebildende gram-negative und
anaerobe Bakterien, die in Form eines subgingivalen Biofilms auftreten, ausgeldst.

Sowohl die direkten Effekte der Bakterien auf das Gewebe als auch die selbstscha-
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digende Immunantwort des Wirtes fihren zum Fortschreiten der Erkrankung (Sharma
2010, Socransky et al. 1998).

Es lassen sich verschiedene Arten der Parodontitis klassifizieren, die sich in Atiologie,
Krankheitsverlauf und Therapieerfolg unterscheiden. Allen liegt jedoch die gleiche
Pathogenese zu Grunde. So entsprechen sich die histopathologischen und ultra-
struktuellen Merkmale. Die Vorgange bei der Gewebsschadigung und die Heilungs-
und Regenerationsprozesse der unterschiedlichen Parodontitisformen unterscheiden

sich jedoch sehr (Page et al. 1997).

Page und Kornman fassten 1997 die neuesten Erkenntnisse Uber die Pathogenese
zusammen. So lassen sich die Ablaufe bei der Entstehung der Parodontitis in vier
Pfeiler aufgliedern:

- Entstehung eines subgingivalen Biofilms aus pathogenen Mikroorganismen

- Entzindungsreaktion und Immunantwort des Wirts

- Metabolismus von Bindegewebe und Knochen

- klinisches Krankheitsbild, Attachmentverlust
EntzUndungsreaktion, Immunantwort und der Bindegewebs- und Knochenmetabo-
lismus des Wirtes kdnnen durch bestimmte Faktoren zusatzlich negativ beeinflusst
werden. Dies kdnnen einmal intrinsische, also genetische Risikofaktoren und um-
weltbedingte oder erworbene Risikofaktoren, z.B. Rauchen oder systemische Er-

krankungen sein (Page und Kornman 1997).

Auf der frisch geputzten Zahnoberflache entsteht schon nach kurzer Zeit ein Biofilm.
Es entsteht ein sogenanntes erworbenes Pellikel (acquired pellicle), das aus Protei-
nen und Glykoproteinen besteht, die Uber den Speichel und die Sulkusflissgkeit se-
zermiert werden. Das Pellikel bildet die Grundlage fur die Bakterienbesiedelung

(Darveau et al. 1997, Kolenbrander und London 1993).

Die Bakterien innerhalb eines Biofilms sind in der Lage Informationen auszutauschen
und eine komplexe Matrix aufzubauen, in der optimale Bedingungen fur das Wachs-
tum der Bakterien herrschen. In dieser Matrix kénnen der pH, der Sauerstoffgehalt
und das Nahrstoffangebot enorm variieren (Page et al. 1997). Man unterscheidet

zwei unterschiedliche Formen des dentalen Biofilms: Supragingivaler Biofilm bildet
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sich oberhalb des Gingivalrandes, subgingivaler unterhalb davon. lhre bakterielle Zu-
sammensetzung unterscheidet sich deutlich voneinander. Der subgingivale Biofilm ist
durch seine Lage vor Abrasion (z.B. durch MundhygienemalBnahmen) und vor der
Abwehrfunktion des Speichels geschitzt und wird durch die SulkusflUssigkeit mit
Nahrstoffen versorgt (Darveau et al. 1997). Die Sulkusfllssigkeit beinhaltet allerdings
auch Komplementfaktoren, Antikdrper und alle weiteren im Blut vorhandenen Kon-
troll- und Abwehrsysteme. Trotzdem Uberleben und gedeihen die Bakterien: Sie brei-
ten sich entlang der Wurzeloberflache nach apikal und zur Seite aus und fuhren zur
Gewebszerstérung und VergroéBerung der Tasche (Page et al. 1997). Ein Biofilm bie-
tet den Bakterien somit optimale Bedingungen und Schutz vor der Immunantwort
des Wirts (Darveau et al. 1997). Hinzu kommt eine auBergewdhnlich hohe Resistenz

gegen Antibioka und andere antimikrobielle Agenzien (Page et al. 1997).

Die Bakterien des Biofims wurden von Socransky untersucht und in funf Komplexe
eingeteilt. Zum ersten Komplex zahlen Treponema denticola, Porphyromonas (P.)
gingivalis und Tannerella forsythia. Der zweite Komplex besteht aus Fusobakterium
nucleatum subspecies, Prevotella intermedia, Peptostreptokokkus micros und mit
diesem Komplex assoziierten Bakterien: Campylobacter rectus, Campylobacter
showae, Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum und Streptokokkus constel-
latus. Zum dritten Komplex zahlt eine Gruppe von Streptokokken (S.): S. mitis, S.
oralis und S. sanguis. Der vierte Komplex wird von Capnocytophaga-Spezies, Ei-
kenella corrodens und Actinobacillus (A.) actinomycetemcomitans. Der letzte Kom-
plex besteht aus Veillonella parvula und Actinomyces odontolyticus (Socransky et al.
1998).

Nach den Postulaten von Socransky und Haffajee (2005) treten die Komplexe in einer
bestimmten Reihenfolge auf. Jeder Komplex kann einem bestimmten Stadium der
Parodontitis zugeteilt werden. Es gibt bestimmte Bakterien, die als erste im Biofilm
vorkommen. Zu ihnen zahlen die Komplexe drei, vier und funf. Sie sind die soge-
nannten Erstsiedler und bereiten ein passendes Milieu fUr die nachfolgenden Keime
vor. Zum einen kann die ansassige Bakterienart inre Umgebung so verandern, dass

sie durch Bakterien ersetzt wird, die besser in diese Umgebung passen. Zum ande-
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ren kann sich die Umgebung durch nichtmikrobielle Faktoren verandern, beispiels-
weise durch Verdnderung der chemischen oder physikalischen Eigenschaften des
Milieus oder durch Veranderungen seitens des Wirts. So kann sich z.B. das Nahr-
stoffangebot oder der Sauerstoffgehalt zugunsten einer anderen Bakterienart veran-
dern. Im Falle der Parodontitis sind dies die Bakterien der Komplexe eins und zwei.
Diese Bakterien fuhren zu einer Veranderung des Lebensraums, die sich klinisch als
Gingivitis &uBert. Die Gingivitis wiederum fuhrt zur Ansiedlung weiterer Keime aller
Gruppen, was zu einem immer destruktiveren Kreislauf fUhrt (Socransky und Haffajee
2005). Die Bakterien des ersten Komplexes, also P. gingivalis, Treponema denticola
und Tannerella forsythia verursachen die meisten Parodontitiden. Diese Bakterien
korrelieren mit der Auspragung der Taschentiefe. (Socransky et al. 1998). In vielen
Studien konnte der Zusammenhang zwischen der Schwere der Parodontitis und
dem Vorhandensein der drei genannten Keime gezeigt werden (van Winkelhoff et al.
2002, Yang et al. 2004).

1.3 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis in einer parodontalen Tasche beeinflusst den Verlauf der destruktiven
Parodontitis und ist klinisch immer mit einer erhdhten Taschentiefe verbunden
(Kawada et al. 2004, van Winkelhoff et al. 2002). Die Entfernung von P. gingivalis
durch eine Parodontalbehandlung kann zum Rickgang der Parodontitis fUhren
(Bostanci und Belibasakis 2012, Fujise et al. 2002, Haffajee et al. 1997).

P. gingivalis ist ein schwarz-pigmentiertes, unbewegliches, gram-negatives, stab-
chenférmiges und anaerobes Bakterium. Flr sein Wachstum bendtigt P. gingivalis
ein anaerobes Milieu und zusatzlich Hamine und Vitamin K als Nahrstoffe. P. gingi-
valis ist in der Lage Aminosauren zu verstoffwechseln. Damit hat dieser Keim die op-
timale Voraussetzung in Parodontaltaschen zu Uberleben, in die Zucker nur schwer

gelangen koénnen (Bostanci und Belibasakis 2012).

P. gingivalis verfugt Uber eine Reihe von Virulenzfaktoren, die seine hohe Pathogeni-
tat erklaren. P. gingivalis ist in der Lage, in die Wirtszellen einzudringen und auch in

ihr zu Uberleben. Diese Invasionstaktik ist bei vielen Bakterien bekannt und bietet
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Schutz vor dem Immunsystem des Wirts (Finlay und Falkow 1997). Der Invasionsme-
chanismus wird im Falle von P. gingivalis durch Adhasine wie Fimbrien und Hamag-
glutinin ermdglicht (Lamont und Jenkinson 1998). Fimbrien bestehen aus dem multi-
funktionellen Protein FimA. Dieses Protein ist in der Lage mit der EZM, anderen Bak-
terien und den Zellen des angeborenen Immunsystems zu kommunizieren (Wang et
al. 2007).

P. gingivalis tragt auf seiner Hulle wie alle gram-negativen Bakterien Lipopolysaccha-
ride (LPS). LPS sitzen auf der &uBeren Membran und kénnen beim Wirt intrazellulare
Signale auslésen (Bostanci und Belibasakis 2012). LPS aktivieren Uber Tumornekro-
sefaktoren (TNF) und IL-1 Osteoklasten und fUhren damit zu Knochenresorption
(Chiang et al. 1999). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass P. gingi-
valis in vitro die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie z. B. IL-1q, IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-18 und TNF-a in Monozyten stimuliert (Bostanci et al. 2007, Hamedi
et al. 2009, Zhou et al. 2005).

Manche P. gingivalis-Stamme besitzen eine Kapsel, die sogenannte CPS (capsular
polysaccharide) (Farquharson et al. 2000, Holt et al. 1999). Es konnten einige Unter-
schiede zwischen Bakterienstdmmen bezlglich des Vorhandenseins einer Kapsel
gezeigt werden. So verursachen Stamme, die eine Kapsel besitzen phlegmondse,
sich ausbreitende Entziindungen, wahrend Stamme ohne eine Kapsel weniger starke
Entzindungen hervorrufen (Laine und van Winkelhoff 1998). Die Kapsel schutzt P.
gingivalis auch vor Phagozytose durch polymorphkernige Leukozyten (Sundqvist et
al. 1991).

P. gingivalis sezerniert eine ganze Reihe proteolytischer Enzyme. Dazu zahlen z.B.
Endopeptidasen, Aminopeptidasen, Carboxypeptidasen, Oligopeptidasen und Kol-
lagenasen (Potempa et al. 2000). Die wichtigste Protease, die P. gingivalis sezerniert
ist Gingipain, eine Cystein-Endopeptidase. Der Name wird aus P. gingivalis und Clos-
tripain gebildet. Es lassen sich argininspezifische und lysinspezifische Gingipaine un-
terscheiden (Sheets et al. 2008). Sie sind fur 85 % der proteolytischen Aktivitat durch
P. gingivalis verantwortlich (Potempa et al. 1997) und besitzen trypsinahnliche Aktivi-

tat (Potempa et al. 1995). Gingipaine konnen auf verschiedene Art und Weise die
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Immunantwort beeinflussen und diese sogar unterbinden (Bostanci und Belibasakis
2012). So spalten sie z.B. die T-Zell-Oberflachenproteine CD 4 und CD 8 und deakti-

vieren so die T-Zellen (Kitamura et al. 2002).

1.4 Immunantwort des Wirts

Eine Entzindung ist die physiologische Antwort des Immunsystems auf einen be-
stimmten Reiz. Diese Reize kénnen z.B. Hitze, chemische Substanzen oder bakteri-
elle Infektionen sein (Cekici et al. 2014). Antigene und andere Virulenzfaktoren 16sen
eine sofortige EntzUndung und Immunantwort aus. Bei der Immunantwort kommt es
zur Ausschuttung von Zytokinen, Eicosanoiden, Kininen, komplementaktivierenden
Produkten und MMPs, die alle die Gewebs- und Knochenzerstérung nach sich zie-

hen (Page und Kornman 1997).

Die Immunantwort geschieht zum einen auf zellularer Basis zum anderen humoral.
AuBerdem unterscheidet man das angeborene, unspezifische vom erworbenen, spe-
zifischen Immunsystem (Zadeh et al. 1999). Der Entziindungsprozess beginnt mit
einer initialen Antwort ortsstandiger Leukozyten und der Epithelzellen auf den bakte-
riellen Biofilm. Die Epithelzellen produzieren Zytokine und Neuropeptide, die eine lo-
kale Vasodilatation auslésen. Die Ausschiuttung von Chemokinen fuhrt zur Einwande-
rung von neutrophilen Granulozyten in das Entzindungsgewebe. Im Verlauf wandern
Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen und Mastzellen ins Gewebe ein und das
Komplementsystem wird aktiviert. Nun sind erste Anzeichen einer Gingivitis, wie z.B.
eine Zahnfleischblutung zu sehen. Auf diese initiale Lasion folgt die etablierte Lasion,
die sich durch das Vorhandensein von Makrophagen, Plasmazellen sowie T- und B-
Lymphozyten und Immunglobulin G auszeichnet. In diesem Stadium ist das spezifi-
sche Immunsystem also bereits aktiviert. In dieser Phase wird Stutzgewebe aufge-
|6st. In der fortgeschrittenen Lasion sind klinisch und histologisch Attachment- und

Knochenverlust zu beobachten (Cekici et al. 2014).

MMPs sind eine Familie von Endopeptidasen, die zusammen mit anderen Faktoren
wie Wachstumsfaktoren, Zelloberflachenrezeptoren und anderen Proteasen Proteine

der EZM zerstéren konnen (Sternlicht und Werb 2001). Die MMPs werden in ver-
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schiedene Klassen unterteilt und bisher sind Uber 24 verschiedene MMPs bekannt.
Eine dieser Gruppen sind die Kollagenasen (MMP-1, -8, -13, -18), die maBgeblich an
der Zerstérung von Weich- und Hartgeweben beteiligt sind (Golub et al. 1997, Hill et
al. 1994). Speziell MMP-13 wird bei Patienten mit Parodontitis Uber die SulkusflUs-
sigkeit (Tervahartiala et al. 2000) und durch die Fibroblasten der Gingiva (Ravanti et
al. 1999) exprimiert. Die bisherigen Erkenntnisse lassen eine entscheidende Rolle der
MMP-13 bei den Knochenresorptionsprozessen (Hernandez et al. 2006) und der ge-
samten parodontalen Matrixzerstorung vermuten (ligenli et al. 2006). Die genauen
Mechanismen der Aktivierung von MMP-13 und dessen genaue Funktion bei der

Gewebszerstérung sind bisher noch nicht geklart (Hernandez Rios et al. 2009).

1.5 Mausmodell fur Parodontitis

Um die physiologischen und pathologischen Vorgange wahrend einer Parodontitis
und die komplizierte Immunantwort des Wirts besser erforschen zu kdnnen, wurden
viele Tiermodelle entwickelt. Das komplexe Geschehen kann in Zellkulturen, also in
vivo, meist nicht so genau reproduziert werden. Die eingesetzten Tierarten sind Na-
ger, Hasen, Schweine, Hunde und Primaten. Eine Parodontitis wird dabei entweder
durch eine mit Bakterien getrankte Ligatur im gingivalen Sulkus oder die einfache
Gabe bzw. Impfung mit menschlichen oralen Bakterien induziert (Graves et al. 2012,
Oz und Puleo 2011).

Das Gebiss von Nagern besteht aus einem Incisivus und drei Molaren in jedem
Quadranten. In der Literatur wird bei Mausen die von Baker et al. (1994) entwickelte
Methode genutzt, wahrend bei Ratten meist eine Ligatur um die Molaren gelegt wird,

durch die es zur Biofilmretention kommt.

Bei der nach Baker et al. durchgefUhrten Methode werden den Mausen humane
Keime in die Mundhohle appliziert. In auf diese Weise durchgefihrten Versuchen
konnte Knochenverlust bei den Mausen nachgewiesen werden (Cantley et al. 2009).
AuBerdem konnten mit dieser Methode erhdhte Werte von TNF-a und IL-18 gemes-

sen werden (Polak et al. 2009).
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Durch das Legen einer Ligatur um den Zahn herum, die mit parodontopathogenen
Keimen getrankt ist, konnten erfolgreich Parodontitiden erzeugt werden. Dieses Mo-
dell wird vor allem bei Ratten und groéBeren Tieren benutzt. Die Ligatur fuhrt zu Bio-
filmakkumulation, Ulzerationen des Epithels und ermdglicht somit das Eindringen
weiterer parodontopathogener Keime in das Bindegewebe (Graves et al. 2012).

Nach sieben Tagen zeigte sich bereits Knochenverlust (Bezerra et al. 2002).

1.6 DDR1-Knockout-Maus

Die beiden Discoidin-Doméane-Rezeptoren (DDR) 1 und 2 gehdren zur Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen. Discoidin, ein Lektin wurde zum ersten Mal bei Aggregati-
onsprozessen des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum beschrieben (Rosen et al.
1973, Springer et al. 1984). Die DDRs bestehen extrazellular aus einem Discoidin-
Molekdl, einer einzigen transmembranen Doméane, einer Juxtamembran-Doméane und
der katalytischen Kinase-Domane (Vogel 1999). Kollagen konnte als der Ligand der
DDRs identifiziert werden. Die Bindung von Kollagen an den DDR aktiviert die Tyro-
sinkinase (Vogel et al. 1997). Neben der Kollagenbindung fuhrt eine Tyrosin-
Autophosphorylierung zur Auslésung von Zellregulationsprogrammen, welche die

Zell-Kollagen-Interaktionen regulieren (Fu et al. 2013).

DDRs kommen in vielen Geweben von Saugetieren vor und regulieren Zelladhasion,
Migration, Proliferation und Differenzierung (Leitinger 2011). In verschiedenen Studien
konnte eine Uberexpression von DDR1 in Tumoren gezeigt werden, speziell im pri-
maren Brustzellkarzinom (Barker et al. 1995), aber auch in Ovarialkarzinomen (Laval
et al. 1994), in Osophagealkarzinomen (Nemoto et al. 1997) und in Hirntumoren
(Weiner et al. 1996). Mause, denen DDR1 oder DDR2 fehlt sind zwar lebensfahig,
zeigen aber Beeintrachtigungen im Wachstum und diverse andere Defekte (Carafoli
und Hohenester 2013). So tritt bei DDR1-KO-Méausen haufig Osteoarthritis im Kiefer-
gelenk auf (Schminke et al. 2014).
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1.7 Aufgabenstellung

Zentrale Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit ist es, ein Tiermodell fur Parodon-
titis mit M&usen zu etablieren sowie das Auftreten und die Intensitat der Parodontitis
zwischen WT-Mausen und DDR1-KO-Méausen zu vergleichen. Die Parodontitis soll
mithilfe des Keims P. gingivalis bei den Mausen induziert werden. Im Zuge dessen
sollen strukturelle Unterschiede des murinen Zahnhalteapparates zwischen unbe-
handelten und mit P. gingivalis behandelten Mausen histologisch untersucht werden.
Immunhistochemische Nachweisreaktionen von Entzindungsmarkern und Kollagen
Typ I und Ill sollen angefertigt und miteinander verglichen werden.

Des Weiteren soll gezeigt werden, ob die DDR1-KO-Maus empfanglicher fur eine
induzierte Parodontitis ist und somit als ein praktikables und reproduzierbares Paro-

dontitis-Modell dienen kdnnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

2.1.1 Die Versuchstiere

Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um M&use des Stammes
C57BL/6 und DDR1-KO-Mause desselben Stammes. Die DDR1-KO-Mé&use wurden
nach der bereits veroffentlichten Methode generiert (Vogel et al. 2001). Alle Tiere ent-
stammten dem Tierstall des Max-Planck-Instituts fUr Experimentelle Medizin, Her-
mann-Rein-StralBe 3 in 37075 Goéttingen. Der Pool an Versuchstieren bestand aus 16
WT-Mausen und 16 DDR1-KO-M&usen im Alter von 21 bis 35 Wochen.

Die Versuche wurden im Tierstall mit Sicherheitsstufe 2 im Institut fur Medizinische
Mikrobiologie, Kreuzbergring 57 in 37099 Gdéttingen durchgeflihrt. Die Tiere wurden
gemaB den Regulierungen des Tierschutzgesetztes des Landes Niedersachen,
Deutschland, behandelt (Antrag-Nr. G11/597).

2.1.2 Anzucht von Porphyromonas gingivalis

FUr den Versuch wurde P. gingivalis vom Stamm 33277 verwendet. Dieser wurde
nach Rucksprache mit Frau Margarte J. Duncan vom Forsyth Institut in Cambridge,
USA, Uber die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
bestellt und in gefriergetrocknetem Zustand geliefert. Im Institut fur Medizinische Mik-
robiologie der Universitatsmedizin Gottingen wurden die Bakterien aufbewahrt und
kultiviert.

Im weiteren Verlauf wurden die Bakterien unter anaeroben Bedingungen in einem
Anaerobiertopf der Firma Biomerieux (GENbox anaer, Ref. 96124, Biomerieux, NUrt-
ingen, Deutschland) kultiviert. Als Kulturmedium wurde Columbia Blut-Agar (Colum-
bia-Agar + 5 % Schafblut, Biomerieux, Nurtingen, Deutschland) und Schaedler-
Anaerobier-Agar (Oxoid Limited, Basingstoke, UK) verwendet. Um das Wachstum

des strikt anaeroben Keims P. gingivalis zu verbessern, wurde diesen Kulturmedien
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noch Thioglycolat (Thermo Scientific Oxoid, Schwerte, Deutschland) zugesetzt.
Thioglycolat senkt als reduzierende Substanz das Redoxpotenzial des Mediums und
verhindert so die Bildung von toxischen freien Sauerstoffradikalen. Die sehr langsam
wachsenden Bakterien stellten sich nach vier Tagen als schwarze Kolonien auf dem
Blut-Agar dar. Um P. gingivalis in ausreichender Menge zur Verflgung zu haben,
wurden die Bakterien einmal in der Woche auf vier neue Agarplatten Uberimpft und
subkultiviert.

Um fUr jede Inokulation die gleiche Bakteriendichte zu erhalten, wurde eine Dichte

von 107 koloniebildenden Einheiten pro Inokulationsprobe festgelegt.

2.1.3 Antibiotiose und Gabe von Porphyromonas gingivalis

Vor Beginn der P. gingivalis-Gabe bekamen alle Mause eine Antibiose Uber 10 Tage
mit Kanamycin (Kanamycinsulfat, A1493,0025, AppliChem, Darmstadt Deutschland)
verabreicht, um alle endogenen Bakterien zu beseitigen. Hierflr wurden 500 mg Ka-
namycin in 500 ml Trinkwasser aufgeldst und den Mausen ad libitum gegeben. Da-

rauf folgte eine 4-tagige Antibiotika-freie Periode.

Die Mause wurden nach einer von Cantley et al. (2009) vorgestellten Methode mit P.
gingivalis behandelt. Dazu wurde eine Suspension aus 10° Colony Forming Units
(CFU) lebenden Bakterien in 100 pyl PBS und 2 % Carboxymethylcellulose (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) mithilfe von Microbrush Applikatoren (HS-
Roundtips, Henry Schein) in die Mundhohle eingebracht und speziell auf den Molaren

verteilt.

Die WT-Mause und die DDR1-KO-Méause wurden jeweils in eine behandelte Gruppe
(n=12) und eine unbehandelte Gruppe (n=4) eingeteilt. Die Mause der behandelten
Gruppe bekamen jeden zweiten Tag Uber eine Dauer von sechs bzw. zwdlf Wochen
P. gingivalis verabreicht. Im selben Zeitraum bekamen die Mause der unbehandelten
Gruppe nur Carboxymethylcellulose verabreicht und stellten somit die Kontrollgruppe

dar.

19



Material und Methoden

2.2 Gewebepraparation

Nach Abschluss der P. gingivalis-Gabe wurden die Tiere durch zervikale Dislokation
getdtet. AnschlieBend wurden die Ober- und Unterkiefer herausprapariert und das
Weichgewebe entfernt. Die Molaren aller vier Quadranten wurden voneinander ge-
trennt, um mdglichst kleine Praparate zu erhalten und so die anschlieBende Entkal-

kung zu beschleunigen.

2.3 Fixierung

Die Praparate wurden Uber Nacht im Kuhlraum bei 4°C in gepuffertem Formalin nach
Lillie fixiert. Das Fixans wurde anschlieBend unter flieBendem Leitungswasser fur 15

Minuten abgespult.
Gepuffertes Formalin nach Lillie (3,7%)

20 ml 37 % Formaldehyd (Bestellnummer P733.3, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und

66,6 ml 0,3 M Sdrensen-Puffer mischen und mit Aqua dest. auf 200 ml auffullen.
0,3M Sdrensen-Puffer:
Losung A:

41,37 g 0,3 M Kaliumhydrogenphosphat (Bestellnummer 3904-1, Roth, Karlsruhe,
Deutschland) in 500 ml Aqua dest. l16sen.

L6sung B:

85,18 g 0,3 M Dinatriumhydrogenphosphat (Bestellnummer A3599,0500, Appli-
Chem, Darmstadt, Deutschland) in 2000 ml Aqua dest. l6sen.

Um 100 ml Sérensen-Puffer herzustellen werden 18,2 ml der L6ésung A und 81,8 m

der Lésung B miteinander vermischt und ein pH von 7,4 eingestellt.
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2.4 Entkalkung

Die Entkalkung erfolgte in 20 % EDTA (pH 7,4) auf einem Wippschuttler (ElImi DRS-
12, Riga, Lettland) in 15 ml fassenden Falcon-Tubes (Sarstedt, NUmbrecht, Deutsch-
land) fUr etwa funf Wochen. Das verwendete EDTA wurde aus 895 ml Aqua dest. in
105 ml 5 N NaOH und 200 g EDTA (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) bei 70 °C
unter pH-Kontrolle hergestellt. Das EDTA wurde in der ersten Woche jeden Tag ge-
wechselt, anschlieBend jeden zweiten Tag. Die Entkalkung wurde solange durchge-
fUhrt bis die Nadelprobe positiv war. Vor der Einbettung wurden die Praparate Uber

Nacht in 70 % Ethanol gelagert.

2.5 Einbettung in Paraffin

Die Einbettung erfolgte im Einbettautomaten (Duplex Processor, Shandon Southern

Products LTD, Runcorn, England) nach dem Protokoll in Tabelle 1.

Tabelle 1: Protokoll der Gewebedehydrierung und Uberfiihrung in Paraffin

Reihenfolge Klvetteninhalt Behandlungsdauer
1 Ethanol (70 %) 3h
2 Ethanol (80 %) 1h
3 Ethanol (90 %) 1h
4 Ethanol (96 %) 1h
5 Ethanol (100 %) 2h
6 Isopropylalkohol 2h
7 Isopropylalkohol 1,5h
8 Xylol 30 min
9 Xylol 45 min
10 Xylol 45 min
11 Paraplast (52 °C) 6 h
12 Paraplast (56 °C) 4,5h
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Ethanol 99 % (Bestellnummer 603-002-00-5, Chemie-Vertrieb Hannover, Hannover,

Deutschland) jeweils der entsprechenden Konzentration mit Aqua dest. verdunnt
Xylol 98,5 % (CN80.2, Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Isopropylalkohol (Bestellnummer 67-63-0, Chemie-Vertrieb Hannover, Hannover,

Deutschland)

Paraplast (52 °C) (Paraplast X-tra, Bestellnummer X882.1, Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land), Paraplast (56 °C) (Shandon Histoplast, Bestellnummer 6774060, Thermoscien-

tific, Runcorn, England)

AnschlieBend wurden die Praparate mit einem Paraffinerhitzer (#43900, Medax,
Rendsburg, Deutschland) in Metallférmchen ausgerichtet, mit flissigem Paraffin (1/3
Paraplast 52 °C, 2/3 Paraplast 56 °C) aufgeflllt und auf einer Kuhlplatte (PARA
COOLER B, RWW Medizintechnik, Forchheim, Deutschland) abgekuhlt. Die weitere
AbkUhlung erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Die Kiefersegmente wurden so

ausgerichtet, dass die spatere Schnittachse in koronal-apikaler Richtung verlief.

2.6 Anfertigung der histologischen Schnitte

Mit dem Mikrotom (Jung Biocut 2035 Leica, Nussloch, Deutschland) wurden ca.
7 um dunne Paraffinschnitte hergestellt. Die Schnitte wurden in ein Wasserbad (Typ
1052 GFL, Burgwedel Deutschland) gegeben und auf die Objekttrager (Superfrost®
Plus Menzel, Braunschweig, Deutschland) UberfGhrt und auf einer Warmeplatte (Typ
14801 Medax, Rendsburg, Deutschland) bei 37 °C getrocknet. Danach wurden die
Schnitte auf den Objekttragern flr 24 Stunden in einem Warmeschrank (Typ B 5042

Heraeus, Hanau, Deutschland) bei 37 °C weiter getrocknet.
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2.7 Entparaffinierung und Rehydrierung

Die Objekttrager mit den Paraffinschnitten wurden mithilfe eines Farbeautomaten
(Linearfarber LS-15, Artikelnummer 15000, Weinkauf Medizin- und Umwelttechnik,
Forchheim, Deutschland) entparaffiniert und rehydriert und somit fUr die anschlieBen-

de immunhistochemische Farbung vorbereitet.

Tabelle 2: Protokoll Entparaffinierung und Rehydrierung

Reihenfolge Klvetteninhalt Behandlungsdauer
1 Xylol 10 min
2 Xylol 10 min
3 Ethanol (100 %) 5 min
4 Ethanol (90 %) 5 min
5 Ethanol (80 %) 5 min
6 Ethanol (60 %) 5 min
7 Ethanol (50 %) 5 min
8 1 x PBS (pH 7,4) 10 min

2.8 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung)

Die H.E.-Farbung wurde mit dem Farbeautomaten (Linearfarber LS-15, Artikelnum-
mer 15000, Weinkauf Medizin- und Umwelttechnik, Forchheim, Deutschland) durch-
gefuhrt. Zur Herstellung der Hamalaunlésung nach Meyer 1:4 wurden 3 Teile Aqua
dest. mit 1 Teil Hamalaun nach Meyer (HX093785 Merck, Darmstadt, Deutschland)
gemischt. Die 0,1 %ige Eosinlésung wurde durch Mischen von 1 g Eosin (E6003
Sigma, Aldrich, St. Louis, USA) hergestellt.

Der Hamalaun-Farbstoff farbt basophile (saure) Strukturen blau. Das sind vor allem
die Zellkerne. Die azidophilen (eosinophilen) Strukturen wie die Zellplasmaproteine

werden durch Eosin rot gefarbt.
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Tabelle 3: Protokoll H.E.-Farbung

Reihenfolge Klvetteninhalt Behandlungsdauer
1 Xylol 5 min
2 Ethanol (100 %) 2 min
3 Ethanol (80 %) 2 min
4 Aqua dest. 2 min
5 Hamalaun (Meyer 1:4) 4 min
6 Aqua dest. 1 min
7 flieBendes Wasser 15 min
8 Eosin (0,1 %) 7 min
9 Aqua dest. 1 min
10 Ethanol (60 %) 1 min
11 Ethanol (80 %) 1 min
12 Ethanol (100 %) 2 min
13 Xylol 3 min

2.9 Immunhistochemische Farbung

Mit der Immunhistochemie lassen sich mittels primarer Antikbper (AK) Proteine in
verschiedenen Geweben sichtbar machen. In der vorliegenden Arbeit sollten die fol-
genden Proteine nachgewiesen und Unterschiede zwischen behandelten und nicht-
behandelten Mausen sowie DDR1-KO- und WT-Mausen dargestellt werden: Kol-
lagen Typ | und Kollagen Typ lll, CD 11b und MMP-13. Die AK gegen diese Proteine
wurden mithilfe des HiDef Detection HRP Mouse/Rabbit Polymer System (Ca. No.
954D-10) von Cell Marque (Rocklin, USA) sichtbar gemacht. Hierbei handelt es sich
um ein Polymer-Detektionssystem. Der Primarantikorper wird durch einen Amplifier
detektiert und dieser Amplifier anschlieBend durch das HRP (=horseradish peroxi-
dase) Polymer gekoppelt. Durch Zugabe des Chromogens kommt es zur Farbereak-

tion.
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Die Proben wurden wie in 2.7 beschrieben entparaffiniert und rehydriert und an-

schlieBend die immunhistochmische Farbung (siehe Tabelle 4) durchgefihrt.

Tabelle 4: Protokoll immunhistochemische Farbung

Reihenfolge Schritt Behandlungs-

dauer

1 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 10 min

2 Zugabe von Universalblock 30 min

3 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 3 X3 min

4 Antigendemaskierung im Citratpuffer bei 95 °C 20 min

5 Praparate auf Raumtemperatur abkuhlen 20 min

6 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 3 X 3 min

7 Préparate in 3 % H,O, in Methanol blocken 20 min

8 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 3 X3 min

9 Vorverdau mit Protease 24 2 min

10 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 3 X3 min

11 Blocken mit 1 % TBS/BSA 10 min

12 Inkubation mit primaren Antikdrper je nach AK

13 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 3 x5 min

14 Inkubation mit HiDef Amplifier 10 min

15 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 3 X3 min

16 Inkubation mit HiDef Polymer 10 min

17 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 3 X3 min

18 Farben mit DAB unter Sicht je nach AK

19 Praparate in TBS-T-Puffer waschen 10 min

Bei Verwendung des AK Kollagen Typ | wurden die Praparate vor der Behandlung

mit Protease 24 noch mit Chondroitinase ABC und Hyaluronidase fur jeweils 10 min.

vorverdaut.
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10 x TBS:

24,2 g 200 mM TRIS (#5429.3, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
87,6 g 1,5 M NaCl auffullen auf 1 Liter mit Aqua dest.
pH 7,4 einstellen

1x TBS-T:

100 ml 10 x TBS
500 pl Tween (0,05 %) (#P2287, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

auffullen auf 1 Liter mit Aqua dest.
Citratpuffer:
Losung A:

4,2 g Zitronensauremonohydrat (#100244.0500, Merck, Darmstadt, Deutschland)
200 ml Aqua dest.

L6sung B:

29,4 g Trinatriumdicitrat (#3580.3, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
1000 ml Aqua dest.

18 ml Losung A + 82 ml Lésung B
mit 900 ml Aqua dest. auf 1000 ml aufflllen, pH 6 einstellen

3 % H,0,-Methanol:

7 ml 30 % Hy0O, (#1.07210.1000, Merck, Darmstadt, Deutschland)
63 ml Methanolin (Bestellnummer 4627.2, Roth, Karlsruhe)

in lichtgeschutzter Klvette mischen.
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Protease 24:

25 mg Protease XXIV (#P8038, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
45 ml Aqua dest.

25 mg CaCl,

5 ml 0.05 M Tris-HCI

pH 7,6 einstellen

Hyaluronidase

6,66 ml einer 0,3 M Sdrensen-Pufferlésung werden mit Aqua dest. auf 100 ml aufge-
fullt (Endkonzentration: 0,02 M Phosphatpuffer), darin werden geldst:

0,45 g NaCL (77mM)

0,01 g BSA (0,01%)

100 mg Hyaluronidase (1mg/ ml) (H3506, Sigma-Adrich, St. Louis, USA)

Chondroitinase ABC

In 100 ml Aqua dest. werden geldst:

0,61 g Tris NH,C(CH,OH), (50 mM, pH 8.0)

0,492 g Natriumacetat C,H;NaO, (60 mM)

0,02 g BSA (0,02%)

1 Unit Chondroitinase (#C2905 Sigma-Adrich, St. Louis, USA) wird in 1ml dieses An-

satzes gelost.

1 % TBS/BSA:

1 g BSA (#A9647-50G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) mit 100 ml 1xTBS mischen.
DAB-L&sung

1 Tropfen DAB-Chromogen (Bestellnummer 957D-11, Cell Marque, Rocklin, Kalifor-
nien, USA) mit 1 ml DAB-Pufferlésung (Bestellnummer 957D-12, Cell Marque, Rock-

lin, Kalifornien, USA) in lichtgeschitztern Umfeld mischen.
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2.10 Verwendete Primarantikorper

Tabelle 5: Liste der verwendeten Antikdrper

Antikdrper Klonalitat Wirt Reaktivitat Herkunft
Kollagen poly- Kaninchen Mensch, Maus, Acris, Herford,
Typ | klonal Ratte, Rind Deutschland
Kollagen poly- Kaninchen Mensch, Maus, Acris, Herford,
Typ I klonal Ratte Deutschland
CD 11b poly- Kaninchen Mensch, Maus, Novus Biologicals,
klonal Ratte Littleton, USA
MMP-13 poly- Kaninchen Mensch, Maus, Abcam, Cambridge,
klonal Hund England

Kollagen Typ | (R1038)

Der Antikorper (AK) der Firma Acris ist ein polyklonaler AK, welcher im Kaninchen
produziert wurde. Dieser AK richtet sich gegen die alpha 1 und alpha 2 Ketten von
Kollagen Typ I. Er wird durch Immunoaffinitdtschromatografie hergestellt und weist
laut Herstellerangaben eine Kreuzreaktivitdt gegen andere Kollagentypen von unter

einem Prozent auf.
Kollagen Typ Il (AP06517PU-N)

Der AK der Firma Acris ist ein polyklonaler AK, welcher aus dem Kaninchen gewon-

nen wird. Dieser AK richtet sich gegen die alpha 1 Kette von Kollagen Typ Il
CD 11b (NB110-89474)

Der AK der Firma Novus Biologicals ist ein polyklonaler AK und stammt aus dem Ka-
nichen. Mit diesem AK lassen sich Monozyten und Granulozyten sowie Knochen-

markstammezellen markieren (Sheldon und Roberts 2010, Wong et al. 2012).
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MMP-13 (ab39012)

Der AK der Firma Abcam ist ein polyklonaler AK und wird im Kaninchen produziert.

Er richtet sich gegen die Kollagenase MMP-13.

In Vorversuchen wurden fur jeden AK die idealen Bedingungen fur die Inkubation
getestet. So ergab sich fur die AK gegen Kollagen Typ |, CD 11b und MMP-13 eine
Verdinnung von 1:100, fur den AK gegen Kollagen Typ Il eine Verdinnung von

1:50. Die Inkubation fUr alle AK erfolgte bei Raumtemperatur Gber Nacht.

2.11 Gegenfarben, Dehydrieren, Deckeln

Nach der immunhistochemischen Farbung wurden die Praparate mit einer Hama-
launldsung (Meyer 1:4) gegengefarbt und anschlieBend im Farbeautomaten (Line-
arfarber LS-15, Artikelnummer 15000, Weinkauf Medizin- und Umwelttechnik,
Forchheim, Deutschland) dehydriert (siehe Tabelle 6). Danach wurden die Praparate
mit dem Einbettmedium Eukitt® (Eukitt® quick-hardening mounting medium Sigma,
Aldrich, St. Louis, USA) und mit einem Deckglas (Cover Slips Menzel, Braunschweig,
Deutschland) abgedeckt. Die H.E.-geféarbten Schnitte wurden ebenfalls mit Deckglas
abgedeckt.

Tabelle 6: Protokoll Dehydrierung

Reihenfolge Klvetteninhalt Behandlungsdauer
1 Ethanol (50 %) 3 min
2 Ethanol (60 %) 3 min
3 Ethanol (80 %) 3 min
4 Ethanol (90 %) 3 min
5 Ethanol (100 %) 3 min
6 Xylol 10 min
7 Xylol 10 min

29



Material und Methoden

2.12 Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicherzustellen, wurden alle Versuche mit
spezifischen AK jeweils dreimal pro Praparat wiederholt. Dazu wurde bei jeder im-
munhistochemischen Reaktion eine Kontrollreaktion zusatzlich durchgefuhrt. Es wur-
den alle Arbeitsschritte gemal des Protokolls mit Ausnahme der Inkubation mit dem
primaren AK durchgeflhrt. So konnte der Spezifitdtsnachweis der immunhistochemi-
schen Reaktionen erbracht werden. Alle Kontrollen waren negativ.

Die lichmikroskopische Auswertung erfolgte mithilfe eines Primostar Lichtmikroskops
(# 415500-0004-000, Zeiss, Géttingen, Deutschland).
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die lichtmikroskopischen Untersuchungen und die immunhis-
tochemischen Nachweisreaktionen und deren Ergebnisse dargestellt.

Zur lichtmikroskopischen Untersuchung wurden die dentalen und parodontalen Ge-
webe der Mause mit Hamatoxylin-Eosin angefarbit.

Der immunhistochemische Nachweis fur Kollagen Typ | und Kollagen Typ Ill, CD 11b
und MMP-13 wurde ebenfalls an den dentalen und parodontalen Geweben der Mau-
se durchgefuhrt.

FUr die Untersuchung wurden WT-Mause und DDR1-KO-Mause gegenUbergestellt

und die behandelten und unbehandelten Mause miteinander verglichen.

3.1 Dentales und parodontales Gewebe von Wildtyp-Maus und

DDR1-Knockout-Maus im Vergleich

Auf den H.-E.-Ubersichtsaufnahmen sind die zahntragenden Kieferabschnitte mit
dentalen und parodontalen Geweben einer unbehandelten DDR1-KO-Maus (Abbil-
dung 1A) und einer behandelten DDR1-KO-Maus zu sehen (Abbildung 1B). Aufgrund
der Behandlung des Zahnes mit EDTA wurde der Zahnschmelz herausgeldst und ist
in den histologischen Abbildungen nicht zu sehen. Die Pulpa und das die Pulpa um-
gebende Dentin waren bei WT-Maus und DDR1-KO-Maus regelrecht und es waren

histologisch keine strukturellen Unterschiede erkennbar.

Die zahntragenden Strukturen, das Parodontium mit Alveolarknochen, PDL und Wur-
zelzement wiesen zwischen WT-Maus und DDR1-KO-Maus und zwischen der unbe-
handelten und behandelten Gruppe keinen Unterschied auf. PDL und Alveolarkno-
chen waren auf allen histologischen Schnitten mit einer Vielzahl von BlutgefaBen
durchsetzt. Im Alveolarknochen waren die Osteozyten in den typischen Osteozyten-

lakunen in eine vorwiegend azidophile Matrix eingebettet.

Im PDL zeigte sich kein Unterschied in Zellzahl und Zellform. Die Fibroblasten, die

Hauptzellen des PDLs waren in eine azidophile EZM eingebettet. In Abbildung 1, De-
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tailaufnahme B und D, waren die Sharpey-Fasern gut zu erkennen. Diese kollagenen
Faserblndel verliefen wellenformig durch das PDL und inserierten in den Alveo-
larknochen und das Wurzelzement. Das Wurzelzement stellte sich als eine homoge-

ne Schicht dar.

Da zwischen Mausen, die sechs Wochen P. gingivalis bekamen und denen, die zwolf
Wochen behandelt wurden, kein Unterschied festzustellen war, wurden diese beiden

Gruppen als eine Gruppe, als die Gruppe der behandelten Mause, gewertet.

Die Gabe von P. gingivalis (behandelte Gruppe) fuhrte zu keiner strukturellen Veran-
derung des Parodontiums. Sowohl in der Ubersichtsfarbung mit H.E. (Abbildung 1)
als auch in den immunhistochemischen Nachweisreaktionen mit den Antikdrpern
gegen Kollagen Typ | (Abbildung 2) und Kollagen Typ Il (Abbildung 3) waren keine

Unterschiede im strukturellen Aufbau des Parodontiums zu erkennen.

In den folgenden Tabellen sind die Auswertungen der Ergebnisse aller Farbungen
zusammengefasst. Die Abbildungen zeigen jeweils Beispiele der mehrheitlichen Re-

aktionsergebnisse.
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Abbildung 1: Hamatoxylin-Eosin-Farbung

A: Schnitt durch das Kiefersegment einer unbehandelten DDR1-KO-Maus, zweiwur-
zeliger Molar; Dentin, Pulpa, PDL, Zement und Alveolarknochen sind regelrecht aus-
gebildet, VergroBerung: 10-fach.

C: Schnitt durch das Kiefersegment einer behandelten DDR1-KO-Maus, einwurzeli-
ger Molar, Dentin, Pulpa, PDL, Zement und Alevolarknochen regelrecht ausgebildet,
VergroéBerung: 10-fach.

B,D: Detailaufnahmen Zahnhalteapparat; im PDL verlaufen parallele kollagene Faser-
bundel und inserieren in den Alveolarknochen (AK) und das Zement (Z), zwischen

den Faserbindeln liegen die Fibroblasten (Pfeile), VergréBerung: 40-fach.
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3.2 Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen

3.2.1 Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ |

Der immunhistochemische Nachweis von Kollagen Typ | zeigte keinen Unterschied.
Sowohl bei WT-Mausen als auch bei DDR1-KO-Mausen fiel eine vergleichbare ho-
mogene positive Farbung der Fasern im PDL, des Dentins und des Alveolarknochens
auf. Zwischen den behandelten und unbehandelten Mausen konnte kein Unterschied
festgestellt werden (siehe Abbildung 3). Auch bei Betrachtung der koronalen Ab-

schnitte des PDLs zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Es wurden drei voneinander unabhangige immunhistochemische Reaktionen an
mindestens drei Mausen je Versuchsgruppe durchgefuhrt. Den Pool an untersuchten
Ma&usen bildeten vier unbehandelte und zwolf behandelte WT-Mause sowie vier un-
behandelte und zwdlf behandelte DDR1-KO-M&ause.

In der Tabelle 7 sind die Ergebnisse aller immunhistochemischen Reaktionsergebnis-
se zusammengefasst. Abbildungen 2 und 3 zeigen exemplarisch immunhistochemi-

sche Reaktionsergebnisse an ausgewahlten Praparaten.
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Tabelle 7: Auswertung der immunhistochemischen Nachweise von Kollagen Typ |

WT unbehandelt Dentin +
PDL +

Alveolarknochen +

WT behandelt Dentin +
PDL +

Alveolarknochen +

KO unbehandelt Dentin +
PDL +

Alveolarknochen +

KO behandelt Dentin +
PDL +

Alveolarknochen +

+ = positive Reaktion, WT = Wildtyp-Maus, KO = DDR1-Knockout-Maus
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Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ |

A: Ubersichtsaufnahme, B: Detailaufnahme

A: Schnitt durch das Kiefersegment einer unbehandelten WT-Maus. Positive Reakti-
on im Dentin, im PDL und im Alveolarknochen, VergroBerung: 10-fach.

B: Positive Reaktion vor allem im Dentin, im PDL und im Alveolarknochen. Insertion
der kollagenen Fasern ins Zement (Z) und in den Alveolarknochen (AK) deutlich zu
erkennen. Osteozyten in den Osteozytenlakunen (Pfeil) positiv angefarbt, VergroBe-

rung: 40-fach.
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Abbildung 3: Vergleich unbehandelter (A) mit behandelter (B) DDR1-
Knockout-Maus

Alveolarknochen (AK), PDL und Dentin (D) positives Reaktionsergebnis, kein Unter-

schied zwischen den beiden Versuchsgruppen erkennbar, VergréBerung: 40-fach.
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3.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ I

Der immunhistochemische Nachweis von Kollagen Typ Il zwischen den untersuch-
ten Gruppen stellte sich als vergleichbar dar. Sowohl bei den WT-Mausen als auch
bei den DDR1-KO-Méausen zeigte sich eine positive Farbung der EZM im PDL. Teile
des Alveolarknochens wiesen nur eine leichte positive Farbung auf. Zwischen den
behandelten und unbehandelten Mausen konnte kein Unterschied festgestellt wer-

den.

FUr die Auswertung wurden drei voneinander unabhangige immunhistochemische
Reaktionen an Praparaten von mindestens drei Mausen je Versuchsgruppe angefer-
tigt. Der Pool an untersuchten Mausen bestand aus vier unbehandelten und zwolf
behandelten WT-Mausen sowie vier unbehandelten und zwdlf behandelten DDR1-
KO-Mausen.

In der Tabelle 8 sind die Ergebnisse aller immunhistochemischen Reaktionsergebnis-
se zusammengefasst. Abbildung 4 zeigt exemplarisch ein immunhistochemisches

Reaktionsergebnis an einem ausgewahlten Praparat.

38



Ergebnisse

Tabelle 8: Auswertung der immunhistochemischen Nachweise fur Kollagen Typ |lI

WT unbehandelt Dentin -
PDL +

Alveolarknochen -

Blutgefale +

WT behandelt Dentin -
PDL +

Alveolarknochen -

Blutgefale +

KO unbehandelt Dentin -
PDL +

Alveolarknochen -

Blutgefale +

KO behandelt Dentin -
PDL +

Alveolarknochen -

Blutgefale +

+ = positive Reaktion, - = negative Reaktion, WT = Wildtyp-Maus, KO = DDR1-Knockout-Maus
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Abbildung 4: Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ Il

A: Ubersichtaufnahme, B: Detailaufnahme

A: Schnitt durch das Kiefersegment einer behandelten DDR1-KO-Maus. Positive Re-
aktion im Dentin (D), Alveolarknochen (AK) schwach positiv angefarbt, im Dentin ne-
gatives Reaktionsergebnis , VergréBerung: 10-fach.

B: Positive Reaktion im PDL und in der GefaBwand eines BlutgefaBes (BG). Dentin

(D) negatives Reaktionsergebnis, VergréBerung: 40-fach.
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3.3 Immunhistochemischer Nachweis von  EntzUndungs-

markern

3.3.1 Immunhistochemischer Nachweis von CD 11b

Der immunhistochemische Nachweis von CD 11b zeigte eine positive Reaktion des
PDLs sowohl bei behandelten als auch bei unbehandelten Mausen. Ebenso waren
die BlutgefaBwande und die Osteozytenlakunen im Alveolarknochen positiv ange-
farbt. In der Pulpa waren die Zellkerne negativ angefarbt, allerdings war eine positive
Reaktion der EZM der Pulpa zu erkennen. Zwischen den DDR1-KO- und WT-

Mausen konnte kein Unterschied festgestellt werden.

FUr die Auswertung wurden drei voneinander unabhangige immunhistochemische
Reaktionen an Praparaten von mindestens drei verschiedenen Mausen je Versuchs-
gruppe durchgefuhrt. Den Pool an untersuchten Mausen bildeten vier unbehandelte
und zwOlf behandelte WT-Méause sowie vier unbehandelte und zwdlf behandelte
DDR1-KO-Mause.

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse aller immunhistochemischen Reaktionsergebnisse
zusammengefasst. Abbildung 5 zeigt exemplarisch ein immunhistochemisches Reak-

tionsergebnis an einem ausgewahlten Praparat.
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Tabelle 9: Auswertung immunhistochemischer Nachweis von CD 11b

WT unbehandelt Pulpa +
PDL +/-

Alveolarknochen +/-

Blutgefale +

WT behandelt Pulpa +
PDL +

Alveolarknochen +

Blutgefale +

KO unbehandelt Pulpa +
PDL +/-

Alveolarknochen +/-

Blutgefale +

KO behandelt Pulpa +
PDL +

Alveolarknochen +

Blutgefale +

+ = positive Reaktion, +/- = schwach positive Reaktion, WT = Wildtyp-Maus, KO = DDR1-Knockout-

Maus
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Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis von CD 11b

A: Ubersichtaufnahme, B, C: Detailaufnanme

A: Schnitt durch das Kiefersegment einer unbehandelten DDR1-KO-Maus. Positive
Reaktion im PDL und in der Wand von BlutgefaBen, VergroBerung: 10-fach.

B: Detailaufnahme des Parodontiums, positives Reaktionsergebnis im PDL und in der
GefaBwand eines BlutgefaBes (BG), im Alveolarknochen (AK) negatives Reaktionser-
gebnis, VergroBerung: 40-fach.

C: Detailaufnahme der Pulpa, EZM der Pulpa positives Reaktionsergebnis, Zellkerne

negativ, VergroBerung: 40-fach.
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3.3.2 Immunhistochemischer Nachweis von MMP-13

Der immunhistochemische Nachweis von MMP-13 erbrachte keine Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen. In allen Schnitten zeigte sich ein positives Reakti-
onsergebnis des PDLs, in der Pulpa und in der Wand von BlutgefaBen. Ebenso wa-
ren die Osteozyten in den Osteozytenlakunen des Alveolarknochens positiv ange-
farbt.

FUr die Auswertung wurden mindestens drei voneinander unabhangige immunhisto-
chemische Reaktionen an Praparaten von mindestens drei verschiedenen Mausen je
Versuchsgruppe durchgefuhrt. Den Pool an untersuchten Mausen bildeten vier un-
behandelte und zwolf behandelte WT-Mause sowie vier unbehandelte und zwalf be-
handelte DDR1-KO-M&use.

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse aller immunhistochemischen Reaktionsergebnisse
zusammengefasst. Abbildung 6 zeigt ein exemplarisches immunhistochemisches

Reaktionsergebnis an einem ausgewahlten Praparat.
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Tabelle 10: Auswertung immunhistochemischer Nachweis von MMP-13

WT unbehandelt Pulpa +
PDL +

Alveolarknochen +

Blutgefale +

WT behandelt Pulpa +
PDL +

Alveolarknochen +

Blutgefale +

KO unbehandelt Pulpa +
PDL +

Alveolarknochen +/-

Blutgefale +

KO behandelt Pulpa +
PDL +

Alveolarknochen +

Blutgefale +

+ = positive Reaktion, +/- = schwach postitive Reaktion, WT = Wildtyp-Maus, KO = DDR1-Knockout-

Maus
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Abbildung 6: Immunhistochemischer Nachweis von MMP-13

A: Ubersichtaufnahme, B, C: Detailaufnanme

A: Schnitt durch das Kiefersegment einer behandelten DDR1-KO-Maus. Positive Re-
aktion im PDL, in Pulpa und in der Wand von BlutgefaBen, VergroBerung: 10-fach.

B: Detailaufnahme des Parodontiums mit einem Blutgefa3 (BG), positives Reaktions-
ergebnis der BlutgefaBwand, VergréBerung: 40-fach.

C: Detailaufnahme der Parodontiums, Fibrozyten im PDL und Osteozyten in den Os-

teozytenlakunen (Pfeile) postiv angefarbt, VergroBerung: 40-fach.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion des Mausmodells

In der Literatur wurden bereits viele verschiedene Tiermodelle zur Untersuchung einer
Parodontitis beschrieben. Durch Tiermodelle ist es mdglich, Krankheitsentstehung
und —verlauf nachzuvollziehen sowie neue Therapiemdglichkeiten zu untersuchen.
Unter den verschiedenen Tiermodellen sind die Untersuchungen an Mausen und
Ratten besonders vorteilhaft, da fur diese Arten bereits Informationen Uber deren
Immunsystem sowie immunologische und molekulare Reagenzien zur Verfugung
stehen (Graves et al. 2008). Eine Parodontitis bei Nagern zu induzieren, kann auf
zwei Weisen geschehen: durch Legen einer Ligatur um den Zahn oder durch orale

Gabe verschiedener parodontopathogener Keime.

Wie sich die orale Gabe humaner Bakterienstamme auf das Parodontium von Nagern
auswirkt, wurde in diversen Studien gezeigt. Dieses Modell wurde mit verschiedenen
Keimen wie P. gingivalis (Baker et al. 2000a, Baker et al. 2000c, Baker et al. 1994,
Lalla et al. 1998), A. actinomycetemcomitans (Garlet et al. 2006), Tanerella forsythia
(Sharma et al. 2005) und Treponema denticola (Lee et al. 2009) oder einer Kombina-
tion der beiden Keime P. gingivalis und Fusobacterium nucleatum (Bendyk et al.
2009, Polak et al. 2009) durchgeflhrt. Dass einige dieser Keime nicht nattrlich in
Nagern vorkommen, stellt ein Problem dar. Lediglich A. actinomycetemcomitans
konnte sowohl als natUrlicher Besiedler des Menschen als auch der Ratte, der Kuh

und von Primaten nachgewiesen werden (Fine et al. 2005).

Das Mausmodell, auf das sich die meisten Studien stltzen, wurde von Baker et al. im
Jahre 1994 verdffentlicht (Baker et al. 1994). 12 bis 18 Wochen alte Mause der
Stamme C57BL/6J und BALB/cByJ sowie C.B17-scid, ein immuninsuffizienter
Mausstamm, wurden in diesem Experiment mit dem P. gingivalis-Stamm ATCC
530977 in zwei bis vier Tagesintervallen behandelt und 42 Tage nach der letzten Ga-
be getodtet. Bakterielle Proben wurden den Mausen entnommen und so die orale Ko-

lonisierung des Keims in den Mausen gezeigt. Im Blutserum dieser Mause konnten
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fir P. gingivalis spezifische Immunglobuline mittels ELISA nachgewiesen werden
(Baker et al. 1994). Horizontaler Knochenabbau konnte mithilfe einer von Klausen et
al. (1991) entwickelten morphometrischen Methode untersucht werden. Das Alveo-
larknochenlevel kann demnach an entfleischten Kiefersegmenten mikroskopisch bei
30-facher VergroéBerung anhand der Distanz zwischen Schmelz-Zement-Grenze und
Alveolarknochenkamm gemessen werden (Klausen et al. 1991). Die statistische
Auswertung des Alveolarknochenverlustes von Baker et al. (1994) zeigte bei der im-
muninsuffizienten Maus (C.B17-scid) starkeren Alveolarknochenabbau als bei der
nah verwandten immunkompetenten Maus (BALB/cByJ). Ebenso war zwischen den
P. gingivalis-infizierten Mausen der Alveolaknochenverlust groBer als bei den nicht-
infizierten Mausen. Der Unterschied zwischen BALB/cByJ- und C57BL/6J-Méausen
wurde hingegen nicht gezeigt (Baker et al. 1994). In zahlreichen weiteren Studien
konnte mit dieser Methode der Alveolarknochenabbau nach induzierter Parodontitis
nachgewiesen werden (Baker et al. 2000c, Evans et al. 1992, Hart et al. 2004,
Sharma et al. 2005).

Kuula et al. (2009) konnten an MMP-8-KO-Mausen mithilfe der histologischen Analy-
se Alveolarknochenabbau bei den infizierten Mausen zeigen. Dabei wurden Langs-
schnitte der zweiten Molaren von Maxilla und Mandibula angefertigt, mit H.E. ange-
farbt und die Distanz zwischen Schmelz-Zement-Grenze und Alveolarknochenkamm
gemessen (Kuula et al. 2009). In weiteren Studien wurde auf diese Weise Knochen-
verlust nachgewiesen (Alayan et al. 2006, Bendyk et al. 2009, Tatakis und
Guglielmoni 2000).

Wilensky et al. (2005) verglichen in ihrer Studie die morphometrische Methode mit
den Messungen am Mikro-Computer-Tomogramm (u-CT). In diesem Experiment
wurden sieben bis acht Wochen alte BALB/c-Mause nach der von Baker et al. (1994)
vorgestellten Methode mit P. gingivalis behandelt und nach 42 Tagen der Alveo-
larknochenverlust untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sich die mit morpho-
metrischer Methode gewonnenen Werte zwischen unbehandelten und behandelten
Mausen statistisch nicht unterschieden. Die Messungen mit dem p-CT wiesen jedoch

signifikant gréBeren Knochenverlust bei der mit P. gingivalis behandelten Gruppe auf.
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In dieser Arbeit sollte der Nachteil morphometrischer und histologischer Techniken
gezeigt werden, denn unter dem Mikroskop lassen sich nur zweidimensionale Bilder
analysieren und so der horizontale Knochenabbau messen. Der Nachteil hierbei ist,
dass approximaler Knochenabbau nicht berucksichtig werden kann. Defekte dieser
Art sollen jedoch mit dem p-CT darstellbar und messbar sein (Wilensky et al. 2005).
Mithilfe des p-CT lassen sich schnell und ohne Zerstérung sehr prazise Messungen
an Spongiosa und Kompakta des Knochens vornehmen und dreidimensionale mor-
phometrische Analysen erstellen (Muller et al. 1998). Cantley et al. (2009) fUhrten die-
se Methode an lebenden Tieren durch. Acht Wochen alte BALB/c-Mause wurden
Uber 13 Wochen mit P. gingivalis behandelt. Die Mause wurden zu Beginn, nach sie-
ben Wochen und am Ende der P. gingivalis-Gabe im pCT gescannt und so eine Ab-
nahme des Knochenvolumens festgestellt. Makrospkopisch sichtbar erhdhtes Ge-
webevolumen und R&tung der Schleimhaut sollen die chronische Entziindung und

damit die induzierte Parodontitis zeigen (Cantley et al. 2009).

Die andere Methode, das Ligatur-Modell, findet vorrangig bei Ratten (Bezerra et al.
2000, Lohinai et al. 1998), Hamstern (Okuda et al. 1988), Hunden (Lindhe und
Ericsson 1978, Schroeder und Lindhe 1980) und Affen (Clark et al. 1991, Holt et al.
1988) Verwendung. Diese Methode soll schon nach sieben Tagen zu messbarem

Attachment- und Knochenverlust flhren (Bezerra et al. 2000, Bezerra et al. 2002).

In Studien, bei denen bei Mausen mittels Ligatur eine Parodontitis induziert wurde,
konnte die erfolgreiche Kolonisation der Mundhohle mit P. gingivalis und der daraus
resultierende Alveolarknochenverlust nachgewiesen werden. So legten Kimura et al.
(2000) um die ersten Molaren pathogen-freier C3H/HeN-Mause mit P. gingivalis ge-
trankte Ligaturen aus Seide, wiesen in Plaqueproben der behandelten Mause P.
gingivalis nach und zeigten einen mit der P. gingivalis-Besiedelung korrelierenden
Alveolarknochenverlust. Zum Legen der Ligatur wurden die Mause betaubt (Kimura
et al. 2000). Li und Amar (2007) fUhrten einen ahnlichen Versuch durch und stellten
vermehrten Alveolarknochenabbau bei den Mausen fest, die mit einer mit P. gingi-
valis getrankten Ligatur behandelt wurden. Bei den Mausen, die eine nicht-infizierte

Ligatur bekamen, konnte dies nicht gezeigt werden. Bei den infizierten Mausen wur-
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de auBerdem eine vermehrte Osteoklastenaktivitat mittels TRAP-Farbung dargestellt
sowie vermehrte Entzingungszellen und der Niedergang des Epithels am H.E.-Bild
beschrieben. All diese Ergebnisse sollen bereits zehn Tage nach Legen der Ligatur

aufgetreten sein (Li und Amar 2007).

In allen genannten Studien konnte nach der Gabe von P. gingivalis Knochenabbau
nachgewiesen werden. Wie dieser Knochenabbau entstanden sein soll, wird wenig
diskutiert und bleibt offen. Neuere Studien setzten sich intensiver mit der Entstehung
des Knochenverlustes auseinander. In einer von Izawa et al. (2014) verdffentlichten
Studie wurden WT-Mause und IL-1-Rezeptor-Antagonist-KO-Mause durch Gabe von
A. actinomycetemcomitans infiziert. Die Ergebnisse zeigten bei den infizierten KO-
Mausen eine erhdhte Expression von mRBNA flUr Rezeptor-Aktivator fur NF-kappaB-
Ligand RANKL und Monozytenkolonie-stimulierender-Faktor M-CSF sowie eine er-
hohte Produktion von TNF-a und IL-6 in Osteoblasten im Vergleich zu den WT-
Mausen. Bei den KO-Mausen wies die unbehandelte Kontrollgruppe Alveolarkno-
chenverlust auf. Interessanterweise konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
behandelten und unbehandelten WT-Mausen bezlglich des Alveolarknochenlevels
festgestellt werden (Izawa et al. 2014). Diese Ergebnisse stimmen eher mit den hier

gezeigten Ergebnissen Uberein.

Im vorliegenden Versuch wurden 21 bis 35 Wochen alte Mause gewahit Das heil3t
diese Mause waren alter als die in den genannten Studien. Ob das Alter ausschlag-
gebend fur die hier gezeigten Ergebnisse war und ob altere Mause empfanglicher fur
die induzierte Parodontitis sind, kann nicht geklart werden. Des Weiteren wurde fur
das Experiment eine unsterile Umgebung fur die Mause gewahlt, um eine zusatzliche
Infektion mit anderen murinen Keimen zu erleichtern. Auswirkungen dieser pathoge-

nen Umgebung kdnnen nicht mit den hier gezeigten Ergebnissen bestatigt werden.

In der Literatur werden die Tierexperimente mit verschiedenen P. gingivalis-Stammen
durchgefuhrt. Bei dem von Baker et al. (1994) beschriebenen Modell wurde der P.
gingivalis-Stamm ATCC 53977 verwendet und weitere Studien wurden mit diesem
Stamm durchgefuhrt (Baker et al. 1999, Baker et al. 2000c, Lalla et al. 1998). In an-

deren Studien wurde fUr die Induktion einer Parodontitis der P. gingivalis-Stamm
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55277 (Kuula et al. 2009, Polak et al. 2009, Zhang et al. 2014) oder der Stamm
53978 (W50) (Cantley et al. 2009, O'Brien-Simpson et al. 2005) verwendet. Ein Un-
terschied zwischen diesen beiden Keimen war also nicht zu erwarten, da mit beiden
Stdmmen entsprechende Ergebnisse verdffentlicht wurden. Deshalb wurde im vorlie-
genden Experiment der P. gingivalis-Stamm 55277 verwendet. Der Vergleich der
beiden Stamme 53977 und 55277 zeigte einen Unterschied bei der Fahigkeit, Alveo-
larknochenverlust auszuldsen. Dabei konnte kein Knochenverlust durch den Stamm
55277 festgestellt werden (Baker et al. 2000a). Wilensky et al. (2005) konnten in ih-
rem Vergleich mittels Mikro-CT Unterschiede im Alveolarknochenverlust messen,

diese waren jedoch nicht signifikant.

P. gingivalis steht vor einer gro3en Herausforderung, wenn er die Mundhohle besie-
deln soll, denn er ist ein anspruchsvoller, obligat anaerober, asaccharolytischer und
sauresensibler Keim, der fur sein Wachstum Hemin bendtigt (Lamont und Jenkinson
1998). Zusatzlich dazu interagiert P. gingivalis bei der Besiedelung mit zahlreichen
anderen gram-negativen obligaten und fakultativ anaeroben Keimen, wie beispiels-
weise Fusobakterium nucleatum (Polak et al. 2009). Laut van Winkelhoff et al. (2002)

lasst sich P. gingivalis beim gesunden Menschen nicht kultivieren.

Bei genauerer Betrachtung der verschiedenen Stamme fallt auf, dass sie sich in der
Auspragung ihrer Virulenzfaktoren jedoch voneinander unterscheiden. So l6sen ver-
schiedene Stamme beispielweise nach intrakutaner Inokulation unterschiedliche Ar-
ten von Entzindungen aus (Laine und van Winkelhoff 1998). Baker et al. (2000c)
konnten nachweisen, dass die Schwere der induzierten Parodontitis und des damit
verbundenen Knochenabbaus zum einen vom genetischen Hintergrund der Maus
und zum anderen von dem genutzten P. gingivalis-Stamm abhangen. Baker et al.
(2000c) zeigten in einer Studie, dass die verschiedenen Mausstamme bei P. gingi-
valis-Gabe unterschiedliche Infektionsanfalligkeiten aufweisen. In dieser Studie konn-
te bei Mausen der Stamme AKR/J, DBA/2J, BALB/cByJ und BALB/cJ Knochenver-
lust induziert werden, wahrend Mause der Stamme A/J, A/Hed, 129/J, SJL/J und
C57BL/6J eine starkere Resistenz gegen die Keime zeigten (Baker et al. 2000c). In

der vorgestellten Arbeit wurden Mause des Stammes C57BL/6 verwendet, da auf
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diesem genetischen Hintergrund die DDR1-KO-Maus basiert. Dies kdnnte eine Erkla-

rung fUr die hier gezeigten Ergebnisse sein.

Die Auseinandersetzung mit den maoglichen Modellen zeigt eine Vielzahl von Variab-
len, die die Auswahl des richtigen Modells erheblich beeinflussen und erschweren.
Graves et al. (2008) kommen zu dem Schluss, dass die verschiedenen Modelle sorg-
faltig ausgewahlt werden mussen und jedes Modell die Betrachtung von nur einer der
verschiedenen Komponenten der Parodontitis, wie z.B. Kolonisierung, Attachement-
verlust, Knochenresorption oder Pathogenitat der Keime zulasst, nicht jedoch alle.
Ein praktikables Modell, das der natUrlichen Pathogenese einer Parodontitis beim
Menschen moglichst nahekommt, gibt es nicht und muss noch entwickelt werden
(Oz und Puleo 2011).

4.2 Diskussion des Nachweises von Kollagen Typ | und IlI

In der vorliegenden Arbeit wurden immunhistochemische Nachweisreaktionen mit
Antikorpern gegen Kollagen Typ | und lll angefertigt, um mdogliche Veranderungen vor
allem im Zahnhalteapparat zwischen behandelten und unbehandelten Mausen zu
untersuchen. Bei einer Parodontitis waren Unterschiede zu erwarten gewesen, denn
Studien haben gezeigt, dass bei Entzindungsprozessen wie der Parodontitis vor
allem Kollagen Typ | und Typ Il zerstort werden. Denn schon kleinste Veranderungen
der Fibroblastenfunktion, wie es bei parodontalen Krankheitsprozessen der Fall ist,
fUhren zu Veranderungen der Turnover-Rate von Kollagen im PDL und somit zur Zer-
stérung des Zahnhalteapparates (Nanci und Bosshardt 2006). Diese Zerstdrung ist
auf die proteolytische Aktivitat der parodontopathogenen Keime zurtckzuflhren. In
vielen Studien konnten diverse, von P. gingivalis gebildete proteolytische Enzyme
nachgewiesen werden. So sind mindestens acht unterschiedliche Endopeptidasen
und eine Reihe von Exopeptidasen bekannt. Welche dieser proteolytischen Enzyme
letztendlich Kollagene zerstéren kdnnen, ist umstritten (Potempa et al. 2000). Die
Studien zu der Endopeptidase Gingipain beispielsweise sind kontrar. So gibt es Stu-
dien, die dem Gingipain eine kollagenolytische Fahigkeit nachweisen (Abe et al.
1998, Bedi und Wiliams 1994) sowie Studien, die das Gegenteil behaupten
(Barkocy-Gallagher et al. 1999, Potempa et al. 1998). Trotzdem ist sich die Literatur
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darlber einig, dass P. gingivalis kollagenauflosende Proteasen exprimiert. Es bleibt
jedoch zu diskutieren, ob es die von Bakterien gebildeten Proteasen sind oder viel-
mehr die endogenen, bei der Immunantwort entstehenden Proteasen, die das Kol-
lagennetzwerk zerstdren (Potempa et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit konnten
jedoch keine Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten Mausen in den
immunhistochemischen Nachweisreaktionen flr Kollagen Typ | und lll gezeigt wer-
den. Es stellt sich also die Frage, ob eine experimentelle Parodontitis erzeugt wurde,

oder ob diese mit der Untersuchung der Kollagene nicht nachweisbar ist.

In mikroskopisch histologischen Nachweisen konnte an verschiedenen Tierarten und
beim Menschen gezeigt werden, dass Kollagen Typ | in Dentin, Alveolarknochen,
Zement und im Parodontalspalt vorkommt (Becker et al. 1991, Butler et al. 1975,
Lukinmaa und Waltimo 1992, MacNeil et al. 1998). Diese Ergebnisse konnten in der

vorliegenden Arbeit bestatigt werden.

Studien Uber das PDL an Ratten, Krallenaffen und Rindern beschrieben, dass sich
die Kollagenfibrillen des Typs Ill entlang der Kollagen Typ I-Fibrillen anlagern und sie
umschlieBen (Lukinmaa und Waltimo 1992, Romanos et al. 1992, Wang et al. 1980).
Becker et al. (1991) konnten in ihren lichtmikroskopischen Untersuchungen bestéti-
gen, dass Kollagen Typ Ill zusammen mit Kollagen Typ | Hauptbestandteil der Faser-
bundel im PDL sind. Die immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten
jedoch, dass die Kollagen Typ llI-Fibrillen nicht die Kollagenfibrillen Typ | umschlieBen
(Becker et al. 1991). Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten mit den verwendeten
Dekalzifizierungs- und Einbettmethoden, welche die Antigenitat der anzufarbenden
Proteine erhalten sollen, erklart werden (Becker et al. 1986). Die hier gezeigten Er-
gebnisse fur Kollagen Typ Il zeigen eine schwache Farbung des PDLs. Verglichen
mit der Kollagen Typ |-Farbung ist sie viel schwacher. Eine mogliche Erklarung fur
das schwache Anfarben von Kollagen Typ Il kbnnte eine zu geringe Antigendemas-

kierung sein.

In den beiden mineralisierten Geweben, dem Alveolarknochen und dem Zement,
zeigten sich in dieser Arbeit fUr Kollagen Typ Il keine positiven Farbungen. Dies

stimmt mit Ergebnissen anderer Studien Uberein, wobei in diesen Studien Prokol-
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lagen Typ Il nachgewiesen worden war (Thesleff et al. 1979, Wang et al. 1980). Das
Vorkommen von Kollagen Typ Il im Dentin wird in Studien kontrovers beschrieben.
So konnte die Anwesenheit von Kollagen Typ Il im Dentin der Maus und des Men-
schen gezeigt werden (Becker et al. 1986, Nagata et al. 1992), wahrend in der vor-
liegenden Arbeit und zahlreichen weiteren Studien dies nicht bestéatigt werden konnte

(Huang et al. 1991, Romanos et al. 1992, Wang et al. 1980).

An Schweinen konnte eine positive Kollagen Typ llI-Farbung der GefaBwande im PDL
und Alveolarknochen nachgewiesen werden (Wang et al. 1980). Auch dieses Ergeb-
nis konnte in der vorliegenden Arbeit bestatig werden. Die Wande der Gefale im Al-

veolarknochen und im PDL zeigen eine positive Farbung fur Kollagen Typ lIl.

4.3 Diskussion des Entzindungsmarkers CD 11b

Das Vorkommen von Entziindungszellen wie Granulozyten, Makrophagen, Lympho-
zyten und Plasmazellen konnte in verschiedenen tierexperimentellen Studien gezeigt
werden. Die dabei untersuchten Gewebeproben stammten hauptsachlich aus der
Nahe des gingivalen Sulkus (Adams et al. 1979, Adams et al. 1981, Avery und
Simpson 1973). In der vorliegenden Arbeit konnten ebenfalls Entzindungszellen
nachgewiesen werden. Jedoch handelte es sich bei den untersuchten Gewebepro-
ben um das PDL-Gewebe. Das gingivale Gewebe wurde im Zuge der Praparateher-

stellung entfernt und konnte somit nicht untersucht werden.

Die hier gezeigten Resultate zeigten keinen histologisch erkennbaren Unterschied
bezuglich der Auspragung der Entzindungszellen zwischen den behandelten und
unbehandelten Mausen. Diverse tierexperimentelle Studien wiesen jedoch einen Un-
terschied nach. So konnte an Totenkopfaffchen durch das Einlegen einer plaquere-
tentiven Ligatur eine experimentelle Parodontitis erzeugt werden, was ein vermehrtes
Aufkommen von Entziindungszellen zur Folge hatte. Jedoch wurden auch diese Un-
tersuchungen an gingivalem Gewebe und nicht wie in dieser Arbeit, am PDL-
Gewebe, durchgefuhrt (Adams et al. 1979, Adams et al. 1981, Avery und Simpson
1973). Da das gingivale Epithel und speziell der gingivale Sulkus als erste Barriere

des Parodontiums beim Entzindungsprozess dient und das PDL apikal davon liegt
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(Schroeder und Listgarten 1997), konnte eine Erklarung daflir sein, dass im hier ge-
zeigten Versuch keine Unterschiede zwischen behandelter und unbehandelter Grup-

pe zu erkennen sind.

In einer Studie von Garlet et al. (2006) konnte die Expression verschiedener am Ent-
zUndungsprozess beteiligter Faktoren im PDL nachgewiesen werden. Allerdings
wurde die Parodontitis bei diesem Versuch durch den Keim Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans und nicht wie in dem hier beschriebenen Experiment mit P. gingivalis

herbeigefuhrt.

Bis auf die letztgenannte Arbeit konzentrieren sich die zitierten Arbeiten auf das
gingivale Gewebe, welches nicht Gegenstand dieser Arbeit ist. Dies erschwert den
direkten Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den Ergebnissen vorangegange-
ner Studien. Ob bei einer experimentellen Parodontitis die Menge inflammatorischer
Zellen im PDL-Gewebe geringer ist als im gingivalen Gewebe, konnte nicht eindeutig

geklart werden.

Die hier gezeigten Ergebnisse zeigen eine starke Farbung fur CD 11b in der Pulpa.
Eine Reaktion dieser Art ware bei einer Manipulation des Zahnhartgewebes, bei-
spielsweise durch kariogene Keime oder durch Kontakt der Pulpa mit den Parodonti-
tis-induzierenden Keimen, im Sinne einer parodontalen Pulpitis zu erwarten gewesen.
Da im hier durchgefUhrten Versuch jedoch kein Kontakt der applizierten Keime mit
der Pulpa Uber das PDL mdoglich war, kann diese Art der Infektion ausgeschlossen
werden. In den histologischen Schnitten sind auch keine Schadigungen der Zahn-
hartzubstanzen zu erkennen. Das schlieBt eine Infektion der Pulpa durch kariogene

Keime ebenfalls aus.

4.4 Diskussion der Nachweisreaktionen von MMP-13

Der Zusammenhang zwischen Entzindung und Knochenmetabolismus wahrend
entzindlicher Erkrankungen konnte bereits in verschiedenen klinischen Studien so-
wie Tiermodellen gezeigt werden (Hardy und Cooper 2009). Gao et al. (2013) und
Barnes et al. (2013) fanden in ihren Studien heraus, dass mit LPS stimulierte Osteo-

blasten MMP-13 mRNA verstéarkt exprimieren. Wie in der Einleitung erwahnt, sind die
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LPS auf der AuBenmembran gram-negativer Bakterien zu finden und rufen eine Im-
munantwort bei Tieren und Menschen hervor. Diese Ergebnisse unterstreichen die

VerknUpfung von Knochenmetabolismus und Entzindung (Hardy und Cooper 2009).

MMPs werden wéahrend einer Parodontitis sowohl von Entzindungszellen wie Mo-
nozyten, Makrophagen, Lymphozyten und polymorphkernigen Granulozyten als auch
von ansassigen Zellen wie Fibroblasten, Epithelzellen oder Endothelzellen gebildet
(Birkedal-Hansen 1993). Bei den Nachweisreaktionen von MMP-13 in der vorliegen-
den Arbeit konnten deutliche positive Farbungen in den GefaBwanden und im PDL
beobachtet werden. Dies kdnnte als eine beginnende Entziindungsreaktion gedeutet
werden, die von BlutgefaBen ausgeht und sich in die umliegenden Gewebe ausbrei-
tet. Jedoch besitzen MMPs auch physiologische Funktionen. Zu ihnen zahlen Zell-
migration, Gewebeumbau wahrend Organentwicklung und Wachstum, Wundheilung,
Angiogenese, Schmelzbildung und Antigenprozessierung und -prasentation (Hannas
et al. 2007). Wie wichtig die MMPs fur die Entwicklung und Struktur von Knochen
sind, konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden (Inada et al. 2004, Johansson et
al. 1997, Stickens et al. 2004). Somit ist die hier beschriebene Beobachtung fur ei-

nen Nachweis einer Parodontitis nicht eindeutig.

Zu diskutieren sind die hier gezeigten positiven Ergebnisse fur MMP-13 im PDL und
Alveolarknochen und die nicht vorhandene Veranderungen bzw. Destruktionen im
Zahnhalteapparat. In beiden Versuchsgruppen zeigen sich immunhistochemisch po-
sitive Ergebnisse fur MMP-13. Die Kollagenaseaktivitdt von MMP-13 konnte jedoch
durch immunhistochemisches Anfarben der Kollagene nicht nachgewiesen werden.
Warum hier keine entsprechende Reaktion im PDL nachzuweisen war ist fraglich. So
konnte die Inokulation mit P. gingivalis unzureichend erfolgt sein und die Keime durch
die angewandte Methode nicht ausreichend an den Ort gelangt sein, wo sie ihre pa-
thogene Wirkung entfalten. Andererseits konnte das vorliegende Ergebnis auch

durch eine unzureichende Spezifitat der verwendeten Antikorper erklart werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zu MMP-13 zeigen eine positive Farbung in der Pulpa in
beiden Versuchsgruppen. MMPs konnten bei Entzindungsprozessen der Pulpa

nachgewiesen werden. Beim Abbau des entziindeten Pulpagewebes spielen vor al-
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lem MMP-8 und MMP-9 eine wichtige Rolle (Gusman et al. 2002, Wahlgren et al.
2002). Jedoch wird MMP-13 auch in gesundem Pulpagewebe erheblich hdher ex-
primiert als in anderen menschlichen Geweben (Sulkala et al. 2004). Die genannten
Studien wurden an menschlichem Pulpagewebe durchgeflhrt. Ein direkter Vergleich

der vorliegenden Arbeit mit den genannten Studien ist nur eingeschrankt moglich.

4.5 Diskussion der DDR1-Knockout-Maus

In der Literatur sind diverse KO-Méause als potenzielle Parodontitis-Modelle unter-
sucht worden. So wurde bei genetisch veranderten Mausen, denen Zelladhas-
ionsmolekule fehlen, Uber erheblichen induzierten Alveolarknochenverlust berichtet
(Baker et al. 2000b, Niederman et al. 2001). Auch das Fehlen von IL-10, einem anti-
entzindlichem Zytokin (Sasaki et al. 2004), oder das Fehlen von IL-1 Rezeptor-
Antagonist (Izawa et al. 2014) wirken sich auf die Auspragung einer induzierten Paro-
dontitis negativ aus und verstarken den Alveolarknochenverlust. In einer weiteren
Studie wurde bei MFG-E8-KO-Méausen (milk fat globule-epidermal growth factor 8)
eine erhdhte Anzahl an Osteoklasten sowie vermehrter Alveolarknochenverlust ge-

zeigt (Abe et al. 2014).

Die Verwendung der DDR1-KO-Maus sollte im Vergleich zur WT-Maus die Induktion
einer Parodontitis vereinfachen und die induzierte Parodontitis moglichst verschlim-
mern. Die Untersuchungen des PDLs vor dem Versuch zeigten keine Unterschiede
bezuglich des allgemeinen Aufbaus und speziell des Verlaufs der Sharpey-Fasern.
Ob eine Parodontitis schwerer aufgetreten ware, kann nicht beantwortet werden, da
die Induktion weder bei den WT-Mausen noch bei den DDR1-KO-Mausen erfolgreich

war.

Genetisch veranderte Mause haben bisher eine wichtige Rolle beim Verstehen der
Entstehung von Krankheiten und beim Effekt bestimmter Genprodukte gespielt. Vor-
teile eines Mausmodells sind die vielen verschiedenen bereits vorhandenen KO-
Mause, die den Zusammenhang zwischen maoglichen Vorerkrankungen und der Pa-

rodontitis zulassen.
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5 Zusammenfassung

Die chronisch entzundliche Erkrankung des Zahnhalteapparates, die Parodontitis, hat
die Karies als Hauptursache fur Zahnverlust in Deutschland abgeldst. Um Krank-
heitsentstehung und Krankheitsverlauf zu verstehen und Therapiemoglichkeiten zu

finden, wurden Tiermodelle flr die Parodontitis entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit sollte durch orale Gabe des humanen parodonthopatho-
genen Keims P. gingivalis bei Mausen eine Parodontitis erzeugt werden. Hierzu wur-
den WT- und DDR1-KO-Mé&use Uber mehrere Wochen mit diesem Keim behandelt.
Durch den immunhistochemischen Nachweis von Kollagen Typ | und Kollagen Typ I
sollten die potenziellen strukturellen Veranderungen im PDL dargestellt werden. Mit
den Entziindungsmarkern CD 11b und MMP-13 sollten die Entzindungsreaktionen
des PDLs auf die Gabe von P. gingivalis, die dem Alveolarknochenverlust vorausge-
hen, nachgewiesen werden. Die immunhistochemischen Ergebnisse zeigten, dass

weder bei WT- noch bei DDR1-KO-Mausen eine Parodontitis entstanden war.

Das hier angewandte Pardontitismodell scheint nicht verlasslich und reproduzierbar
zu sein. Die DDR1-KO-Maus ist fur eine Parodontitis nicht empfanglicher und kann

somit nicht als praktikables Parodontitismodell dienen.
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