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1. Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Parodontitis

Die Parodontitis ist eine entziindliche Erkrankung aller Bestandteile des Zahnhalteapparates.
Hierzu z&hlen die marginale Gingiva, das Sulcus- und das Saumepithel, das Wurzelzement,
das Desmodont und der Alveolarknochen. Unbehandelt fuhrt die Parodontitis zur Destruktion
des Zahnhaltapparates und somit zum vorzeitigen Zahnverlust.

Der Krankheitsverlauf kann aggressiv oder chronisch sein, wobel die Prozesse jeweils lokal
oder auch generalisiert ablaufen kdnnen [1]. Die chronische Parodontitis ist die haufigste
Form und tritt vor allem bei Erwachsenen ab der 4. Lebensdekade auf. Mit steigendem Alter
nimmt die Anzahl der erkrankten Zahnflachen zu. Untersuchungen aus der 3. Deutschen
Mundgesundheits-Studie ergaben, dal? in der Altersgruppe von 35-44 Jahren ca. 45 % der
Zahnflachen und in der Gruppe von 65-74 Jahren bereits ca. 70 % der Zahnflachen betroffen
waren [2].

Zunéachst ist die Erkrankung an Molaren des Ober- und Unterkiefers lokalisiert. Ein Grund
dafUr ist die anatomische Wurzelmorphologie, die Bifurkationen aufweist und damit Nischen
fur Bakterienansammlungen bildet. Im spateren Krankheitsverlauf werden weitere
Zahngruppen in Mitleidenschaft gezogen. Klinische Anzeichen der Erkrankung sind
Belagsakkumulationen, Blutung auf Sondierung, Formierung parodontaler Taschen aufgrund
von Gewebeabbau sowie ein erhdhter Beweglichkeitssgrad [3].

Das Entstehen einer Parodontalerkrankung ist ein multifaktorielles Geschehen. Gram-
negative, anaerobe Bakterienspezies wie Bacteroides forsythus, Porphyromonas gingivalis
und Actinobacillus actinomycetemcomitans werden mit der Entstehung und Progression der
Erkrankung in Verbindung gebracht. In  friheren Studien wurde der Zustand des
Zahnhalteapparates in Bezug zu mangel hafter Mundhygiene untersucht. Uber einen Zeitraum
von 15 Jahren wurde eine Population in Sri Lanka begleitet, in der keine Mundhygiene
betrieben wurde. 8% der Population erkrankten an einer aggressiven Form der Parodontitis
mit schnell fortschreitendem Attachmentverlust. 81% der Population zeigten eine chronische
Parodontitis mit maldig voranschreitendem Attachmentverlust. 11% zeigten keine Progression
trotz erheblicher Plagueakkumulationen [4]. Demnach spielen neben Bakterien noch weitere
Aspekte bei der Manifestation einer Parodontitis eine Rolle. Hier sind die Wirtsabwehr, der
Gewebestoffwechsel, genetische und umweltbedingte Risikofaktoren zu nennen.

Die Immunabwehr stellt einen Schutz gegen rapid vermittelten und auspepragten

Gewebeschaden dar. Weiterhin wird einer Bakteridmie entgegengewirkt. Der Preis fur diesen
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Schutz ist allerdings die langsame Gewebedestruktion durch pro-inflammatorische
Reaktionen und die Produktion von Cytokinen, welche den Gewebeabbau vermitteln [5].

Ein Hauptrisikofaktor f r Parodontitis ist das Rauchen. Vorangegangene Untersuchungen
zeigten, dail leichte Raucher ein 2-fach und starke Raucher ein bis zu 7-fach erh htes Risiko
haben, an Parodontitis zu erkranken. Das Rauchen vermindert die Immunantwort und f hrt
gleichzeitig durch rauhe Raucherbel ge zu erh hter Plaqueanlagerung [6].

Es wird auch davon ausgegangen, dall chronischer Stress, Depresson und andere
psychosoziale Komponenten Risikofaktoren f r Parodontitis darstellen. Dabei wird vermutet,
dall diese Faktoren Einflul auf das |mmunsystem nehmen [6].

Auch Erkrankungen wie Diabetes mellitus und medikament se Therapien (Phenytoin,
Cyclosporin A oder Dihydropyridine) f hren oft zu parodontalen Erkrankungen bzw.
beg nstigen diese[7].

F r die Tatsache, dall bei gleicher exogener Belastung nicht alle Menschen eine Parodontitis
entwickeln, werden genetische Risikofaktoren vermutet [10]. Dabei spielen beispielsweise
Polymorphismen von pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1, TNF-a, MPO) eine Rolle
[8,9].

Weiterhin werden auch Erbkrankheiten wie die Phagozytendysfunktion, das Down-Syndrom,
das Papillon-Lefevre Syndrom oder das Ehlers-Danlos Syndrom mit der Entstehung von
Parodontitiden in Verbindung gebracht [4].

Die unmittelbare Folge der Parodontitis ist der fr hzeitige Zahnverlust. Dar ber hinaus kann
die Parodontitis auch mit anderen allgemeinen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden.
Beispielsweise wurde ein erh htes Risiko f r kardiovaskul re Erkrankungen, Schlaganf lle
oder f r bakterielle Pneumonien festgestellt [6]. Des weiteren besteht bei parodontal
erkrankten, schwangeren Frauen ein erh htes Risiko f r eine spontane Fr hgeburt mit
untergewichtigen Neugeborenen [11].

Eine kausale Parodontitistherapie beinhaltet die Beseitigung von Bel gen und damit der
Mikroorganismen, welche die entz ndlichen Reaktionen hervorrufen. Dabel werden supra-
und subgingivale harte und weiche Bel ge entfernt. Das geschieht durch die Bearbeitung der
Wurzeloberfl chen mit Handinstrumenten (K retten) oder mit Ultraschallger ten. Neben der
Plaqueentfernung werden die Oberfl chen gegl ttet, um eine erneute Plaqueanlagerung zu
vermeiden. Das geschieht zun chst als geschlossene K rettage. Parallel dazu erfolgt eine
ausf hrliche Mundhygieneinstruktion und -motivation des Patienten, um eine Akkumulation
neuer Bel ge und die damit verbundene entz ndliche Reaktion zu vermeiden. Somit wird die

Entz ndung gestoppt, die Taschentiefe reduziert und das Attachment verbessert. Bestehen
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danach weiterhin entz ndliche Ver nderungen oder tiefe Taschen, wird eine chirurgische
Therapie durchgef hrt.

Hierbei wird im Rahmen einer Lappen-OP die Gingiva abpr pariert, Granulationsgewebe
entfernt und die Wurzel oberfl chen von vorhandenen Bel gen unter Sicht gereinigt.

Zur Zeit besteht noch keine M glichkeit, genetische Risikofaktoren therapeutisch zu
beeinflussen. Untersuchungen auf diesem Gebiet und Untersuchungen, die den genauen
Ablauf der Gewebedestruktion betrachten, haben zum einen das Ziel, das Krankheitsbild
Parodontitis besser zu verstehen, und zum anderen neue therapeutische Ansatzpunkte zu
finden [2].

1.2. Destruktion des Zahnhalteappar ates

Jeder Parodontitis geht eine Gingivitis voraus. Mit zunehmender Progression der L sion und
fortschreitender Plaguefront ber die Schmelz-Zement-Grenze hinaus ist das Stadium der
Parodontitis marginalis erreicht.

Aufgrund der bakteriellen, toxischen Stoffwechselprodukte kommt es zu einer lokalen
Gewebesch digung. Da ale parodontitisassoziierten Bakterien gram-negativ sind, ist neben
den mikrobiellen Enzymen vor allem das Lipopolysaccharid als Bestandteil der Zellmembran
in Zusammenhang mit der Entstehung von Parodontitis zu bringen. Durch Penetration in das
Epithel und umliegende Gewebe kommt es zur direkten Sch digung des Parodontiums.
Aulerdem kommt es zur Aktivierung der Immunabwehr. Dieses f hrt zu einer
Entz ndungsreaktion, welche mit weiterer Gewebezerst rung einhergeht.

Die Entz ndung f hrt zur Steigerung der Permeabilit t der kleinen Blutgef Oe. Diese
exprimieren Adh sionsmolek le, die es polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten
(PMNL), B- und T-Lymphozyten erm glichen, entlang dem chemotaktischen Gef lle ins
Gewebe zu penetrieren. Sie reagieren mit der Bildung von Antik rpern und Cytokinen. Im
Zuge der weiteren mikrobiellen Exposition werden Makrophagen und Fibroblasten aktiviert,
wodurch weitere Monozyten und Lymphozyten rekrutiert werden. Aktivierte Makrophagen,
Fibroblasten, PMNL und Epithelzellen produzieren Matrix-Metalloproteinasen (MMP), was
zum weiteren Abbau von Gewebefasern f hrt. Es werden auch andere Zytokine wie
Prostaglandin E, , IL-1, TNF-a und IL-6 produziert, die durch Osteoklastenaktivierung zu

einer gesteigerten Knochenresorptionf hren [2,4,5].
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1.3. Aufgabenstellung

Mit dieser Arbeit sollte ein Beitrag zur Rolle von PMNL, MMPs, 1L-1 und Apoptose beim
parodontalen Gewebeabbau geleistet werden. Hierzu wurde Granulationsgewebe
immunhistochemisch auf Elastase (PMNL-Marker), IL-1a, MMP-1, MMP-8, c-Casp-3,
c-Casp-6 im Vergleich zu gesunden Proben (r ntgenologisch kein Knochenabbau
nachweisbar) untersucht. Um zu berpr fen, ob eine Korrelation zwischen der Expression von
Caspasen und der Apoptose vorliegt, wurde aulerdem eine TUNEL-Untersuchung
durchgef hrt.
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2. Theor etische Grundlagen
2.1. polymor phkernige neutrophile L eukozyten (PMNL)

Die PMNL machen einen Anteil von ca. 60% ( ca.4000-5000/ul) der Leukozyten aus. Sie
entwickeln sich im Knochenmark und gehoren der Herkunft nach zu den myeloischen Zellen.
Obwohl sie den grofiten Teil der Leukozytenfraktion des Blutes darstellen, befinden sich die
meisten PMNL im Knochenmark. Die Lebensdauer ist kurz, ihre Halbwertszeit im Blut
betragt ca. 7,5 h [13].

2.1.1. mor phologische Char akterisierung der PMNL

PMNL haben einen Durchmesser von 12um. Der Zellkern ist unregelmaiiig geformt und zeigt
eine Segmentierung. Kennzeichnend fur das Zytoplasma ist das Vorkommen von Granula
(50-200 pro Zelle). Zu unterscheiden sind azurophile von den spezifischen Granula. Ihre
Bestandteile sind in Tab.2.1 aufgefihrt. Das rauhe endoplasmatische Retikulum ist zart
ausgebildet, es gibt wenig freie Ribosomen und einige Mitochondrien. Auferdem sind
Sekretvesikel und Glycogengranula zu finden. PMNL nutzen zur Energiegewinnung
hauptsachlich anaerobe Glykolyse, wobei die aerobe Glykolyse ebenso méglichist [12].

Tab.2.1: Bestandteile von PMNL-Zytoplasmagranula

Bestandteile Azurophile Granula Spezifische Granula

Mikrobizide Enzyme Myeloperoxidase Lysozym
Lysozym
Neutrale Proteinasen Elastase Kollagenase (MMP8)
Cathepsin G Gelatinase
Proteinase 3
saure Hydrolasen N-acetyl-b-glucosaminidase
Cathepsin B
Cathepsin D
b-Glucuronidase
b-Glycerophosphatase
b-Mannosidase
Andere Defensinse Lactoferrin
kationische Proteine Vit. By,-bindendes Protein (Cobalamin)
iC3b Rezeptor (CD18/CD11b)
Cytochrome byss
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2.1.2. physiologische Funktion von PM NL

Neutrophile stehen in erster Linie der unspezifischen Abwehr gegen die Invasion von
Mikroorganismen [12]. Sie sind in der Lage, entlang eines chemotaktischen Gradienten in das
entsprechende Gebiet zu gelangen, wobel bakterielle Faktoren und Spaltprodukte des
Komplementsystems (besonders C5a) wichtige chemotaktisch wirksame Substanzen sind.
Die Blutgef (e im Entz ndungsgebiet reagieren mit der Expression von Adh sionsmolek len.
Daraufhin kommt es  zu Interaktionen von spezifischen Integrin- und Selektin-
Adh sionsmolek len der PMNL-Membran mit Endothelzellen, so dali die PMNL durch das
Endothel in das umliegende Gewebe penetrieren [15]. Entlang des chemotaktischen
Gradienten gelangen die PMNL zum Ort der Infektion. Zwei verschiedene Wege stehen nun
als Abwehrm glichkeit zur Verf gung. Zum einen k nnen Bakterien, die durch spezifische
Antik rper oder Komplementfaktoren opsoniert wurden, phagozytiert werden. Diese
Phagosomen verschmelzen dann mit intrazellul ren Lysosomen und es entstehen
Phagolysosomen, in welchen die Mikroorganismen durch verschiedene toxische Substanzen,
antimikrobielle Agentien und Enzyme (Lysozym) abget tet werden.

Ein anderer Weg ist die Degranulation der PMNL, bei der intrazellul re Granula mobilisiert
werden, mit der Plasmamembran verschmelzen und ihre Inhaltsstoffe in den
Extrazellul rraum abgeben. Der Bakterienverband wird zerst rt, die Molek le interferieren
mit dem Bakterienstoffwechsel und es kommt schliellich zur Lyse der Pathogene.
Netrophilen Granulozyten stehen f r diese Abwehrm glichkeit sauerstoffabh ngige und
-unabh ngige Mechanismen zur Verf gung (siehe Tab.2.2) [15].

Verbunden mit der Degranulation von PMNL ist immer auch einen Sch digung des

umliegenden Gewebes, worauf im folgenden Abschnitt n her eingegangen werden soll.

Tab.2.2: Mechanismen der Bakterienelimination

unabh ngig von Sauerstoff abh ngig von Sauerstoff
Myeloperoxidase Myeloperoxidase-vermittelt:
Defensin hypochlorige S ure
Permesabilit t-erh hender-Faktor Chloramine

Cathepsin G

Elastase Myeloperoxidase-unabh ngig:
Proteinase 3 Wasserstoffperoxid
Azurocidin Superoxid-Anion

Lysozym Hydroxyl-Anion

Lactoferrin Hydroxyl-Radikale

Singlet-Sauerstoff
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2.1.3. PMNL —vermittelte Gewebedestr uktion

PMNL stellen auf der einen Seite einen Schutz gegen Mikroorganismen dar, auf der anderen
Seite wird durch Neutrophile auch Gewebeabbau vermittelt. Dieses geschieht durch toxische
Sauerstoffmetabolite, Bestandteile der Granula, Produkte des Arachidons uremetabolismus
und durch hypochlorige S ure und/oder ihre Metabolite.

Die PMNL werden durch bestimmte Stimuli aktiviert, woraufhin das membran-gebundene
NADPH-oxidase System aktiviert wird und verst rkt Superoxidanionen (O,) produziert.
Parallel dazu werden an den Stellen der Aktivierung Neutrophilengranula ausgesch ttet und
somit das Gewebe direkt durch die freigesetzten Inhaltsstoffe gesch digt.

Toxische Sauerstoffmetabolite induzieren in experimentellen Modellen Gewebesch den. Es
wurden zum Beispiel Sch den an Fibroblasten, Lungenparenchymzellen und Endothel zellen
festgestellt. Die Mechanismen der Gewebesch digung beruhen auf einer Sch digung intra-
und extrazellul rer Proteine, Membranlipide und Nukleins uren. Speziell Sauerstoffradikale
k nnen die Bildung von Lipidperoxiden verursachen, wodurch es zur Membranalterung
kommt. Als Schutz vor Superoxidanionen und H,O, sind im Bindegewebe die
Superoxiddismutase und Katalase zu finden. Allerdings werden diese Schutzsysteme durch
intensive Produktion von toxischen Sauerstoffmetaboliten berw Itigt.

Die Myeloperoxidase (MPO) kann zusammen mit H,O, Halogene oxidieren. PMNL
produzieren hypochlorige S ure (HOCI), ein sehr potentes Oxidationsmittel, welches viele
biol ogische Substanzen (Amine, Aminos uren, Thiole, Thioether, etc.) angreift. Wenn HOCI
mit Aminen reagiert, entstehen toxische Chloramine. Uber diese Mechanismen ist ein MPO-
vermittelter Gewebeschaden denkbar.

Aulerdem werden zahlreiche proteolytische Enzyme wie z.B. MMPs ausgesch ttet (siehe
Tab. 2.1). In PMNL kommen Kollagenase und Gelatinase, die extrazellul res Kollagen
abbauen, vor. N heres ber Aufbau, Funktion und Regulation der MMPs ist in Abschnitt 2.3.
beschrieben.

Ein weiteres Enzym ist die Elastase, die in dieser Arbeit als Marker f r PMNL bei der
immunhistochemischen Untersuchung benutzt wurde. Elastase hat viele Substrate: Typ 3 und
4 Kollagen, Immunglobuline, Komplementkomponenten, Proteoglykane, Fibronektin und
intakte Zellen. Die physiologische Rolle von Elastase ist unklar. Es wird vermutet, dall sie
eine Bedeutung bei der Degradation von Mikroorganismen hat oder aber eine Rolle bel der
Fortbewegung und Penetration von PMNL spielt. Sollte das Enzym in den Extrazellul rraum

gelangen, sind dort zahlreiche Inhibitoren vorhanden. Die drel bedeutendsten sind: ai-
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Proteinaseinhibitor, a,-Makroglobulin und sekretorische Leukoproteinaseinhibitor. Trotz der
Anwesenheit dieser Inhibitoren kann Elastase Gewebesch digung induzieren [14,15,16].

Des weiteren k nnen PMNL auch indirekt einen Gewebeabbau vermitteln, indem pro-
inflammatorische Mediatoren freigesetzt werden. Diese verst rken den Entz ndungsprozel
und vermitteln so eine weitere Gewebesch digung [15,16].

Neutrophile k nnen die Blutbahn zwar mittels Diapedese verlassen, allerdings gelangt nur ein
sehr geringer Teil ber den Lymphweg zur ck in den Kreislauf. Der weitaus gr Gere Tell
unterliegt der Clearance am Infektionsort. Ein bedeutender Weg der Clearance von PMNL ist
die Nekrose, bei der es zur Freisetzung der Granulainhaltsstoffe kommt. Das Bindegewebe
verf gt ber Abwehrmechanismen gegen die Inhaltsstoffe PMNL-Granula. Bel parodontal
gesunden Patienten w rden diese ausreichen. Bei parodontal Erkrankten hingegen unterliegen
deutlich mehr PMNL dieser Nekrose-Clearance, da aufgrund der Entz ndungsreaktion viel
mehr PMNL vorhanden sind, wodurch soviel histotoxische Substanzen frel werden, dal die
Abwehrmechanismen berfordert sind. Somit wird  ber diesen Weg der Clearance eine
Gewebesch digung vermittelt [15].

In letzter Zeit wird ein weiterer Weg der PMNL-Clearance diskutiert. Man geht davon aus,
dal Apoptose ein weiterer wichtiger Weg bei der Clearance von PMNL zu sein scheint [17].
Apoptose ist der programmierte Zelltod, bel dem die betroffenen Zellen typischen
morphologischen Ver nderungen unterliegen. N heres dazu ist im Abschnitt 2.4. zu lesen.

In Vitro — Untersuchungen an normalen humanen PMNL zeigten, dall nach 24 h Kultur 50 %
und nach 48 h Kultur ale Zellen durch Apoptose zugrunde gingen [16]. Durch Apoptose-
Clearance der PMNL kann die Gewebesch digung limitiert werden. Zun chst kommt es an
apoptotischen PMNL zur Herunterregulation von Oberfl chenrezeptoren und somit zum
Verlust der F higkeit, auf rezeptorvermittelte Stimuli zu reagieren. Dadurch degranulieren die
PMNL weniger. AuGerdem nimmt die Wahrscheinlichkeit der spontanen Degranulation bei
apoptotischen PMNL ab. Damit bleibt die Zelloberfl che bis zur Phagozytose durch
unstimulierte Makrophagen intakt und es k nnen keine toxischen Substanzen in das Gewebe
gelangen [16]. Es wird angenommen, dal die Phagozytose durch Interaktionen von , eat-me*
Oberfl chenmolek len (Polysacchariden, Phosphatidylserin, anionische Phospholipiden) auf
apoptotischen Zellen mit Rezeptoren auf Phagozyten vermittelt wird. Weiterhin wird in
Makrophagen, die apoptotische PMNL aufgenommen haben, die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Mediatoren verringert [18].

Auf der anderen Seite sind Signale von Zytokinen und Wachstumsfaktoren in der Lage, die
Apoptose bei PMNL aufzuhalten. Ebenfalls soll die Phagozytose von Mikroorganismen
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Apoptose bei Neutrophilen hemmen, wodurch sich die Lebensspanne von PMNL verl ngert
[19]. So ist aufgrund der | ngeren Lebensdauer der Neutrophilen eine | ngere
Gewebesch digung m glich.

Damit ist zu vermuten, dall der Apoptose-Clearance eine protektive Rolle beim Erhalt der
parodontalen Hom ostase zukommt.

In dieser Arbeit wurden parodontal kranke und gesunde Gewebeproben auf Neutrophilen-
Elastase untersucht. Um herauszufinden, ob Neutrophile apoptotisch werden, wurden

Konsekutivschnitte auf c-Casp-3 und -6 untersucht.

2.2. Interleukin-1o

2.2.1. Struktur und Funktion

Die Interleukine z hlen zu den Zytokinen, die eine Gruppe von zellregulatorischen Proteinen
mit einem Molekulargewicht von unter 60 kDa (meist unter 25 kDa) bilden. Sie werden |okal
produziert, haben eine geringe Halbwertszeit (Sekunden bis Minuten) und sind in
pikomolaren Konzentrationen wirksam. Ihre Wirkung kann parakrin oder autokrin erfolgen.
Ihre Wirkung ist pleiotrop [20].

Neben dem IL-1a und IL-1b gibt es den IL-1 Rezeptorantagonist, welcher als kompetitiver
Antagonist funktioniert. IL-1a und -b haben die gleichen Aktivit ten. Mit IL-6, IL-8, TNF
a+b geh ren sie zu den pro-inflammatorischen Zytokinen. Die Bedeutung von IL-1 besteht in
dem Schutz vor Infektionen und deren Ausbreitung, indem andere Abwehrzellen aktiviert
werden. Durch IL-1 kommt es zur Proliferation von B- und T-Lymphozyten. Makrophagen
werden zur Produktion von Zytokinen und PGE, angeregt. Weiterhin wird die IL-6
Produktion induziert, und die Expression von Adh sionsmolek le vermehrt. Auch die
Osteoklastent tigkeit wird stimuliert [21].

IL-1 wird von einigen Zellen im Parodontium produziert, wozu Monozyten/M akrophagen,
PMNL, Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen, Osteoblasten geh ren [22].
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2.2.2. Bedeutung des | L-1 bei der entziindlich bedingten Gewebedestruktion

Es wurde gezeigt, dall IL-1 essentiell f r eine entz ndliche Abwehrreaktion und der damit
verbundenen Gewebedestruktion ist [23]. Dabei wird die Sch digung indirekt vermittelt.

IL-1 kann eine Hochregulation von Adh sionsmolek len an Leukozyten und Endothelzellen
induzieren und die Synthese von Zytokinen stimulieren. IL-1 induziert auch die Expression
von Prostaglandinen und MMPs. Aulerdem wird die Bakterienabwehr und die
Phagozytoseaktivit t positiv - beeinflusss und es kommt zu einer vermehrten
Knochenresoprtion. Das Parodontalgewebe besitzt eine hohe Regenerationsf higkeit nach
einer Gewebsverletzung. Unter bestimmten Bedingungen k nnen Zytokine diese
Reparaturkapazit t vermindern, indem sie bel matrixproduzierenden Zellen Apoptose
induzieren [21]. In Abb. 2.1 ist eine Zusammenfassung der M glichkeiten einer parodontalen
Gewebesch digung durch IL-1 dargestellt.

Stimulation der Stimulation der Verst rkung Induktion der Stimulation
Expression von Produktion von der MMP von Apoptose
Adh sions- Entz ndungs- Osteoklasten- Expression bei matrix-
molek lenund mediatoren formation und produzieren-
Chemokinen (z.B. PGEy) -aktivit t den Zellen

Bindegewebs-
Knochenabbau verlust

Abb. 2.1: Mechanismen der Gewebesch digung durch IL-1

Reparatur-
limitierung des
Bindegewebes
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Der Kollagenabbau erfolgt auf zwe proteolytischen Wegen. Unter physiologischen
Bedingungen berwiegt die intrazellul re Methode, bei der kollagene Fasern phagozytiert
und dann innerhalb der Zellen abgebaut werden. Der zweite Weg | uft unter pathologischen
Bedingungen ab, wenn lytische Enzyme wie MMPs aktiviert sind. Dabel werden die
kollagenen Fasern extrazellul r degradiert. In Gegenwart des pro-inflammatorischen Zytokins
IL-1 wird der intrazellul re Weg inhibiert und der extrazellul re Weg stimuliert, was zu einer
vermehrten Gewebesch digung f hrt [21].

In dieser Arbeit wurden Proben kranker und gesunder Probanden hinsichtlich 1l-1

charakterisiert. Konsekutive Schnitte wurden auf MM Ps und Apoptosemarker untersucht.

2.3. Matrix-Metalloproteinasen

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) geh ren zu der Familie zink- und kalziumabh ngiger
Endopeptidasen. Sie werden von einer Vielzahl an Zellen z.B. PMNL, Makrophagen,
Fibroblasten, Knochen-, Epithel- und Endothel zellen synthetisiert und freigesetzt. Die MMPs
sind eine multigene Familie und k nnen alle extrazellul ren Matrixmolek le hydrolysieren.
Dabei liegt ihr Wirkspektrum in einem neutralem pH-Bereich. Sie sind an physiologischen
Prozessen des Gewebeumbaus (tissue-remodelling), der Wundheilung, der Angiogenese und
des Zahndurchbruchs beteiligt. Die Expression und Aktivit t der MMPs werden sehr genau
reguliert (z.B. durch TIMPs). Eine Dysregulation und ein vermehrtes Auftreten von
aktivierten MMPs f hrt zu einem verst rkten Abbau von Bindegewebe und damit zum
Attachmentverlust bei Parodontitis[24,25].

2.3.1. Einteillung der MM Ps

Die Familie der MMPs besteht aus mindestens 17 Mitgliedern, die untereinander eine sehr

hohe Sequenzhomologie aufweisen. Die Einteilung in Kollagenasen, Gelatinasen,
Stromelysine, Membran-Typ-MMPs und andereist in Tab. 2.3 gezeigt.



2. Theoretische Grundlagen 12

Tab. 2.3: Die Familie der MMPs

MM P-Nr. Enzym ECM-Substrate

K ollagenasen

MMP-1 Intestinale Kollagenase proMMP-2, proMMP-9, helikales Kollagen
(Fibroblastentyp-K ollagenase)

MMP-8 Neutrophile Kollagenase helikales Kollagen
(PMNL-Typ-Kollagenase)

MMP-13 Kollagenase-3 helikales Kollagen

MMP-18 Kollagenase-4 helikales Kollagen

Gelatinasen

MMP-2 Gelatinase A proMMP-9, Gelatin, Elastin

MMP-9 Gelatinase B Gelatin, Elastin

Stromelysine

MMP-3 Stromelysin-1 proMMP-1, proMMP-7, proM MP-8,

proMMP-9, proM MP-13, Proteoglycane,
Laminin, Fibronektin, Kollagen

MMP-10 Stromelysin-2 proMMP-1, Proteoglykane, Laminin,
Fibronektin, Elastin, Kollagen

Membran-Typ-MMPs

MMP-14 MT1-MMP proMMP-2, proMMP-13, helikaes Kollagen

MMP-15 MT2-MMP unbekannt

MMP-16 MT3-MMP ProMMP-2

MMP-17 MT4-MMP unbekannt

Andere

MMP-7 Matrilysin proMMP-9, Matrixkomponenten

MMP-11 Stromelysin-3 Serpin, schwache Aktivit tf r
Matrixkomponenten, a2-Makroglobulin

MMP-12 Metalloelastase Elastin

MMP-19 ohne Namen unbekannt

MMP-20 Enamelysin Zahnschmel z-Matrix




2. Theoretische Grundlagen 13

2.3.2. Struktur und Aktivierung der MM Ps

Die Gene der MMPs kodieren f r f nf Dom nen: Signalpeptid, Propeptid, katalytische
Dom ne (mit Zn**-Bindungsstelle), Scharnierregion und pexin- hnliche Dom ne. MMP-7
weist keine pexin- hnliche Dom ne auf, die beiden Gelatinasen besitzen eine zus tzliche
fibronektin- hnliche Kollagendom ne und MMP-9 verf gt ber eine weitere Typ-5-
Kollagendom ne. Mit Ausnahme der PMNL, bei denen die Enzyme in Granula vorliegen und
diese nach Aktivierung der PMNL in die Umgebung abgegeben werden, findet keine
Speicherung in den Zellen statt.

Die Sezernierung erfolgt as inaktive Vorstufen, welche extratzellul r physikalisch
(Detergentien), chemisch (Oxidantien) oder enzymatisch (Trypsin, Plasmin, andere

Proteinasen) durch Abspaltung der Propeptiddom ne aktiviert werden [26].
2.3.3. MMP-1und MMP-8

Beide MMPs geh ren zum Typ der Kollagenasen (siehe Tab. 2.3). Damit sind sie die
einzigen endogenen Enzyme, welche die Triple-Helix-Struktur von nativen fibrill ren
Kollagen 1, 2 und 3 komplett spalten k nnen. Das Kollagen wird an einer einzelnen Gly-
Ile/Leu Bindung gespalten, wobei zwei Bruchst cke im Verh Itnis % zu ¥ entstehen, was
eine spontane Denaturierung der helikalen Struktur des Kollagens bewirkt. Diverse
Gelatinasen f hren zu einer weiteren Degeneration.

MMP-1 hat zwei latente Formen mit 52 bzw. 57 kDa und eine aktive Form mit 42 kDa.
MMP-8 hat eine 42 kDa groGe aktive und eine 75 kDa grole latente Form.

MMP-1 wird haupts chlich von mesenchymalen Zellen as Antwort auf spezifische
Induktoren produziert. Durch MMP-1 werden Progelatinase A und B aktiviert. Die
Aktivierung von MMP-1 erfolgt durch die Abspaltung der Propeptiddom ne durch andere
MMPs und Serin-Proteinasen (z.B. Plasmin) [24].

MMP-8 kommt vor alem in PMNL vor. In Vitro-Untersuchungen zeigten eine Aktivierung
durch Trypsin. PMNL-Proteasen, Elastase und Cathepsin G scheinen MMP-1 eher zu
zerst ren als zu aktivieren. Andere Untersuchungen zeigten, dall PMNL ihre eigene
Kollagenase durch selbst produzierte Saurstoffradikale (vielleicht HOCI) aktivieren k nnen
[14].
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2.3.4. Regulation der MM P-Aktivitat und Ver mittlung von Gewebedestr uktion

Die Regulation der MMPs kann auf drei unterschiedlichen Ebenen ablaufen. Endogene
Zytokine und Wachstumsfaktoren greifen auf der Ebene der Transkription ein. Pro-
inflammatorische Zytokine, z.B. IL-1a, IL-1b, TNF a, wirken stimulierend und erh hen
damit die MMP-Produktion. Entsprechend wirken anti-inflammatorische Mediatoren
supprimierend [4]. Das spiegelt sich vor allem bei Fibroblasten wider. Unter physiologischen
Bedingungen produzieren Fibroblasten haupts chlich Komponenten der extrazellul ren
Matrix (ECM) und nur zu einem geringen Teil MMPs f r das ,tissue-remodelling*. Unter
Bedingungen der Parodontitis bewirken verschieden Zytokine eine , Programmumstellung*
bei Fibroblasten. Die Transkription f r ECM-Produkte wird herunter- und die Transkription
f r MMPs heraufgesetzt [5].

Eine zweite Ebene, auf der die Regulation von MMPs stattfindet, ist die Aktivierung von
latenten Formen. Erst die aktivierten Formen sind in der Lage, Matrix abzubauen.

Die Regulation auf der dritten Ebene erfolgt durch endogene Inhibitoren. a,-Makroglobulin
und TIMPs (tissue inhibitors of MMPs: TIMP-1 bis 4) hemmen die MMPs durch nicht-
kovalente Bindungen. TIMPs sind Glycoproteine, die von Fibroblasten, Keratinozyten,
Monozyten und Makrophagen produziert werden und MMPs hemmen. Dabei k nnen TIMPs
entweder an latente MMPs binden und die autokatalytische Aktivierung hemmen oder an
aktivierte MMPs binden und deren proteolytische Aktivit t inhibieren. a,-Makroglobulin
reguliert die MMP-Aktivit t in K rperfl ssigkeiten, ist aber auch bef higt, w hrend
entz ndlicher Prozessein die ECM zu penetrieren [24,26].

Interessant ist, dal a,-Makroglobulin und TIMPs zwar potente Inhibitoren f r MMPs sind,
scheinbar aber nicht so potente Inhibitorenf r MMP-8 (PMNL-Kollagenase) darstellen, da
ax-Makroglobulin durch Oxidantien und TIMPs durch Neutrophilen-Elastase inaktiviert
werden k nnen [14].

Die extrazellul re Matrix wird durch ein pr zises Gleichgewicht von Synthese und
Degradation aufrechterhalten. Dieses , tissue-remodelling“ wird durch das Gleichgewicht von
MMPs und ihren endogenen Inhibitoren gew hrleistet. Kommt es durch Dysregulation auf
einer der drei Ebenen zu einem Ungleichgewicht und damit zu einem Uberwiegen von aktiven
MMPs, f hrt das zum Abbau von extrazellul rer Matrix. Somit stellt das MM Ps-System einen
wichtigen Punkt in der Pathogenese der Parodontitis dar [25].
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2.4. Apoptose

Als Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet. Apoptose und Zellteilung sorgen
f r eine Gewebehom ostase, da sie die korrekte Anzahl der entsprechenden Zelltypen im
Organismus aufrechterhalten [27].

Apoptotische Zellen zeigen stereotypische, morphologische Ver nderungen. Es kommt zu
einer Zellschrumpfung, das nucle re Chromatin kondensiert, der Nucleus und andere zellul re
Elemente fragmentieren zu membrangebundenen * apoptotic bodies?. Diese morphol ogischen
Ver nderungen reflektieren biochemische Prozesse wie Permeabilit ts nderung der
Mitochondrien, Aktivierung von Cystein-Proteasen (Caspasen), Spaltung vieler zellul rer
Proteine und Aktivierung von Endonukleasen, welche internucleosomale DNA spalten [16].

Die Schl sselenzyme der Apoptose sind die Caspasen [29].

2.4.1. Caspasen

Caspasen sind eine grole Familie an Cystein-Proteasen. Man findet sie beim Menschen bis
hin zu Insekten und Nematoden. Bedeutung f r Apoptose haben Caspase 2, 3, 6, 8, 9, und 10
[28,29]. Caspasen spalten ihre Zielproteine selektiv an einer bis wenigen Stellen in der
Prim rsequenz. Dabel liegt die Schnittstelle stets hinter Aspartat. Einige Zielproteine sind in
Tab. 2.4 aufgez hit.

Tab. 2.4: bisang bekannte Substrate der Caspasen

Substrate der Caspasen

PARP = Poly-ADP-Ribosepolymerase (Bedeutung f r DNA-Reparaturmechanismen)
DNA-PKs = DNA-dependent-Proteinkinase (Bedeutungf r DNA-Reparaturmechani smen)
U1-Ribonukleoprotein

Nucle re-Laminin-Proteinkinase C-delta

Zytoskelettkomponenten (z.B. Aktin)

CAD = Caspase-aktivierte DNase
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In den meisten F llen bewirkt die caspasevermittelte Proteinspaltung eine Inaktivierung des
entsprechenden Zielproteins. Aber Caspasen k nnen ihre Zielproteine auch direkt durch
Abspaltung einer hemmenden regulatorischen Dom ne oder indirekt durch das Inaktivieren
einer regulatorischen Untereinheit aktivieren. Ein Beispiel f r die Aktivierung eines
Zielproteins ist die CAD. Sie wird haupts chlich durch Caspase 3 aktiviert, indem eine
inhibitorisch wirkende Dom ne abgespalten wird.

Caspasen werden as Zymogene synthetisiert. Die Aktivierung der Caspasen kann auf drei

Wegen erfolgen:

1. 'Caspase-Cascade®: Hierbei kommt es zur autokatalytischen Aktivierung einer
Procaspase durch eine andere Caspase. Dieser Weg wird vor allem zur Aktivierung der
drei short-prodomain? Caspasen 3, 6 und 7 genutzt. Diese drei sind wahrscheinlich die
1Hauptarbeitspferde® der Caspasen, sie sind auch | nger aktiv als die sogenannten *long
prodomain? Caspasen.

2. ‘death-rezeptor-pathway?

3. mitochondria-pathway?

Die Wege 2. und 3. sind die beiden Hauptachsen zur Aktivierung der Apoptose-Cascade [29].

Im folgenden Abschnitt 2.4.2. wird darauf eingegangen.

2.4.2. Apoptose-Pathways

2.4.2.1. ,Death-Rezeptor -Pathway*

Die Stimulation von bestimmten Rezeptoren auf der Zelloberfl che geht mit der Aktivierung
von Caspasen einher. Ein solcher Rezeptor ist Fas (=CD95), er geh rt zu der Familie der
TNF-Rezeptoren. Bindet Fas-Ligand an Fas, wird die Bildung eines !death-inducing-
signalling-complex® angeregt. Dabei werden ber FADD (Fas associated death domain
protein) viele Procaspase-8-Molek le gebunden. Diese enge Aggregation f hrt zu einer
Kreuz-Aktivierung, so dall aktive Caspase-8 entsteht. Im weiteren Verlauf kann nun Caspase-
3 durch Caspase-8 aktiviert werden, oder Caspase-8 spaltet andere apoptotische Substrate
[29,30]. In Abb. 2.2 ist der Ablauf schematisch skizziert.
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Fas-Ligand

rRARRRRRRARAD
il

Zellmembran

rrARnnRARND
!

I.::.

eddidiidiild deddididiidd
Death-Rezeptor-Pathway FADD f ;;Eé‘llgguci ng
NO¢ Procaspasen 8
/
el
R

AlF

l - .

Caspase 3 .%Q
p53
@
* A\ Cytochrom ¢ V\
DNA Damage
Apoptosom N Apaf-1

apoptotische
Substrate ' Procaspase 9
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AlF = Apoptosis-inducing-factor; Apaf = Apoptotic-protease-activating-factor; IAP = Inhibitor of
Apoptosis
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2.4.2.2. ,Mitochondrial-Pathway"

Der zweite Hauptweg in der Apoptoseaktivierung ist der *mitochondrial-pathway?. Er wird
sowohl aufgrund von extrazellul ren Signalen als auch von intrazellul ren Ver nderungen
(z.B. DNA-Sch den) aktiviert. Eine herausragende Rolle dabei spielt die Bcl-2-Familie. Diese
ist eine Gruppe von pro- und anti-apoptotischen Faktoren, welche auf die
Mitochondrienmembran einwirken. Hemmer der Apoptose sind Bcl-2, Bcl-x.. Aktivatoren
der Apoptose sind Bax, Bcl-xs und Bak. Bcl-2 ist vorwiegend an intrazellul ren Membranen
gebunden. Die anderen Mitglieder der Bcl-2 Familie k nnen sich zwischen Zytosol und
Zellorganellen bewegen. Das Zytosol stellt somit einen Pool an inaktiven, aber
einsatzbereiten, Faktoren dar. Pro-apoptotische Signale (z.B. die Erh hung von p53 aufgrund
eines DNA-Schadens) rekrutieren die Mitlgieder der Bcl-2 Familie zum Mitochondrium. Sie
werden  durch  Proteolyse  oder  Dephosphorylierung  aktiviert.  Auf  der
Mitochondrienoberfl che kommt es nun zum *Kampf? zwischen pro- und anti-apoptotischen
Faktoren. Uberwiegen pro-apoptotische Faktoren wie Bcl-xs, Bak oder Bax, so kommt es zu
einer vermehrten Freisetzung von Cytochrom c und AlF. Cytochrom c bildet zusammen mit
Apaf-1 und Procaspase-9 ein Apoptosom, welches nun die Procaspase-3 aktivieren kann.
AlFist ein Flavoprotein mit potenter, aber bislang nicht gekl rter, apoptotischer Aktivit t.
Eine Hemmung der Apoptose kann ber die IAPs (Inhibitors of Apoptoss) erfolgen. 1APs
sind potente Caspase-Inhibitoren, welche durch die Inaktivierung von Caspasen der Apoptose
vorbeugen [28,29,30]. Eine schematische Darstellung der Abl ufeistin Abb. 2.2 zu sehen.

2.4.3. Bedeutung der Apoptose fir den par odontalen Gewebeunter gang

Die Bedeutung der Apoptose f r den parodontalen Gewebeuntergang im Rahmen einer

entz ndlichen Reaktion kann auf zwei Wegen betrachtet werden.

1. Die Apoptose hat einen Einflud auf die parodontale Hom ostase. Sie stellt
wahrscheinlich einen wichtigen Weg bei der PMNL-Clearance dar. PMNL, die
Apoptose umgehen, sind eher anf Ilig durch Nekrose zu sterben, was zu einem
vermehrten Gewebeuntergang f hrt [19]. (siehe dazu Abschnitt 2.1.3.)
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2. Aulerdem wird angenommen, dall Apoptose von Bindegewebszellen zum
Matrixverlust f hrt, da somit die Reparaturf higkeit des Gewebes eingeschr nkt wird
[5]. (siehe Abschnitt 2.2.2.)

In dieser Arbeit wurden die Biopsien deshalb zus tzlich auf c-Casp-3 und -6 untersucht. Es
wurde weiterhin eine TUNEL-Untersuchung durchgef hrt, um zu berpr fen, ob die

Expression von Caspasen mit Apoptose korreliert.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, kommerziellen Kits, Puffer und

Antikorper sind im Anhang verzeichnet.

3.1.1. Probenmaterial

Die Therapie einer Parodontitis umfaldt nach erfolgloser geschlossener Kirettage unter
anderem eine Kirettage unter Sicht. Im Zuge einer solchen Lappenoperation wurde
entzindliches Granulationsgewebe entfernt und nach der Entnahme in neutral gepuffertem
4% Formalin fixiert. Das pathologisch veranderte Gewebe wurde in der Abteilung for
Parodontologie des Zentrums fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der Universitét
Greifswald gewonnen. Auf3erdem wurden parodontal gesunde Proben in der Poliklinik fir
Oralchirurgie des Zentrums fir Zahn,- Mund- und Kieferheilkunde gesammelt. Dabei
handelte es sich um Probanden, denen im Rahmen einer operativen Weisheitszahnentfernung
ein Stick gesunde Gingiva entfernt wurde. Diese Proben wurden ebenso wie das
Granulationsgewebe behandelt. Insgesamt wurden 12 parodontal kranke und 9 parodontal
gesunde Gewebeproben untersucht.

Die Untersuchungen wurden im Rahmen eines von der Ethikkommission der Universitét

Greifswald genehmigten Projektes durchgefiihrt.

3.2. Methoden

3.2.1. Histologie und I mmunhistochemie

3.2.1.1. Fixierung und Einbettung

Fixierung:
Sofort nach der Entnahme wurde das Gewebe in neutral gepuffertes Formalin (4%)
gegeben und dann fir 24 h bei 4°C fixiert.

Das ungebundene Formalin wurde durch Spulen in Leitungswasser ( 24h, 22°C ) entfernt.
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Anschliefend erfolgte die Einbettung in Paraffin.
Bei der Einbettung wurde im Gewebe enthaltenes Wasser durch Alkohol entfernt, der Alkohol
durch das Intermedium Neoclear ersetzt und anschliellend das Intermedium durch fl ssiges
Paraffin ausgetauscht.

Einbettung:
Die Einbettung erfolgte mit dem Gewebe-Einbett-Automaten, nach folgendem Protokoll:
2h: 50% Ethanol 1h: 96% Ethanol 2h: Neoclear
1h: 70% Ethanol 1h: 96% Ethanol 1h: Neoclear
1h: 80% Ethanol 1h: 99,9% Ethanol 2h: Paraffin
1h: 90% Ethanol 1h: 99,9% Ethanol 2h: Paraffin

An der Gewebeaufblockstation wurden die einzelnen Proben in Paraffinblocke gegossen

und bis zum Erstarren bei Raumtemperatur stehen gelassen.

3.2.1.2. Schneiden und Entpar affinieren

Herstellung von Paraffinschnitten:

Von den Gewebeblocken wurden 6um dicke Schnitte angefertigt. Dies erfolgte am
Schlittenmikrotom mit einem Einwegmesser Typ A 35 (Feather).

Die Schnitte wurden auf SuperFrost®Plus Objekttrager aufgezogen und auf einer 42 C
warmen Streckplatte getrocknet ( ber Nacht).

Es wurden immer drei aufeinander folgende Schnitte (Konsekutivschnitte) auf einen
Objekttr ger aufgetragen, um m glichst dicht beieinander liegende Gewebeabschnitte
hinsichtlich ihrer F rbung auszuwerten.

Entparaffinieren:
Das gewebeumgebende Paraffin wurde durch Xylol entfernt. Danach schloss sich eine

absteigende Alkoholreihe zum Hydrieren der Schnitte an.

10 min: Xylol 5 min: 96% Ethanol 5 min: Leitungswasser
10 min: Xylol 5 min: 80% Ethanol 5min: A. dest.
5 min: 99,9% Ethanol 5 min: 70% Ethanol 5min: A. dest.

5 min: 99,9% Ethanol 5 min: 50% Ethanol
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3.2.1.3. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Verschiedene Zell- und Gewebeanteile binden bestimmte Farbstoffe mit unterschiedlicher
Affinit t. Dieses nutzt man zur Herstellung von Ubersichtspr paraten, um damit das Gewebe
zu charakterisieren. Hierbei werden alle basophilen Zell- und Gewebestrukturen (z.Bsp.
Chromatin der Zellkerne) blau gef rbt. Das Eosin f rbt alle azidophilen Bestandteile des

Zytoplasmas und Kollagenfasern rot.

F rbung:
Die Objekttr ger wurden 5 min in H malaun gef rbt und anschliedend 10 min in
flieGlendem Leitungswasser gebl ut.
Die Reaktion wurde mit A. dest. gestoppt.
Eswurdef r 10 minin Eosin gegengef rbt und mit A. dest. gesp It.

Einbettung:
Uber eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die Schnitte entw ssert und ber Neoclear in
Neomount eingebettet:
5 min: 96% Ethanol 5 min: Neoclear
5 min: 96% Ethanol 5 min: Neoclear

5 min: 99,9% Ethanol

3.2.1.4. Immunhistochemie

In dieser Arbeit wurden Granulationsgewebe und gesunde Gingiva auf das Vorkommen
verschiedener Marker des Entz ndungsprozesses ( IL-la, MMP1, MMP8), neutrophiler
Granulozyten (Elastase) und Apoptosemarker ( c-Casp-3 und -6) untersucht. Von einer
Gewebeprobe wurden jeweils drei Gewebeschnitte auf einem Objektr ger fixiert und jeder
Schnitt mit einem anderen Antik rper best ckt. Dabei wurde nach folgendem Schema

vorgegangen:
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Elastase MMP1 c-Casp-3 Il 1a MMP8  c-Casp-6
() () () () D@ ()

Abb. 3.1: F rbeschema

Mit einem PAP-Pen wurden die Schnitte gegeneinander abgegrenzt, so dall dadurch eine
hydrophobe Barriere vorhanden war, um eine Vermischung der Antik rper zu verhindern.

Der entsprechende Prim rantik rper bindet am Antigen im Gewebe. Mit dem Kit 4plus™
HRP Universal Detection System wurde der Nachweis der gebundenen Prim rantik rper
durchgef hrt. Dabei bindet an den Prim rantik rper ein biotinylierter Sekund rantik rper.
Der Streptavidin-Peroxidasekomplex lagert sich an das Biotin an, das Streptavidin mit hoher
Affinit t bindet. Der peroxidasekatalysierte Umsatz des Substrates Diaminobenzidin f hrt zur
Bildung eines braunen Farbkomplexes und somit zur Visualiserung der Lokalisation der
gesuchten Antigene.

Diaminobenzidin Brauner Farbkomplex

Peroxidase

Streptavidin

Biotin

Sekund r-AK

Prim r-AK
Schnitt

Abb.3.2: Prinzip der Immunhistochemie

Folgende Prim rantik rper (50ul/Schnitt) kamen zum Einsatz:

Tab.3.1: Prim rantik rper

Antikor per eingesetzte Verdinnungen

monoclona Mouse Anti Human Neutrophils (Elastase)  1:100
polyclonal Rabbit Anti Human IL1a 1:600
monoclonal Mouse Anti Human MMP-1 1:1500
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monoclona Mouse Anti Human MMP-8 1:50
polyclonal Rabbit Anti Human c-Casp-3 1:400
polyclonal Rabbit Anti Human c-Casp-6 1:400

Nach folgender Vorschrift wurden die Schnitte behandelt:
Entparaffinieren und dehydrieren der Schnitte (siehe 3.2.1.2.)
Blockieren endogener Peroxidasen (5 min, Peroxidazed 1)
Waschen der Schnitte (5 min Leitungswasser, 5min A. dest.)
berf hrenin Citratpuffer und kochen in der Mikrowelle (4 x 5 min, 750 Watt)
ADbk hlen der Objekttr ger auf 22 C
Waschen in PBS-Puffer (5 min)
Auftragung der Barrieren mit dem PAP-Pen
Inkubation mit Proteinblocker (Backgrounderaser, 5 min)
Inkubation mit Prim rantik rper (24 h, 4 C)
Waschen in PBS (5 min)
Inkubation mit Sekund rantik rper (Universal Link, 10 min)
2 mal waschen in PBS (je 5 min)
Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase-Komplex (Streptavidin-HRP, 10 min)
2 mal waschen in PBS (je 5 min)
Inkubation mit Chromogenl sung ( 10ml PBS, 1Tabl. Diaminobezidin, 10ul H,O, 34,2 %,
5 min)
Waschenin A. dest. (5 min)
berf hrung der Objekttr ger in H malaun (1 min) und waschen in Leitungswasser und
A. dest. (je 5 min)
Die Schnitte wurden dehydriert und in Neomount eingebettet (siehe 3.2.1.3.).

Um unspezifische Reaktionen der Antik rper bzw. des Immundetektionssystems
auszuschliefien, wurden in allen immunhistochemischen Untersuchungen Kontrollreaktionen
durchgef hrt:

1. nur mit PBS zum Ausschlul endogener Peroxidase-Aktivit t

2. mit PBS angtelle des Antik rpers zum Ausschlul unspezifischer Bindungen

der nachfolgenden Antik rper bzw. Komplexe
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3.2.1.5. Auswertung der gef rbten Pr parate

Unter dem Mikroskop wurden die Schnitte hinsichtlich der Lokalisation der gesuchten
Antigene untersucht. Aulerdem wurde die Reaktionsintensit t subjektiv nach folgender

Einteilung bewertet:

Tab.3.2: Auswertungschema

Charakterisierung histologisches Bild
- (keine Immunreaktion) keine positive Braunf rbung erkennbar
+ (schwache Immunreaktion) schwache F rbung, vereinzelte positive

F rbeergebnisse

+ + (moderate Immunreaktion) m Gige F rbung, h ufige positive

F rbeergebnisse

+ + + (starke Immunreaktion) starke F rbung, vermehrteim Pr parat

vorkommende positive F rbeergebnisse

3.22. TUNEL (TdT-mediated x-dUTP nick end labeling)

Die bel der Apoptose entstehenden DNA-Bruchst cke k nnen mit der TUNEL-Methode
nachgewiesen werden. Biotinyliertes dUTP wird enzymatisch durch die ,terminae-
deoxynucleotidyl-Transferase” (TdT) mit den 3-Enden der DNA-Bruchst cke verkn pft.
Daran lagert sich ein Streptavidin-alkalische-Phosphatase-K omplex, welcher einen Farbstoff
umsetzt und zu einer F rbung apoptotischer Zellen f hrt. Die Auswertung erfolgte

lichtmikroskopisch.

+ terminale Transferase

Streptavidin
+ Biotin-dUTP ' »l{t} Farbreaktion blau

5 3 adkalische

I l Phosphatase

Abb.3.3.: Prinzip der TUNEL-Methode
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Von jeder Biopsie wurden 4 Schnitte nach folgendem Schema behandelt:

1. + DNase + TdT (Tunelreagenz mit Enzym) Positivkontrolle

2. + DNase - TdT (Tunelreagenz ohne Enzym) Negativkontrolle

3. - DNase + TdT nat rliche Reaktion
4. - DNase - TdT Negativkontrolle

Folgender Arbeitsvorschrift lag zu Grunde:
Entparaffinieren und dehydrieren der Schnitte (siehe 3.2.1.2.)
Adaptieren in Proteinase-K-Puffer (3 min, 22 C)
Waschen in PBS (3 x 5 min)
Inkubation mit Lyse-Puffer (2 min, 22 C)
Waschen in PBS (3 x 5 min)
DNase-Behandlung der Schnitte 1 und 2 (20 min, 22 C)
Schnitte 3 und 4 verbleibenin PBS
Sp lenin PBS (5 min)
Inkubation TUNEL-Reagenz : Schnitte 1 und 3 +TdT, Schnitte 2 und 4 -TdT
(60 min, 37 C, feuchte Kammer, Brutschrank)
Waschen in PBS (3 x 5 min)
Auftragen von Streptavidin-AP (1:100, 30 min, 22 C)
Waschen in PBS (3 x 5 min)
Inkubation mit Farbstoff BCIP-INBT (1 Tablettein 10 ml A. dest., 10 min, 22 C)
Waschen in PBS (3 x 5 min)
Eindeckeln mit Glyceringelatine
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4. Ergebnisse

4.1. Histologische Char akterisierung des Gewebes

Zur Charakterisierung des Granulationsgewebes bzw. der Gingiva gesunder Probanden wurde
eine Ubersichtsfarbung mit Hamalaun und Eosin angefertigt, welche die Zellkerne blau und
Zytoplasmabestandteile und Kollagenfasern rosa anférbte.

Das Gewebe wies ein mehrschichtiges, grofdtenteils unverhorntes Plattenepithel auf. Durch
zapfenformige Einstilpungen ist es mit dem angrenzenden Bindegewebe verzahnt.

Im Granulationsgewebe waren massive Zellinfiltrate (z.T. lymphfollikelartig) sichtbar.
Dagegen wiesen die gesunden Vergleichsproben nur gelegentliche Ansammlungen von
eingewanderten Zellen (Leukozyten) auf. Blutgefél3e waren in Biopsien erkrankter und

gesunder Patienten vorhanden (Abb. 4.1).

Abb. 4.1: H malaun-Eosin-F rbung
Links:  Biopsie eines Parodontitispatienten mit massiver Infiltration des subepithelialen
Bindegewebes
Rechts.  Biopsie eines gesunden Probanden mit Epithel und Bindegewebe, erkennbar sind wenige
vereinzelte freie Zellen im subepithelialen Bindegewebe
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, G: Blutgef 0, L: Leukozyten
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4.2. Elastase —immunhistochemischer Nachweis

Neutophilen-Elastase wurde in 8 von 12 Granulationsgeweben (67%) und in 4 von 9
Kontrollbiopsien (44%) nachgewiesen. Dabei war die Farbung in den Proben gesunder
Probanden weniger intensiv alsin den Geweben erkranker Patienten (Tab. 4.1).

In gesunden Biopsien zeigten sich PMNL hauptséachlich in der basalen Region des Epithels
und nur sehr vereinzelt im Bindegwebe.

Im Granulationsgewebe waren PMNL auch in basalen Epithelschichten zu finden. Zusétzlich
zeigte sich eine positive Reaktion im Bindegewebe im Bereich der Zdlinfiltrate an
eingewanderten runden Zellen. Die Gewebeproben erkrankter Patienten zeigten vermehrt
positive Reaktionen in eingewanderten Zellen. (siehe Abb. 4.2)

Tab. 4.1: Auswertung Elastase von kranken und gesunden Gewebeproben

krank Immunreaktion gesund Immunreaktion
Probe 1 + Probe 1 -
Probe 2 - Probe 2 -
Probe 3 - Probe 3 +
Probe 4 ++ Probe 4 +
Probe 5 + Probe 5 -
Probe 6 - Probe 6 -
Probe 7 - Probe 7 +
Probe 8 + Probe 8 -
Probe 9 + Probe 9 +
Probe 10 ++

Probe 11 ++

Probe 12 +++
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Abb. 4.2: Nachweis von Neutrophilen-Elastase
Links: Biopsien von Parodontitispatienten, Elastase in epithelialen Strukturen und eingewanderten
Zellen (Infiltrate)
Rechts: Biopsien gesunder Probanden, Elastase in basalen epthelialen Strukturen und sehr vereinzelt
in eingewanderten Zellen
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, L: Leukozyt, Elast: Elastase
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4.3. Interleukin-1o - immunhistochemischer Nachweis

IL-1a wurde in alen Granulationsgeweben und in alen Biopsien gesunder Probanden
nachgewiesen. Die Gewebe erkrankter Patienten wiesen eine intensivere Farbung as die
Gewebe gesunder Patienten auf (siehe Tab. 4.2).

IL-1a war in Fibroblasten und Epithelzellen lokalisiert. Endothelzellen und eingewanderte
Leukozyten zeigten ebenfalls eine positive Reaktion. (siehe Abb.4.3)

Tab. 4.2: Auswertung Interleukin-1a von kranken und gesunden Gewebeproben

krank Immunreaktion gesund Immunreaktion
Probe 1 +++ Probe 1 +
Probe 2 +++ Probe 2 +
Probe 3 ++ Probe 3 ++
Probe 4 ++ Probe 4 ++
Probe 5 +++ Probe 5 +
Probe 6 +++ Probe 6 +
Probe 7 +++ Probe 7 ++
Probe 8 +++ Probe 8 ++
Probe 9 +++ Probe 9 ++
Probe 10 +++

Probe 11 ++

Probe 12 +++
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Abb.4.3.: Nachweis von Interleukin-1a

Links: Biopsien von Parodontitispatienten, IL-1a in Epithel, Endothel, Fibroblasten, eingewanderten
Leukozyten

Rechts: Biopsien gesunder Probanden, IL-1a in Epithel, Endothel, Fibroblasten, eingewanderten
Leukozyten

Ep: Epihtel, Bg: Bindegewebe, F: Fibroblast, En: Endothel, L: Leukozyt, IL-1a: Interleukin-1a



4. Ergebnisse 32

4.4. MM Ps —immunhistochemischer Nachweis

4.41. MMP-1

MMP-1 konnte in allen Biopsien erkrankter und gesunder Probanden nachgewiesen werden.
Das Granulationsgewebe zeigte eine intensivere Farbung als das Vergleichsmaterial gesunder
Patienten (siehe Tab. 4.3). Die Immunreaktion war im Vergleich zu MMP-8 stérker.

MMP-1 war vor allem in basalen Epithel schichten und in Endothelzellen [okalisiert. Auch
Fibroblasten, erkennbar an ovalen Zellkernen, Spindelform mit zytoplasmatischen Fortsétzen,

und eingewanderte Zellen zeigten positive Reaktionen. (siehe Abb. 4.4)

Tab. 4.3: Auswertung MMP-1 von kranken und gesunden Gewebeproben

krank Immunreaktion gesund Immunreaktion
Probe 1 +++ Probe 1 +
Probe 2 +++ Probe 2 +
Probe 3 ++ Probe 3 +
Probe 4 +++ Probe 4 ++
Probe 5 ++ Probe 5 +
Probe 6 +++ Probe 6 ++
Probe 7 +++ Probe 7 ++
Probe 8 +++ Probe 8 ++
Probe 9 ++ Probe 9 ++
Probe 10 +++

Probe 11 +++

Probe 12 +++
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Abb. 4.4: Nachweisvon MMP-1
Links: Biopsien von Parodontitispatienten, MMP-1 in Epithel, Endothel, Fibroblasten und
eingewanderten Leukozyten
Rechts: Biopsien gesunder Probanden, MMP-1 in Epithel, Endothel und Fibroblasten
Ep: Epithel, En: Endothel, Bg: Bindegewebe, F: Fibroblast, L: Leukozyt
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4.42. MM P-8

In 10 von 12 Granulationsgeweben (83%) wurde MMP-8 nachgewiesen. 3 der 9 gesunden
Kontrollproben (33%) reagierten positiv. (Tab. 4.4)

In den Proben erkrankter Patienten war MMP-8 vereinzelt im Epithel und in Zellinfiltraten in
rundlichen eingewanderten Zellen nachzuweisen. Die positiven Reaktionen in gesunder
Gingiva zeigten sich vereinzelt in basalen Epithel schichten. (siehe Abb. 4.5)

Tab. 4.4: Auswertung MMP-8 von kranken und gesunden Gewebeproben

krank Immunreaktion gesund Immunreaktion
Probe 1 ++ Probe 1 -
Probe 2 + Probe 2 -
Probe 3 - Probe 3 +
Probe 4 + Probe 4 +
Probe 5 + Probe 5 -
Probe 6 ++ Probe 6 -
Probe 7 + Probe 7 +
Probe 8 + Probe 8 -
Probe 9 + Probe 9 -
Probe 10 -

Probe 11 +

Probe 12 +
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Abb. 4.5: Nachweisvon MMP-8
links: Biopsien von Parodontitispatienten, MMP-8 vereinzelt im Epithel und in eingewanderten
Leukozyten
rechts: Biopsien gesunder Probanden, MMP-8 vereinzelt in basalen Abschnitten des Epithels und in
eingewanderten Leukozyten (oben und unten), kein MMP-8 Nachweis (Mitte)
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, L: Leukozyten (PMNL)
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4.5. Caspasen —immunhistochemischer Nachwels

45.1. c-Casp-3

9 von 12 Granulationsgeweben (75%) zeigten eine positive Reaktion. In 6 von 9
Kontrollproben (66%) wurde c-Casp-3 nachgewiesen (Tab. 4.5). Es wurde ein Antikorper
gegen ,cleaved Caspase-3“ eingesetzt, welcher an der, durch proteolytische Spaltung
entstandenen, kirzeren, aktiven Form der Caspase-3 bindet.

Die Immunreaktion ist insgesamt as schwach zu bewerten, wobei die Immunreaktion von
c-Casp-3 schwécher a's die von c-Casp-6 war.

C-Casp-3 war vor alem in basalen vereinzelt auch in oberen Epithelschichten lokalisiert.
Positive Reaktionen zeigten sich auch in einigen Bindegewebszellen. Es gab ebenfalls einige
c-Casp-3-positive Leukozyten. Vor alem die Granulationsgewebeproben zeigten positive
Reaktionen in Fibroblasten und Leukozyten. (siehe Abb.4.6)

Tab. 4.5: Auswertung c-Casp-3 von kranken und gesunden Gewebeproben

krank Immunreaktion gesund Immunreaktion
Probe 1 + Probe 1 +
Probe 2 - Probe 2 -
Probe 3 + Probe 3 -
Probe 4 + Probe 4 -
Probe 5 + Probe 5 +
Probe 6 - Probe 6 +
Probe 7 + Probe 7 +
Probe 8 + Probe 8 +
Probe 9 - Probe 9 +
Probe 10 +

Probe 11 +

Probe 12 ++
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Abb. 4.6: Nachweis von c-Casp-3
links: Biopsien von Parodontitispatienten, c-Casp-3 in basalen Epithelschichten und vereinzelt in
Fibroblasten und Leukozyten
rechts: Biopsien von gesunden Probanden, c-Casp-3 in basalen und vereinzelt in oberen
Epithelschichten
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, L: Leukoyten, F: Fibroblasten, Casp-3: cleaved Caspase-3
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4.5.2. c-Casp-6

In alen Granulationsgewebsproben konnte c-Casp-6 nachgewiesen werden. 7 von 9 gesunden
Kontrollproben (77%) zeigten eine positive Reaktion. Zum Einsatz kam ein Antikorper gegen
»cleaved Caspase-6“, welcher an der, durch proteolytischte Spaltung entstandenen, kirzeren,
aktiven Form der Caspase-6 bindet.

Die Proben erkrankter Patienten zeigten eine intensivere Farbung as die gesunden
Kontrollbiopsien (Tab. 4.6).

C-Casp-6 war im Epithel, in Bindegewebszellen, in Endothelzellen und in Leukozyten
nachzuweisen. Im Gegensatz zu c-Casp-3 wurden vermehrt Fibroblasten angefarbt. Weiterhin
zeigten vor allem die Granulationsgewebeproben positive Reaktionen in Bindegewebszellen
und Endothelzellen (siehe Abb .4.7).

Tab. 4.6: Auswertung c-Casp- 6 von kranken und gesunden Gewebeproben

krank Immunreaktion gesund Immunreaktion
Probe 1 + Probe 1 +
Probe 2 ++ Probe 2 -
Probe 3 ++ Probe 3 -
Probe 4 + Probe 4 ++
Probe 5 ++ Probe 5 +
Probe 6 ++ Probe 6 +
Probe 7 + Probe 7 +
Probe 8 + Probe 8 ++
Probe 9 + Probe 9 +
Probe 10 ++

Probe 11 ++

Probe 12 +++
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Abb. 4.7: Nachweis von c-Casp-6
links: Biopsien von Parodontitispatienten, c-Casp-6 im Epithel, in Fibroblasten, in Endothelzellen
und in Leukozyten
rechts: Biopsien von gesunden Probanden, c-Casp-6 im Epithel und vereinzelt in Fibroblasten
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, F:Fibroblasten, L: Leukozyten, En: Endothel zellen,
Casp-6: cleaved Caspase-6
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4.6. Vergleichende Auswertung der Konsekutivschnitte

Von einer Gewebeprobe wurden topographisch aufeinanderfolgende Schnitte (konsekutive
Schnitte) untersucht. In den gesunden Kontrollproben zeigte sich, dal? elastasepositive Zellen
auch MMP-8 aufwiesen (siehe Abb.4.8). Weiterhin wurde festgestellt, dal3 in
elastasepositiven Zellen ebenfalls c-Casp-3 vorhanden war. (siehe Abb. 4.9 und Abb. 4.10)

Abb. 4.8: Gewebeprobe eines gesunden Probanden
links: Nachweis von PMNL-Elastase
rechts: Nachweis von MMP-8 (PMNL-K ollagenase)
Ep: Epithel, Bg: Bindewgewebe,

Abb. 4.9: Gewebeprobe eines gesunden Probanden
links: Nachweis von Elastase
rechts: Nachweis von c-Casp-3
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, Casp-3: cleaved Caspase-3, Elast: Elastase
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Abb. 4.11: Granulationsgewebe
Links: NachweisvonIL-1a
Rechts: Nachweisvon c-Casp-6
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, F: Fibroblasten, En: Endothel, L: Leukozyten, Casp-6: cleaved

Caspase-6

Abb. 4.12: Granulationsgewebe
links:  oben: Nachweis von MMP-1, unten: Nachweis von c-Casp-6
rechts:. Nachweisvon IL-1a
Bg: Bindegewebe, F: Fibroblasten, Casp-6: cleaved Caspase-6
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Das Granulationsgewebe zeigte zusédtzlich vereinzelt positive c-Casp-3-Reaktionen in
Bindegewebszellen (siehe Abschnitt 4.5.).

Zellen, die MMP-1 exprimierten, waren meist auch IL-1a-positiv. Dazu gehoérten vor allem
Fibroblasten, Leukozyten, Endothelzellen und Epithelzellen. Diese Zellen zeigten ebenfalls
eine starkere Reaktion mit dem c-Casp-6-Antikorper (siehe Abb. 4.11 und 4.12).

Auffélig war, dal3 c-Casp-6 auch in Bindegewebszellen vorhanden war, wohingegen das bel
c-Casp-3 nur sehr selten der Fall war (siehe auch Abschnitt 4.5.).

4.7. Apoptosenachweis mittels TUNEL -M ethode

TUNEL-positive Zellen wurden in Biopsien erkrankter und gesunder Patienten nachgewiesen.
Apoptose zeigte sich in Epithel-, Bindegewebszellen und Leukozyten. Die positiven
Reaktionen deckten sich mit den Ergebnissen der Caspaseuntersuchung. In Gewebeproben
gesunder Patienten waren TUNEL-positive Zellen vor allem im Epithel und nur vereinzelt im
Bindegewebe zu finden. Dagegen wurden in den Granulationsgeweben vermehrt TUNEL-

positive Fibroblasten nachgewiesen.

Abb. 4.13: Biopsie eines gesunden Probanden
links:  TUNEL-Untersuchung
rechts: Nachweis von c-Casp-6
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, Casp-6: cleaved Caspase-6
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Abb. 4.14: Biopsie eines gesunden Probanden
links:  TUNEL-Untersuchung
rechts: Nachweis von c-Casp-3
Ep: Epithel, Bg: Bindegewebe, Casp-3: cleaved Caspase-3

Abb. 4.15: Biopsien von Parodontitispatienten
links:  TUNEL-Untersuchung
rechts: Nachweis von c-Casp-3
Bg: Bindegewebe, F: Fibroblasten, Casp-3: cleaved Caspase-3
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4.8. Zusammenfassender Uberblick der Ergebnisse

Die Proben gesunder Patienten zeigten im Vergleich zum Granulationsgewebe weniger
elastasepositive Zellen. IL-1la und MMP-1 wurde verstérkt von Granulationsgewebe
produzuiert. MMP-8 wurde ebenfalls haufiger im Gewebe erkrankter Probanden
nachgewiesen, jedoch war der Unterschied zu gesunder Gingiva nicht so stark ausgepragt wie
bei IL-1la oder MMP-1. C-Casp-3 zeigte in beiden Geweben eine vergleichbar schwache
Reaktion. Allerdings reagierten in den Granulationsgeweben mehr Bindegewebszellen c-
Casp-3-positiv.

C-Casp-6 wurde dagegen vermehrt in Biopsien erkrankter Patienten nachgewiesen. AulRerdem
wurde c-Casp-6 im Vergleich zu c-Casp-3 wesentlich haufiger in Bindegewebszellen und im
entziindlichen Infiltrat nachgewiesen.

Die TUNEL-Untersuchung bestétigte das Vorhandensein von apoptotischen Zellen in
Biopsien erkrankter und gesunder Patienten, wobei in den Granulationsgeweben vermehrt

Bindegewebszellen TUNEL -positiv reagierten.
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5. Diskussion

Neutrophilen-Elastase (Ergebnisse sehe 4.2. und 4.6.)

Die Parodontitis ist eine entzindliche Erkrankung, die aus dem Wechselspiel zwischen
bakterieller Plague auf der Zahnoberflache und der Wirtsabwehr resultiert. Die erste Reaktion
auf das Eindringen pathogener Mikroorganismen ist die Rekrutierung von Zellen
(hauptsachlich von neutrophilen Granulozyten = PMNL) in das exponierte Gewebe, die zur
Phagozytose und anschlief3endem intrazelluldren Abbau der Mikroorganismen befahigt sind.
Eine weiterer Abwehrmechanismus der PMNL ist die Degranulation und die damit
verbundene Freisetzung lytischer Enzyme, welche die Mikroorganismen direkt schadigen.
Verbunden mit der immunologischen Abwehrreaktion durch die PMNL ist auch eine
Gewebeschadigung, da matrixdegradierende Enzyme (z.B. Elastase, MMPs) freigesetzt
werden. Durch Ausschiittung pro-inflammatorischer Mediatoren werden andere Zellen in der
Umgebung stimuliert und somit wird auf indirektem Weg der Entziindungsprozess verstarkt
sowie der Gewebeabbau vermittelt [2,5].

Nicht ale der untersuchten Granulationsgewebeproben (8 von 12 Biopsien, 67%) reagierten
elastasepositiv. Das &3t sich wahrscheinlich dadurch erkldren, dal3 die Mehrheit der PMNL
durch das gingivale Epithel in den Sulcus emigrieren und somit das Epithel verlassen. Die
Mehrheit der infiltrierten Zellen im subepithelialen Bindegewebe besteht dann vor alem bei
zunehmender Chronizitét der Erkrankung aus Monozyten, Makrophagen, T- und B-
Lymphozyten [15]. Das Krankheitsbild chronische Parodontitis ist durch akute Schiibe und
klinisch stumme Phasen gekennzeichnet. In den akuten Phasen treten die typischen Zeichen
einer akuten Entzindung auf, die in den klinisch stummen Phasen meist fehlen. Die
untersuchten Granulationsgewebe stammen von Patienten, die bereits eine Initialtherapie
erfahren haben, bevor ihnen im Rahmen einer Lappen-OP das Gewebe enthommen wurde.
Die Initialtherapie beinhaltete eine Mundhygieneinstruktion und -motivation zur effektiveren
Plagueentfernung und die Entfernung von harten und weichen Beldgen. Das bedeutet, dal3 bei
den meisten Proben die akute Entziindung gestoppt war und somit auch weniger PMNL
nachzuweisen waren. Dennoch lief ein chronischer Entziindungsprozef3 ab, was die massiven
zelluléaren Infiltrate bestétigten.

Frihere Studien wiesen in Biopsien mit generalisierter aggressiver oder chronischer
Parodontitis massive PMNL-Infiltrate und eine erhohte Expression entsprechender
Mediatoren nach. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis der PMNL Uber
die HE-Farbung erbracht, wobei man dabei PMNL leicht mit anderen Leukozyten
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verwechseln kann. Die Proben gesunder Probanden zeigten keine PMNL und es fehlten
entsprechende Mediatoren [31].

In dieser Arbeit waren dagegen 4 von 9 (44%) Proben gesunder Probanden durch das
Vorkommen von Neutrophilen charakterisiert, welche vor alem in basalen Epithelbereichen
lokalisiert waren. Das Vorhandensein leichter Entz ndungszeichen und damit auch von
PMNL in Biopsien gesunder Probanden kdnnte darauf beruhen, dall gesunde Gingiva trotz
regelm diger Mundhygiene permanent den Wirkungen von Zahnbelag und Bakterien
ausgesetzt ist [16]. Somit ist es nicht verwunderlich, dall auch vereinzelt PMNL vorhanden

waren.

Interleukin-1a (Ergebnisse siehe 4.3. und 4.6.)

Eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der Parodontitis spielen eine Reihe von
Mediatoren, die pro-inflammatorische Wirkungen haben. Interleukin-1a, welches zu diesen
Zytokinen gehort, wurde in allen Granulationsgeweben und Kontrollbiopsien in Fibroblasten,
Epithelzellen, Endothelzellen und eingewanderten Leukozyten nachgewiesen. Die
Produktionsorte f r IL-1 sind gut untersucht und auch andere Arbeiten best tigen die
Lokalisation von IL-1 in den oben genannten Zelltypen [22,23]. Die wesentlich intensivere
F rbung in Biopsien erkrankter Patienten weist auf eine hthere Synthese von IL-1a hin.
Andere Studien untersuchten die Genexpresson von IL-la und weiterer
Entz ndungsmediatoren in kranker und gesunder Gingiva. So ist die Expression von IL-1a in
kranken Biopsien signifikant hoher als in gesunden Kontrollgeweben [32]. Weiterhin wurde
gezeigt, dall typische parodontal pathogene Keime wie Porphyromonas gingivalis durch ihr
Lipopolysaccharid eine vermehrte Produktion von pro-inflammatorischen Mediatoren wie
TNF-a oder IL-1 induzieren [33]. Die Tatsache, dal auch Biopsien gesunder Probanden in
dieser Arbeit positiv auf IL-1a reagierten, ist vermutlich darauf zur ckzuf hren, dall gesunde
Gingiva immer auch durch Abwehrprozesse aufgrund von Plagueexposition gekennzeichnet
ist. Allerdings war die Reaktion im Vergleich zu den erkrankten Geweben wesentlich
schw cher. IL-1a ist ein bedeutender Mediator bei der Pathogenese der Parodontitis und
spielt eine wichtige Rolle bei der Vermittlung von Gewebedestruktion, da die Produktion von
Adh sionsmolek len, Chemokinen und Entz ndungsmediatoren (z.B. PGE,) stimuliert wird
[21]. PGE; f hrt zusammen mit IL-1 und IL-6 zur Steigerung der Osteoklastenaktivit t und
damit zu vermehrtem Knochenabbau [34]. Weiterhin stimuliert IL-1 die Apoptose von
matrixproduzierenden Zellen. Aulerdem wird ein Einflud von IL-1 auf die Expression von

MMPs vermutet. In dieser Arbeit zeigte sich, dall an Orten vermehrter |L-1a-Expression auch
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mehr MMP-1 produziert wurde. Hieraus ergibt sich die Hypothese, dall IL-1a die Expression
von MMP-1 stimuliert. Bei MMP-8 wurde ein solcher Zusammenhang nicht festgestellt.
Andere Untersuchungen fanden heraus, dall IL-1a die Sekretion von MMP-2 erh ht [25].
Tewari et al. [35] behandelten humane gingivale Fibroblasten mit rekombinantem IL-1, um
dessen Effekt auf die relative Expression von MMP-1 und MMP-3 zu untersuchen. Es konnte
gezeigt werden, dal IL-1 die Expression von MMP-1 und MMP-3 induziert. Demnach spielt
IL-1 eine wichtige Rolle bei der Regulation von MMPs in gingivalen Fibroblasten. Somit
k nnte eine erh hte IL-la-Synthese indirekt Gewebeabbau vermitteln, indem vermehrt
MM Ps gebildet werden.

MMP-1 und MMP-8 (Ergebnisse siehe 4.4. und 4.6.)

Die Subtypen MMP-1, -3, -8 und -13 wurden oft im Zusammenhang mit parodontalen
Erkrankungen untersucht. Vermutlich tragen MMP-1 und MMP-8 wesentlich zur
Gewebedestruktion bei, da sie in der Lage sind, Kollagenfasern der Typen 1, 2 und 3 zu
spalten, aus denen etwa 60% des Bindegewebes des gesunden Parodontiums bestehen [36].
MMP-3 spielt wom glich eine bedeutende Rolle in der Aktivierung anderer pro-MMPs und
kann somit zus tzlich zu ihrer F higkeit, Matrixkomponenten zu degradieren, die Destruktion
durch andere MMPs verst rken [24, 37]. MMP-13 ist vermutlich f r das Wachstum des
Epithels in das angrenzende Gewebe verantwortlich [38]. Bis heute wird viel ber die Rolle
der MMPs in der Pathogenese der Parodontitis diskutiert. Dabel ist vor allem der Prozess der
Regulation von MM Ps unzureichend gekl rt.

MMP-1 wurde in dieser Arbeit in allen Biopsien erkrankter und gesunder Patienten
nachgewiesen, wobei die Granulationsgewebe eine intensivere F rbung as die Gewebe
gesunder Probanden zeigten. In Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen und
eingewanderten Zellen wurde MMP-1 nachgewiesen, was fr here Untersuchungen best tigt
[39]. Die intensivere Immunreaktion der Granulationsgewebe zeigt, dal in parodontal
erkranktem Gewebe vermehrt MMP-1 produziert wird. T ter et al. [40] untersuchten unter
anderem die MMP-1-Level in der Sulcusfl ssigkeit bei Parodontispatienten vor und nach der
Behandlung sowie bei gesunden Probanden. Die MMP-1-Level in Proben gesunder
Probanden und behandelter Patienten sind im Vergleich zu Proben unbehandelter Patienten
niedriger.

Auch Untersuchungen auf der mRNA-Ebene zeigten bei parodontal erkranktem Gewebe
erh hte Level an MMP-1, MMP-8 und MMP-3 [46]. Das bekr ftigt die pathogenetische
Rolle von MMP-1 bei der Parodontitis.
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MMP-8 wurde in dieser Arbeit in 10 von 12 (83%) Granulationsgeweben und in 3 von 9
(33%) Kontrollbiopsien nachgewiesen. Die positiven Reaktionen zeigten sich in den Zellen,
wo auch Elastase positiv reagierte. Andere Untersuchungen best tigen die Expression von
MMP-8 in parodontal erkranktem Gewebe [36, 46]. MMP-8 wird von PMNL produziert [24].
Wie bereits erw hnt, sind PMNL vor allem in akuten Phasen der Erkrankung f r die
Immunabwehr verantwortlich. Da die Parodontitispatienten eine Initialbehandlung erfahren
hatten, waren akute Entz ndungszeichen abgeklungen. Demnach waren weniger PMNL
vorhanden und die Immunreaktion f r MMP-8 f |It folglich schw cher aus. Dennoch war die
Tendenz erkennbar, dall parodontal erkranktes Gewebe mehr MMP-8 produziert. Ingman et
a. [41] untersuchten marginale Gingiva von Patienten mit chronischer Parodontitis,
Granulationsgewebe und gesunde Gingiva auf MMP-1, -3 und -8. Es zeigte sich eine
vermehrte Immunreaktivit t der drei MMPs in den erkrankten Proben, was mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit korreliert. Dagegen zeigten Biopsien gesunder
Probanden keine Immunreaktivit t, wobei in der hier vorliegenden Arbeit eine
Immunreaktivit t f r MMP-1 und -8 auch in gesunden Biopsien festgestellt wurde. Das
k nnte sich zum einen dadurch erkl ren, dad auch gesunde Gingiva permanent Zahnbelag und
Mikroorganismen ausgesetzt ist, und damit entsprechende Abwehrreaktionen zeigt, welche
die MMP-Produktion stimulieren. Zum anderen kommen vor allem den MMPs, die in
mesenchymalen Zellen produziert werden (z.B. MMP-1), physiologische Aufgaben wie z.B.
das sogenannte ,tissue-remodelling” zu [25]. Pathologischer Gewebeabbau wird dann
vermittelt, wenn es zu einer Dysregulation und damit zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen MMPs und ihren endogenen Inhibitoren (TIMPs) kommt [42, 43].
Die oben erw hnte Arbeitsgruppe von T ter [40] untersuchte weiterhin die Menge an TIMP-1
in der Sulcusfl ssigkeit von erkrankten behandelten, unbehandelten und gesunden Patienten.
Dabel zeigten sich erh hte TIMP-Level bei gesunden Probanden. Das Verh Itnisvon MMP-1
zu TIMP-1 bei der gesunden Gruppe war signifikant kleiner als bei der unbehandelten
kranken Gruppe. Ebenso war das Verh Itnis bei den behandelten Patienten geringer als bei
der unbehandelten Gruppe. Das bekr ftigt die Annahme, dall bei Parodontitis das Verh Itnis
zwischen MMPs und TIMPs zugunsten der MMPs gest rt ist.

Pro-inflammatorische Zytokine k nnen durch die Stimulation von Zellen in der Umgebung
das Freisetzen von weiteren Entz ndungsstoffen vermitteln. In der vorliegenden Arbeit wurde

in IL-1a-positiven Zellen auch MMP-1 nachgewiesen. Wie bereits oben erw hnt, scheint
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IL-1a die MMP-1 Synthese zu stimulieren [35, 47]. Durch die vermehrte Synthese von
MMP-1 wird das Gleichgewicht zwischen MMP-1 und TIMP-1 gest rt und somit
pathol ogischer Gewebeabbau vermittelt.

Andererseits kann TIMP-1 durch Neutrophilen-Elastase inaktiviert werden [40]. So wird vor
allem in akuten Phasen der Entz ndung das Verh Itnis von MMPs und TIMPs zugunsten der
MM Ps verschoben, wodurch eine vermehrte Gewebedestruktion vermittelt wird.

In den letzten Jahren hat sich ein neues Behandlungskonzept, die ,,host modulating therapy*,
entwickelt. Zidl ist es, an diesem Ungleichgewicht von MMPs und TIMPs durch exogene
MMP-Inhibitoren anzugreifen. Es wurde gezeigt, dall Tetracycline durch einen von ihren
antimikrobiellen Eigenschaften unabh ngigen Mechanismus die Level von TNF-a, IL-1, NO
und Prostaglandinen senken und damit die Produktion und Aktivierung von MM Ps reduzieren
k nnen. Doxycyclin in subantibiotischen Dosen kombiniert mit Scaling f hrt zu einer
st rkeren Taschenreduktion als eine alleinige Scalingtherapie [44]. Dabel ist die Wirkung auf
die verschiedenen MMPs unterschiedlich, da MMP-1 resistent gegen eine
Tetracyclinhemmung ist, wohingegen MMP-8 und MMP-13 sehr empfindlich sind [45].

Der Einsatz exogener Inhibitoren von MMPs zur Verbesserung des Therapieerfolges ist ein
guter Ansatzpunkt, um weitere therapeutische M glichkeiten zu untersuchen. Dies wird zur
Behandlung aggressiver Parodontitis bereits praktisch genutzt.

Damit die Rolle von MMP-8 bei der Parodontitis besser gekl rt werden kann, sollten
Gewebeproben nicht vorbehandelter Patienten untersucht werden. Noch aussagekr ftiger w re
es, Gewebe von akuten Phasen und klinisch stumm verlaufenden Phasen der Parodontitis zu
untersuchen, da sich aus dieser Arbeit die Vermutung ableiten | Gt, dal MMP-8 vorwiegend
am Gewebeabbau w hrend akuter Phasen der Parodontitis beteiligt ist. Es ist alerdings auch

zu kl ren, welche Rolle andere MM Ps in den entsprechenden Krankheitsphasen haben.

c-Casp-3, c-Casp-6 und TUNEL-Untersuchung (Ergebnisse siehe 4.5., 4.6. und 4.7.)

Da Entz ndungsmediatoren und matrixdegradierende Enzyme einen Einflud auf den
programmierten Zelltod haben, stellte sich die Frage, welche Rolle Apoptose bei der
entz ndlichen Reaktion und bei der parodontalen Gewebedestruktion spielen k nnte. Die
Hauptvermittler der apoptotischen Zellver nderung sind die Caspasen. Das sind Proteasen,
die zellul re Substrate spalten und dadurch zur Ausbildung der charakteristischen
apoptotischen Morphologie beitragen. In dieser Arbeit wurde c-Casp-3 in 9 von 12 (75%)
Granulationsgeweben und in 6 von 9 (66%) Biopsien gesunder Probanden nachgewiesen.

Positive Reaktionen fanden sich vor alem in basaen, vereinzelt auch in oberen
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Epithelschichten. Fibroblasten und infiltrierte Leukozyten f rbten sich haupts chlich in
Proben erkrankter Patienten an. Fr here Arbeiten wiesen ebenfalls c-Casp-3 in Biopsien von
Parodontitispatienten nach [17].

C-Casp-6 wurde in allen Granulationsgeweben und in 7 von 9 (77%) Gewebeproben
gesunder Patienten nachgewiesen. Positive Immunreaktionen fanden sich im Epithel, in
Fibroblasten, in Endothelzellen und in Leukozyten. Die Immunreaktion f r c-Casp-6 war
st rker als f r c-Casp-3. Weiterhin reagierten Biopsien erkrankter Patienten st rker als
Gewebeproben gesunder Personen. C-Casp-6 trat im Gegensatz zu c-Casp-3 vermehrt in
Bindegewebeszellen und Endothelzellen auf. Die bel der Apoptose entstehenden DNA-
Fragmente wurden mit der sogenannten TUNEL-Methode nachgewiesen. Die DNA-
Fragmentation ist die charakteristischste Erscheinung der Apoptose. Mit der TUNEL-
Methode ist die Visualisierung von Apoptose auf der Ebene von Einzelzellen m glich [58].
Aulerdem k nnen fr hzeitige Stadien apoptotischer Ver nderungen nachgewiesen werden
[30]. Damit lassen sich genauere Aussagen dar ber machen, ob caspasepositive Zellen
tats chlich Apoptose unterlagen. TUNEL -positive Zellen zeigten sich in den Gewebeproben
erkrankter und gesunder Probanden. Die positiven Reaktionen in Epithel -,
Bindegewebszellen und Leukozyten best tigen den Nachweis von c-Casp-3 und -6. Andere
Untersuchungen  wiesen  ebenfalls TUNEL-positive  Zellen in parodontalem
Granulationsgewebe nach. Diese Zellen reagierten zus tzlich caspase-3-positiv [17]. In der
vorliegenden Arbeit wurden in Biopsien erkrankter Patienten vermehrt TUNEL-positive
Fibroblasten nachgewiesen.

Aus diesen Ergebnissen folgt, dall die Apoptose eine Rolle bei der Pathogenese von
Parodontitis zu spielen scheint. Andererseits hat Apoptose auch eine physiologische
Bedeutung beim sogenannten ,,tissue-remodelling” und in der Beseitigung alterierter Zellen.
Apoptose ist wichtig f r die Aufrechterhaltung der Gewebehom ostase. Obwohl auch
gesunde Gingiva st ndig neuer Plague ausgesetzt ist, bleibt das zellul re Infiltrat konstant.
Apoptose kann ein Mechanismus f r die Konstanterhaltung des zellul ren Infiltrates sein [27,
48, 50]. Aulierdem it Apoptose eine wichtige M glichkeit f r die Clearance von PMNL
[17]. Entscheidend ist, dal dadurch keine Gewebesch digung vermittelt wird, da apoptotische
PMNL von Makrophagen aufgenommen werden und somit die proteolytischen Enzyme der
PMNL nicht in den Extrazellul rraum gelangen. In diesem Fall stellt die Apoptose von
Neutrophilen einen Schutzmechanismus vor entz ndungsbedingter Gewebedegradation dar.

In dieser Arbeit zeigte sich tendenziell, dall vor allem in Proben gesunder Probanden in
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solchen Zellen positive c-Casp-3-Reaktionen auftraten, wo auch Elastase positiv reagierte. In
Bindegewebszellen traten nur sehr vereinzelt positive Ergebnisse auf. Demnach scheint
c-Casp-3 und somit Apoptose bei der PMNL-Clearance eine Bedeutung zu haben. Cox et al.
[57] zeigten, dall Entz ndungsmediatioren wie z.B. IFN-g, oder LPS die Apoptose bei PMNL
hemmen k nnen. Diese Apoptoschemmung  wird ber das Steigern  der
Mitochondrienstabilit t, die Reduzierung der Caspase-3 Aktivit t und die Herunterregulation
von Bax, einem pro-apoptotischen Faktor, vermittelt. Dies kann ein Grund sein, warum in den
Granulationsgeweben c-Casp-3 nur sehr wenig vorkam. Auf der anderen Seite war die
Immunreaktion f r c-Casp-3 in den Biopsien gesunder Probanden nicht st rker. Allerdings
zeigten in Proben erkrankter Patienten auch Fibroblasten positive c-Casp-3 Reaktionen, so
dall c-Casp-3 hier wahrscheinlich an der Apoptose von Bindegewebszellen beteiligt ist (siehe
unten).

Tonetti et al. [50] wiesen einen hohen Prozentsatz an apoptotischen Zellen im entz ndlichen
zellul ren Infiltrat nach, was daf r spricht, dal Apoptose einem steigenden Infiltrat und der
weiteren Ausbreitung des Infilrates vorbeugt. AuQerdem zeigten Leukozyten in parodontalen
L sionen geringere Level an anti-apoptotischen Faktoren Bcl-2 und Bcl-x. als Leukozyten
aus dem peripheren Blutstrom derselben Probanden [53]. Wie bereits erw hnt, werden die
Infiltrate in chronischen L sionen haupts chlich von Makrophagen, B- und T-Lymphozyten
gebildet. In den Granulationsgeweben wurden positive c-Casp-6 Reaktionen im zellul ren
Infiltrat nachgewiesen, wobei es sich meist nicht um PMNL handelte, da die Elastasereaktion
in den entsprechenden Infiltraten negativ war, und keine akute Phase der Erkrankung
aufgrund der Initialbehandlung vorlag (siehe oben). Eigentlich w re zu erwarten, dal auch die
Zellen des chronisch entz ndlichen Infiltrates in erkranktem Gewebe weniger Apoptose
zeigen, da gerade diese Zellen durch das Freisetzen von Entz ndungmediatoren an der
Vermittlung des entz ndungsbedingten Gewebeabbaus beteiligt sind. Dennoch wurde in
dieser Arbeit c-Casp-6 in den entsprechenden Infiltraten nachgewiesen, was apoptotische
Vorg nge vermuten | sst. Die Apoptose von PMNL als Schutz vor Gewebedestruktion ist
vielleicht auch auf andere Leukozyten bertragbar. Da trotz Apoptose dieser Zellen ein
massives Infiltrat in chronischen parodontalen L sionen zu finden ist, tragen diese zellul ren
Infiltrate dennoch zum entz ndungbedingten Gewebeabbau bei. Doch vielleicht ist die
Apoptose von Zellen des chronischen Infiltrates eine Art ,,Notbremse® des Organismus,
welche den Gewebeabbau nicht aufhalten aber verlangsamen kann. Die Ergebnisse lassen

vermuten, dall Apoptose zur Begrenzung der Vermittlung eines Gewebeschadens durch ein
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entz ndliches Infiltrat, sei es akut mit vorwiegend PMNL oder chronisch mit vorwiegend
Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, eine Bedeutung hat.

Wie erw hnt, kann der apoptotische Prozess durch verschiedene Stimuli, z.B. Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Hormone, beeinflusst werden [49]. In anderen Arbeiten wurde
gezeigt, dall eben solche Mediatoren auch in der Lage sind, Apoptose bei PMNL aufzuhalten.
Neben der Hemmung durch Zytokine soll die Apoptose von PMNL durch Phagozytose von
Mikroorganismen verhindert werden. Ist dies der Fall, so kann gerade in akuten Phasen der
Entz ndung das zellul re Infiltrat ansteigen. Dann haben die PMNL einel ngere Lebensdauer
und k nnen so | nger Gewebedestruktion vermitteln. Schliedlich unterliegen mehr PMNL der
Nekrose und es kommt durch die Freisetzung der Granulainhaltsstoffe zu einer weiteren
Gewebesch digung [19]. Pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1b und TNF-a, oder
bakterielles Lipopolysaccharid scheinen Apoptose vorzubeugen, und sind mit der Expression
von anti-apoptotisch wirkendem BCL-2 assoziiert [51]. So kann durch pro-inflammtorische
Mediatoren die Apoptose in PMNL gehemmt werden. Auf der anderen Seite k nnen
Mediatoren wie IL-4 und TGF-b die Expression von pro-apoptotisch wirkendem p53 erh hen
und somit Apoptose von Monocyten f rdern [52]. IL-4 geh rt zu der Gruppe der anti-
inflammatorischen Zytokine. Die in dieser Arbeit verwendeten Granul ationsgewebe stammten
von vorbehandelten Patienten. Obwohl noch ein chronischer Entz ndungsprozess zu erkennen
war (sonst w re auch keine Lappen-OP durchgef hrt worden) wurde der Entz ndung durch
Entfernung von supra- und subgingivalen Bel gen entgegengewirkt. Vielleicht konnten nun
anti-inflammatorische Mediatoren eine vermehrte Apoptose im zellul ren Infiltrat induzieren,
um somit der Gewebedestruktion entgegenzuwirken. Das k nnte die positiven c-Casp-6
Reaktionen im zellul ren Infiltrat der Granulationsgewebe erkl ren. Ein fein reguliertes
Zytokinnetzwerk bestimmt die Induktion oder Hemmung von Apoptose im zellul ren
Infiltrat. Dennoch sind dies nur Vermutungen und es bedarf weiterer Untersuchungen auf
diesem Gebiet. ES w re interessant, wenn man Proben der akuten bzw. klinisch stummen
Krankheitsphase der Parodontitis hinsichtlich Apoptose in den entsprechenden Infiltraten
untersuchen w rde. Auch die Unterscheidung vorbehandelter und nicht vorbehandelter
Proben w re dann sinnvoll.

Eine v llig entgegengesetzte Wirkung hat Apoptose im Bereich der mesenchymalen Zellen,
da Apoptose von Fibroblasten zum Verlust von matrixproduzierenden Zellen f hrt, was die
Reparaturf higkeit des Gewebes einschr nkt. Die durch entz ndliche Abwehrreaktionen
entstandenen Gewebesch den k nnen dann nicht mehr regenerieren, und es kommt somit zu

einem fortschreitenden Verlust an Parodontal gewebe [21].
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In der vorliegenden Arbeit wurden c-Casp-3 und -6 in Fibroblasten, Epithelzellen und
Endothelzellen nachgewiesen, was Apoptose vermuten | sst. Dies zeigte sich besonders in
Biopsien erkrankter Patienten, so dall Apoptose der entsprechenden Zellen wahrscheinlich mit
am Gewebeverlust beteiligt ist. Vor alem c-Casp-6 zeigte in diesen Zellen eine
Immunreaktion, wobel die F rbung in den Granulationsgeweben intensiver war als in den
Gewebeproben gesunder Probanden. Aulerdem f rbten sich in den Proben erkrankter
Personen mehr Bindegewebszellen an as in gesunder Gingiva. Eine c-Casp-3-positive
Reaktion in Fibroblasten konnte vereinzelt in Granulationsgeweben und nur sehr selten in
Biopsien gesunder Personen gezeigt werden. Weiterhin zeigten sich vermehrt TUNEL-
positive Fibroblasten in Geweben erkrankter Patienten. Das| sst vermuten, dall Apoptose von
matrixproduzierenden Zellen (Fibroblasten) ein weiterer bedeutender Faktor in der
Pathogenese der Parodontitis ist, wobei vor allem c-Casp-6 daran beteiligt zu sein scheint.
Koulouri et al. [48] stellten ebenfalls Apoptose in Bindegewebszellen fest. Offensichtlich hat
die Apoptose von Fibroblasten eine physiologische Bedeutung f r das sogenannte ,,tissue
remodelling“. Das w rde erkl ren, warum in den Biopsien gesunder Probanden vereinzelt
Bindegewebszellen caspasepositiv und TUNEL-positiv reagierten. Wahrscheinlich wird die
Apoptose auch hier fein reguliert und kann unter pathologischen Bedingungen an der
Gewebedestruktion betelligt sein, da pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF die
F higkeit haben, Apoptose in matrixproduzierenden Zellen zu stimulieren [21].

In dieser Arbeit zeigte sich, dall IL-1a-positive Bindegewebszellen meist auch c-Casp-6-
positiv. waren. Zu diskutieren ist, ob auch Toxine von parodontalen Pathogenen wie
Actinobacillus actinomycetemcomitans oder Porphyromonas gingivalis in der Lage sind,
Apoptose zu induzieren. In vitro Untersuchungen belegten, dal bakterielle Produkte Apoptose
in Fibroblasten oder Osteoblasten induzieren, was f r einen pro-apoptotischen Einfluss
parodontal pathogener Bakterien spricht [55, 56]. Graves et al. [54] fanden, dall P. gingivalis
Apoptose in Fibroblasten in vivo induziert. Weiterhin stellte man eine bakteriell bedingte
PMNL-Rekrutierung und Osteoklastenaktivierung fest. Die Wirkung von P. gingivalis
beruhte alerdings auf der Aktivierung der Wirtsabwehr. Dabei stellte TNF einen wichtigen
Induktionsfaktor dar, dessen Stimulation durch P. gingivalis f r die Vermittlung des
programmierten Zelltodes Bedeutung hat.

Der Verlust an Attachment ist also nicht nur darauf zur ckzuf hren, dal Matrix durch
proteolytische Enzyme zerst rt wird, sondern auch darauf, dall Apoptose
matrixproduzierender Zellen und die damit verbundene Limitierung der Reparaturf higkeit
der Matrix zum Gewebeverlust beitr gt.
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In dieser Arbeit wurde mit dem Nachweis von c-Casp-3 und -6 und entsprechenden TUNEL-
positiven Zellen gezeigt, dal Apoptose eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der
Parodontitis spielt. Auch ein Zusammenhang von IL-1a und Apoptose war erkennbar.
Dennoch sollte parodontal erkranktes Gewebe weiterhin hinsichtlich Apoptose untersucht
werden. Zum einen sollten weitere Caspasen und deren Rolle bel einer Parodontitis
charakterisiert werden. Weiterhin sollten mit Apoptose assoziierte Faktoren wie z.B. Bcl-2,
Bcl-x., Bax, Fas oder Fas-ligand, die wichtige regulatorische Aufgaben bei den ,, apoptotic
pathways* haben, hinsichtlich ihrer Bedeutung bei Parodontitis untersucht werden. Damit
stellen sich noch eine Reihe weiterer Aufgaben und M glichkeiten, um die Rolle des
programmierten Zelltodes bei der Gewebedestruktion w hrend einer Parodontitis zu

charakterisieren.
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6. Zusammenfassung

Die Parodontitis stellt eine entziindlich-degenerative Erkrankung des Zahnhalteapparates auf
der Basis einer bakteriellen Besiedlung dar, die unbehandelt zur Zerstérung des umliegenden
Gewebes und des Alveolarknochens fuhrt. Die Mechanismen des Gewebeabbaus sind bis
heute nicht hinreichend gekléart. Ziel dieser Arbeit war es, den Matrixabbau wahrend einer
Parodontitis hinsichtlich verschiedener Marker des pathogenetischen Ablaufes zu charak-
terisieren. Mittels Immunhistochemie wurden Granulationsgewebeproben und gesunde
Gingiva auf Neutrophilen-Elastase (ein Marker fur PMNL), Interleukin-1a sowie MMP-1 und
MMP-8 untersucht. Auf}erdem sollte die Rolle der Apoptose wahrend einer Parodontitis durch
den Nachweis der aktiven (cleaved) Caspasen-3 und -6 charakterisiert werden. Zusétzlich
wurde Apoptose durch die TUNEL-Methode nachgewiesen. M égliche Zusammenhange
zwischen den Entztindungsmediatoren wurden durch konsekutive Schnitte der Préparate mit
unterschiedlicher Immunreaktion hergestellt. Die vorliegende Arbeit fuhrte zu folgenden

Ergebnissen und Aussagen:

Im Granulationsgewebe wurde nur eine geringe Erhéhung der Neutrophilenzahl
festgestell, vornehmlich in basalen Epithelschichten und im zelluldren Infiltrat. PMNL
scheinen eine untergeordnete Rolle bel der Matrixdegeneration im subakuten Stadium

einer chronischen Parodontitis zu haben.

IL-1a war stark vermehrt in Biopsien erkrankter Probanden nachzuweisen. Positive
Reakionen zeigten sich in Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen und in
eingewanderten Leukozyten. II-1a war vor allem an solchen Orten lokalisiert, wo auch
MMP-1 und c-Casp-6 vermehrt nachgewiesen wurden. Il-1a stimuliert wahrscheinlich

deren Expression.

MMP-1 wurde im Granulationsgewebe vermehrt nachgewiesen, vornehmlich in
Bindegewebszellen und eingewanderten Leukozyten. Sie scheint in grof3em Mal3e an der
Matrixdegeneration beteiligt zu sein. Die schwachen MMP-8-positiven Reaktionen
zeigten sich dort, wo auch Elastase positiv reagierte. Offenbar hat MM P-8 einen geringen

Anteil am Matrixabbau wahrend eines chronischen Prozesses.
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C-Casp-3 zeigte in allen Geweben eine schwache Immunreaktion. Positive Reaktionen
traten vor allem dort auf, wo auch Elastase positiv reagierte. C-Casp-6 wurde vermehrt
im Granulationsgewebe produziert. Dort f rbten sich besonders Bindegewebszellen an.
TUNEL-positive Zellen zeigten sich in Geweben erkrankter und gesunder Probanden und
best tigten Apoptose in caspasepositiven Zellen. Programmierter Zelltod scheint auf der
einen Seite einen regulierenden Einflud auf das entz ndliche Infiltrat zu haben, zum
anderen ist die Apoptose von Bindegewebszellen wahrscheinlich an der Vermittlung von
Matrixverlust beteiligt.
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8. Anhang
8.1. Material

8.1.1. Chemikalien

BCIP-INBT (Farbtablette)

Biotin

Chloralhydrat

Cobaltchlorid

Diaminobenzidin
Dinatriumhydrogenphosphat

DNase

Eosin

Ethanol 99,9%

Formaldehyd 37 %

Glyceringelatine

Hamatoxylin

HCI

Kalialaun

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat-1-hydrat
Natriumjodat

Neoclear

Neomount

PAP Pen

Paraffin (Histosec)

Proteinase-K

TdT-Puffer
Trishydroxymethylaminoethan (Tris)
Terminal-Deoxynucleotidyl-Transferase (TdT)

Sigma (St. Louis, USA)
Roche (Mannheim, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Sigma (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, D)
Roche (Mannheim, D)
Merck (Darmstadt, D)

J. T. Baker (Deventer, NL)

Sigma (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe, D)
Merck (Darmstadt, D)
Sigma (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, D)
Germed (Kollow, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Dako (Glostrup, DK)
Merck (Darmstadt, D)
Roche (Mannheim, D)

Promega (Woods-Hollow, USA)

Serva, (Heidelberg, D)

Promega (Woods-Hollow, USA)
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Streptavidin-AP

Xylol

Zitronensaure (kristallin)
Wasserstoffperoxid

8.1.2. Kit fuir Immunhistochemie

4plus™ Universal Immunoperoxidase
Detection System

8.1.3. Puffer und L ésungen

neutral gepuffertes Formalin

PBS-Puffer (pH 7,2)

H malaun (nach MAY ER)

Eosin

63

Dako (Glostrup, DK)

J.T.Baker (Deventer, NL)

Merck (Darmstadt, D)
Universitatsapotheke Greifswald (D)

Biocare Medical (Walnut Creek, USA)

4049 Natriumdihydrogenphosphat-1-
hydrat
6,59 Dinatriumhydrogenphosphat
100 ml Formaldehyd 35%
900 ml A. dest.

80¢g Natriumchlorid
0,29 Kaliumdihydrogenphosphat
299 Dinatriumhydrogenphosphat
0,29 Kaliumchlorid

11 A. dest.

109 H matoxylin
900 ml A. dest.

0,29 Natriumjodat
50,09 Kaliaaun
50,09 Chloralhydrat

109 kristalline Zitronens ure

109 Eosin
11 A. dest.
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Citratpuffer

DNase-Reagenz (500 pl)

Protei nase-K -Puffer

Lyse-Puffer

TUNEL-Reagenz (200 pl)

Prote nase-K

9mi Losung A ( 21.01 g Zitronens ure

in1lA.dest.)
41 mi Losung B (29,41 Natriumcitrat in
11A. dest.)
450 ml A. dest.
pH 6,0 einstellen

0u Tris (IM)

0ul Magnesiumchlorid

50 pl DNase (10 mg/ml)
100 pl 5 x TdT-Puffer
330 pl A. dest.

Stammldsung A: 37,275 g KCI in 500 ml

A. bidest.

Stammldsung B: 60,5 g Trisin 500 ml

A. bidest.

Stammldsung C: 101,65 g MgCl, in 500 ml
A. bidest.

P 25mlLsg. A+5mlLsg. B+ 1mlLsg. C,
auffillen auf 500 ml mit A. bidest.

0,1 % Natriumcitrat
0,1 % Triton x 100, anschlief3end filtrieren

40 ul 5x TdT-Puffer
2ul Biotin
20 ul Cobaltchlorid
138 ul A. dest.
+TdT P + 2,2 ul Enzym
- TdT b ohne Enzym

3 mg in 50 ml Proteinase-K-Puffer vorw rmen
auf 37°C im Wasserbad
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8.1.4. Antikor per

Mouse Anti Human Elastase (human neutrophils,

monoclonal)
Rabbit Anti Human IL-1a (polyclonal)
Mouse Anti Human MMP-1 (monoclonal)

Mouse Anti Human MMP-8 (monoclonal)

Rabbit Anti Human Caspase-3 (cleaved, polyclonal)

Rabbit Anti Human Caspase-6 (cleaved, polyclonal)

8.2. Laborger ate

Feinwaage BP110 S

Mikrowelle Electronic M 696
Gewebe-Einbett-Automat DDM 801
Gewebe-Aufblock-Station MEDIM DDM-P
Schlittenmikrotom Histoslide 2000
Inkubationsschrank

Schiittler Polymax 2040

Schittler WT 17

Mikroskop und digitale Bildaufnahme
pH-Meter

Objekttr ger SuperFrosta Plus

Acris (Bad Nauheim, D)

Rockland (Gilbertsville, USA)
Medicorp (Montreal, CAN)
Oncogene (Cambridge, USA)
Cdll Signaling Technology
(Beverly, USA)

Cell Signaling Technology
(Beverly, USA)

Sartorius (G ttingen, D)
Miele (Bielefeld, D)

Medim GmbH (Giefien, D)
Medim GmbH (Gief2en, D)
Leica(Nussloch, D)
Memmert (Schwabach, D)
Heidolph (Schwabach, D)
Janke und Kunkel (Stauffen, D)
Olympus (Hamburg, D)
ino-Lab (wissenschaftl.-tech.
Werkst tten Weilheim, D)

Langenbrink (Emmendingen, D)
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