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Il. Einleitung

Um das Verstandnis fur die vorliegende Arbeit gewahrleisten zu kdnnen, werden zu
Beginn die Grundlagen der parodontalen Gesundheit und die analytische Erfassung
von Stoffwechselwegen behandelt. Dabei werden nur spezifische Aspekte der jeweils
umfangreichen Thematiken besprochen, die entweder direkt oder indirekt Gegenstand
des Forschungsprojektes sind.

2.1. Parodontitis

Der Begriff des Parodontiums umfasst alle anatomischen Strukturen, die zur
Verankerung des Zahns beitragen. Dazu gehoren Gingiva, Alveolarknochen,
Desmodont und Wurzelzement. Parodontitis ist eine entzundliche Erkrankung, die den
Zahnhalteapparat durch Taschenbildung, Gingivarezessionen sowie alveolaren
Knochenabbau zerstort und letztendlich zu Lockerungen der Zahne und Zahnverlust
fuhren kann. Sie beruht auf einer wirtsimmunologischen Abwehrreaktion die zumeist
durch subgingivale Plaque hervorgerufen wird (1). Schatzungen zufolge sind bis zu
22% der erwachsenen Bevolkerung in Industrielandern von einer Parodontitis
betroffen (2) und insgesamt ist die Parodontitis auf Platz sechs der haufigsten
Erkrankungen der Welt (3).

Entstehung des Biofilms

Auch wenn die Parodontitis ein multifaktorielles Geschehen ist, das durch viele
Faktoren beeinflusst wird, spielt die Plaque eine entscheidende Rolle. Primar entsteht
sie durch die Haftung von Mikroorganismen aus dem Speichel an die mit
Speichelglykoproteinen beschichtete Zahnoberflache. Die Vielfalt der angehefteten
Mikroorganismen steigt mit der Zeit an und sie gruppieren sich zu Mikrokolonien.
Eingebettet in ihrer Extrazellularmatrix formiert sich die dentale Plaque zum
hochorganisierten Biofilm. Bis zu diesem Zeitpunkt hat sich vorrangig eine
grampositive Bakterienflora etabliert, doch durch die Vermehrung der Plaque kommt
es zum mikrobiellen Shift hin zu gramnegativen Anaerobiern. Das Milieu wird

zunehmend anaerober, bis man von einer herangereiften pathogenen Plaque spricht.



Parodontopathogene Keime

Die Zusammensetzung der subgingivalen Flora ist eine individuelle Angelegenheit, die
sich je nach Patient*in, intraoraler Region oder Zeitpunkt (4) verandern kann. Trotz der
verschiedenen Variationen zahlen folgende Bakterien zu den parodontopathogenen
Keimen: Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans),
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Tanerella forsythia (T. forsythia), Treponema
denticola (T. denticola), Prevotella intermedia (P. intermedia), Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum), Camphylobacter rectus (C. rectus) und Parvimonas micra
(P. micra)(5-8). Die Theorie von Socransky und Kolleg*innen (9) fasst die
paropathogenen Keime aufgrund ihres zeitlichen Auftretens als Komplexe zusammen.
Abbildung 1 veranschaulicht die Komplexe und deren beteiligte Spezies in einem
Pyramidendiagramm. Die Bakterien des roten Komplexes, zu denen P. gingivalis, T.
denticola und T. forsythia gehoren, gelten als stark pathogen, da sie in Verbindung mit
erhohten Taschentiefen, Blutung bei Sondierung und fortgeschrittener parodontaler
Destruktion stehen (9-11). P. gingivalis ist ein wichtiger Schlusselkeim, der auf der
aulleren Membran Oberflachenadhasine und Fimbrien tragt, mit denen er durch
Bindung an Epithelzellen, Fibroblasten und extrazellularer Matrix in Kontakt mit dem
Wirtsorganismus treten kann (12). Mit Hilfe weiterer zahlreicher Virulenzfaktoren wie
Lipopolysacchariden, spezifischen Proteasen, Chemotaxishemmern oder Invasinen
schafft es das Bakterium, sich in der subgingivalen Plaque zu behaupten und das
Immunsystem des Wirts zu modulieren (13). P. gingivalis gilt als Leitkeim fur eine
fortgeschrittene parodontale Lasion.

Der orangefarbene Komplex umfasst nebst den Bakterien P. intermedia, F.
nucleatum, P. mirca und C. rectus, die mit parodontalen Taschen und
Zahnlockerungen assoziert werden konnten (14, 15), noch weitaus mehr Keime. Die
Bakterien dieses Komplexes sind mit denen des roten eng verbunden. Daher ist es
nicht verwunderlich, dass P. infermedia, C. rectus und P. micra mit fortgeschrittenen
Parodontitisstadien assoziiert werden (16). Insgesamt werden die Bakterien des
orangenen Komplexes als Brickenkeime betrachtet, die zwischen Fruhkolonisierern -

dem Basisteil der Pyramide - und den stark pathogenen Spatkolonisierern vermitteln.
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Abbildung 1: Modifiziertes Pyramidendigramm zur Darstellung mikrobiologischer
Komplexe und der Beziehungen bestimmter Spezies untereinander (Socransky und
Haffajee, 2002; Socransky et al., 1984/1998 (9))

Klassifikation & Diagnostik

Seit 2018 steht eine neue Systematik fur die Klassifikation parodontaler und
periimplantarer Erkrankungen zur Verfugung. Die vorherige Einteilung in ,chronische”
und ,aggresive“ Parodontitis von 1999 (17) beruhte vorwiegend auf klinischen
Befunden und lies atiologische sowie pathohistologische Hintergrinde aul3er Acht. In
der Uberarbeiteten Version wird nun in drei Formen differenziert: nekrotisierende
Parodontitis, Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen und
Parodontitis als alleinige Kategorie (18).

Zur Charakterisierung der Parodontitis wird das Staging und Grading angewandt (19,
20). Hauptziel des Stagings ist es, den Schweregrad und das Ausmall} der
geschadigten Gewebe einzuordnen (Stadium [-IV). Die dafur bendtigten

diagnostischen Malinahmen umfassen den klinischen Attachmentverlust (CAL), den



rontgenologisch sichtbaren Knochenabbau (KA) und die Anzahl der durch Parodontitis
verloren gegangen Zahne. Die zweite Dimension des Stagings dient der
Komplexitatsbestimmung, durch welche der Umfang des Managements klar wird, den
es bendtigt, um die Zahne langfristig zu erhalten. Tabelle 1 verbildlicht die
Stadieneinteilung der Parodontitis.

Tabelle 1: Stadieneinteilung der Parodontitis nach neuer Klassifizierung des ,World
Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions® 2018 nach Papapanou et al. (19) und Jepsen (20)

Parodontitis-Stadium STAGING Stadium | Stadium Il Stadium lll Stadium IV

Schweregrad interdentaler CAL 1-2 mm 3-4 mm =25 mm =5 mm
an Stellen mit
héchstem Verlust

KA <15% 15-33% 33-100%
Zahnverlust <4 Zahne > 5 Zahne
aufgrund von kein Zahnverlust
Parodontitis
Komplexitat lokal ST ST <4 mm ST 4-5 mm zusatzlich zu zusitzlich zu Stadium lli:
KA vorwiegend KA vorwiegend Stadium II: - komplexe Rehabilitation
horizontal horizontal ST =6 mm, erforderlich
KA vertik. 23 mm, - sekundares okklusales
moderate Trauma
Kammdefekte (Zahnbeweglichkeit = Grad
FB Grad Il oder Ill  2)
- Zahnwanderung
- ausgepragter
Kammdefekt
- Bisshéhenverlust
- <20 Restzéhne
- <10 okkludierenden Paare
Ausmaf und wird zur Fur jedes Stadium AusmalR als lokalisiert (< 30% der Zahne betroffen), generalisiert oder
Verteilung genaueren Molaren-Inzisiven-Muster beschreiben

Beschreibung des
Staging verwendet

CAL: klinischer Attachmentverlust; KA: réntgenologischer Knochenabbau; ST: Sondierungstiefe; FB: Furkationsbeteiligung

Das Grading erganzt die Beurteilung der Parodontitis, indem das Risiko fur die
Krankheitsprogression und das Ansprechen auf die Standardtherapie abgeschatzt
wird. Je nach vorliegendem Grad A-C wird die Therapieintensitat bestimmt. Als
primare Kriterien werden entweder longitudinale Daten auf Basis rontgenologischer
Befunde verwendet oder die Relation des Knochenabbaus zum Lebensalter
berechnet. Das Vorhandensein der Risikofaktoren Rauchen und Diabetes kann den
Grad der Parodontitis modifizieren. Tabelle 2 bildet die Einteilung der Parodontitis in

Grad A, B und C sowie die Berucksichtigung weitere Risiko-Aspekte ab.



Tabelle 2: Einteilung der Parodontitis in Grad A, B und C unter Berucksichtigung

weiterer Risiko-Aspekte nach neuer Klassifizierung des ,World Workshop on the

Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions” 2018 nach

Papapanou et al. (19) und Jepsen (20)

Parodontitis GRADING

direkte Evidenz
fur Progression

Primare
Kriterien

indirekte
Evidenz flr
Progression

Modifikatoren Risikofaktoren

longitudinale
Daten KA
mit Angabe
des CAL

KA (%)/Alter

Phéanotyp

Rauchen
Diabetes

GRAD A:
langsame
Progressionsrate
Kein Verlust

<0,25
erheblicher Biofilm

Nichtraucher

kein Diabetiker,
normoglykamisch

GRAD B:

moderate
Progressionsrate

< 2 mm Uber 5 Jahre

0,25-1,00

Zerstérung
proportional zum
Biofilm

Raucher, <10 Zig./Tag

HbA1c<7,0 % bei
Patienten mit Diabetes

GRAD C:
rasche Progressionsrate

=2 mm Uber 5 Jahre

>1,00

- Zerstdérung unproportional
zum Biofilm

- Episoden rapider
Zerstérung

- friher Erkrankungsbeginn
(Molaren-Inzisiven-Muster
oder behandlungs-
resistente Erkrankung)
Racuher 210 Zig./Tag

HbA1c < 7,0 % bei
Patienten mit Diabetes

CAL: klinischer Attachmentverlust; KA: réntgenologischer Knochenabbau; HbA1c = glykolysiertes Hadmoglobin; Zig.: Zigaretten



2.2. Speichel

Speichel spielt eine zentrale Rolle fur die Mundgesundheit. Er remineralisiert den
Zahnschmelz, schutzt die Mundschleimhaut, fordert die Wundheilung (21), wehrt
Erreger ab (22) und erhalt den pH-Wert der Mundhohle aufrecht (23). Nebst all diesen
protektiven Eigenschaften hat Speichel auch direkt nachvollziehbare Funktionen, die
das Kauen, Schmecken, Schlucken, Vorverdauen und Sprechen ermoglichen (24).
Der Speichel wird initial durch die gro3en paarig angelegten Speicheldrisen Glandula
parotidea, Glandula submandibularis und Glandula sublingualis sowie eine Vielzahl an
kleineren Speicheldrisen (Glandulae labiales, Glandulae buccales, Glandulae
paltinae, Glandulae molare und Glandulae linguales) gebildet. Die drei grof3en
Speicheldrisen produzieren dabei ca. 90% des Speichels und die restlichen 10%
stammen von den kleineren Drisen. Der Drusenspeichel ist eine zusammengesetzte
Flussigkeit die zu >99% aus Wasser besteht. Die restlichen <1% umfassen Proteine,
zu welchen Muzine, Immunglobuline und Proteine mit enzymatischen Fahigkeiten
zahlen, aber auch kleinmolekulare Bestandteile wie zum Beispiel Elektrolyte.
Histologisch betrachtet bestehen die Speicheldrisen aus epithelialen Zellen die
serose, mukose oder seromukose Endsticke und ein Gangsystem bilden. In den
Endsticken werden die im Speichel enthaltenen Proteine und Muzine produziert,
wahrend im Speichelgang die Regulation des Wassergehalts und der
Elektrolytenkonzentration ablauft. Die Elektrolyte werden aktiv in den Drisenspeichel
sezerniert und im Gangsystem partiell wieder resorbiert. Die Zusammensetzung des
Speichels kann hoher, gleich oder niedriger als der Konzentrationsspiegel des
Blutplasmas sein. Speichel und Blutplasma &ahneln sich in ihrer chemischen
Beschaffenheit, weil viele Plasmasubstanzen durch Lipidmembranen und passive
Transportsysteme in den Speichel diffundieren (25, 26). Die Medizin nutzt Speichel
daher in verschiedensten Bereichen fur diagnostische Zwecke anstelle von Plasma
(27-31). Viele der Speichelbestandteile eigenen sich als Biomarker fur pathologische
Zustdnde und liefern damit einen Uberblick (ber den Gesundheitszustand von
Patient*innen. Um die im Speichel enthaltenen potentiellen Biomarker einordnen zu
konnen ist es wichtig alle moglichen Urspringe der einzelnen Stoffe zu kennen. Erst
mit der Mindung der Speichelausfuhrungsgange in die Mundhohle entsteht der so
genannte Gesamtspeichel von welchem meist die Rede ist, wenn von Speichel
gesprochen wird. Im Vergleich zum Gesamtspeichel, enthalt der von den
Speicheldrisen sezernierte Drisenspeichel noch keine Spuren von Sulkusflussigkeit,



Zellabschilferungen, Bakterien, bakteriellen Stoffwechselprodukten, Nasen- und
Bronchiensekret oder Nahrungsbestandteilen. Die in der Sulkusflussigkeit enthaltenen
Stoffe konnen beispielsweise aus dem Blutgefallplexus der marginalen Gingiva
stammen oder Molekularmarker aus umliegenden Bereichen sein, die das Exudat
ansammelt, wahrend es durch das entzundete Parodontalgewebe Richtung Sulkus
flieRt (32).

Im Gegensatz zu anderen Korperflissigkeiten lassen sich Speichelproben einfach,
schnell, kostengunstig und nicht-invasiv gewinnen, womit sie die Speicheldiagnostik
ein routinemafiger Bestandteil von zahnarztlichen wie arztlichen Check-Ups werden
konnte.
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2.3. Metabolomik

Die Metabolomik befasst sich mit der Erforschung des Metaboloms, welches die
Gesamtheit der niedermolekularen Metabolite in einer Zelle, einem Gewebe oder einer
biologischen Flussigkeit bezeichnet. Im Rahmen der metabolischen Analyse des
jeweiligen biologischen Systems werden die Wechselwirkungen der enthaltenen
Metabolite, deren ldentifizierung und deren Qualifizierung untersucht.

Die Analysemethoden basieren im Wesentlichen auf den Standardtechniken der
Kernresonanzspektroskopie (NMR) und der Massenspektrometrie (MS), bedurfen
jedoch zusatzlicher Techniken, um auch die kleinsten Molekule zu erfassen. Daher
wird insbesondere in der MS die Kombination mit chromatographischen Methoden
angestrebt (Flussigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS),
Gaschromatographie-Massenspektrometrie, Kapillarelektrophorese-
Massenspektrometrie) (33). Dank dieser Entwicklungen im Feld der
Massenspektrometrie ist es heute moglich, Tausende von Metaboliten gleichzeitig aus
nur minimalen Mengen von Proben zu messen (34).

Die Metabolomik liefert direkte Signaturen biochemischer Aktivitaten und Iasst sich
daher leichter mit Phanotypen in Verbindung bringen, weshalb Metabolitenprofile als
neuer Ansatz in der klinischen Diagnostik Anwendung finden (35). Die Entdeckung
zahlreicher potentieller Biomarker fur diverse Krankheiten ist aufgrund dieses neuen
Instruments der Biomedizin geleistet worden und auch in Sachen Fruherkennung von
Krankheiten, Vorhersage von Therapien und Prognosen, Uberwachung von
Behandlungen und Erkennung von Ruckfallen findet sich ein immenser Nutzen in der
Metabolomik (36).
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2.3.1. ,Salivaomics‘ — Metabolomik des Speichels

Speichel ist eine nutzliche und gleichermal3en einfach zu gewinnende biologische
Flussigkeit, die Informationen Uber die orale und auch systemische Gesundheit enthalt
(37). Je nach Zusammensetzung der Speichelbestandteile, wie beispielsweise
Enzyme, Hormone, AntikOrper oder Zytokine, ist es moglich, auf verschiedene
physiologische und pathologische Zustande zu schlieRen (38). In Bezug auf die
Zahnmedizin konnten bereits einige Speichelmetabolite mit verschiedenen oralen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden, darunter zu meist Parodontitis
(Tabelle 3) und Mundhdhlenkarzinome (39-44). Die Speichelmetabolomik ist jedoch
ein vergleichsweise neuer, wenn auch aufstrebender Forschungszweig, der im
Hinblick auf seinen Nutzen fur die Medizin weiter erforscht werden muss, um

Anwendung im Praxisalltag zu finden.
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2.3. Literaturubersicht

Metabolomstudien sind ein sich rasch entwickelnder Bereich der modernen Biologie
und erfreuen sich grof3en Zuspruchs in der Wissenschaft. Daher gab es auch im
Bereich der Speichelmetabolomik beziehungsweise der Metabolomuntersuchungen
diverser anderer oraler Bioflussigkeiten in den letzten Jahren einen grol3en Zuwachs
an wissenschaftlichen Analysen.

In der folgenden Literaturibersicht werden alle relevanten oralen Metabolomstudien
mit Assoziationen zu Parodontitis der letzten zwoIf Jahre aufgelistet und ihre
Ergebnisse zusammengefasst. In den Studien aus Tabelle 3 werden zumeist Proben
von Speichel und Sulkusflissigkeit betrachtet, jedoch auch vereinzelt Plaque-,
Zahnstein- und Gewebeproben sowie Zungenabstriche.

Diese Ubersicht fokussiert sich zwar vorrangig auf Analysen des Metaboloms, hat aber
auch BerUhrungspunkte zu anderen wachsenden Omics-Technologien. Teilweise
werden Arbeiten ausgewertet, die sich des bisher noch unublichen Multi-Omics
Ansatzes bedienen und nebst des Metaboloms auch das Proteom, Genom und/oder
Lipidom untersuchen (45, 46). Nichtsdestotrotz offenbaren alle erfassten Metabolite,
Enzyme, Stoffgruppen, etc. ein relativ einheitliches Bild an Assoziationen.

In den meisten Fallen weisen die Ergebnisse auf einen verstarkten
Bakterienstoffwechsel (47-61) und Gewebszerstorung hin und den damit
einhergehenden Protein- und Aminosaureabbau (46, 48, 51, 54-64), Zellproliferation
(45, 49) und Energiegewinnung (45, 62, 64). Auch sind die Metabolite oft Anzeichen
fur erhohten oxidativen Stress (45, 49, 51-53, 58, 60, 62, 64-67), der haufig mit der
Produktion von reaktiven Oxygenspezies (ROS) (51) oder mit Entzindungen
einhergeht (45, 48, 51, 53, 60, 61).

Einige Stoffwechselprodukte kdnnen nicht vollstandig zurtckverfolgt und verstanden
werden. Die Verfahren zur Ermittlung neuer Metabolite bringen stetig neue Stoffe
hervor, die teilweise wenig oder gar nicht erforscht sind. An dieser Stelle bedarf es
schlichtweg weiterer Untersuchungen und Analysen.

Unter besonderer Berlcksichtigung steht die Studie von Liebsch und Kolleg*innen
(51), da unsere Arbeit teilweise einen direkten Vergleich zu deren Ergebnissen
vornimmt. Beide Studien betrachten das Speichelprofil in Bezug auf diverse orale
Gesundheitsparameter. In Liebsch et al. (51) wurden Uberwiegend Assoziationen von
Metaboliten zu parodontalen Variablen beobachtet, die eindeutig auf
Gewebsdestruktion, Wirtsabwehrmechanismen und Bakterienstoffwechsel
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zuruckzufuhren sind. Zu den hervorstechendsten Metaboliten gehorte Phenylacetat

sowie verschiedene Phenolsauremetabolite.



Tabelle 3: Orale Metabolom-Studien mit Assoziationen zu Parodontitis

Studie

Metabolomic
Evaluation of Chronic
Periodontal Disease
in Older Adults (47)

Saliva and Plasma
Reflect Metabolism
Altered by Diabetes
and Periodontitis (48)

Microbial and
metabolomic analysis
of gingival crevicular
fluid in general
chronic periodontitis
patients: lessons for a
predictive, preventive,
and personalized
medical approach
(49)

Autor*in

Rodrigues et al.

Sakanaka et al.

Pei et al.

Jahr

2021

2021

2020

Studien-population

N: 120

(60 Parodontitis, 60
gesund)

Alter: 265

N: 61
(31 Diabetes,
30 gesund)

N: 58
(30 Parodontitis, 28
gesund)

Probe

Sulkusflissigkeit

Speichel
Plasma

Sulkusflissigkeit

Metabolite/
Stoffwechselwege

5-Aminovalerat 1
Serin 1

Threonsaure 1
Cadaverin 1
Citramalsaure 1
Hydrocinnamat 1
Oleat 1

Malat 1
Adenosin 1
Cytidin |
Phosphat |

4-Hydroxyphenethylalkohol |

Uracil 1
Carglumsaure 1

N-Acetyl-B-D-Mannosamin 1 1

Fruktose 1 1
Citramalsaure 1
5B-Dihydrocortisol 1

4-Hydroxyphenylessigsaure 1

Thymidin 3 |
O-Phosphoserin 1 |

Assoziation

Bakterienstoffwechsel

Aminosaureabbau

Bakterienstoffwechsel
Entziindung

Bakterienstoffwechsel

Zellproliferation
Oxidativer Stress
Bakterienstoffwechsel

Bakterienstoffwechsel
Pyrimidinstoffwechsel

14!



Fortfiihrung der Tabelle 3

Alterations and Shi et al.

Correlations in
Microbial Community
and Metabolome
Characteristics in
Generalized
Aggressive
Periodontitis (50)

Porphyromonas Su et al.

gingivalis triggers
inflammatory
responses
inperiodontal ligament
cells by succinate-
succinate
dehydrogenase-HIF-
1alpha axis (45)

2020

2020

N: 34
(24 Parodontitis,
10 gesund)

Zellkulturen von
Patient*innen ohne
Parodontitis

Alter: 10-18

Sulkusflissigkeit

Parodontal-
ligamentzellen
(befallen mit P.
gingivalis)

Glukose 1

Uridin 1

Alanin 1
Isoleucin 1
Maltotriose 1t
Putrescin 1
5-Aminovalerat 1
Valin
Oxoprolin 1
Leucin 1

Glutamin |

Glutathion |
4-Aminophenol |
Citraconsaure 1
Zitronensaure 1
2-Hydroxbernsteinsaure 1

Grundumsatz |
Maximalumsatz |
Reservekapazitat |

Citrat Synthase 1

Isocitrat Dehydrogenase 1 & 2 1
Succinat Dehydrogenase a & bt

Fumarat Hydratase |

6-Phosphofrukto-2-Kinase/Fructose-

2,6-Biphosphatase 3 1
Hexokinase2 1
Lacktatdehydrogenase 1

Succinat 1

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 1
Hypoxie-Induzierbarer-Faktor 1a

(HIF-1a) t
Prolyl-Hydroxylase 2 |

Transkriptionsfaktor Nuclear factor
erythroid 2-related factor-2 (Nrf2) |

Interleukin-6 1
Makrophagen-
Chemoattraktorprotein-1 1

Galaktosestoffwechsel
Pyrimidinstoffwechsel
Bakterieller Ursprung
Bakterieller Ursprung

Bakterienstoffwechsel

Bakterieller Ursprung

- Citratzyklus
Argininstoffwechsel
Prolinstoffwechsel
Glyoxylat Stoffwechsel
Dicarboxylat Stoffwechsel

Energieproduktion

~ verlagert sich von
mitochondrialer oxidative
Phosphorylierung zu

7 Glykolyse

Glykolyse
Citratzyklus

Energieproduktion durch
Glykolyse

Citratzyklus
Oxidativer Stress
Zellprolifertaion

Steuerung von HIF
Antioxidantien

Entziindung
Entziindung

Sl



Fortfiihrung der Tabelle 3

Proteomics,
lipidomics,
metabolomics and
16S DNA sequencing
of dental plaque
from patients with
diabetes and
periodontal disease
(46)

Overmyer et al. 2020

Salivary 8-
hydroxyguanosine
levels in smokers and
non-smokers with
chronic periodontitis
(65)

Varghese et al. 2020

The Saliva
Metabolome in
Association to Oral
Health Status (51)

Liebsch et al. 2019

Metabolomic Status Gawron et al. 2019
of The Oral Cavity in
Chronic Periodontitis

(52)

N: 97 supragingivale
(39 Diabetes Plaque

37 Diabetes &

Parodontitis,

11 Parodontitis

10 gesund)

N: 40 Speichel

N: 909 Speichel
Alter: 20-79

N: 45 Zungenabstrich
(35 Parodontitis, 15 Mundspdil-
gesund) flissigkeit

Alter: 37-68 in Gruppe
der Erkrankten,

23-62 in Gruppe der
Gesunden

5-Aminovalerat 1
Alanin 1
Tryptophan 1
Prolin 1

Xylose t
Glykolsaure |

8-Hydroxyguanosin 1

Phenylacetat 1
Phenyllactat 1
3-(4-Hydroxyphenyl)-Propionatt
3-Phenylpropionat 1
Isovalerat t

Isocaproat 1
5-Aminovalerat 1
Pipecolat 1
N-delta-Acetylornithin 1
N6-Acetyllysin t

Urea |

Phosphat |

w-6 Fettsaure (Dihomolinolenat) 1
Adenin |
5-Oxoprolin 1

Isopropanol 1

Glycerol |

Laktat 1

Aceton |

Methanol |
Antioxidatives Taurin 1

Aminosaureabbau
Proteinabbau
Proteinabbau
Proteinabbau

Oxidativer Stress

Aminosaureabbau
Aminosaureabbau
Aminosaureabbau
Aminosaureabbau
Aminosaureabbau
Aminosaureabbau
Aminoséaureabbau/Faulnis
Aminosaureabbau
Aminosaureabbau

Gewebsuntergang/Proteinab.

Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel

Entziindung
Purinabbau/ROS Gewinnung
Oxidativer Stress

Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Wundheilung
Oxidativer Stress

91



Fortfiihrung der Tabelle 3

Malondialdehyde as a  Cherian et al.

Marker of Oxidative
Stress in Periodontitis
Patients (66)

Salivary antioxidant
enzymes and lipid
peroxidation product
malondialdehyde and
sialic acid levels
among smokers and
non

smokers with chronic
periodontitis-A clinico-
biochemical study
(67)

Metabolic changes
during periodontitis
therapy assessed by
real-time ambient
mass spectrometry
(83)

Naresh et al.

Bregy et al.

2019

2019

2019

N: 85

(30 Parodontitis, 25
Gingivitis,

30 gesund)

N: 90

(30 Nicht-raucher*innen
& gesund,

30 Nicht-raucher*innen &
Parodontitis,

30 Raucher*innen &
Parodontitis)

Alter: 20-60

N: 24

(12 Parodontitis, 12
gesund)

Alter: 218

Speichel

Speichel

Speichel

Malonaldehyd (MDA) 1

Malondialdehyd (MDA) 1

Sialinsaure (SD) 1

Superoxid Dismutase (SOD) |

Glutathion Peroxidase |

flichtige Schwefelverb.
(C12H1006S)1
Pyridin 1

2-Hydroxyoctansaure (FA) 1
Hydroxynonansaure (FA) 1
Hydroxydodecapentaensaure
(SCFA) t

Arecolin 1

Oxidativer Stress

Oxidativer Stress:

Lipid-Peroxidase Produkt/
Reaktionsprodukt freier Radikale
das zu Gewebszerstorung fihrt
Zellmembran-Stabilisierung/
Schutz vor freien Hydroxylradikalen
Antioxidation/ Entfernung von
Sauerstoffradikalen

Antioxidation/ Entfernung von
Sauerstoffradikalen

Faulnis

Stoffwechselerkrankungen,
Mundgeruch
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Entziindung

Hemmung Zellwachstum,
Oxidativer Stress

Exogener Ursprung: Kaugummi
und Tabak

L1



Fortfiihrung der Tabelle 3

Analysis of metabolic  Chen et al.

profiles of generalized
aggressive
periodontitis (62)

Using NMR in saliva Garcia-
Villaescusa et al.

to identify possible
biomarkers of
glioblastoma and
chronic periodontitis
(54)

2018

2018

N: 40

(20 Parodontitis, 20
gesund)

Alter: 18-35 in Gruppe
der Erkrankten,

<35 in Gruppe der
Gesunden

N: 130

(39 gesund,

59 Gingivitis/ friihe
Parodontitis, 32
Parodontitis)
Alter: 26-81

Serum
Sulkusflissigkeit

Speichel

Glutathion

Urea

2-Desoxyguanosin
2,5-Dihydroxybenzaldehyd
Adipinsaure

Allo-Inositol

a-Tocopherol (Vit. E)

Dehydroascorbinsaure (Vit. C)

Glutathion

Xanthin

B-Alanin

Thymidin

Uridin
Fructose-6-Phosphat
Galactose
Glucose-1-Phosphat
Ribose-5-Phosphat
Ribulose-5-Phosphat
Ribose

Noradrenalin
Glycin-d5

Lysin

Methionin

Sarkosin
2-Oxobutansaure
Phosphoglykolsaure

Isocaproat 1
Isovalerat t
Isoleucin 1
Laktat |

Oxiativer Stress
Purinstoffwechsel
Purinstoffwechsel
Tyrosinstoffwechsel

Oxidativer Stress
Oxidativer Stress
Oxidativer Stress
Purinstofwwechsel
Pyrimidinstoffwechsel
Pyrimidinstoffwechsel
Pyrimidinstoffwechsel
Kohlenhydratstoffwechsel
Kohlenhydratstoffwechsel
Kohlenhydratstoffwechsel
Kohlenhydratstoffwechsel
Kohlenhydratstoffwechsel
DNA/RNA Abbau
Tyrosinstoffwechsel
Aminoséaurestoffwechsel
Aminoséaurestoffwechsel
Aminoséaurestoffwechsel
Aminoséaurestoffwechsel
Aminoséaurestoffwechsel
Fettstoffwechsel

Aminosaureabbau
Aminosaureabbau
Proteinabbau
Bakterienstoffwechsel

81
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Analysis of salivary
phenotypes of
generalized
aggressive and
chronic periodontitis
through nuclear
magnetic resonance-
based metabolomics
(55)

Saliva diagnostics -
Current views and
directions (63)

Distinct signatures of
dental plaque
metabolic byproducts
dictated by
periodontal
inflammatory status
(56)

The dental calculus
metabolome in
modern and historic
samples (57)

Prediction of
Periodontal
Inflammation via
Metabolic Profiling of
Saliva (58)

Romano et al.

Kaczor-

Urbanowicz et al.

Sakanaka et al.

Velsko et al.

Kuboniwa et al.

2018

2017

2017

2017

2016

N: 100 Speichel
(33 chronische

Parodontitis,

28 aggressive

Parodontitis,

39 gesund)

Review Speichel

N: 50

(10 gesund,

28 moderate
Parodontitis, 12 schwere
Parodontitis)

N: 17 Zahnstein
(5 Proben von

Lebendigen,

12 Proben von Skeletten)

N: 19 Speichel

Pyruvat |
N-Acetylgruppen|
Laktat |

Prolin 1
Phenylalanin 1
Tyrosin 1

Veranderte Dipeptide
Dihomolinolenat 1

3-Phenylpropionat 1
Putrescin 1
5-Aminovalerat 1

Dihomo-Linolenate
Carnitin
Glycerylphosphorylcholin
Aminosauren

Putrescin

Nicotinat

Nukleotide

Ornithin 1
5-Oxoprolin 1
Prolin 1

Valint

Histidin 1
Cadaverin 1
Spermidin 1
Hydrocinnamat 1

Bakterienstoffwechsel

Bakterienstoffwechsel
Proteinabbau
Proteinabbau
Proteinabbau

Gewebsuntergang
Proteinabbau
Fettsaurestoffwechsel

Bakterienstoffwechsel
Faulnis
Aminosaureabbau

w-6 Fettsaurestoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Abbau von Biomembranen
Proteinabbau

Faulnis

Vitamine

DNA/RNA Abbau

Harnstoffzyklus/Proteinabbau
Oxidativer Stress
Proteinabbau

Proteinabbau

Proteinabbau
Aminosaureabbau
Aminosaureabbau
Bakterienstoffwechsel

61
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Metabolomic analysis
of gingival crevicular
fluid using gas
chromatography/Mas
s Spectrometry (59)

Global Metabolomic
Analysis of Human
Saliva and Plasma
from Healthy and
Diabetic Subjects,
with and without
Periodontal Disease
(60)

Metabolomics
Reveals Elevated
Macromolecular
Degradation in
Periodontal Disease
(61)

Acceleration of Purine
Degradation by
Periodontal Disease
(64)

Ozeki et al.

Barnes et al.

Barnes et al.

Barnes et al.

2016

2014

2011

2009

N: 30
(14 Parodontitis,
16 gesund)

N: 161
(80 Diabetes,
81 gesund)

N: 68
(34 Parodontitis,
34 gesund)

N: 22

Sulkusflissigkeit

Speichel
Plasma

Speichel

Sulkusflissigkeit

Putrescin 1
Lysin 1
Phenylalanin 1
5-Aminovalerat 1
Milchsaure 1

Purinabbau 1

Dipeptide t

Aminosaure Metaboliten 1
Kohlenhydrate 1
DNA/RNA Abbau 1

w-6 Fettsauren 1
Fettsauren 1
Acetylcarnitin 1

Carnitin 1

Dipeptide t
Aminosauren 1
Kohlenhydrate 1

Lipide 1

Fettsauren (w-3/ w-6) 1
Nukleotide 1

Carnitin 1

Antioxidantien (Glutathion) |

Tri- und Disaccharide|
Aminosauren 1

Glycerylphosphorylcholin 1

Polyamine 1
Purinabbau 1
Harnstoffzyklus 1

Bakterienstoffwechsel
Proteinabbau
Proteinabbau
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel

Oxidativer Stress
Proteinabbau
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Gewebezerstorung
Entziindung
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel
Bakterienstoffwechsel

Proteinabbau
Proteinabbau
Zuckerabbau

Abbau der Zellmembran
Entziindung

DNA/RNA Abbau
Bakterienstoffwechsel

Oxidativer Stress
Zuckerstoffwechsel
Proteinabbau

Abbau der Zellmembran
Aminosaureabbau
Oxidativer Stress
Proteinabbau

1, erhdhte Metabolitenkonzentration; |, reduzierte Metabolitenkonzentration. Diese Angaben beziehen sich auf jene Proben, bei denen Studien-
teilnehmer*innen eine reduzierte bis krankhafte parodontale Gesundheit aufwiesen.

0¢
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2.4, Ziele

Wir wollen mit dieser Studie das Speichelmetabolom von Proband*innen mit und ohne
Parodontitis untersuchen, um potentielle Biomarker und Stoffwechselwege der
Parodontalerkrankung aufzudecken oder zu validieren.

Das sogenannte ,Metabolic Profiling® wird bereits umfassend fur die Erstellung
biochemischer Krankheitsprofile genutzt und treibt die Biomarkerforschung und
Charakterisierung von Krankheiten mafRgeblich voran (68). Auch in der Zahnmedizin
bedient man sich zunehmend dem Metabolomics Ansatz, um atiologische Fragen zu
klaren und potentielle Biomarker fur parodontale Erkrankungen ausfindig zu machen
(58). Bisher konnte sich das ,Metabolic Profiling’ jedoch nicht in der Praxis
durchsetzen, da es sowohl an Studien mit grol3erer Anzahl an Proband*innen als auch
an Replikationen und longitudinalen Studien fehlt. Daher erstellen wir in unserer Studie
ein metabolisches Profil von gesunden und an Parodontitis erkrankten Proband*innen,
indem wir in einer grol} angelegten Replikationsstudie Korrelationsanalysen zwischen
Speichelmetaboliten und parodontalen Parametern durchflhren und den
Zusammenhang zwischen den im Querschnitt gefundenen Speichelmetaboliten und
dem Zahnverlust im Langsschnitt untersuchen. Bisher wurden keine Publikationen

zwischen Speichelmetaboliten und Zahnverlust in Langsschnittstudien veroffentlicht.

2.5. Hypothesen

1. Speichelmetabolite, die in der SHIP-Trend-0 Kohorte signifikant mit Parametern
reduzierter parodontaler Gesundheit assoziiert waren (siehe Liebsch et al. (51); SHIP-

Trend-Daten), replizieren sich in den SHIP-2-Daten.

2. Spezifische Speichelmetabolite weisen in SHIP-2/3 signifikante Assoziationen mit
dem Zahnverlust nach funf Jahren auf.
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lll. Material & Methoden

Die angewandten Materialien und Methoden zu dieser Studie sind in dem Artikel von
Andorfer und Kolleg*innen beschrieben (69). Aufgrund der umfassenden Datenlage
von SHIP werden nur einzelne Aspekte im Anschluss gesondert erwahnt. Ebenso wird
ein zusatzliches Experiment zu den Eigenschaften des Metaboliten 2-
Pyrrolidinessigsaure (2-Pyrr) besprochen, da nur sparliche Hintergrundinformationen
zu diesem Metaboliten vorlagen.

3.1. SHIP

Die ,Studie Leben und Gesundheit in Vorpommern®, besser bekannt als Study of
Health in Pomerania (SHIP), ist eine bevolkerungsbasierte Kohortenstudie des
nordostlichen Teils von Deutschland, welche die menschliche Gesundheit in ihrer
Komplexitat erfassen soll (70). Die Studienregion umfasst die Landkreise
Vorpommern-Rugen und Vorpommern-Greifswald, mit Ausnahme der Inseln Rugen,
Usedom sowie dem Fischland/Darf3 (Abbildung 2). Alle Teilnehmer*innen wurden
zufallig unter Einbeziehung der Einwohnermeldeamter in einem zweistufigen
Verfahren bestimmt. Zuerst wurden aus der beschriebenen Studienregion die drei
Stadte Stralsund, Greifswald und Anklam sowie 29 weitere umliegende Gemeinden
(12 Ortschaften mit >1500 Einwohner*innen und 17 zufallig gewahlte Ortschaften mit
<1500 Einwohner*innen) ausgewahlt. Im zweiten Schritt wurden, proportional zur
Bevolkerungsgrofle, aus jeder dieser Gemeinden Teilnehmer*innen nach dem

Zufallsprinzip bestimmt und nach Alter und Geschlecht stratifiziert (71).
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Niedersachsen
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Abbildung 2: Einzugsgebiet der SHIP Proband*innen (Forschungsverband Community

Medicine); Landkreis Nordvorpommern wurde umbenannt (und vergroRert) in
Landkreis Vorpommern-Rigen; Landkreis Ostvorpommern wurde umbenannt in

Landkreis Vorpommern-Greifswald.

Die Gesundheitsstudie SHIP ist ein bis in die Gegenwart anhaltendes Projekt, welches
die Teilnehmer*innen in regelmaligen Abstdnden zu Folgeuntersuchungen einladt.
Daraus ergeben sich sieben verschiedene Datensatze, basierend auf zwei Kohorten
(Abbildung 3). Eine dritte Kohorte ist in der Entstehungsphase (Stand 2021). Alle
Proband*innen gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Universitat Greifswald genehmigt und entsprach den Prinzipien
der Deklaration von Helsinki. Fur die vorliegende Arbeit verwendeten wir Daten aus
SHIP-2 und SHIP-3. Bei der Querschnittsanalyse wurde ausschlieBlich mit SHIP-2
gearbeitet, wohingegen die longitudinale Untersuchung SHIP-3 Daten heranzieht.
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m SHIP-1 SHIP-2 SHIP-3 SHIP-4

SHIP- SHIP-
TREND-0 TREND-1

Abbildung 3: FlieRschema der SHIP-Datensatze mit zeitlicher Einordnung, dunkelblau
hinterlegt — Baseline Kohorten; hellblau hinterlegt — Datensatze der
Folgeuntersuchungen

3.1.1. Datenerhebung der SHIP Untersuchungen

Das Untersuchungsprogramm umfasst vier Teile:

A. Computer-gestutzte Befragung zur Gesundheit

Die Fragen liefern Informationen zur soziodemographischen und sozio6konomischen
Situation der Teilnehmenden, bereits bekannte Erkrankungen, Medikationen und
bestehende Risikofaktoren, wie beispielsweise dem gesundheitsbezogenen
Verhalten, Arbeitsbedingungen und Erkrankungen innerhalb der Familie.

B. Mundgesundheitsuntersuchung

Hierbei wurden Zahne, Parodontium, Mundschleimhaut, cranio-mandibulare
Strukturen und Funktion sowie, wenn vorhanden, Zahnersatz dokumentiert. Zusatzlich

wurden in einem Interview Fragen zur Mundhygiene und Mundgesundheit gestellt.

C. Allgemeinmedizinische Untersuchung

Dieser Part umfasst eine Somatometrie ausgewahlter Korperteile; Blutdruck- und
Herzfrequenzmessung; Durchfuhrung und Auswertung eines Elektrodiagramms sowie
Echokardiographie (nur bei Proband*innen im Alter von 45-79 Jahren); eine

Sonographie von Karotis (nur bei Proband*innen im Alter von 45-79 Jahren),
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Schilddruse und Abdomen; ein Screening auf neurologische Symptome (nur bei
Proband*innen im Alter von 60-79 Jahren); Untersuchung einer Blut- und Urinprobe;

und ein Screening auf kognitive Beeintrachtigungen.
D. Gesundheits- und Risikofaktoren bezogener Fragebogen

Die Proband*innen fullten eigenstandig Fragen zu Lebens- und Arbeitsbedingungen,;
zum sozialen Umfeld; subjektiv empfundenen sowie mentalen Gesundheitsstatus; und
Veranderungen in ihrem Leben verursacht durch die deutsche Wiedervereinigung,

aus.

Umfang der Mundgesundheitsuntersuchung

Alle oralen Untersuchungen wurden von ausgebildeten Zahnarzt*innen nach der Half
oder Full-Mouth Methode, durchgefuhrt. Die Methodik zu den in Bezug auf die
vorliegende Thematik besonders relevanten parodontalen Variablen Taschentiefe,
Attachmentverlust, Plaque, Zahnstein und Zahnverlust, wurde in der Publikation von
Andorfer und Kolleg*innen bereits eingehendend erlautert (69). Fur die vielfach
analysierten Parameter der parodontalen Taschentiefe (PPD) und des CAL sollte
jedoch noch erwahnt werden, dass deren Messung zum einen die Distanz zwischen
marginaler Gingiva und Sulkusboden und zum anderen den Abstand der Schmelz-
Zement-Grenze zum Sulkusboden darstellt. Durch deren unterschiedliche
Ausgangsmesspunkte bei gleichbleibenden Endpunkten kdénnen so neben
parodontalen Taschen auch Rezessionen und veranderte Attachmentniveaus sichtbar

gemacht werden.

3.2. In-vitro Test

Zu dem Metabolit Pyrrolidinessigsaure (2-Pyrr) wurde nur wenig Literatur gefunden,
aber unser Interesse an besagtem Stoff war infolge der Ergebnisse grof3. Daher
nahmen wir Kontakt zu national und international bekannten Metabolomforscher*innen
auf, um mehr Informationen zu generieren. Der Austausch mit den Kolleg*innen
bestatigte uns in der Annahme, dass 2-Pyrr eher mikrobiellen als menschlichen
Ursprungs ist. Eventuell handelt es sich auch um ein Abbauprodukt oder eine
biosynthetische Vorstufe eines anderen Sekundarprodukts. Dennoch blieb der Stoff
weitestgehend neuartig.
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Die zwitterionische Anordnung des Metaboliten ahnelt vielen Verbindungen, die von
Bakterien zum Schutz vor osmotischem Stress verwendet werden. Dies brachte uns
zu dem Ansatz, dass es sich bei 2-Pyrr um ein Osmoprotektivum handeln kdnnte. Die
Struktur von 2-Pyrr ahnelt der von Osmoprotektoren und konnte eine wichtige Funktion
des Stoffes darstellen. Daher haben wir die osmoprotektive Wirkung von 2-Pyrr auf
das gramnegative Darmbakterium Escherichia coli (E. coli) getestet. Im In-vitro-Test
wird der Einfluss von 2-Pyrr auf die Wachstumsrate von E. coli in einem Medium mit
erhohter Natriumchlorid-Konzentration untersucht.

Prufsubstanz: (S)-2-(Pyrrolidin-2-yl)essigsaure, CAS: 56633-75-1, M
129,16 g/mol (Sigma-Aldrich/Merck, AMBH2D6F4369-
250MG; Flammpunkt: 118,5; Siedepunkt 272,3°C bei 760
mmHg Hersteller: AmBeed, A174769-250mg, LOT
A174769-003).

Testorganismus: E. coli DSM 11250 (Genotyp: K1 2 (MG1655), ER2738
(NEB); Serotyp: O Rough H48).
Medium: MO-Losung (Minimal Medium Suspension, M9 Broth,

Sigma-Aldrich/Merck, 63011), versetzt mit 1M MgSO4 und
Glukose 20%, gemall Zubereitungshinweise des
Lieferanten).

Die Testlosungen wurden in M9-Medium ohne und mit zusatzlichen unterschiedlichen
Natriumchlorid-Konzentrationen hergestellt, mit oder ohne 2-Pyrr versetzt und mit E.
coli in einer Endkonzentration von 5 log10 koloniebildenden Einheiten (KBE)/ml in
Roéhrchen beimpft, die fur 24 Stunden bei 37°C im Schuttelinkubator bebritet wurden.
Die Bewertung erfolgte anhand der Trubungsmessung bei 620nm und der
Dokumentation der Koloniebildung (KB) von 100ul Testlosung auf Columbia-Agar mit
5% Schafsblut (BBL™, BD, Heidelberg, Deutschland) nach 24 Stunden Inkubation bei
37°C.

Beim ersten Testlauf wurde der Vergleich zwischen reinem M9-Medium und mit 0,65M
Natriumchlorid (NaCl) angereichertem M9-Medium durchgefuhrt. Beim zweiten
Testlauf wurde das M9-Medium mit NaCl-Konzentrationen von 0,15, 0,25, 0,35, 0,45,
0,55 und 0,65M untersucht.
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IV. Ergebnisse

Die folgenden Ergebnisse basieren auf mehreren Untersuchungen. Der erste Tell
bezieht sich auf die Querschnittsanalysen von SHIP-2 sowie deren Vergleich zu den
in Liebsch et al. (51) veroffentlichten Ergebnissen, die sich mit der SHIP-Trend-
Kohorte befassen. Im zweiten Teil wurden Langsschnittanalysen von SHIP-2 zu SHIP-
3 ausgewertet. Um Zusammenhange, Hintergrinde und Urspringe der Metaboliten
besser zu verstehen, wurden auf3erdem unterschiedliche weiterfihrende Analysen
durchgefuhrt. Alle Ergebnisse dazu sind in dem Artikel von Andorfer und Kolleg*innen
im Juli 2021 veroffentlicht worden (69). Nachfolgend werden die wesentlichen

Resultate zusammengefasst und ein zusatzliches In-vitro Experiment ausgewertet.

4.1. Ergebnisse beruhend auf der Querschnittsanalyse

Insgesamt wurden 559 Metabolite durch eine nicht zielgerichtete Ultra-Hochleistungs-
Flussigkeitschromatographie und Tandem-Massenspektrometrie (UPLC-MS/MS) in
unserer Teilstichprobe der SHIP-2 Kohorte identifiziert. Die Querschnittsanalyse dieser
Population ergab 84 Metabolite, die mit mindestens einer der untersuchten dentalen
Variablen signifikant assoziiert waren (p-Werts <0,05). Diese Substanzen umfassten
16 replizierte sowie 51 neue Metabolite (bezogen auf das Speichelmetabolom von
SHIP-Trend). Die verbliebenen 17 Substanzen waren bereits bekannt, zeigten aber
veranderte signifikante Assoziationen zu den dentalen Variablen auf, sodass sie weder
der Kategorie ,neu’ noch ,repliziert’' zugezahlt werden konnten (Abbildung 4).
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Abbildung 4: FlieBschematische Darstellung zur Zuordnung der im Querschnitt
festgestellten signifikanten Assoziationen. Erste Ebene = Gesamtheit aller Metabolite

mit mindestens einer signifikanten Assoziation zu den Variablen MeanPPD,
CumPPD4+, PPD3+mm%, PPD4+mm%, MeanCAL, CAL3+mm%, CAL4+mm%,
MTcount, Plaque, Calculus, Prosthesis/MT, DF-S und DF-S%. Zweite Ebene =
Aufteilung der Metabolite in neu vorhandene (links) und bereits bekannte (rechts).

Dritte Ebene = Aufteilung bereits bekannter bzw. replizierter Metabolite, entsprechend

ihrer Assoziation. Vierte Ebene = Verteilung bekannter, jedoch nicht replizierter
Metabolite, deren signifikante Assoziation zu einer anderen Variablen als in SHIP-
Trend bestand. Variable wurde nicht mit Parodontitis assoziiert (links), Variable wurde
mit Parodontitis assoziiert (rechts).

Am auffalligsten an den Querschnittsanalysen war, dass Uberwiegend PPD und
Plaque-Variablen, jedoch nur vereinzelt CAL-Variablen signifikant mit
Speichelmetaboliten assoziiert waren. Die Uberwiegend positiven Assoziationen mit
Sondierungstiefen deuteten darauf hin, dass der aktuell stattfindende Prozess der
.=akuten Entzindung“ oder das in den Taschen lebende Mikrobiom fur entsprechend
gesteigerte  Metabolitenkonzentrationen verantwortlich ist und nicht der

Attachmentverlust, der das ,historische Gedachtnis“ der Parodontitis darstellt.
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Abbildung 5: Heatmap der Speichelmetaboliten, die in den Querschnittsanalysen
signifikant mit mindestens einem der untersuchten Merkmale assoziiert sind. Die roten
und blauen Farbungen spiegeln positive und negative Assoziationen wider. Umrandete
Felder kennzeichnen Assoziationen mit FDR-korrigierten p-Werten <0,05, was der
gewahlten Signifikanzschwelle entspricht. PPD, Sondierungstiefe der Tasche; PPD
3+mm% und 4+mm%, Prozentsatz der Stellen mit PPD 23 mm und =24 mm;
cumPPD4+, kumulative PPD aus Taschen mit PPD 24 mm; CAL, klinisches
Attachmentlevel; CAL 3+mm% und 4+mm%, Prozentsatz der Stellen mit CAL 23 mm
und 24 mm; MT, fehlende Zahne; DF-S und DF-S%, Anzahl und Prozentsatz karioser

oder gefullter Flachen.

4.1.1. Neu entdeckte Metabolite

Unter den 51 neu entdeckten Metaboliten zeigten Butyrylputrescin, 2-Pyrr, X-23662,
N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat und N-Acetyl-Cadaverin am haufigsten signifikante
Verbindungen zu oralen Parametern (>5 Assoziationen). Die Reihenfolge der
genannten Metabolite orientiert sich dabei an der Anzahl der Assoziationen, beginnend
mit der hochsten. Butyrylputrescin, 2-Pyrr, X-23662, N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat und
N-Acetyl-Cadaverin wurden am Uberwiegendsten zu samtlichen PPD zugehdrigen
Variablen (Mean PPD, cumPPD4+, PPD 3+mm%, PPD 4+mm%) assoziiert. Ahnlich
oft wurden signifikante Verknupfungen zu Plaque, Zahnstein, durchschnittlichem CAL,
CAL 3+mm% und CAL 4+mm% erfasst. Die oralen Parameter fur die Anzahl der

fehlenden Zahne (MT count) und die Verknupfung von herausnehmbarem Zahnersatz
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mit fehlenden Zahnen (Prosthesis/MT) gehorten ebenfalls zu den signifikanten

Assoziationen, aber wurden vergleichsweise wenig nachgewiesen.

4.1.2. Replikationen

Der Vergleich mit den Ergebnissen aus Liebsch et al. (51) ergab fur 16 Metabolite
ubereinstimmende Assoziationen. Die Resultate der hervorstechendsten Metabolite 3-
Phenylpropionat, Phenylacetat und 3-(4-Hydroxyphenyl)Propionat konnten repliziert
werden. Bei einzelner Betrachtung aller Variablen, die der parodontalen
Taschentiefenmessung zugehorig sind sowie der Anzahl der fehlenden Zahne (MT
count) und der Plaguewerte, kommt dies besonders gut zur Geltung.
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Tabelle 4: Metabolite mit mindestens einer signifikanten Assoziation in SHIP-Trend

oder SHIP-2

Metabolit DFS% |DFS |Prosthesis/MT|Calculus |Plaque |[MT count|CAL4+mm% |CAL3+mm% |MeanCAL |PPD4+mm% |PPD3+mm% |cumPPD4+ |MeanPPD
ST s2|sTs2| ST s2 | ST s2|sT s2|sT s2| sT s2 | sT s2 | sT s2 | sT s2 | sT s2 | ST s2 | ST s2
Asparagin ! / / NS | /NS |/ I Ns | NS / NS [/ NS | NS / NS /I Ns | / | Ns
N-Acetylasparagin / Ns|/ |Ns| NS | /NS |/ /I Ns | NS / NS [/ NS | NS / NS /NS | / | NS
Guanidinoacetat / I Ns| NS | /NS |/ /I Ns | NS / NS [/ NS | NS / NS /NS | / | NS
N-Acetylglutamat Ns NS|NSNS| NS NS | NS NS |Ns NS NS| NS NS [ NS NS |[NS NS| NS NS [ NS NS | NS NS | NS NS
N-Acetylglutamin / Ns|/ Ns| / NS | / | NS |/ /NS / NS / NS I Ns / NS / NS / NS [/ NS
5-Oxoprolin Ns NS|NSNs| Ns = Ns - NS [ NS NS NS | NS Ns | NS NS |[NS NS| NS NS [ NS NS | NS NS | NS NS
N-Acetylthreonin / Ns|/ Ns| NS IONS |/ NS / NS / NS /I NS / NS ! NS / NS / NS
Urocanat. NS|NSNS| NS = Ns | NS | Ns|Ns NS| NS NS | NS NS | NS NS NS NS | NS NS | NS Ns [Ns Ns
Histamin Ns Ns|NSNs| Ns | NS [ NS NS NS| NS | Ns | NS NS |[NS NS | NS NS | NS ‘- NS NS | NS NS
Imidazol Propionat Ns NS[NSNs| NS | NS | Ns | NS NS NS| NS NS | NS NS |[NS NS| NS Ns | NS NS | NS NS | NS Ns
1-Carboxyethylvalin / Ns|/ Ns| /| Ns | / N /NS | NS / NS | /NS | NS / NS | 7/ Ns | /0 Ns
2-Hydroxy-3-Methylvalerat Ns Ns|NSNs| Ns = NS | NS | Ns NS‘ NS | NS | Ns NS NS [ NS NS | Ns NS NS NS | NS NS | NS NS
4—Methyl—2—0xopentanoat. NS[NSNS| NS = NS | NS NS NS NS [ NS | NS [ NS NS| NS NS | NS NS | NS NS [ NS Ns
Alpha-Hydroxyisocaproat Ns NS|NSNS| Ns NS | NS Ns NS | NS | NS NS [NS NS | NS NS | NS NS | NS NS [ NS | NS
Leucin NS NS|NSNS| Ns NS | NS NS NS NS NS NS NS NS | NS NS NS NS NS
5—Aminova|erat..NS NS| NS = NS | NS Ns NS | Ns | NS NS NS | NS NS NS NS NS
Cadaverin / Ns|/ Ns| / NS /NS / NS / NS I NS
N-Acetyl-Cadaverin / Ns|/ Ns| 1/ NS |/ / NS / Ns | 1 Ns
N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat / Ns|/ Ns| 1 | Ns |/ B B K
N,N,N-Trimethyl-5-Aminovalerat / Ns|/ ns| / NS |/ / NS / Ns |1
N6—Acetyl|ysin NS NS|NS NS| Ns NS | NS NS NS NS NS | NS
N6-Methyllysin / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / NS |/
N6,N6,N6-Trimethyllysin / Ns|/ ns| / NS |/ / NS / Ns |1
Pipecolat Ns Ns|Ns Ns| Ns NS | NS NS NS NS NS | NS
Methionin Sulfoxid / Ns|[/ Ns| /7 Ns | 1 / NS / Ns |/
N-Acetylmethionin Ns Ns|NsNs| Ns NS | NS NS NS NS NS | NS
N-Acetylmethionin Sulfoxid / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / Ns | 1
N-Acetyltaurin / Ns|/ Ns| /NS |/ / NS / NS |/
Taurin / Ns|/ Ns| / NS ! / NS / NS !
N-Acetylphenylalanin Ns Ns|NsNs| Ns | Ns | Ns NS NS | Ns NS | Ns
Phenylacetat Ns Ns|Ns Nsi NS | NS NS NS NS NS | NS
Phenyllactat (PLA) NS NS|NSNS| Ns | NS | Ns NS NS NS NS | NS
Diacetylspermidin / (Ns|/ Ns| /1 Ns |/ / NS / NS |/
N-Acetylputrescin / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / Ns |1
C-Glycosyltryptophan / Ns|/ Ns| /7  Ns | / / NS ! NS |/
Indoleacetat NS NS|Ns/Ns| Ns NS | NS NS NS NS NS | NS
Indolepropionat / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / NS |/
Picolinat Ns Ns|NsNs| Ns | NS | Ns NS NS NS NS | NS
Tryptophan Ns NS|NSNs| NS NS | Ns NS | NS | NS NS [ NS
N-Acetyltyrosin / (Ns|/ Ns| /| Ns | / / NS ! NS |/
p-Cresol Glucuronid / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / NS |/
Tyramin Ns NS|NSNS| Ns | Ns | Ns NS  Ns | Ns  Ns | Ns
3-Amino-2-Piperidon / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / Ns |1
Dimethylarginin  / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / NS |1
N-Alpha-Acetylornithin / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / Ns |1
N-Delta-Acetylornithin Ns Ns|NsNS| NS = Ns | Ns NS | NS NS NS | NS
Maltotetraose NS NS|NSNS| Ns | NS | NS NSNS NS|{ NS NS| NS NS | NS NS [Ns
Glucose / Ns|/ Ns| / NS | / NS|/ NS| / NS / NS / NS !
Sedoheptulose / Ns|/ Ns| 1 NS I NS|/ NS| / Ns / NS / NS 1
Oxalat (Ethanedioat) / Ns|/ Ns| / NS | / | NS| / Ns| / Ns / NS / NS i
Dehydroepiandrosteron Sulfat / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / NS |1
Deoxycarnitin / Ns|/ Ns| / NS |/ / NS / NS |/
12-HETE Ns Ns|Ns/Ns| Ns NS | Ns NS NS NS NS | NS
Propionylcarnitin (C3)..Ns Nsi NS | NS NS | NS | Ns | Ns | Ns
Isocaproat (i6:0) NS NS|NSNS| Ns NS | NS NS | Ns NS NS | NS
Eicosanedioat (C20-DC) / Ns|/ Ns| /  Ns | / / NS ! NS |/
Hypoxanthin Ns Ns[NSNs| Ns = NS | NS NSNS Ns| Ns NS| Ns  Ns | NS NS [ NS
N2,N2-Dimethylguanosin / -/ NS| / NS |/  NS|/ NS / NS| NS / NS |/
Orotat / Ns|/ Ns| / NS |/ NS/ ‘. /I Ns | o NS / Ns |/
Thymidin ns ns|ns ns|BBB Ns | Ns NS |Ns Ns| NS NS | Ns NS | Ns NS | NS
Glycylvalin 7/ Ns|/ Ns| / NS /  NS|/ NS| / NS / NS / NS !
Phenylalanylglycin Ns NS|NSNS| NS = NS | NS NS |NS NS| NS NS| NS ' NS | NS NS | Ns
Gamma-Glutamylglutamat / Ns|/ Ns| / NS /I NS|/ NS| / NS / NS / NS !
Gamma-Glutamylglutamin / Ns|/ Ns| / NS | / NS|/ NS / NS| / NS / NS |/
Gamma-Glutamylmethionin NS NSINSNS| NS = NS | NS | NS NS NS| NS Ns| NS Ns NS NS | NS
Gamma-Glutamylphenylalanin / Ns|/ Ns| / NS | /  NS| / Ns| / Ns / NS / NS !
Gamma-Glutamylvalin Ns Ns|NsNS| NS | NS | NS | NS | NS NS NS | NS NS | NS | NS | NS
3-(4-Hydroxyphenyl)Propionat Ns Ns|NsNS| Ns NS | NS | Ns NS NS NS NS | NS
3-Phenylpropionat ..Ns Ns- NS NS | Ns | Ns NS [ Ns

Tabelle 4 wird auf der nachsten Seite fortgefuhrt
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FortfGhrung der Tabell

Metabolit DFS%
Succinimid / Ns
Triethanolamin Ns Ns
2-Piperidinon NS
2-Pyrrolidinessigsaure
Histidin Betain (Hercynin)
Tartarat

Tartronat (Hydroxymalonat) / Ns
Anillyl Alkohol / Ns
1,7-Dimethylurat NS.
Theobromin Ns Ns

X-22775 1 Ns

X-23240 1 ns

X-23662 / Ns

X-23734 1 ns

X-24408 / Ns
Butyrylputrescin / Ns

X -24425 1 ns

X -24432 1 ns

Aspartat Ns|Ns

Creatin Ns Ns

Glutathion, oxidiert (GSSG) Ns Ns
Threonin Ns Ns
3-Methyl-2-Oxovalerat Ns Ns
Isoleucin Ns|Ns

Isovalerat (i5:0) Ns Ns

Valin Ns | Ns

Lysin Ns Ns
3-(4-Hydroxyphenyl)Lactat Ns Ns
Phenylalanin Ns Ns

Tyrosin Ns Ns
4-Hydroxyphenylpyruvat Ns Ns
Arginin Ns Ns

Citrullin NS

Prolin NS
Trans-4-Hydroxyprolin NS
Urea Ns Ns

1,5-Anhydroglucitol (1,5-AG) Ns Ns
Lactat Ns Ns

Nicotinat Ns nNs

Phosphat Ns Ns

Malat Ns nNs

Succinat Ns Ns

Carnitin. NS

Butyrylcarnitin (C4) Ns|Ns
Acetylcarnitin (C2) [l v
2-Hydroxyglutarat Ns Ns

Azelat (C9-DC) Ns ns
Docosadioat Ns /
10-Hydroxydecansaure [l NS
4-Hydroxybutyrat (GHB) [l Ns
Mevalonat i Ns
Glycerophosphorylcholin (GPC) Ns Ns
Dihomo-Linolenat Ns /
Inosini NS

Adenin Ns Ns

Adenosin 5-Monophosphat Ns Ns
Guanosin. NS
2'-Deoxycytidin 5-Monophosphat Ns Ns
Cytidin Ns nNs

Uracil Ns|Ns

Glycylisoleucin Ns | /
Glycylleucin Ns Ns
Isoleucylglycin Ns|Ns
Leucylglycin

Prolylglycin

Cis, Cis-Muconsaure
Lauryl Sulfat Ns Ns
2,3-Dihydroxyisovalerat Ns Ns
Levulinat (4-Oxovalerat) Ns | Ns
Vanillin Ns /

Rot markiert, signifikant

NS

NS

NS

z z z z
[ZERZARZ

NS

z

S | NS
S|/

z

hervorgehobener Rahmen, Replikation.

ed

DFS |Prosth Plaque [MT c:
1 NS| ! NS ! NS /I NS 1
NS NS| NS NS NS NS |[NS NS | NS
/NS ! NS / NS ! !
/NS ! NS ! NS 1 = !
I NS ! NS 1/ NS 1 NS !
1 NS| ! NS ! NS /NS 1
1 NS| ! NS ! NS /I NS !
I NS| ! NS ! NS / NS !
NS NS| NS NS NS NS | NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS NS | NS
I NS ! NS 1/ NS 1 NS !

1 NS| ! NS !

1 NS| ! !

I NS| ! NS !

/NS ! NS /

I NS ! !

/NS ! NS 1/ NS

1 NS| ! NS ! NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS Nsi NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS

NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS -
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS -
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NSNS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS -
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS / NS ! NS ! NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS- NS NS NS | NS
NS / NS ! NS ! NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS / NS ! NS / NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS - NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS / NS ! NS ! NS
NS NS| NS NS NS NS .
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS NS| NS NS NS NS | NS
NS / NS ! NS ! NS
positiv assoziiert;

NS, nicht signifikant; / = nicht festgestellt;
4+mm%, Prozentsatz der Stellen mit PPD

ount|/CAL4+mm%
i / NS
NS | NS | NS
NS |/ NS
NS |/ i
- i NS
NS |/ NS
NS |/ NS
NS |/ NS
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS |/ NS
i NS
/ NS
NS |/ NS
NS |/ NS
. -
NS |/ NS
NS |/ NS
NS | Ns | NS
NS | NS | NS
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | NS | NS
NS | Ns NS
NS | NS NS
NS | NS | Ns
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | NS | NS
NS | Ns NS
NS | NS NS
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | NS | NS
NS | NS | NS
NS | Ns NS
NS | Ns | Ns
NS | NS | Ns
NS | Ns | Ns
NS | NS | NS
NS | NS | NS
NS | NS NS
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
/| Ns /
NS | NS | NS
NS | NS | NS
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
/| Ns !
NS | NS | Ns
NS | NS | NS
NS | NS | NS
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
NS | Ns | Ns
/| Ns /
NS | NS | NS
NS | Ns | Ns
NS | NS | Ns
NS | Ns | Ns
/| Ns /
NS | NS | NS
NS | Ns | NS
NS | Ns | Ns
/| Ns !

CAL3+mm%
/ NS
NS | NS
I NS
. -
! NS
! NS
! NS
I NS
NS | NS
NS | NS
! NS
! NS
/ NS
! NS
I NS
. -
! NS
! NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS !
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS i
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS !
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS !
NS | NS
NS | NS
NS | NS
NS i

v [

v [

MeanCAL
/| Ns
NS NS
/| Ns
-
/| Ns
/| Ns
/| Ns
/| Ns
NS NS
NS NS
/| Ns
/| Ns
/| Ns
/| Ns
/| Ns
. -
/| Ns
/| Ns
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS |/
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS |/
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS |/
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS |/
NS NS
NS NS
NS NS
NS |/

blau markiert, signifikant

PPD4+mm%
/ NS
NS | Ns

NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS

PPD3+mm%
/ NS
NS | Ns

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS

|cumPPD4+ [MeanPPD
;oNs | 1 Ns
Ns | NS | NS NS
/ /
5
;oNs | 7 Ns
;oNs | N
;oNs | N
;Ns | N
NS | NS | NS NS
NS | NS | NS
;ooNs | s Ns
;oNs | N
/ /
/Ns |
/ /o Ns
/ /
;oNs | 1 Ns
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4.2. Ergebnisse beruhend auf der Langsschnittsanalyse

FUr die longitudinalen Analysen wurden 34 vorausgewahlte Metabolite verwendet.
Neun der 34 Metabolite waren signifikant mit dem Zahnverlust nach funf Jahren
assoziiert. Am starksten war die Variable Zahnverlust jedoch abhangig von den
Metaboliten N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat, dicht gefolgt von Butyrylputrescin, N-
Acetyltaurin und 2-Pyrr (Tabelle 5).

Tabelle 5: Inzidenzratenverhaltnisse (IRR; mit 95% Konfidenzintervall) aller
Speichelmetabolite die als Expositionsvariablen in der Langsschnittanalyse untersucht
wurden (n=34).

Metabolit
Pipecolat

Cadaverin

3-Phenylpropionat
(Hydrocinnamat)
N-Acetylmethionin
Maltotetraose

Glycylvalin

Theobromin

Taurin

Isocaproat

Indoleacetat
Dehydroepiandrosteron Sulfat
Propionylcarnitin
Gamma-Glutamylphenylalanin
Gamma-Glutamylglutamat
Deoxycarnitin

N6-acetyllysine

3-(4-Hydroxyphenyl)Propionat
2-Piperidinon

N-Acetylmethionin Sulfoxid
X-23734

Asparagin

Tryptophan
N,N,N-Trimethyl-5-
Aminovalerat

Leucin

N6-Methyllysin

IRR (95% KI)

1,06 (0,94; 1,21)
1,21 (1,06; 1,38)
1,10 (0,96; 1,25)

1,15 (1,01; 1,31)

1,06 (0,93; 1,22)
1,17 (1,03; 1,34)
1,21 (0,99; 1,49)
0,98 (0,85; 1,11)
1,11 (0,97; 1,27)
0,99 (0,82; 1,20)
1,13 (0,99; 1,29)
1,08 (0,88; 1,34)
0,97 (0,84; 1,11)
1,18 (0,99; 1,40)
1,20 (1,02; 1,40)
1,06 (0,93; 1,21)
1,12 (0,97; 1,29)
1,19 (1,04; 1,36)
1,15 (1,01; 1,31)
1,13 (0,99; 1,29)
1,21 (1,07; 1,38)
1,08 (0,93; 1,25)
1,26 (1,10; 1,44)
1,21 (1,06; 1,38)
1,02 (0,87; 1,20)
1,09 (0,96; 1,25)
1,27 (1,10; 1,46)
1,15 (1,01; 1,31)

1,17 (1,02; 1,34)

1,25 (1,10; 1,43)
1,06 (0,94; 1,20)
1,28 (1,10; 1,49)
1,17 (1,02; 1,35)
1,26 (1,10; 1,44)

Grun markiert, Speichelmetabolite mit signifikanter Assoziation zu Zahnverlust nach finf Jahren.
Kl, Konfidenzintervall
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4.3. Weiterfuhrende Untersuchungen

Zu den zusatzlich durchgefuhrten Analysen zahlen: die Erstellung des metabolischen
Netzwerks Uber ein Gaul3sches grafisches Modell, die Analysen zur Untersuchung von
Zusammenhangen zwischen Phanotypen und signifikanten Speichemetaboliten aus
der Langschnittuntersuchung, die genomweiten Analysen der Speichelmetabolite 2-
Pyrr und Butyrylputrescin, die Betrachtung der Verteilung von 2-Pyrr bei
unterschiedlichem Rauchverhalten und die Betrachtung der Wirkung von 2-Pyrr auf
ein gramnegatives Bakterium in einem Medium mit erhohter Natriumchlorid-

Konzentration.

4.3.1. Metabolisches Netzwerk

Das Netzwerk brachte Verknupfungsmuster zwischen 2-Pyrr, 3-Phenylpropionat,
Phenylacetat und 3-(4-Hydroxyphenyl)Propionat hervor, aber auch Verbindungen des
unbekannten Metaboliten X-23662 zu N-Acetylcadaverin und Cadaverin. Cadaverin ist
ein bakterielles Abbauprodukt, das bereits mit Parodontitis assoziiert wurde (48, 58).
Die Stoffe N6-N6-N6-Trimethyllysin und Dimethylarginin scheinen ebenfalls in

Korrelation zueinanderzustehen.
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Abbildung 6: Partielles Korrelationsnetzwerk von Metaboliten, die signifikante
Wechselwirkungen mit anderen Metaboliten aufweisen. Metabolite werden als Knoten
und signifikante Interaktionen als Linien dargestellt. Nur Metabolite mit mindestens
einer Assoziation zu einem Phanotyp in der Querschnittsanalyse wurden annotiert. Die
GroRe eines Knotens entspricht der Anzahl der assoziierten Phanotypen in den
Querschnittsanalysen. Die Farbmarkierungen klassifizieren die Metabolite in

verschiedene Substanzgruppen.

4.3.2. Genomweite Assoziationsstudien

Bei der Untersuchung von Butyrylputrescin und 2-Pyrr konnten keine signifikanten
genetischen Assoziationen erfasst werden.

4.3.3. Auswirkung des Rauchverhaltens auf das Vorkommen von 2-Pyrr

Proband*innen, die gegenwartig rauchen, verzeichnen deutlich hohere 2-Pyrr Werte
als diejenigen, die noch nie oder friher geraucht haben. Dennoch wurde der Stoff in
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allen drei Gruppen gefunden und Rauchen erweist sich als begunstigender, nicht aber
ursachlicher Faktor fur das Aufkommen von 2-Pyrr.

4.3.4. Wirkung von 2-Pyrr auf die Toleranz von E. coli gegenuiber erhohten
NaCl-Konzentrationen

Im ersten Testlauf blieben die Lésungen mit 0,65M NaCl klar und die Loésungen ohne
0,65M NaCl wurden trib, unabhangig davon, ob 2-Pyrr dazugegeben wurde oder nicht
(Tabelle 4, Abbildung 5). Auf dem Agar wurde dabei eine deutlich reduzierte Anzahl
von Kolonien festgestellt. Der zweite Testlauf wurde mit unterschiedlichen NaCl-
Konzentrationen durchgefuhrt. Bei Testlosungen mit Natriumchlorid-Konzentrationen
von 0,15M bis 0,45M waren die Werte der optischen Dichte bei 620nm (OD620) hoher,
wenn 2-Pyrr zugesetzt wurde. Bei den 0,55M und 0,65M NaCl Testlosungen gab es
keine Unterschiede der OD620-Werte, wenn 2-Pyrr dazugegeben wurde. Auf den
Agarplatten wurden bis zu einer Konzentration von 0,35M NaCl keine Abweichungen
durch Zugabe von 2-Pyrr festgestellt. Bei einer Natriumchlorid-Konzentration von
0,45M wurden leichte und bei einer Natriumchlorid-Konzentration von 0,55M deutliche
Unterschiede festgestellt (Tabelle 4). Es wurden unterschiedliche Proliferationsraten
von E. coli in Bezug auf die Zugabe von 2-Pyrr, fur Zellkonzentrationen bis zu einem
OD620-Wert von 0,1 nachgewiesen. Bei niedrigeren Zellkonzentrationen waren diese
Unterschiede anhand der auf Agar gewachsenen koloniebildenden Einheiten (KBE)
nachweisbar. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass 1mM 2-Pyrr das Wachstum
von E. coli in Gegenwart steigender Konzentrationen von NaCl im Medium unterstutzt
(Tabelle 4). Das Experiment stutzt also die Vermutung, dass 2-Pyrr ein

Osmoprotektivum sein konnte.
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Tabelle 6: Trubungsmessung und Dokumentation der Koloniebildung entsprechender

Testlosungen auf Agarplatten

M9 Medium mit NaCl

Visuelle

. . Visuelle Kontrollen der
(in verschiedenen ODeé20 -~
Testlauf Molarititen) Durchschnittswert P_T_on:lrs)llen der Kolonlet}lldung
mit oder ohne 2-Pyrr estiosungen A au
garplatten
. dichte KB
1 M9 0.35 trib Schicht
. dichte KB
M9 + 2-Pyrr 0.35 trib Schicht
0.65M NaCl 0.04 klar KBE Schicht
dichte KB
0.65M NaCl + 2-Pyrr 0.04 klar Schicht,
partiell KBE
. dichte KB
2 0.15 NaCl 0.28 trib Schicht
. dichte KB
0.15 NaCl + 2-Pyrr 0.37 trib Schicht
. dichte KB
0.25 NaCl 0.14 trib Schicht
. dichte KB
0.25 NaCl + 2-Pyrr 0.39 trib Schicht
dichte KB
0.35 NaCl 0.04 klar Schicht
. dichte KB
0.35 NaCl + 2-Pyrr 0.21 trib Schicht
dichte KB
0.45 NaCl 0.04 klar Schicht,
partiell KBE
. . dichte KB
0.45 NaCl + 2-Pyrr 0.08 leicht trib Schicht
vereinzelte
0.55 NaCl 0.04 klar KBE
dichte KB
0.55 NaCl + 2-Pyrr 0.04 klar Schicht,
partiell KBE
vereinzelte
0.65 NaCl 0.04 klar KBE
dichte KB
0.65 NaCl + 2-Pyrr 0.04 klar Schicht,
partiell KBE

NaCl, Natriumchlorid; 2-Pyrr, 2-Pyrrolidinessigsaure; ODs20, optische Dichte bei 620nm; N, Anzahl der
Proben; KB, Koloniebildung; KBE, koloniebildende Einheit.
visuelle Kontrollen der KB:
- dichte KB Schicht, die gesamte Flache war bewachsen; + partiell KBE, einige Bereiche zeigen
unterscheidbare KBE

- KBE Schicht, KBE sind unterscheidbar und nehmen die gesamte Agaroberflache ein

- vereinzelte KBE, KBE sind erkennbar und freie Agarflachen sichtbar
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Abbildung 7: Ausplattierte Lésungen des ersten Testlaufs mit E. coli nach Inkubation
fur 24h bei 37°C auf Blutagar.

a) M9 Loésung ohne 2-Pyrr oder NaCl; b) M9-Lésung mit 2-Pyrr und ohne NaCl;

¢) M9-Lésung ohne 2-Pyrr und mit 0,65M NacCl; d) M9-Medium mit 2-Pyrr und 0,65M
NaCl

e)

Abbildung 8: Ausplattierte Losungen des zweiten Testlaufs mit E. coli nach Inkubation
fir 24h bei 37°C auf Blutagar. Linke Seite jeder Unterguppe jeweils ohne Zusatz von
2-Pyrr, rechte Seite mit Zusatz von 2-Pyrr.

a) M9-Lésung mit 0,15M NacCl; b) M9-Lésung mit 0,25M NaCl,

c) M9-Lésung mit 0,35M NacCl; d) M9-Lésung mit 0,45M NaCl;

e) M9-Lésung mit 0,55M NacCl; f) M9-Lésung mit 0,65M NaCl
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V. Diskussion

In dieser Arbeit wurden zum einen querschnittliche Assoziationen zwischen
Speichelmetaboliten und Parodontitisvariablen und zum anderen Assoziationen
zwischen den im Querschnitt signifikanten Metaboliten und der Progression von
Zahnverlust untersucht. Es sei an dieser Stelle betont, dass Zahnverlust jedoch kein
spezifisches Ergebnis der Parodontitis ist. Zahne werden ebenfalls aufgrund von
Karies und den daraus resultierenden Folgen, Traumata oder im Zusammenhang mit
der zahnarztlichen Therapieplanung extrahiert (72). Dennoch ist das Endstadium einer
Parodontitis eindeutig mit dem Verlust von Zahnen bis hin zur Zahnlosigkeit verbunden
(Tabelle 1).

Die Metabolite mit signifikanten Korrelationen sind teilweise bereits bekannte und
teilweise bisher unbekannte Speichelbiomarker. Um erfassen zu kdnnen in welchem
Kontext die einzelnen Stoffwechselprodukte mit Parodontitis stehen, gilt es unter
anderem ihre Herkunft zurtickzuverfolgen. Durch die Betrachtung dieser
Zusammenhange konnen sich neue Erkenntnisse Uber den Pathomechanismus der
Erkrankung ergeben und potentielle Biomarker fur die Diagnostik von parodontal

erkrankten Patient*innen gefunden werden.

5.1. Diskussion uber den Ursprung potenzieller Biomarker mit

signifikanten Assoziationen zu Parodontitis
5.1.1. Polyaminregulation

Butyrylputrescin und N-Acetylcadaverin, beides Polyaminderivate, gehorten in unserer
Studie zu den am haufigsten assoziierten Metaboliten. N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat
war am deutlichsten mit dem Zahnverlust nach funf Jahren assoziiert und 5-
Aminovalerat ist ein Metabolit, der durch den Abbau von Cadaverin entsteht.

Polyamine sind mit vielfaltigen Funktionen versehene Molekile, die sich in
eukaryotischen und prokaryotischen Zellen finden lassen. Sie spielen eine wichtige
Rolle fur die Zellproliferation, Genexpression und zellulare Stressreaktion (73).
Aufgrund ihrer vielfaltigen Eigenschaften sind sie in unzahligen Prozessen
wiederzufinden, wie beispielsweise in der Wundheilung verschiedener Erkrankungen
und in der Regulation entzundlicher Reaktionen (74). Die Wirkungsweisen sind divers
und konnen in Abhangigkeit von der Konzentration auch gegensatzliche Effekte
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erzeugen. Sowohl das Fehlen als auch eine extreme Ansammlung von Polyaminen
fuhren beispielsweise zum Zelltod (75, 76). Es ist daher wenig Uberraschend, dass es
etliche enge Regulationsmechanismen wie beispielsweise Acetylierungen gibt. Je
nach metabolischem Bedarf konnen uber Acetyltransferasen
Polyaminkonzentrationen gesteuert werden (73). In aktiviertem Zustand reduzieren
diese Enzyme die positive Ladung von Polyaminen und verhindern damit
Wechselwirkungen mit anderen Molekulen (77, 78). Regulationsmechanismen kdnnen
jedoch je nach Zelltyp variieren. Erhohte intrazellulare Polyaminwerte induzieren eine
Acetylierung, was anschliel3end eine Exkretion begunstigt (74). Aus dem vermehrten
Aufkommen an acetylierten Polyaminen I4sst sich also ein vorheriger Uberschuss an
Polyaminen ablesen. Unter Berucksichtigung dieser Schlussfolgerung erklart sich das
vermehrte Auftreten von N-Acetylcadaverin mit zunehmendem Zahnverlust als Folge
einer ausgepragten Parodontitis. Fruhere Studien zeigten bereits, dass die
Entzindung des Zahnhalteapparates mit erhohten Polyaminwerten von Cadaverin und
Putrescin einhergeht (48, 56, 58, 64). Verschlimmert sich das Krankheitsbild durch
Progression, steigt vermutlich auch die Polyaminkonzentration initial bis
Regulationsmechanismen wie Acetylierungen eingreifen.

Die Metabolite Butyrylputrescin und N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat, die dem
Polyaminstoffwechsel zuzuschreiben sind, konnten Produkte von
Regulationsmechanismen sein, die bisher noch nicht genauer beschrieben wurden.
Insbesondere im Feld der Polyamine gibt es noch einige Wissenslicken zum
Verstandnis aller beteiligten Stoffwechselwege. Das zeigt auch unser metabolisches
Netzwerk, in dem ein noch unbekannter Stoff mit starker Korrelation zu Cadeverin und
N-Acetylcadaverin auftaucht.

Eindeutiger hingegen sind die Verbindungen der Polyaminderivate Butyrylputrescin,
N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat (79) und N-Acetylcadaverin zu den Polyaminen
Putrescin und Cadaverin. Beide Polyamine wurden bereits mit Parodontitis in
Verbindung gebracht (48, 56, 58, 59).

5.1.2. Oxidativer Stress

Die erhohte N-Acetyltaurin Konzentration bei Proband*innen mit Parodontitis sprechen
fur eine gesteigerte Verstoffwechselung von Taurin und dessen vermehrte Nutzung als
Antioxidant. Einer von vielen Abwehrmechanismen des Wirtes ist die Generierung von

reaktiven Sauerstoffspezies. In hohen Konzentrationen fuhren ROS zu oxidativem
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Stress und schadigen durch ihre hohe Reaktivitat Mikroorganismen aber auch
korpereigene Zellen. ROS tragen damit zur Pathogenese einiger chronischen
degenerativen Erkrankungen (80) wie zum Beispiel Parodontitis bei (81-83). Den ROS
gegenuber gestellt werden die Antioxidantien. Unter physiologischen Bedingungen
schutzen sie den Korper vor der toxischen Wirkung der ROS, indem sie Oxidantien
entfernen, inaktivieren oder den bereits entstandenen Schaden reparieren (82, 84).
Kommt es jedoch zu einem anhaltenden Ungleichgewicht zwischen freien Radikalen
und antioxidativer Abwehr zugunsten der Radikale, fuhrt dies zu einer erschopften
Kapazitat von Antioxidantien. In Chapple et al. (85) wird die reduzierte lokale
antioxidative Abwehr mit Parodontitis assoziiert und als Spiegel fur die Aktivitat von
Sauerstoffradikalen wahrend einer parodontalen Entziindung betrachtet.

Zu den Stoffen mit antioxdativen Eigenschaften zahlt unter anderem auch das Taurin,
welches schon mit erhohten Werten bei Patient*innen mit Parodontitis festgestellt
wurde (52, 59). Studien konnten bereits die abschwachende Wirkung von Taurin auf
oxidativen Stress belegen, der grundlegende Mechanismus bleibt jedoch weitgehend
ungeklart (86, 87). Wir kdnnen also zusammenfassen, dass es viele Speichelmarker
gibt, die auf erhdhten oxidativen Stress bei Parodontitiserkrankten schlie3en lassen.
Dennoch ist diese Assoziation im Fall von N-Acetyltaurin noch nicht ausreichend

belegt, wenngleich dies sehr wahrscheinlich ist.

5.1.3. Bakterieller Stoffwechsel

Die signifikanten Korrelationen von Phenylacetat, Dimethylarginin, N6,N6,N6-
Trimethyllysin und 2-Pyrr mit dem Zahnverlust nach funf Jahren sowie die
Assoziationen von Phenylacetat, 3-Phenylpropionat und 3-(4-
Hydroxyphenyl)Propionat zu parodontalen Parametern der Querschnittsanalyse sind
allesamt Anzeichen eines erhohten bakteriellen Stoffwechsels.

Die Erkrankung des Zahnhalteapparates geht mit der Besiedlung verschiedener
Bakterienstamme einher. Mit fortschreitender Reife und Wachstum der Plaque ist eine
Vermehrung der Mikroorganismen zu beobachten. Viele Bakterien sind oftmals auf
Peptide angewiesen und haben als eine Art Uberlebensstrategie die Fahigkeit
entwickelt, proteolytische Enzyme zu produzieren (88, 89). Als Antwort auf die stetige
Anwesenheit der Bakterien kommt es beim Wirt zu einer Entzindungsreaktion, die

zum Abbau des Parodonts beitragt (2).
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Unsere Ergebnisse aus der Querschnittsanalyse zeigen, dass vor allem aromatische
Aminosauren verstoffwechselt werden. Die Abbauprodukte von Phenylalanin und
Tyrosin: Phenylacetat, 3-Phenylpropionat, 3-(4-Hydroxyphenyl)Propionat sind bei
parodontal erkrankten Patient*innen mit Parodontitis signifikant erhoht. Es wurde
bereits berichtet, dass sich die Zerstorung von parodontalem Gewebe durch vermehrte
Proteaseaktivitat in gesteigerten Dipeptiden (60, 61) sowie freien Aminosauren und
Aminosauremetaboliten (51, 64) aulert. Auch in Liebsch et al. (51) wurden
insbesondere die Assoziationen zu aromatischen Aminosduren nachgewiesen.
Unsere Studie konnte diese Ergebnisse replizieren und zudem Phenylacetat mit
longitudinalem Zahnverlust in Verbindung bringen. Damit konnte Phenylacetat
moglicherweise als Biomarker im Rahmen der Parodontitisdiagnostik dienen. Auffallig
ist, dass die meisten detektierten Substanzen auf Aminosauren statt auf Peptide
zurlckzufuhren sind. Jedoch ist der Ausgangsstoff eines Metaboliten nicht immer
eindeutig bestimmbar. Es gibt eine Reihe paropathogener Keime, die sowohl aus
Aminosauren als auch aus Dipeptiden dieselben Endabbauprodukte produzieren (89).
Der Bezug vieler Metabolite zum Stoffwechsel von Bakterien konnte auch in unseren
longitudinalen Analysen beobachtet werden. Die signifikant positiven Assoziationen
von Dimethylarginin und N6,N6,N6-Trimethyllysin mit dem Zahnverlust nach funf
Jahren deuten auf eine bakterielle Uberlastung bei fortgeschrittener Parodontitis hin.
Da es sich bei diesen Metaboliten um Arginin- und Lysinderivate handelt, besteht eine
mogliche Verbindung zu P. gingivalis. Dieser paropathogene Keim gehort zu den
Spatbesiedlern, ist ein Hauptverursacher schwerer Parodontitisformen und ein
Anzeichen fur Progression (5, 90-92). Die Gingipaine Rgp und Kgp, beides
Virulenzfaktoren von P. gingivalis, spalten Proteinsubstrate nach Arginin- und
Lysinresten in Oligopeptide (93, 94). Die signifikante Korrelation zwischen
Dimethylarginin und NG6,N6,N6-Trimethyllysin, die aus unserem metabolischen
Netzwerk hervorgeht, bekraftigt deren Verbindung =zueinander bzw. ihren
gemeinsamen Ursprung.

Ebenso ist unser vielfach untersuchter Stoff 2-Pyrr vermutlich bakteriellen Ursprungs.
Die enge Beziehung zu verschiedenen Phenolsauremetaboliten und seine denkbare
Rolle als Kollagen stabilisierendes Element unterstitzen diese Annahme (95). Der
bakterieninduzierte parodontale Gewebeabbau fuhrt unter anderem zur Zerstérung
des Parodontalligaments, dessen Hauptbestandteil verschiedene Kollagentypen sind
(96). 2-Pyrr scheint zusatzlich aullerst nutzliche osmoprotektive Eigenschaften zu
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besitzen, die fur Mikroorganismen von Nutzen sind. Osmoprotektiva sind
zwitterionische kleine Molekule, die von Organismen durch Synthese oder Transport
in hohen Konzentrationen angereichert werden und dadurch die schadlichen
Auswirkungen von osmotischem Stress abmildern. Die Ergebnisse unseres In-vitro
Experiments bestatigen, dass 2-Pyrr das bakterielle Wachstum unter
hyperosmotischen Stressbedingungen unterstutzt. Daher sollte der Metabolit zukunftig
weiter untersucht werden, um seine Rolle in der Pathogenese der Parodontitis und

Biomarkerqualitat zu klaren.
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5.3. Starken & Schwachen

Eine der wesentlichen Starken unserer Analysen ist die grof3e Stichprobengroflde.
Obwohl die Speichel-Metabolomik ein aufstrebendes Forschungsgebiet ist, fehlen den
meisten Studien grof3e bevolkerungsbezogene Daten. Zudem ermaoglicht die
Replikation der Querschnittsanalyse einen Vergleich mit den Ergebnissen aus Liebsch
et al. (61), welche ebenfalls mit einer groRen Stichprobe gearbeitet haben. Die
ausgewahlte Analyse potenzieller Biomarker in Bezug auf den Zahnverlust bei
schwereren Parodontitisstadien unter Verwendung von Follow-Up Daten ist ebenfalls
einmalig.

Dennoch sollten auch Einschrankungen beachtet werden. Fur die Beurteilung des
Krankheitsverlaufs der Parodontitis wurde nur der Zahnverlust herangezogen. Erhohte
Sondierungstiefen sind ein Ubliches Krankheitsmerkmal, daher eignen sich PPD-Werte
prinzipiell gut fur die longitudinale Untersuchung der parodontalen Gesundheit. Jedoch
ist die Methodik zur Erhebung der Sondierungstiefen durch die Verwendung der
PCP11-Sonde verfalscht und es wurden Uberwiegend 3mm tiefe Taschen befundet.
Die Skalierung der Sonde fuhrt dazu, dass 2mm Taschen tendenziell héher und 4mm
Taschen tendenziell niedriger eingestuft werden. Taschentiefenwerte von 3mm
werden mit der PCP11-Sonde daher etwa 12% haufiger gemessen als mit der
PCPUNC15-Sonde (97). Da in SHIP-2 und SHIP-3 die PCP11-Sonde verwendet
wurde, konnten keine signifikanten Assoziationen von PPD-Werten im Langsschnitt

ausgemacht werden.

5.4. Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, das metabolische Speichelprofil in Zusammenhang mit
Parodontitis zu untersuchen und potentielle Biomarker sowie Stoffwechselwege im
Rahmen der Erkrankung zu erforschen. Speichelproben von 938 Proband*innen
wurden in Abhangigkeit von dentalen Gesundheitsvariablen betrachtet und
anschliefend, auf Basis dieser Ergebnisse, mit dem Zahnverlust nach funf Jahren
assoziiert.

Die Querschnittsanalyse ergab mehrere signifikant assoziierte Speichelmetabolite,
wovon Butyrylputrescin mit den meisten oralen Variablen verknupft war. Au3erdem
konnten wir die Kernergebnisse einer unabhangigen Studie replizieren und das
Potenzial von Phenylacetat, 3-Phenylpropionat und 3-(4-Hydroxyphenyl)Propionat
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bekraftigen. In der Langsschnittanalyse war der Zahnverlust nach funf Jahren am
starksten mit N,N-Dimethyl-5-Aminovalerat verbunden. Die Mehrzahl aller auffalligen
Metabolite steht in Zusammenhang mit Zellvermehrung, bakteriellem Stoffwechsel und
Gewebedestruktion. Fasst man die Analysen zusammen, sind 2-Pyrr und
Butyrylputrescin die bestandigsten Metabolite mit signifikanten Korrelationen. Daher
erscheinen sie als besonders geeignet, das Ungleichgewicht der Mundflora

widerzuspiegeln.
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IX. Anhang

9.1. Publikation

Andorfer et al. BMC Medicine (2021) 19:161
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Salivary metabolites associated with a 5- year tooth ")
loss identified in a population- based setting e
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Stefanie Samietzs, Gabi Kastenmiillers, Matthias Nauck3.?, Uwe Vélker23, Henry Vélzke®4, Laszlo N. Csonkas,
Karsten Suhre®¢, Maik Pietzner” .10t and Thomas Kocher!*t

Abstract

Background: Periodonlilis is among lhe mosl common chronic diseases worldwide, and il is one of Ihe main
reasons for tooth loss. Comprehensive profiling of the metabolite content of the saliva can enable the identification
ol novel palhways associaled wilh periodonlilis and highlighl non-invasive markers to facilitate time and cost-
effective screening efforts for the presence of periodontitis and the prediction of tooth loss.

Methods: We first investigated cross-seclional associalions ol 13 oral heallh variables wilh saliva levels of 562
melaboliles, measured by unlargeled mass speclromelry among a sub-sample (7 = 938) of the Study of Health in
Pomerania (SHIP-2) using linear regression models adjusling for common conlounders. We ook [orward any
candidale melabolile associaled wilh al leasl lwo oral variables, 10 lesl [or an associalion wilh a 5-year tooth loss
over and above baseline oral heallh slalus using negalive binomial regression models.

Results: We identified 84 saliva metabolites that were associated with at least one oral variable cross-sectionally,
for a subsel of which we observed robusl replicalion in an independent sludy. Oul of 34 melaboliles associated with
more than two oral variables, baseline saliva levels ol nine melaboliles were posilively associaled wilh a 5-year
tooth loss. Across all analyses, the metabolites 2-pyrrolidineacetic acid and butyrylputrescine were the most
consistent candidale melabaliles, likely refllecling oral dysbiosis. Olher candidale melaboliles likely reliecled lissue
destruction and cell proliferation.

Conclusions: Unlargelea melaboilic proliling of saliva replicalea melabolic signalures ol periodonlal slalus and
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Background

Periodontitis is the sixth-most prevalent health condi- tion, affecting
743 million people worldwide [1], and is associated with severe
comorbidities, such as cardiovas- cular disease, diabetes mellitus,
rheumatoid arthritis, and metabolic syndrome [2-6], as well as
impairments in the quality of life. Periodontitis is a silent disease
without grave symptoms, and the associated socioeconomic bur- den
is substantial [7]. Despite this burden, periodontitis remains
understudied and there is a clear call for action by health authorities
[8, 9]. Non-invasive techniques such as the molecular
characterization of saliva samples can help to identify early disease
markers and provide insights into underlying pathological pathways.

Periodontitis is a multifactorial inflammatory disease driven by a
dysbiotic microbiome, eliciting host defense mechanisms through
interactions of pathogen-associated molecular patterns. The oral
cavity can be colonized by over 700 different microbial species [10]
and at least 400 species can be found in the subgingival microbiome
[11]. Following continuous stimulation of inflammation medi- ators
by subgingival periodontal pathogens, chemotactic recruitment of
immune system cells increases. The de- struction of periodontal
tissues is a consequence of the dysregulated immune response [12,
13].

Up to now, reliable biomarkers for periodontitis do not exist;
therefore, developing a robust, consistent, and distinct screening tool
to detect periodontitis or to im- prove the management of
periodontitis is of high prior- ity. The saliva is an easily sampled body
fluid that has been used to map metabolic events and to survey
changes in biological processes in periodontitis [14]. Me- tabolome
profiling by mass spectrometry approaches en- ables a deep
characterization of processes driving the progression of a microbial
dysbiosis and possibly adverse host responses [15]. Previous studies
already highlighted distinct pathways associated with severe cases of
peri- odontitis [16—20], and we have shown in a large cross- sectional,
population-based study that phenylacetate was consistently
associated with various periodontitis vari- ables [16]. However,
previous studies were limited in their cross-sectional design to
disentangle whether the highlighted pathways were cause or
consequence of the disease.

In the middle-aged and older persons, periodontitis in- creases the
risk for tooth loss [21, 22]. Persons with peri- odontitis are three
times more likely to lose teeth compared to periodontally healthy
persons [23] and, vice versa, persons with future tooth loss display a
higher level of periodontal destruction at baseline [21]. In the
German adult population, periodontitis is responsible for about 30 to
40% of dental extractions [24]. We chose tooth loss as the primary
endpoint for our longitudinal analysis as it presents the most
severe outcome for

patients and wanted to know if biologically grounded as- sociations
of periodontitis with metabolites translate into significant
associations between metabolites and tooth loss over and above
current clinical measures.

Here, we systematically characterize the molecular fin- gerprint of
current and future oral health status among 938 participants of the
population-based Study of Health in Pomerania (SHIP-2) using non-
targeted metabolomic analysis covering more than 500 metabolites.
We show numerous associations between oral phenotypes and sal-
iva metabolites and replicate previous findings [16—20]. We
considerably extend current evidence by identifying a set of
metabolites, which were statistically significantly associated with a 5-
year tooth loss over and above oral health status at baseline. Among
these metabolites, butyrylputrescine and 2-pyrrolidineacetic acid (2-
pyrr), putatively of microbial origin, might be promising candi- dates
to be evaluated in future studies.

Methods

Study design

The Study of Health in Pomerania (SHIP) is a population-based
cohort study in the north-eastern part of Germany [25]. Using a two-
stage cluster sampling procedure [26], 7006 Caucasian subjects were
randomly drawn, proportional to community population size, and
stratified by age and gender. Of 6265 eligible subjects, 4308
participated between 1997 and 2001 (SHIP-0, re- sponse 68.8%).
Follow-up examinations were conducted after 5 (SHIP-1), 11
(SHIP-2), and 16 years (SHIP-3)

[27].

For the present study, we used data from SHIP-2 and SHIP-3. In
total, 2333 subjects aged 30 to 93 years par- ticipated in SHIP-2.
Among these subjects, we selected 1000 participants, who had dental
follow-up data in SHIP-3, for metabolic profiling of saliva samples
using the Metabolon HD4 platform (Metabolon Inc., Durham, USA).
Out of those, we excluded 22 participants whose saliva
measurements did not pass the quality control and another 40
participants due to missing values in vari- ables considered as
confounders in the statistical ana- lysis. The final data set for
statistical analysis included up to 938 individuals (depending on the
oral health variable).

Oral examination

Examinations were conducted in a dental chair with light and
without saliva ejector or air jet. Using the half- mouth method (i.e.,
alternating on the left or right side), periodontal probing depth (PPD)
and clinical attachment level (CAL) were assessed on four sites
(mesiobuccal, midbuccal, distobuccal, and midpalatinal/midlingual)
of all teeth excluding the third molars using a periodontal probe
(PCP-11, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). The



presence of supragingival plaque and supragingival cal- culus was
recorded on the same four sites at the first in- cisor, canine, and first
molar. If a tooth was missing, the next distally located tooth was
considered. The number of teeth was registered excluding wisdom
teeth. A dental interview completed the measures.

Coronal cavities were diagnosed visually or using a periodontal
probe (PCP-11, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA) [28]. Carious defects,
fillings, secondary caries, and missing teeth were registered by
surface (occlusal, me- sial, distal, vestibular, and oral) with the
exception of wisdom teeth using the half-mouth method (alternating
on the left or right side). The number (DF-S) and the percentage of
decayed or filled surfaces (DF-S%) were based on a maximum of 14
permanent teeth (excluding third molars), resulting in 64 surfaces
being assessed in total. Information on the presence of removable
pros- theses in the upper or lower jaw was retrieved from the dental
interview.

Five calibrated and licensed dentists performed the dental
examinations. Calibration exercises were con- ducted every 6—12
months. In SHIP-2, intra-class corre- lations of 0.76—0.88 per
examiner and an inter-class correlation of 0.74 for CAL were
achieved. For PPD, the intra-class correlation was 0.70-0.78 per
examiner and the inter-class correlation was 0.70. In SHIP-3, intra-
class correlations of 0.92-0.97 per examiner and an inter-class
correlation of 0.98 for CAL were achieved. For PPD, the intra-class
correlation was 0.69—-0.92 per examiner and the inter-class
correlation was 0.91. For caries assessments in SHIP-2, intra-rater
kappas were 0.83—1.00, while pairwise inter-rater kappas were 0.72—
1.00.

For cross-sectional analyses, the following oral examination
variables were derived: mean PPD, cumu- lative PPD from pockets
with PPD 24 mm (CumPPD4+), percentage of sites with PPD =3
(PPD 3+mm%) or 4 mm (PPD 4+mm%), mean CAL, per- centage of
sites with CAL =3 (CAL 3+mm%) or 4 mm (CAL 4+mm%),
number of missing teeth (MT count), percentage of sites with
plaque, percentage of sites with calculus, a variable combining
information on removable prostheses and MT count (Prosthesis/
MT), DF-S, and DF-S%.

Probably due to methodological problems associated with the
periodontal probe [29], distributions of peri- odontal variables, which
were based on PPD and CAL measures, were implausibly shifted to
the left, indicating on average an improvement of the periodontal
status. This was contradicting the fact that about 30% of partic- ipants
lost at least one tooth. Thus, we renounced from the analysis of the
progression of periodontitis variables and restricted longitudinal
analyses to a 5-year change in the number of teeth as the outcome.
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Covariates

Sociodemographic and behavioral parameters have been assessed by
computer-assisted personal interviews. The smoking status was
classified as never, former, and current smoking. Standardized
measurements of the body height and weight were performed with
calibrated scales, and the body mass index (BMI) was calculated as
weight divided by height? (kg/m?). Diabetes mellitus was defined as
having known diabetes in SHIP-2 or glycated hemoglobin level of
(HbA1c) = 6.5% or non-fasting serum glucose 211.1 mmol/Il. Known
diabetes mellitus in SHIP-2 was defined as physician’s diagnosis or
antidia- betic medication intake (Anatomic Therapeutic Chem- ical
classification system; code A10) either in SHIP-0, SHIP-1, or SHIP-2.
The follow-up time of the examina- tions was indicated in years.

Saliva samples

For the collection of saliva samples, a hygienic extraction system
(Salivette®; Sarstedt, Nirnbrecht, Germany) was used. The subjects
were instructed to chew on a plain cotton roll to stimulate salivation.
After exactly 1 min, the rolls containing the absorbed saliva were
placed into the Salivette® and centrifuged immediately at 1000 g for
20 min at 4°C. The ejection of food remnants, cell deb- ris, and
insoluble materials led to a supernatant, which was stored at —80°C
until further analysis.

Metabolic profiling of saliva samples was conducted by Metabolon
Inc. (Hallbergmoos, Germany) using the Metabolon Discovery HD4
platform. For each sample, four different ultra-high-performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/ MS)
methods were applied to allow for maximum cover- age of the small
molecule content. Metabolon uses an internal reference library with
more than 3000 pure chemical compounds to identify metabolites
based on retention time/index, mass to charge ratio, and chroma-
tographic data. All named compounds fulfill tier 1 or tier 2 (indicated
by a star) criteria according to the metabo- lomics reporting
standards [30]. Additional mass spectral entries have been created
for structurally unnamed bio- chemicals, which have been identified
by virtue of their recurrent nature (both chromatographic and mass
spec- tral). We accounted for daily variation in instrumental
performance by applying a run day-median normalization and
transformed normalized intensities using the logarithm to the base 2.
To account for differ- ent dilutions of saliva samples, we applied
probabilistic quotient normalization by estimating a dilution factor
for each saliva sample based on 174 metabolites com- mon to all
samples [16]. We used the Mahalanobis dis- tance on a reduced
metabolic space defined by the first ten principal components of
the saliva metabolite data
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to identify saliva samples differing more than three standard
deviations from the multi-dimensional mean.

After processing, 562 saliva metabolites remained for statistical
analyses. Out of these, 64 metabolites could not be unambiguously
assigned to a chemical identity and are designated to hereafter with
an X, combined with a unique number.

Statistical analysis

Firstly, to replicate previous findings [16], we cross- sectionally
evaluated linear associations between the identically defined 13
dental exposure variables with sal- iva metabolite levels (outcome)
adjusting for age (as re- stricted cubic splines with three knots), sex,
BMI, smoking status, and diabetes mellitus (see Fig. 1). We compared
effects estimates for 156 commonly detected metabolites with those
published in [16] using Pearson correlation coefficients.

To test candidate metabolites for associations with a 5- year tooth
loss, we used negative binomial regression models adjusted for the
above-named confounders as well as respective baseline levels of the
outcome and the follow- up time (as an offset variable). Only
metabolites with 22 significant cross-sectional associations with PPD-
, CAL- related variables, DFS, DFS%, or MT count were selected as
exposure variables in longitudinal analyses. We derived in- cidence
rate ratios (IRRs) and 95% confidence intervals.

We accounted for chance findings due to multiple testing by
controlling the false discovery rate (FDR) at

5%, that is, approximately 5% of the metabolites pre- sented as
significant associations might be false- positive ones. This type of
error control makes use of the fact that the distribution of p values
of multiple unrelated statistical tests on the same cohort follows
a uniform distribution if the null hypothesis is true. In other
words, the p value can take each value be- tween zero and one with
an equal chance and an ac- cumulation of small p values indicates the
presence of true positive effects. The 5% threshold reflects this
acceptance rate. Adjusted p values were referred to as g values.

We used Gaussian graphical modeling to derive a data-driven
metabolic network based on 260 metabolites with less than 25%
missing values and imputed remaining missing values using a
Random Forest ap- proach as implemented in the R package
“missForest.”

For metabolites with significant associations in the longitudinal
study part, we performed phenome-wide as- sociation (PheWAS) and
genome-wide association stud- ies (GWAS). The method is described
in detail in the Supplementary Methods (Additional file 1 [31-40]).

All statistical analyses were done in R version 3.6.1 (www.r-
project.org) and Stata/SE 14.2 (StataCorp, Col- lege Station, TX,
USA).

Results
A detailed description of the study population is given in Table S1
(Additional file 1). Briefly, participants were on
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average 53 years old, women and men were equally rep- resented,
80.9% of whom were non-smokers at the time of the SHIP-2
examination, and 8.5% had known or di- agnosed diabetes mellitus.

Cross-sectional associations between oral variables and saliva
metabolites

Each of the oral variables was significantly associated with saliva
levels of at least one out of 84 metabolites (Fig. 1). Out of those, 51
metabolites have not been re- ported yet, which might be most likely
attributable to the larger coverage of our metabolomics platform.
PPD variables (e.g., cumPPD4+ associated with 36 metabo- lites) and
plaque (36 hits) were the most prominent oral variables, whereas CAL
variables associated with saliva levels of only a few metabolites (<10).
Tooth count was in the middle of the spectrum. The metabolic
profile for PPD variables largely overlapped, including strong posi-
tive associations with N-methylated amino acids, such as N,N-
dimethyl-5-aminovalerate, catabolites of amino acids, such as
phenylacetate, or metabolites of likely ex- ogenous origin such as 2-
pyrr. Some but not all of these associations were shared with
plaque, which was
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additionally associated with members of the glutamate metabolism like
N-actelyglutamate. We noted that most (168/198 85%) of the
associations were positive, which might indicate generally higher
metabolite levels in states of poor oral health, possibly driven by tissue
deg- radation and enhanced microbial metabolism. Butyrylpu- trescine
was associated with the highest number (N =11) of oral variables.

We observed high correlation coefficients between this study and
our previous work when comparing effect es- timates (Fig. 2,
Additional file 1: Figure S1), most not- ably for oral variables that
showed evidence for any association. In particular, we replicated our
most prom- inent previous findings, namely 3-phenylpropionate,
phenylacetate, and 3-(4-hydroxyphenyl)propionate with consistent
effect directions.

Association of saliva metabolites with a 5-year tooth loss

A total of 34 metabolites were associated with two or more oral
variables, which we used as candidates for longitudinal analyses
to minimize the testing burden. Of the 34 candidate metabolites,
nine were significantly as- sociated with a 5-year tooth loss, even
after adjustment
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forthe baseline oral health status, with IRRs ranging be- tween 1.19
and 1.28 (Fig. 3). The highest IRR value was estimated for N,N-
dimethyl-5-aminovalerate (IRR 1.28 (95% CI 1.10, 1.49), g
value=0.017). This indicated an additional effect of metabolite
levels over and above what might have already been present at
baseline.

A saliva metabolite network

To derive a sparse but informative network to link me- tabolites and
hence group association patterns, we ap- plied Gaussian graphical
modeling and were able to map 260 metabolites linked by 215 edges
(Fig. 4). Projecting the results from the cross-sectional analysis onto
this network enabled us to identify groups of metabolites with less
obvious connections compared to literature re- search. In particular,
2-pyrr belonged to a subnetwork with metabolites such as 3-
phenylpropionate and phenylacetate.

Phenome-wide association studies

To gain better insights into the metabolites showing sig- nificant
associations with a 5-year tooth loss, we lever- aged the deep
phenotyping of the SHIP-2 cohort and tested associations with 59
different phenotypes (Add- itional file 1: Tables S2-S10). Smoking was
significantly associated with saliva levels of 2-pyrr, X-23662, butyryl-
putrescine, N,N-dimethyl-5-aminovalerate, cadaverine, and N-
acetyltaurine (see Table 1). Characteristics related to cardio-
metabolic disorders were significantly associ- ated with saliva levels
of X-23662, cadaverine, N6,N6,

N6-trimethyllysine, and N-acetyltaurine. Inflammatory markers were
significantly associated with saliva levels of 2-pyrr, X-23662,
butyrylputrescine, cadaverine, N6,N6, N6-trimethyllysine, and
dimethylarginine. Finally, obesity was significantly associated with
saliva levels of X-23662, cadaverine, N6,N6,N6-trimethyllysine,
phenylacetate, and dimethylarginine.

Genome-wide association studies

We performed genome-wide association studies to iden- tify genetic
determinants of two of our most promising candidate metabolites 2-
pyrr and butyrylputrescine mo- tivated by earlier studies with strong
effects even at a small or moderate scale [41]. However, we obtained
no signal passing the genome-wide significance threshold (p< 5e—8)
in a standard GWAS analysis (Additional file 1: Supplementary
Methods and Results, Table S11 and Fig- ures S2 and S3).

Discussion

Periodontitis is a common chronic condition associated with a large
comorbidity burden, and we investigated molecular profiles of saliva
samples to identify pathways of periodontitis and tooth loss
progression in a large population-based sample. We identified a
broad range of periodontitis-associated metabolites indicating tissue
de- struction, dysbiosis of the oral microbiome, and possibly cell
proliferation in cross-sectional analysis replicating and augmenting
previous work [16]. Non-invasive bio- markers identifying people at
highest risk can spare time
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for both, the patient and the dentist, because periodon- titis is a silent can be caused by multiple factors, including caries, trauma, and
disease, often overlooked and under- treated in dental offices and prosthetic treatment decisions, periodontitis is the most important
can only be accurately diagnosed by cumbersome clinical contributor among middle-aged and older individuals and the
examinations with a certain discomfort. convergence of metabolites associated with periodontitis at baseline

We next showed that molecular profiles of periodon- titis, on tooth loss at follow-up adds a novel biological layer, including

representing multiple biological mechanisms, par- tially translate into severe periodontal breakdown, which triggered the dentist to
prospective associations, that is, saliva levels at baseline being strongly extract these teeth. At baseline, subjects without tooth loss had a
associated with tooth loss after 5 years of follow-up. While tooth mean CAL of 2.284+1.17 mm, while subjects with tooth loss had
loss a mean CAL of 3.13+1.44 mm
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(Additional file 1: Table S1). On tooth level, retained teeth had a
maximum CAL of 3.22+1.74 mm, whereas extracted teeth had a
maximum CAL of 6.07£3.06 mm. Thus, the periodontal breakdown
was closely related to a 5-year tooth loss in SHIP.

We showed that nine metabolites, including the yet unreported 2-pyrr
and butyrylputrescine, as well as pre- viously reported ones such as
phenylacetate, associated with a 5-year tooth loss over and above
oral health sta- tus at baseline pointing towards the opportunity to use
simple non-invasive saliva sampling to identify people at risk for tooth
loss. Only one (phenylacetate) of the nine identified metabolites was
also associated with oral health status in the cross-sectional analysis,
clearly em- phasizing the gain using the state-of-the-art metabolo-
mics techniques for biomarker discovery. In accordance with previous
studies, the identified molecular signatures for tooth loss point to
surrogates of bacterial metabol- ism, cell proliferation, and host
defense mechanisms (Additional file 1: Table S12). These data support
the as- sumption that these periodontal metabolites predict tooth
loss.

We chose a 5-year tooth loss as the primary outcome in
longitudinal analysis, as it represents the most severe end of the
spectrum of periodontitis. To our knowledge, we are the first to
successfully associate baseline metab- olite levels in saliva with a 5-
year tooth loss, thereby opening also new perspectives for tooth loss
prediction.

2-Pyrrolidineacetic acid

Saliva levels of 2-pyrr were strongly associated with tooth loss.
Biomedical literature about this metabolite, however, is sparse. One
potential biological source of 2- pyrr is the tobacco plant [42] and
our PheWAS ap- proach highlighted smoking as one of the very few
health characteristics associated with 2-pyrr (see Add- itional file 1:
Figure S4), and it is well known that smok- ing increases periodontal
disease progression [43]. Besides 2-pyrr being an exogenous smoking
metabolite, smoking shifts the subgingival microbiome towards a
pathogen enriched community [44]. This shift may favor bacterial species
that can produce 2-pyrr or related ca- tabolites. The high detection
frequency of 2-pyrr across all participants makes it, however, less
likely that 2-pyrr is solely of exogenous origin or due to smoking-induced
microbiome shift. A hypothesis further supported by the persistence of
the association in statistical models con- trolling for smoking status. The
missing  association with other major cardiometabolic and
anthropometric health variables in our PheWAS pinpoints to the local
origin of 2-pyrr, which is supported by the metabolic network, in which
2-pyrr was in close proximity to previously de- scribed bacterial
degradation products such as 3- phenylpropionate, phenylacetate,

or 3-(4-
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hydroxyphenyl)propionate (Fig. 4) [16, 45]. Another po- tential local
source of 2-pyrr could be collagen turnover in the periodontium,
since pyrrolidine residues contrib- ute to the stability of collagen [46]
and increased colla- gen turnover has been suggested as a predictive
marker of alveolar bone loss [47].

Butyrylputrescine,
aminovalerate

N-acetylcadaverine, and N,N-dimethyl- 5-
Butyrylputrescine and N-acetylcadaverine, which are both
polyamine derivatives, were among the most con- sistently
associated metabolites in our study and our PheWAS results (Table 1)
confirmed the association of butyrylputrescine with bad breath
(using a “Sulphide Monitor”) [48], a typical symptom of periodontitis.
Poly- amines contribute to various eukaryotic and prokaryotic cellular
processes, and their levels are tightly controlled by multiple factors
[49, 50], as both the absence and ex- cessive accumulation of
polyamines lead to cell death [51]. The fact that higher levels of N-
acetylcadaverine as- sociated with periodontitis and ensuing tooth
loss might therefore indicate a local excess of polyamines in the
periodontal tissues [18, 45, 52]. The primary source of polyamine
excess, however, remains to be established, but our PheWAS
approach implicated systemic inflam- matory host factors to be
associated with saliva levels of polyamines (Table 1), which may be
caused by a spill- over of inflammatory markers into the circulation.
One might speculate that, again, oral microbiota contribute to
polyamine excess by metabolizing periodontal host amino acids such
as ornithine and lysine [53, 54]. Fur- ther, 5-aminovalerate is a
metabolite produced by the catabolism of cadaverine [55] and its
increased occur- rence induces cellular excess of cadaverine.
Altogether, the increased bacterial load associated with periodontitis
might lead to increased polyamine levels reflected by the mutual
increase of modified catabolites, which may have a longer half-life in
the oral metabolome.

Dimethylarginine and N6,N6,N6-trimethyllysine

Various oral bacteria rely on the breakdown of host di- peptides as an
energy resource and the documented as- sociation of
dimethylarginine and N6,N6,N6- trimethyllysine with a 5-year tooth
loss might well fit into this pattern. Briefly, periodontal tissue
breakdown is carried out by activated proteases of host and bacteria,
resulting in higher levels of dipeptides [17, 56], free amino acids, and
amino acid metabolites [16, 18]. The ability of bacteria to produce
proteolytic enzymes consti- tutes a survival strategy [57, 58].
Dimethylarginine and N6,N6,N6-trimethyllysine are arginine and
lysine deriva- tives, and they might be linked to Porphyromonas (P.)
gingivalis. P. gingivalis is considered a central periodon- tal
pathogen, which shifts a healthy into a dysbiotic
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subgingival microbiome, initiating inflammatory break- down [12].
Arginine-gingipain and lysine-gingipain, which are virulence factors
of P. gingivalis, cleave pro- tein substrates after arginine and lysine
residues in oligo- peptides [59, 60].

Phenylacetate

We replicated our previous observation of a strong and consistent
association between saliva levels of phenylace- tate and oral variables
and further showed that saliva levels were associated with a 5-year
tooth loss. While we speculated previously that 3-phenylacetate,
similar to 3- phenylpropionate and 3-(4-hydroxyphenyl)propionate,
likely originates from microbial metabolism, the current study
allowed us to expand on this. The derived meta- bolic network puts
those metabolites in close proximity to 2-pyrr, which might point
towards a common com- munity of bacteria contributing to the
saliva pool of all of these metabolites. Further, our PheWAS
approach identified waist circumference (which is a host factor)
positively associated with phenylacetate, which led us to hypothesize
on a systemic origin of phenylacetate. This metabolite has been
measured in body fluids other than saliva, including blood and urine
[61-63], and (passive) exchange processes between blood and saliva
might ex- plain a connection between both. However, higher plasma
levels of phenylacetate have been associated with chronic renal
failure [64], arterial vascular properties in patients with end-stage
chronic kidney disease [61], and high fat diet-induced initiation of
insulin resistance in mice [65].

N-acetyltaurine

The association between saliva levels of N-acetyltaurine and a 5-year
tooth loss is puzzling, since little is known about this compound in
general. It may relate to the an- tioxidative properties of its closely
related compound taurine [66, 67], which might have a role in the
host re- sponse releasing reactive oxygen species to fight bacteria. If
the imbalance between reactive oxygen species and the antioxidant
defense continues in favor of free radi- cals, the antioxidant capacity
is exhausted, which con- tributes to periodontal tissue destruction
[68]. However, N-acetyltaurine might also be host derived since saliva
levels were associated with host characteristics, such as smoking and
serum triglyceride levels (see Table 1), and previous studies have
already linked this metabolite to exogenous health-modifying
circumstances, including intake of alcohol and endurance sports [69—
72].

Strengths and limitations of our study

Major strengths of our analyses are the longitudinal de- sign, large
sample size, replication of cross-sectional findings [16], and a
detailed assessment of the oral

health status. However, our study was explorative and not designed
to establish causality.

Clinical implications

Periodontitis is often overlooked [73] and undertreated, and there is
no accurate biomarker to indicate the pres- ence of periodontitis
and/or to monitor periodontal sta- bility after active treatment. In our
cross-sectional analysis, 2-pyrr and N6,N6,N6-trimethyllysine were
not significantly associated with supragingival plaque, which causes
gingivitis, but with phenotypes of periodontitis. This finding indicates
that at least these two biomarkers are exclusively increased during
periodontal breakdown and thus might be highly sensitive for
periodontitis. Fur- ther, prospective studies are needed to quantify
the sen- sitivity, specificity, and diagnostic accuracy of such
biomarkers or combinations thereof.

Preventive dental care in which consumers can evalu- ate their
periodontal health and communicate with the dental team on an
ongoing or as-needed basis may re- duce health care cost and offer
new possibilities to de- liver care. A point-of-care (POC) device, based
on non- invasive biomarkers, such as identified in the present study,
may open a new avenue for such periodontal home care. If patients
were able to screen themselves for periodontitis, they could initiate
self-treatment, because incipient and moderate periodontitis can be
halted or at least retarded by improved oral home care measures
[74].

To improve prediction, many attempts were made and some
commercial kits based MMP-8 as the product of the host response
or on putative periodontal pathogens were launched, but neither of
these biomarkers was sen- sitive and specific enough and no
breakthrough was achieved for monitoring periodontal stability [75].
Fur- thermore, periodontal progression is often very slow and
maintenance sessions could be extended [76], if home monitoring by
these biomarkers would be feasible. Fu- ture treatment studies have
to find out if our detected biomarkers add diagnostic benefit to
periodontal care.

If a combination of biomarkers was predictive for fu- ture tooth
loss, the periodontal community would have a tool to deliver a
tailored periodontal therapy. A large multicenter study showed that
hitherto used clinical var-iables were insufficient to predict tooth loss
[77]. The 2017 World Workshop on the classification of periodon- tal
conditions suggested that the extent of tooth loss has to be a part of
staging periodontal disease severity, but periodontitis case
definitions should extend beyond phenotypic disease symptom
description and include biological features, which may help to adopt
amore pre- cise periodontitis management in the future, because not
all patients respond equally good to standard therapeutic measures
and some patients are more prone to tooth



loss than others. It provided a diagnostic framework which calls for
the inclusion of biomarkers for prognosis [78].

Conclusions

We identified a distinct profile of saliva metabolites as- sociated with
tooth loss. Specifically, 2-pyrr and butyryl- putrescine were strongly
associated with a 5-year tooth loss over and above current oral status
and might hence have potential as biomarkers for screening purposes
to identify periodontally diseased subjects (diagnostic), but also to
identify subjects at risk for more tooth loss (pre- diction). The
metabolic profile seemed to be enriched for markers of a dysbiotic
oral microbiome and the re- spective host response. The ability of
identified candi- date metabolites to enable effective screening or
prediction has to be established in appropriate settings. However, it
should be noticed that tooth loss is not an outcome that is specific to
periodontitis. Thus, the saliva metabolites associated with tooth loss
may also be linked with other non-periodontal mechanisms. We
further note that replication of the results in cohorts of different age
and ethnic distribution, and health conditions is warranted, as is the
integration of oral microbiome data to improve our understanding of
how host and microbial metabolism is interlinked and possibly drives
periodon- titis progression.
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