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4 Einleitung

Parodontitis ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates, die mit der
irreversiblen Zerstérung der hart- und weichgewebigen Verankerung der Zahne einhergeht und
unbehandelt zu Zahnlockerung und Zahnverlust fiihren kann. Hauptursache fiir die Entstehung und
Progression der Parodontitis ist eine Uberschiellende, hyperinflammatorische Immunreaktion des
Organismus auf unzureichende Plaque-Entfernung und die damit verbundene Akkumulation und
dysbiotische Organisation parodontalpathogener Mikroorganismen im dentalen Biofilm. Es ist
unumstritten, dass das Auftreten und die Progredienz der Erkrankung durch weitere Risikofaktoren,
wie bestimmte genetische und epigenetische Dispositionen, Rauchen, mentaler Stress sowie okklusale
Uber- bzw. Fehlbelastungen beeinflusst wird. Dariiber hinaus stehen andere Allgemeinerkrankungen
wie Diabetes mellitus Typ Il, kardiovaskuldre Erkrankungen, Adipositas und metabolisches Syndrom
moglicherweise in einem bidirektionalen kausalen Verhéltnis zur Parodontitis. Bei Individuen, die an
Ubergewicht bzw. Adipositas leiden, produzieren Zellen des Fettgewebes (z.B. Adipozyten) vermehrt
pro-inflammatorische Zytokine. Diese sogenannten Adipokine sind Botenstoffe, welche wiederum in
Zielorganen an selektive Rezeptoren binden kdnnen und dort vielfaltige Effekte ausiiben. Die Rolle der
Adipokine Resistin, Leptin, Adiponektin und Visfatin im Parodont wurden in den letzten Jahren
vermehrt untersucht, wohingegen die Bedeutung des Adipokins Apelin und seines Rezeptors noch
weitgehend unbekannt ist. In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass diese Botenstoffe auch in
oralen Zellen produziert werden, dass deren Synthese durch zahlreiche lokale und systemische
Faktoren reguliert wird und dass Adipokine viele Funktionen parodontaler Zellen beeinflussen. Die
Rolle von Apelin in der Atiopathogenese der Parodontitis und der Assoziation zwischen Parodontitis
und Systemerkrankungen ist dagegen bisher kaum untersucht worden.

Ziel der Dissertation war es in vitro zu untersuchen, ob Apelin und sein Rezeptor in parodontalen
Ligament-Zellen exprimiert werden und ob diese Expressionen durch das Parodontitis-assoziierte
Bakterium Fusobacterium nucleatum moduliert werden. Des Weiteren sollte die Rolle von Apelin selbst
auf parodontale Zellen unter mikrobiellen Bedingungen analysiert werden, um dadurch die Bedeutung
von Apelin im Parodontium besser zu verstehen und den pathomechanistischen Zusammenhang auf
zelluldarer sowie molekularer Ebene zwischen Adipositas und Parodontitis zu beleuchten. In
verschiedenen In-vitro-Versuchen wurden dazu parodontale Ligament (PDL)-Zellen in An- und
Abwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von F. nucleatum und/oder Apelin fir bis zu 48 h
kultiviert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen. Nachfolgend wurde die Expression
verschiedener pro-inflammatorischer Molekiile wie Cyclooxygenase 2 (COX-2), CC- Chemokin-Ligand-2
(CCL2), Interleukin-8 (CXCL8), Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), des Enzyms Matrix-
metalloproteinase 1 (MMP1), des Wachstumsfaktors Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-31) und
des Osteogenese-assoziierten Transkriptionsfaktor Runt Related Transcription Factor 2 (RUNX2)
mittels real-time PCR untersucht. Die Expressionen von Apelin und seinem Rezeptor wurden ebenfalls
bestimmt. Komplettiert wurden die Transkriptionsstudien fiir CCL2 und MMP1 durch Proteinanalysen
der Zelliiberstiande mittels ELISA. AuRerdem wurde die Beteiligung der ,nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells” (NF-kB)- und , mitogen-activated protein kinase” (MAPK)-
Signaltransduktionen durch Prdinkubation mit spezifischen Inhibitoren untersucht. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels parametrischer und non-parametrischer Tests (p<0,05).



5 Literaturdiskussion

5.1 Parodontale Strukturbiologie

Die Mundhohle ist der einzige Bereich des menschlichen Korpers, bei dem Hartgewebe in direktem
Kontakt zur AuRenwelt steht (1). Dies bedingt einen physiologischen Locus minoris resistentiae am
Grenzbereich zwischen "sterilem" Kérperinneren und dem bakterienbesiedelten Cavum Oris, welchem
entscheidende Bedeutung bei der Abwehr pathogener Mikroorganismen und anderer Noxen
zukommt. Der Zahnhalteapparat dient des Weiteren der dynamischen Verankerung der Zéhne und
fungiert als Stitzgewebe. Das Parodont (peri=herum, dens=Zahn) umfasst unterschiedliche Bereiche
des Zahnhalteapparates, zu denen Gingiva (G), Alveolarknochen (AK), Wurzelzement (Z) und das
parodontale Ligament (PDL) zdhlen (Abb. 1). Das PDL inseriert sowohl am Wurzelzement als auch am
knochernen Zahnfach und sorgt tGber diese Verankerung fiir eine elastische Aufhangung der Zdhne. Die
Gingiva umgibt als Teil der mastikatorischen Mukosa die Zdahne und den Alveolarknochen und lasst sich
in befestigte, keratinisierte (,,attached”) Gingiva und in freie keratinisierte Gingiva unterteilen, welche
durch unterschiedlich ausgerichtete Bindegewebsfasern (BG) und Hemidesmosomen auf dem
Knochen und den Zahnen befestigt sind, sodass eine straffe, den Zahnen und Knochen anliegende
Bindegewebsmanschette resultiert (1)(Abb.1). Aufgrund der senkrecht zur Oberflache ausgerichteten
inserierenden Bindegewebsfasern ist bei dezentem Luftstrom das klinische Bild einer physiologischen
orangenhautdhnlichen Stippelung zu erkennen. Die befestigte Gingiva wird nach coronal durch die
freie Gingiva und nach apikal von der nicht-befestigten, dunkelroten Alveolarmukosa begrenzt, an
deren Ubergang die mukogingivale Grenzlinie gut erkennbar ist. Die keratinisierte Zone der Gingiva
stellt in vielerlei Hinsicht einen funktionell wichtigen Bereich dar, da durch ein breites Band befestigter
Schleimhaut die Hartgewebe groftenteils vor Plaque und Essensresten geschitzt sind. Auch
bestimmte zahnarztliche Eingriffe wie Implantationen weisen bessere Prognosen, wenn das AusmafR
dieses Schleimhauttyps Uppig ist. In Studien konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die
Hygienefadhigkeit von Implantaten und Zdhnen geringer ist, wenn weniger befestigte Gingiva vorliegt
und stattdessen schlaffe Mukosa anliegt (2). Es ist dennoch moglich, gesunde Verhaltnisse
aufrechtzuerhalten, jedoch ist das Risiko fiir entzlindliche Verdnderung bei periimplantdarer Mukosa
hoher als bei natiirlich vorkommendender Gingiva (3).
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Abbildung 1 - Aufbau des Zahnhaltepparates , FG = Freie Gingiva, AG = befestigte Gingiva, MGJ = Mukogingivale Grenzlinie -
Bild modifiziert nach Lindhe und Lang

Histologisch besteht die Gingiva aus drei Epitheltypen (1): dem oralen Gingivapithel, dem oralen
Sulkusepithel sowie dem Saumepithel. Die freie Gingiva weist am Ubergang zum Zahn eine gewebige
Einstllpung auf, die bei gesunden Individuen physiologische Tiefen von 0-3 mm aufweist, welche im
entzlindeten Zustand jedoch deutlich tiefer werden kénnen. In der schematischen Darstellung (Abb. 2)
ist zu erkennen, dass das der Mundhohle zugewandte orale Gingivaepithel (OE) in das orale
Sulkusepithel (OSE) und schlieBlich in das Saumepithel (SE) Gbergeht. Beim OE handelt es sich nach
histologischen Gesichtspunkten um ein verhorntes mehrschichtiges Plattenepithel mit Stratum basale,
spinosum, granulosum und corneum, welches am Ubergang zum Sulkus in das strukturgleiche OSE
miindet. Das OSE wiederum geht in apikaler Richtung kontinuierlich in das Saumepithel (iber, welches
sich dahingehend von OE und SE unterscheidet, dass es direkt dem Zahnschmelz aufliegt, nicht
keratinisiert ist, histologisch nur aus Stratum basale und suprabasale besteht und keine Reteleisten
zum darunterliegenden BG ausbildet. Von koronal nach apikal wird diese Epithelschicht immer
schmaler, bis es schlieflich im Bereich der Schmelzzementgrenze in das suprakrestale BG-Attachement
auslauft und somit den zuvor angesprochenen Ubergang von extrakorporal zu intrakorporal darstellt.
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Abbildung 2 - Epithelarten - links: Querschnitt durch das parodontale Ligament; rechts: Saumepithel. Z = Zement, SF = Sharpey-
Fasern, K = Knochen

Die oberflachliche Verhornung der keratinisierten Gingiva geht mit einer
kontinuierlichen Abschilferung  der obersten Epithelschicht einher und stellt einen
Abwehrmechanismus kaubelasteter Schleimhdute gegeniiber Fremdeinflissen dar (4). Da das
Saumepithel dies nicht aufweist, stellt es einen Locus minoris resistentiae dar. Es sei angemerkt, dass
das Saumepithel dem Schmelz nicht einfach aufliegt, sondern lGber Hemidesmosomen mit diesem
verknipft ist und durch Desmosomen mit dem darunterliegendem BG verbunden ist (5). Da das SE
permeabel ist, erlaubt es einen auswarts gerichteten Flissigkeitsstrom (Sulkusflissigkeit, GCF), der aus
unterschiedlichen Quellen wie dem Blutserum und dem BG entspringt. Es beinhaltet Zytokine,
Plasmaproteine, aber auch Abwehrzellen wie neutrophile Granulozyten oder Lymphozyten und kann
in seiner Flussrate und Zusammensetzung je nach Entziindungszustand verandert sein (6). Schi6tt und
Lée konnten bereits 1970 zeigen, dass durch das durchldssige Saumepithel ca. 30.000
polymorphkernige Granulozyten (PMN) pro Minute in den Mundraum gelangen (7). Da das
Saumepithel vulnerabler ist als die anderen Gewebe, ist die Umsatzrate dieser Region deutlich
erhoht (8). Ein intaktes Saumepithel befindet sich demnach keinesfalls in einem statischen Zustand,
sondern stets in einem dynamischen Wechselspiel aus zellularen Umbauprozessen, bakteriellen
Angriffen, mechanischer Belastung und immuninflammatorischen Reaktionen. Im gesunden Zustand
besteht gingivales Gewebe zu ca. 60 % aus BG, zu 35 % aus versorgenden Strukturen sowie aus einem
kleinen Teil, der von Zellen wie Fibroblasten, Mastzellen, Makrophagen oder anderen Immunzellen
eingenommen wird. Folgt man dem Sulkus- und Saumepithel bildlich weiter nach apikal, wird das PDL
erreicht, welches unter anderem fiir die bindegewebige Aufhangung des Zahnes in der knéchernen
Alveole zustandig ist (Abb. 2). Hierbei handelt es sich um gut durchblutetes sowie nerval versorgtes
BG, das reich an Kollagen und extrazelluldrer Matrix (EZM) ist. Die Zellen des PDLs setzen sich
Uberwiegend aus Fibroblasten und Gefal3zellen zusammen und aufgrund der rdumlichen Ndahe zum
Knochen und Zement auch aus Zementoblasten, Osteoblasten, Osteoklasten sowie einer Vielzahl von
Abwehrzellen. Sharpey’sche Kollagenfasern inserieren sowohl im Alveolarknochen als auch am
Wurzelzement und sind groRtenteils in apikokoronaler Richtung ausgerichtet. Das Wurzelzement
bedeckt die Zahnwurzel und ist ein spezialisiertes mineralisiertes Gewebe, welches im Gegensatz zu
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den {ibrigen parodontalen Geweben weder nerval noch von Blut- oder LymphgefdaRen versorgt wird.
Die Hauptfunktion des Wurzelzementes erklart sich durch die Insertion der Kollagenfasern: Sie stellen
die Verbindung zwischen Faserapparat und Zahn dar. Diese weichgewebige Verbindung bedingt die
physiologische Zahnbeweglichkeit und hat unter anderem die Aufgabe, physikalische Krafte
abzufangen und umzuleiten. Durch die dehnbaren Fasern werden vertikal/okklusal wirkende Kréfte
diagonal/horizontal auf den Alveolarknochen Ubertragen und somit Druckkraft in Zugkraft
umgewandelt. Da das PDL flussigkeitsreich ist, hat es wie die Bandscheiben der Wirbelsdule, die auf
das Abfedern abrupter Impulse ausgelegt sind, eine ddmpfende Wirkung. Da das PDL dynamisch auf
veranderte Belastung adaptiert, kommt es beispielsweise bei anhaltender mesiodiagonaler
Krafteinwirkung zu der Verbreiterung des PDL auf der Lastarmseite und zur Resorption auf der
gestauchten Gegenseite. Diese Anpassung ist ein komplexes Geschehen und involviert
Entziindungszellen und die Aktivierung diverser Proteasen, Zytokine sowie Osteoblasten und
Osteoklasten (9). Daher kdnnen Parafunktionen wie Pressen oder Knirschen bei der Parodontitis
vorkommende entziindliche Prozesse negativ beeinflussen und die Regeneration des PDL
beeintrachtigen (10). Zementoblasten dienen des Weiteren als Resorptionsbarriere gegentiber den
Umbauprozessen der Osteoblasten und -klasten des Knochenmetabolismus. Da Dentin und Knochen
eine dhnliche anorganische Grundzusammensetzung aufweisen, sind Osteoklasten in der Lage, Dentin
gleichermalfien zu resorbieren wie Knochengewebe. Dieses Phdnomen lasst sich eindriicklich beim
Frontzahntraumatyp der Avulsion beobachten, bei dem es durch lange extrakorporale Lagerung des
Zahns in unphysiologischen Medien und durch spate Replantation zu Schaden an der schiitzenden
Zementschicht und nachfolgend zu Ersatzresorptionen kommen kann (11). Da das PDL zum Grofteil
aus EZM und BG besteht, wurde im experimentellen Teil der Arbeit mit PDL-Zellen gearbeitet. Bei der
Parodontitis kommt es aufgrund verschiedener Faktoren zur wirtsinduzierten Degradation von
parodontalem Stltzgewebe. Zum Ursachenkomplex der Entstehung dieser Krankheit zdhlt vor allem
das plaqueinduziert dysbiotisch verdanderte Mikrobiom. Genetische Pradisposition, aber auch
systemische Erkrankungen wie Diabetes Mellitus oder Adipositas und Lifestyle Faktoren wie Rauchen
kénnen Risikofaktoren flr Parodontitis darstellen (12, 13).

5.2 Parodontitis

Parodontitis zadhlt zu den chronisch entziindlichen Erkrankungen, welche primar durch eine
UberschieBende Immunreaktion des Organismus auf dysbiotisch organisierte parodontalpathogene
Mikroorganismen im dentalen Biofilm hervorgerufen wird. Die Ansammlung dieser Mikroorganismen
in den Geweben des Zahnhalteapparates wird vornehmlich durch die Akkumulation von dentaler
Plaque verursacht, welche vor allem bei inadaquater Mundhygiene entsteht. Dadurch kénnen sich
Bakterien dysbiotisch im Biofilm organisieren und flhren synergistisch zur wirtsinduzierten
Desintegration der angrenzenden Gewebe. Hierbei hat das vermehrte Vorkommen einiger weniger
,Keystone“-Organismen eine gewisse Leitfunktion fir andere Parodontalpathogene, welche das
Auftreten einer Parodontitis wahrscheinlicher machen. Durch hyperinflammatorische
Immunantworten des Wirts kann es Uber vielgliedrige Entziindungskaskaden zur Resorption des
Alveolarknochens und letztlich zum vollstdndigem Zahnverlust kommen (14). Modifizierende und
pradisponierende Faktoren konnen ebenfalls einen verstarkenden Einfluss auf die Erkrankung haben
(15). Plaque und Gingivitis sind notige Voraussetzungen fiir die Entstehung einer Parodontitis, jedoch
geht nicht zwingend bei jedem Individuum eine Gingivitis in eine Parodontitis Gber. Ob der Transit von
einer vorliegenden Gingivitis in eine Parodontitis stattfindet und wie Progression und Schweregrad der
Erkrankung ausgepragt sind, hangt von diversen Faktoren ab (16), auf die im Folgenden eingegangen
wird .
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5.2.1 Pravalenz

Schon éltere epidemiologische Studien zeigen, dass Parodontitis ein globales Problem darstellt und
dass ein Grof3teil der erwachsenen Bevélkerung ab 35 Jahren von dieser Erkrankung betroffen ist (17).
Auch neuere Studien belegen dies. So lag die Zahl der erkrankten US-Blirger laut dem National Health
and Nutrition Examination Survey von 2012 bei 46 % (ca. 64,7 Millionen Biirger) (18). In Deutschland
lagen die Werte im Jahre 2014 bei ca. 8 % fir eine schwere Parodontitis unter den 35-44-Jahrigen und
bei ca. 19 % bei den 65-74-Jahrigen. Eine moderate Auspragung liegt im Durchschnitt bei 40 % der
Erwachsenen vor (19). Demnach lasst sich feststellen, dass ein grofRer Teil der Bevélkerung als
betroffen anzusehen ist (20). Beziiglich der Pravalenz belegt die Parodontitis weltweit Platz 11 der
haufigsten chronischen Erkrankungen mit ca. 795 Millionen Fallen in 2017 (21).

In wegweisenden Studien wie von Loée et al. 1986 wurden srilankanische Teeplantagenarbeiter
zwischen 14 und 46 Jahren parodontal befundet und nachuntersucht, die sich im Vorfeld und wahrend
des Betrachtungszeitraums in keinerlei parodontologischer Betreuung befanden (22). Diese Daten
geben daher Auskunft (iber die natirliche Auspragung und Verteilung innerhalb einer Population. Es
stellte sich heraus, dass drei Progressionsmuster erkennbar waren: Ca. 8 % der Untersuchten litten an
einer schnell voranschreitenden "aggressiven" Form, weitere 11 % zeigten keine Progression und ca.
81% der Untersuchten litten an einer moderat ausgepragt und fortschreitenden Parodontitis. Damit
konnte einerseits gezeigt werden, dass eine starke Variabilitdt bei der Ausprdgung und dem
Fortschreiten der Parodontitis vorliegt und dass mangelnde MundhygienemaBnahmen in 100% der
Falle zu einer Gingivitis flhrten, dies jedoch nicht zwangslaufig zu einer Parodontitis fihrte. Der
Ubergang zwischen oberflichlicher Zahnfleischentziindung und irreversiblem Verlust von Stiitzgewebe
scheint also individuell unterschiedlich und von weiteren Risikofaktoren wie der genetischen
Pradisposition abhangig zu sein (22). Diese Ergebnisse konnten auch durch andere Studien bestatigt
werden. So wird die Zahl der Patienten, die an der rasch fortschreitenden Form leiden, meist mit ca.
10-15 % beziffert. Des Weiteren korreliert die Parodontitis-Pravalenz positiv mit zunehmendem Alter
und erhohten Plaquewerten. Wie im Abschnitt "modifizierende und pradisponierende Faktoren"
ausfihrlicher beschrieben wird, hangen der Ausbruch und die Progression neben dem Alter und der
bakteriellen Dysbiose noch von weiteren Faktoren ab.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die ,,Parodontitislast” in der Bevolkerung hoch ist. Dabei
ist der GroRteil der Bevolkerung moderat und ein kleiner Teil stark betroffen (1). Aufgrund der
steigenden Lebenserwartung sowie der verringerten Zahnverlustrate ist mit einer steigenden globalen
Belastung zu rechnen.

5.2.2 Atiopathogenese

5.2.3 Biofilm und Mikrobiom

Der Korper beherbergt eine Vielzahl von Zellen, von denen ein GroRteil residente Mikroorganismen
sind, die bestimmte Areale des Korpers besiedeln (23, 24). Dabei stellen die unterschiedlich
besiedelten Areale wie zum Beispiel Haut, Darm oder der Mundraum 6kologische Lebensraume dar,
die beziglich ihrer mikrobiellen Zusammensetzung dementsprechend divers sind (24). Die Mundhdhle
nimmt in diesem Szenario eine besondere Rolle ein: Sie stellt aufgrund der konstanten Temperatur,
Feuchte und der regelmaRigen Nahrungszufuhr einen idealen Nahrboden fiir Bakterien, Viren, Pilze
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und weitere Mikroorganismen dar (24, 25). Wie im Vorfeld beschrieben, wird bakterielle Besiedlung
auf einem exponierten Gewebe im Regelfall u.a. durch Abschilferung der oberen Epithelschichten
konstant niedrig gehalten. Da weder Schmelz noch Dentin dazu in der Lage sind und Bakterien auf
Hartgeweben adharieren, konnen Besiedler bei Abwesenheit von mechanischer Entfernung, langere
Zeit am Gewebe anhaften. Der Ubergang von Hart- zu Weichgewebe, d.h. das orale Sulkusepithel, stellt
demnach eine entscheidende Eintrittspforte zum Korperinneren dar. Wie ausgepragt die Komplexitat
des oralen Mikrobioms ist, konnte DeWirst 2010 zeigen: Uber 600 Spezies konnten im Mund durch
seine Arbeitsgruppe identifiziert und katalogisiert werden (26). Damit beherbergt das Cavum oris nach
dem Magen-Darmtrakt die gréRte Anzahl an besiedelnden Mikroorganismen. Biofilme stellen eine
evolutionsbiologische Anpassung und Uberlebensstrategie von Mikroorganismen an das sie
umgebende Milieu dar, weil sie durch diese Lebensgemeinschaft einen Vorteil gegeniliber der
Lebensweise als planktonische Einzelganger aufweisen. Im Biofilm leben Mikroorganismen
symbiotisch organisiert und sind geschiitzt vor externen Angriffen durch antimikrobielle Substanzen
wie Antibiotika oder Antiseptika (27). Die Abfolge der Biofilmentstehung verlauft dabei in Grundziigen
meist dhnlich. Die einzelnen Stadien der Plaquebildung kdénnen in weiterfiihrender Literatur
nachgelesen werden, da dies den Rahmen der Einleitung sprengen wiirde. Zusammenfassend ldsst sich
jedoch feststellen, dass Zellen im Biofilm einen Selektionsvorteil gegenliber planktonisch
vorkommenden Einzellern aufweisen. Sie sind durch die Diffusionsbarriere geschiitzt und nutzen
Metabolite untereinander effizient. Durch Mechanismen wie Effluxpumpen sind Bakterien gegeniber
auBeren Noxen deutlich resistenter als freischwimmende Mikroorganismen.

Die komplexen Vernetzungen innerhalb des Mikrobioms lassen sich angesichts der Tatsache erahnen,
dass unter Laborbedingungen nur circa 50 % der residenten Mikroorganismen kultiviert werden
kénnen (28). Dies zeigt, dass die Lebensformen spezielle Bedingungen zum Wachsen benétigen. Wie
eingangs erwahnt, konnte DeWirst mit der Internetprdasenz "The Human Oral Microbiome Database"
diese Diversitat katalogisieren (26). Innerhalb des Mundes existieren unterschiedliche 6kologische
Nischen mit unterschiedlichen Besiedlern (29). So stellt die okklusale Kauflache einen exponierten
Lebensraum mit verhaltnismaRig wenigen Organismen dar, die vor allem aerob und speichelabhangig
sind und Energie aus der durch den Wirt aufgenommen Nahrung gewinnen (30). Die Zahl der
Lebensformen in den geschiitzteren Approximalrdumen oder dem gingivalen Sulkus ist deutlich
diverser und verschiebt sich auf die Seite der gram-negativen Anaerobier (31, 32). Durch die intensive
Forschung innerhalb des letzten Jahrhunderts wurden diverse Hypothesen (ber die grundlegende
Ursache der Parodontitis aufgestellt. In jeder dieser Hypothesen wurde zweifellos anerkannt, dass
Bakterien essenziell fiir die Entstehung der Erkrankung sind. Weiterhin gilt es als unumstritten, dass
die parodontal destruktiven Mechanismen vor allem wirtsinduziert sind und in letzter Konsequenz zum
totalen Zahnverlust fihren kénnen (1).

Kenntnis iber die grundlegenden Prinzipien der Pathogenese versprechen gezielte Angriffspunkte fir
Diagnostik und Therapie. Dementsprechend grol8 waren die Bestrebungen in den letzten 100 Jahren,
die komplexen Mechanismen und den Verlauf der Krankheit zu entschlisseln. Seit Ende des
19. Jahrhunderts wurden diverse Hypothesen aufgestellt, welche die Rolle der Bakterien im Rahmen
der Parodontitis erklaren sollten. Der Ubersicht halber wird in dieser Arbeit nur die aktuell giiltige
Anschauung aufgegriffen.
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Die aktuell giiltige Annahme, die ,Keystone Pathogen-Hypothese”, postuliert von Hajishengallis im
Jahre 2012 (33), fasst im Grunde (fast) alle vorhergehenden Hypothesen zusammen. Plaque und
Bakterien werden als essenziell fiir die Entstehung der Parodontitis angesehen, sind jedoch nicht die
alleinigen Ursachen, sondern Teil eines multifaktoriellen Geschehens. Im Gegensatz zur von Socranksy
(34) postulierten Komplextheorie tragen nicht nur einige wenige Bakterien zur Parodontitis bei,
sondern es bedarf des Zusammenspiels vieler unterschiedlicher Spezies, von denen einige eine gewisse
Leitfunktion Ubernehmen. Diese agieren im gesunden Zustand im Gleichgewicht als kommensale
Lebensgemeinschaft. Unter physiologischen Verhaltnissen liegt also eine symbiotisch interagierende
mikrobielle Lebensgemeinschaft vor, die im Gleichgewicht zum Wirt steht (33, 35). Liegt dieses
Verhaltnis ausgeglichen vor, wird von Homoostase gesprochen. Durch Faktoren wie Plaque, Stress,
Alter, Rauchen, verringerter Wirtsabwehr und systemische Erkrankungen kann es zum
Zusammenbruch der Homdostase kommen und Kommensalen werden zu Pathobionten. Solange die
wirtseigene Abwehr gegen die Gleichgewichtsverschiebung ankampfen kann, wird die Krankheit nicht
ausbrechen oder nur subklinisch bemerkbar werden. Wird jedoch ein kritischer Schwellenwert
Uberschritten und die Entziindung fehlgeleitet, entsteht ein Krankheitsbild mit entsprechenden
Symptomen. Dabei haben einige wenige Mikroorganismen eine gewisse Leitfunktion, die als
,Keystone-Pathogene” bezeichnet werden. Keystone-Organismen sind Spezies, die trotz geringen
Vorkommens unverhiltnismaRig groRen Einfluss auf Okosysteme haben. Sie wirken dabei umlenkend
und modifizierend. Dieses Phdnomen ist in der Okologie am Beispiel des Bibers bekannt. Sie stehen
nicht an der Spitze der Nahrungskette wie andere dominantere Spezies, modifizieren aber durch ihren
Dammbau gesamte Okosysteme. In der Architektur ist der Keystone der zentrale Stein, der einen
Rundbogen stabilisiert und ohne den das Konstrukt zusammenbricht und kollabiert. Keystone-
Organismen halten Okosysteme zusammen oder erméglichen dessen Existenz in der bestehenden
Form. Durch immer bessere Techniken und Untersuchungsmethoden lassen sich auch bei der
Parodontitis solche Organismen finden. Fiir P. gingivalis, der nach der Komplextheorie dem roten
Komplex zugehorig ist, konnten immunsubversive Eigenschaften nachgewiesen werden (36). Dieses
Bakterium besitzt die Fahigkeit, die Rekrutierung der Leukozyten, aber auch deren Funktion zu
beeintrachtigen, die Phagozytose durch Verringerung der CXCL8-Expression zu hemmen (,lokale
Chemokin-Paralyse”) sowie liber den Antagonismus des Toll-like-Receptors” (TLR) zur verminderten
Antwort des Komplementsystems zu fiihren (36). Durch diese Immunsuppression kénnen andere
Mikroorganismen ungehindert proliferieren und sind weitestgehend vor der kérpereigenen Abwehr
geschitzt (33, 37). Dies erklart auch das Paradoxon, warum P. gingivalis als Keystone-Bakterium
angesehen wird, aber allein keine Parodontitis auslésen kann, was eindrucksvoll durch In-vivo-
Untersuchungen an Mausen gezeigt werden konnte: Steril aufgezogene und ,,normale” Mause wurden
geringen Mengen von P. gingivalis ausgesetzt, was dazu flihrte, dass bei den Mausen mit ,,normalem*”
oralem Mikrobiom nach sechs Wochen eine Parodontitis und Verlust von Alveolarknochen induziert
werden konnte. Bei den unter aseptischen Bedingungen gehaltenen Mausen |6ste die Inkubation mit
P. gingivalis keinerlei Entziindung des Zahnhalteapparates und keinen Knochenverlust aus. Dies zeigt
einerseits, dass P. gingivalis allein keine Parodontitis auslésen kann, aber durch Modifikation des
Okosystems den anderen Organismen den Weg ebnet. Andererseits veranschaulicht dies, dass nur
sehr geringe Mengen (<0,01 % der gesamten bakteriellen Last) ausreichen, um einen drastischen Effekt
zu erzeugen (38). Das Keystone-Bakterium ist nicht direkt fir die Degradation verantwortlich, erlaubt
und erhilt jedoch ein pathologisches, entziindliches Milieu aufrecht. Dementsprechend manifestiert
sich Parodontitis als ein vielschichtiges, dynamisches Geschehen, das auf Dysbiose eines gesamten
Systems fulSt und nicht nur die Auswirkung einzelner Spezies oder Komplexen ist (1, 33).
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5.2.4 Pathogenese

Uberwinden Bakterien die Abwehrlinien des Speichels und die der Epithelbarriere, stehen lhnen
diverse Gegenspieler der korpereigenen Abwehr gegenilber. Darunter fallen die angeborene und
erworbene humorale Abwehr, angeborene unspezifische zellulare Abwehr und die erworbene
spezifische zellulare Antwort. Da Zellwandbestandteile und metabolische Produkte z.B.
Lipopolysaccharide (LPS) und Peptidoglykane von Erstbesiedlern den "alternativen Weg" des
Komplementsystems aktivieren kénnen, ist dies eine der ersten Reaktionen in parodontalen Geweben
auf pathogene Mikroorganismen (4). Durch die Faktoren C3a und C5a geben lokale Mastzellen im
gingivalen Sulkus vasoaktive Amine ab, was zu erhohter Permeabilitdt der Gefdlle fiihrt, wodurch
wiederum ein lokal begrenztes Odem entsteht und die FlieRrate der Sulkusfliissigkeit gesteigert wird
(6, 39). Zellen des Immunsystems tbermitteln Informationen lGber verschiedene Mediatoren wie zum
Beispiel Interleukine (IL), Interferone (INF) oder Tumornekrosefaktoren (TNF), welche unterschiedliche
Wirkungen an verschiedenen Zielzellen austiben kdnnen. Einer dieser Mediatoren ist TNF-a, das z.B.
von Mastzellen durch die Aktivierung von Komplementrezeptoren ausgeschiittet wird. TNF-a flihrt
wiederum zur vermehrten Synthese von endothelialen Adhasionsmolekiilen (ICAMs, ELAMs), deren
Funktion das "Anlocken" und die Migration von PMNs, wichtigen Mitspielern der unspezifischen
zelluldaren Immunantwort, ist. lhre Funktionen sind unter anderem die Phagozytose und die
Ausschittung diverser Zytokine. Weitere Beteiligte sind unterschiedliche mononukledre Zellen wie
dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen. Letztgenannte sind ebenfalls fiir Phagozytose
zustandig und sekretieren bei Aufnahme des Pathogens pro-inflammatorische Mediatoren wie TNF-a
und IL-1 und -8, welche die Bildung von Molekiilen am Endothel der lokalen GefdRe induzieren, um
dort befindliche PMNs zu akquirieren. Dendritische Zellen sind in der Lage, pathogene Noxen mit lhren
neuronenartigen Ausldufern zu erkennen und Information an Lymphozyten weiterzuleiten und sind
damit wichtige Initiatoren der spezifischen Abwehr. Im friilhen Stadium einer Gingivitis ist die
vorherrschende Zellart jedoch die der PMNs (39, 40), deren Zahl zunachst proportional zur Entziindung
steigt. Dieser Zelltyp sorgt durch die Freisetzung von IL-1, IL-1RA und IL-17 (und indirekt IL-8) zu einer
sich selbst verstarkenden positiven Riickkopplung. Durch diese Zytokine, z.B. TNF-a von Makrophagen
sowie IL-8 von Epithelzellen, werden weitere Adhdsionsmolekiile wie ICAMs und ELAMs synthetisiert,
wodurch es zu einem stetigen Strom an PMNs durch das Gewebe in das Saum- und Sulkusepithel bis
in das Cavum oris kommt (4). Wird der pathogene Reiz (dentale Plaque) beispielsweise durch
Mundhygienemallnahmen beseitigt, flihren diese Abwehrmechanismen zur Remission der
Entziindung. Problematisch wird es dann, wenn Mikroorganismen (ber ldngere Zeit uneingeschrankt
adharieren, proliferieren und sich im Biofilm organisieren koénnen, da es PMNs in diesem
fortgeschritteneren Stadium unter Umstanden nicht schaffen, die pathogenen Bakterien und deren
Metabolite zu phagozytieren und daraufhin die "abortive Phagozytose" einleiten. Bei diesem Vorgang
entleeren sie ihre Granula nach extrazelluldr, woraufhin es zu Kollagenabbau kommt (41). Da bis zu
diesem Zeitpunkt klinisch und histologisch keine Hartgewebsdegradation stattgefunden hat und die
Entziindungszeichen durch einfache Interventionen (Plaqueentfernung) vollstandig umkehrbar sind,
wird dieser Teil des Entziindungsprozesses als reversible Gingivitis bezeichnet. Ob die Gingivitis in eine
Parodontitis Ubergeht, hdngt von diversen Faktoren ab, wobei dem Ausmall der
Granulozytenaktivierung eine entscheidende Rolle zukommt. Ist deren Aktivierung inaddquat verstarkt
oder verringert, die Immunantwort also hyper- oder hypoinflammatorisch, kommt es unter
Umstdnden zu irreversiblen, destruktiven Entziindungsfolgen und folglich zu Knochenresorptionen (4).
In diesem Punkt liegt ein wichtiger Schalthebel fiir die genetische Pradisposition eines Individuums fir
Parodontitis, da es durch Mutationen auf den entsprechenden codierenden Genen (ELANE, WAS, LYST,
CXCR4, ITGB2) zu FunktionseinbuBen der PMNs kommen kann, was bei Aktivierung eine schnellere
Progression der Parodontitis nach sich ziehen kann (4, 6). Kommt es zur Persistenz des Biofilms,
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verandert sich die Zellkomposition des entziindlichen Milieus und AG-prasentierende Zellen wie
dendritischen Zellen aktivieren sukzessive die spezifische, erworbene Immunantwort. Bei Aktivierung
der antigenprasentierenden Zellen durch Toll-like-Rezeptoren bilden diese Zellen nach der
Prozessierung des AGs Oberflachenmolekiile wie den ,Major Histocompatability Complex II" (MHC II)
aus, welcher am T-Zell-Rezeptor der T-Helferzelle binden und diesen aktivieren kann. Dieser Prozess
findet nicht direkt in der parodontalen Tasche statt, sondern in einem nahe gelegenen Lymphknoten,
in dem die Information der AG-prasentierenden Zelle Gibermittelt wird. Nach erfolgter T-Zellaktivierung
begeben sich diese dann zuriick an den Ort des Geschehens. So verschiebt sich mit Fortschreiten der
Lasion das Verhaltnis zwischen PMNs und Lymphozyten auf die Seite der Lymphozyten. Durch die
spezifische MHC Il-Expression konnen unterschiedliche Klassen von T-Zellen aktiviert werden: unter
anderen die T-Helferzelle 1 (Th1) und T-Helferzelle 2 (Th2) sowie viele weitere Klassen. Die Aufgabe
der Th1l ist die Rekrutierung weiterer Makrophagen Uber IFN-y, wohingegen die Th2 {iber IL-4 und IL-
10 B-Lymphozyten fiir die Antikdrpersynthese aktiviert. Da T-Zellen Autorezeptoren fiir das von ihnen
selbst exprimierte IL-2 besitzen, kommt es bei Persistenz der Aktivierung zu einem sich verstarkenden
Mechanismus. Th2 haben die Fahigkeit, Gber Zytokine und Bindung an den B-Zellrezeptor (CD40)
ruhende B-Zellen zu Effektor-B Zellen (Plasma-Zellen) zu aktivieren, deren Aufgabe ist, spezifische
Antikorper zu bilden, welche wiederum die parodontalpathogenen Mikroorganismen eliminieren
sollen. Die Haupt-AK-Klassen der parodontalen Lasion sind IgG gefolgt von IgM und IgA. Wie zuvor fir
die PMNs beschrieben, kénnen auch Antikérper den organisierten Biofilm groRtenteils nicht
penetrieren, wodurch es zu einer Chronifizierung des Prozesses kommt.

Das von Schréder und Page 1976 vorgestellte Modell mit der zeitlichen Unterteilung der parodontalen
Erkrankung in eine initiale, friihe, etablierte und fortgeschrittene Lasion bleibt bis heute in den
Grundzligen erhalten (41). Dabei sind die drei erstgenannten Stadien der reversiblen Gingivitis
zuzuordnen, da bis zu diesem Zeitpunkt zwar Kollagendegradation stattgefunden, aber noch kein
Knochenabbau eingesetzt hat. Der flieBende Ubergang zu einer T- und Plasma-Zell dominierten Lision
stellt den Ubergang zur Parodontitis dar. Bei der fortgeschrittenen Lision beschrinkt sich die
Destruktion nicht auf die Gingiva, sondern umfasst mit der Desintegration des Desmodonts, Zements
und des Knochens alle Gbrigen parodontalen Gewebe (42). Es ist bekannt, dass den PMNs auch in den
spateren Stadien wichtige Funktionen zukommen, da die Rekrutierung der Granulozyten durch
Zytokine aufrechterhalten bleibt. Residente Fibroblasten und Epithelzellen reagieren auf die
zunehmende Konzentration pro-inflammatorischer Zytokine wie COX-2, IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a mit
vermehrter Freisetzung von MMPs, welche mitverantwortlich fir den Abbau von Kollagen sind.
Enzyme dieser Klasse sind sowohl am Kollagen- als auch Knochenumsatz beteiligt und kommen daher
auch in physiologischen Konzentrationen im Gewebe vor. Bei Uberexpression, wie sie im entziindeten
Milieu vorliegt, kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht und damit zur vermehrten Degradation
dieser Gewebe (43). Erhoht sich das Expressionsniveau pro-inflammatorischer Zytokine im Verlauf der
Parodontitis dauerhaft, steigt auch die MMP-Synthese an, da diese unter anderem durch
Entziindungsmediatoren wie COX-2, Interleukine oder TNF-a positiv reguliert werden (43). Da MMP-1
und MMP-8 eine tragende Rolle im Rahmen der Parodontitis spielen, gelten erhdhte Level dieser
Enzyme als Parodontitis-Marker (44, 45). Klinisch und histologisch verschiebt sich das Saumepithel und
das Entziindungsgeschehen durch den fortschreitenden BG-Verlust nach apikal, da die typische
Abwehrreaktion des Korpers auf einen chronifizierten Prozess die bindegewebige Abkapselung des
erkrankten Bereichs ist. Zwischen Taschenfundus und Alveolarknochen bleibt stets ein Band an
abgrenzendem, intaktem BG erhalten. In der fortgeschrittenen Lasion ist die Gewebedegradation im
Vergleich zu den vorherigen Stadien nun nicht mehr auf die Weichgewebe beschrdnkt. Die
Knochenumbaurate wird durch die Aktivitdt von Osteoblasten und -klasten bestimmt. Die
Osteoklastendifferenzierung wird durch die Bindung des Molekiils "Receptor Activator of Nuclear
Factor-kappa B Ligand" (RANKL) an seinen entsprechenden Rezeptor (RANK) reguliert. Nach der
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Anbindung des Liganden an seinen Rezeptor bilden Osteoklasten Hydrolasen und andere Enzyme, die
zur Demineralisierung des Knochens beitragen. Verschiedene Zellen kénnen den RANK-
Rezeptorantagonisten Osteoprotegerin (OPG) bilden, welcher die Aktivierung der Osteoklasten
verhindert. Im gesunden Individuum herrscht ein Gleichgewicht zwischen Knochenab- und aufbau,
sodass dessen Dichte und Volumen konstant gehalten wird. Bei der Parodontitis liegt das
Gleichgewicht entziindungsbedingt auf Seite der Osteoklasten, sodass es zu verstarkter
Knochenresorption kommt. Parodontitispatienten weisen daher erhéhte RANK und verringerte OPG-
Werte im Sulkusfluid auf (46). Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor ist ,RUNX family
transcription factor 2 “ (RUNX2), der die Osteoblastendifferenzierung aus Progenitorzellen induziert
und von TNF-a herunter- und durch ,Bone Morphogenic Proteins“ (BMPs) sowie ,Transforming
Growth Factor Beta 1“ (TGF-B1) heraufreguliert wird (47). Pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1 und
TNF-a sind also an der Regulation von RUNX2, RANK und OPG beteiligt. Da es bei Parodontitis zu einem
Ungleichgewicht zwischen diesen Molekiilen kommt, findet bei persistierendem Reiz Knochenabbau
statt.

5.2.5 Risikofaktoren

Wie erwahnt, wurde schon in alteren Studien (22, 40) gezeigt, dass es deutliche Unterschiede in der
Auspragung und dem Auftreten von Gingivitis und Parodontitis gibt. Wovon hangt es nun ab, ob eine
Gingivitis oder Parodontitis entsteht, oder ob der Ubergang von einem zum anderen Stadium
stattfindet oder die Erkrankung stagniert?

Die Voraussetzung fiir Parodontitis bildet ein multifaktorielles Mosaik aus dysbiotischem Mikrobiom,
UberschieRender Immunantwort des Wirts, genetischer Veranlagung und vielen weiteren Bausteinen.
Es existieren diverse Risikofaktoren, die das Auftreten einer Gingivitis oder Parodontitis
wahrscheinlicher machen, wovon dauerhaft schlechte Mundhygiene als einer der Hauptrisikofaktoren
fir die Entstehung einer Parodontitis unumstritten ist (48). Pradisponierende Faktoren sind jene, die
die Akkumulation von dentaler Plaque erleichtern bzw. die Hygienefahigkeit einschranken. Diese
Risikofaktoren sind meist lokal wie zum Beispiel eng verschachtelt stehende oder rotierte Zdhne (49).
Zu weiteren lokalen Risikofaktoren gehdren subgingival liegende, nicht ausreichend polierte,
Uberhdngende Fillungsrander (50, 51), anatomische Varianten (52) wie Schmelzperlen (53) und enge
Furkationsbereiche bei Molaren in Kombination mit kurzem Wurzelstamm , Mundtrockenheit (54)
oder Mundatmung (55). Prothesen (56), kieferorthopadische Gerate (57), Karies (58), Zahnfrakturen
(59) und gingivale Rezessionen (60) sind weitere Konditionen, welche die Reinigung beeintrachtigen
und die Plaque Akkumulation fordern koénnen. Zuletzt sei noch auf den gingivalen Phanotyp
hingewiesen: ein diinner Phdnotyp neigt eher zu entziindlichen Reaktion als ein dicker Phanotyp (39,
61). Abzugrenzen sind die lokalen Risikofaktoren von den systemischen, sogenannten modifizierenden
Faktoren, bei denen es sich um jene Umstiande handelt, welche das Grundgerist und die
Rahmenbedingungen der wirtseigenen Immunabwehr abwandeln, sodass ein Ausbruch der Krankheit
wahrscheinlicher wird. Grundsatzlich gilt jede Kondition, die die GefdRantwort, die zelluldre Antwort
oder das Regenerationsvermogen bestimmter Gewebe verdndert als modifizierender Faktor (1).
Parodontitis ist mit diversen systemischen Erkrankungen assoziiert (62). Die bekanntesten und
haufigsten dieser Umstdande sind Rauchen (63, 64), Dysstress, genetische Pradisposition, Diabetes (65)
und Ubergewicht (66). Des Weiteren reihen sich bestimmte Medikamente (67) mit Einfluss auf das
Parodont und immunsupprimierende Erkrankungen (68), sowie diverse Syndrome in diese Liste ein.

18



Von besonderem Interesse fiir die vorliegende Arbeit zahlen Ubergewicht und Adipositas. Da diese eng
mit Diabetes mellitus Typ Il in Verbindung stehen, soll auf diese Umstande genauer eingegangen
werden.

5.2.5.1.1 Diabetes

Diabetes mellitus beschreibt eine heterogene Gruppe von chronischen Stoffwechselerkrankungen,
deren zentrale Problematik durch erhohte Blutglukosewerte gekennzeichnet ist, wobei ein
Nuchternplasmaglukosewert von dauerhaft Gber 120 mg/ml hierbei als zu hoch gilt (69). Da dieser
Wert Uber den Tag deutlichen Schwankungen unterliegt, ist er jedoch recht ungenau. Ein besseres
LangzeitmaRR stellt der glykierte Hamoglobinanteil dar, bei dem Zuckermolekiile ohne
Fremdeinwirkung an den roten Blutfarbstoff binden. Dieser sogenannte ,Himoglobin Alc“-Wert
(HbA1c), gibt Aufschluss Uber die Blutglukosewerte des Patienten der letzten 8-12 Wochen (70), was
der mittleren Lebensdauer der Erythrozyten entspricht. Der Zielwert liegt zwischen 6,5 % - 7 % (71).
Bleiben die Blutzuckerwerte dauerhaft erhdht, entstehen teils drastische Auswirkungen auf den
Gesamtorganismus.

Die Pravalenz von Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2) ist in Deutschland von 2009 bis 2015 von 8,5 % auf
9,5 % gestiegen, wobei die jdhrliche Inzidenz von DMT2 circa 500.000/Jahr - Tendenz steigend -
betrdagt. Damit stellt Diabetes eine Volkskrankheit mit fest verankerten Wurzeln in der in Deutschland
lebendenden Bevdlkerung dar (72). Auch weltweit befindet sich diese Stoffwechselerkrankung in einer
Aufwadrtsspirale. Lag die globale Pravalenz im Jahre 2000 noch bei ca. 2,8 %, wird sie aufgrund der
zugrunde liegenden Daten auf 4,4 % fur das Jahr 2030 geschatzt (73). Griinde hierfiir sind unter
anderem die steigende Lebenserwartung, didtetische Verdnderungen, bei denen UbermaRig
kurzkettige Kohlenhydrate konsumiert werden sowie Bewegungsmangel. Diese Bewegungs- und
Erndhrungsmuster lassen sich vor allem in Industrienationen und sogenannten , Schwellen- oder
Entwicklungslandern" verzeichnen. Durch Storung der Insulinsekretion oder -wirkung entstehen
Probleme im Glukosemetabolismus. Die bekanntesten Typen des Diabetes mellitus sind Typ 1 (DMT1)
und Typ 2 (DMT2), wobei der erste Typ durch autoimmune Zerstérung der Beta-Zellen des Pankreas
und der deutlichen Verringerung oder dem gesamten Fehlen des Hormons Insulin gekennzeichnet ist.
Dieser Typ kommt bereits in jungen Jahren vor und hat genetische und intrinsische Ursachen.
Personen, die an Typ 1 Diabetes mellitus leiden, haben in der Regel einen normalen Body-Mass-Index
(BMI). Beim DMT2 hingegen liegen meist extrinsische Ursachen vor, sodass Betroffene haufig
Ubergewichtig oder adipds sind, an Bewegungsmangel leiden und eine unausgewogene Erndhrung
praktizieren. Durch primar erndhrungsbedingt dauerhaft erhthte Blutzuckerwerte werden die
Insulinrezeptoren desensibilisiert und deren physiologische Wirkungsweise reduziert. Des Weiteren
synthetisieren Adipozyten, aber auch diverse andere Gewebe bei Ubergewicht vermehrt
pro-inflammatorische Zytokine wie Adipokine (15), die den chronisch manifestierten entzindlichen
Zustand sowie die Desensibilisierung des Insulinrezeptors weiterhin verstarken kénnen, sodass die
Aufnahme von Plasmaglukose in die Skelettmuskulatur (SKM)-Zellen gestort ist. Aufgrund der
verminderten Rezeptorfunktion wird beim DMT2 von Insulinresistenz gesprochen. Zu den haufigsten
Begleiterscheinungen des DMT2 zahlen erhohtes Risiko fir Wundinfektionen, Makro- und
Mikroangiopathien und damit erhoéhtes Risiko fur Herzkreislauferkrankungen, Augenerkrankungen
und weitere (74). Auch Diabetes und Parodontitis korrelieren positiv miteinander und stehen in einem
kausalen, bidirektionalen Verhaltnis zueinander. So kann ein schlecht eingestellter Diabetes ein 3-fach
erhohtes Risiko flir Parodontitis darstellen und eine starke Parodontitis die entgleiste Stoffwechsellage
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weiter verstarken, aber eine erfolgreiche Parodontaltherapie bei DMT2 den HbAlc im Schnitt um 0,4
% senken (65).

Sowohl DMT1- als auch DMT2-Patienten weisen aufgrund der dauerhaften Hyperglykdamie erhdhte
Entzindungsmarker wie TNF-a, C-reaktives Protein (CRP), COX-2 und IL-6 (75) auf. Auch bei
Parodontitispatienten sind diese Marker sowohl lokal als auch systemisch erhoht, sodass diese
Molekiile die Insulin-Signalkaskade negativ beeinflussen und die Wirkung des Rezeptors im Sinne eines
Rickkopplungsmechanismus beeintrachtigen (76—79). Einige immuninflammatorische Zellen wie
Monozyten, Makrophagen, PMNs und T-Zellen werden in ihrer Funktion beeintrachtigt, sodass
Makrophagen bei schlecht eingestellten Diabetikern auf bakterielle Trigger hyperinflammatorisch
reagieren und im Vergleich zum Nichtdiabetiker TNF-a, IL-1B und Prostaglandin E2 (PGE2) in
vermehrter Konzentration abgeben (80, 81). Auch PMNs agieren durch verschlechterte Chemotaxis
verandert, und da der zelleigene Kontrollmechanismus der Apoptose ebenfalls gestort ist, verbleiben
diese Zellen verlangert im parodontalen Gewebe (82), sodass Uber einen prolongierten Zeitraum
matrixdegradierende Substanzen wie MMPs und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) abgesondert
werden. Zusammenfassend entsteht eine verlingerte immuneigene Uberreaktion mit verringerter
Abwehrleistung und vermehrter 6rtlicher Gewebsdestruktion. Durch die Hyperglykdmie sammeln sich
,Advanced Glycation End Products" (AGEs) in parodontalen Geweben an, welche dhnlich wie die
vorher genannten Zytokine pro-inflammatorisch wirken. Diese AGEs entstehen durch nicht
enzymatische, spontane Bindung von Glukose an Proteine vor allem dann, wenn der
Plasmaglukosespiegel liber lange Zeit erhoht ist. Durch Bindung an den entsprechenden Rezeptor
(RAGE) auf Entziindungszellen ist eine Hochregulation der Genexpression von pro-inflammatorischen
Mediatoren wie IL-1B, IL-6 und TNF-a zu verzeichnen (65). Studien konnten zeigen, dass nicht nur die
Entziindungsreaktion verstarkt, sondern auch die Kollagenumsatzrate von Fibroblasten und
Osteoblasten durch vermehrte Apoptose reduziert wird. Hinzu kommt ein verringertes
Regenerationspotential, da Kollagenfasern starker miteinander verkniipft werden (82, 83).

5.2.5.1.2 Adipositas

Da DMT2 und Ubergewicht in direkter Korrelation miteinander stehen (84) und beide Krankheitsbilder
auch als Risikofaktor fiir Parodontitis gelten (85), soll im Folgenden ein Uberblick gegeben und die
Zusammenhange beleuchtet werden.

Adipositas und Ubergewicht gelten weltweit als Problem und sind vor allem in Industrienationen, aber
auch in vielen anderen Staaten auf dem Vormarsch (86—88). Hauptursachen, neben genetischer
Pradisposition, sind vor allem Bewegungsmangel und Uber- bzw. Fehlerndhrung, aber auch
sozibkonomische Aspekte kommen hier zum Tragen (89, 90). Die Kombination aus
Nahrungstberproduktion, Bewegungsmangel, vermehrt verarbeiteten Lebensmitteln, zunehmendem
Wohlstand und mangelnder Aufklarung fiihren weltweit zu mehr Ubergewichtigen (91). Gemessen
werden Ubergewicht und Adipositas meist anhand des Body Mass Index, der aus dem Quotienten aus
Kérpergewicht (in kg) / Quadrat der KérpergréRe (in m) gebildet wird. Ab einem BMI von 25 kg/m? gilt
ein Individuum als Gbergewichtig bzw. pra-adipds, ab einem BMI von 30 kg/m? wird von Fettleibigkeit
gesprochen. Der BMI ist ein einfach anzuwendendes Mal}, lasst jedoch auRer Acht, dass Muskeln
schwerer als Fettgewebe sind und dass Menschen unterschiedliche Fettverteilungsmuster aufweisen
(92). So kann ein sportlich aktiver Mensch mit viel Muskelmasse einen erhéhten BMI aufweisen, ist
aber dennoch nicht erkrankt. Andersherum kénnen Menschen mit normalen BMI ein erhéhtes Risiko
flr bestimmte Begleiteffekte haben, wenn sie Fettreserven vor allem als abdominelles Stammfett
abspeichern und nicht gleichmaRig subkutan (93). Weitere MaRe zur Bestimmung des Risikos flr
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Adipositas-assoziierte Folgeerkrankungen sind deshalb die ,Waist-to-Hip-Ratio“ (WHR) oder die
Messung des Korperfettanteils (92). Es ist hinreichend belegt, dass Adipositas Effekte auf den
gesamten Organismus auslbt und mit erhéhtem Risiko fiir diverse Erkrankungen wie DMT2, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen (94, 95), aber auch Parodontitis (15) einhergeht. Eine mogliche Ursache stellt
die dysregulierte Expression pro- und anti-inflammatorischer Mediatoren dar. Da das Fettgewebe
nicht nur ein reiner Energiespeicher, sondern auch ein aktives metabolisches Organ ist, kommt es bei
pathologischer Zunahme des Fettgewebes zu einer Dysbalance von durch Adipozyten gebildeten
Botenstoffen. Es besteht Evidenz dafiir, dass adipose Menschen systemisch erhohte CRP- und IL-6-
Werte aufweisen und sich demnach in einem chronisch-entziindlichen Status befinden, der durch
bestimmte Mediatoren wie den Adipokinen moduliert werden kann (15, 93). Wie bei der Pathogenese
der Parodontitis bereits erortert wurde, fiilhren unter anderem PA-pathogene Mikroorganismen im
Biofilm, aber auch eine gesteigerte, hyperreaktive Wirtsantwort zur vermehrten Ausschiittung
pro-inflammatorischer Zytokine und damit gegebenenfalls zur irreversiblen Destruktion parodontaler
Gewebe. Diese Mediatoren sind unter anderem IL-1B, COX-2, TNF-a, aber auch IL-8, CCL2 und MMPs.
Aufgrund der Tatsache, dass Fettleibigkeit Auswirkungen auf diverse andere Organe hat und als
Risikofaktor fiir andere systemische Erkrankungen gilt, wurde ab den spaten 1970er der Fragestellung
nachgegangen, ob Adipositas auch ein Risikofaktor flir Parodontitis darstellen kann. Sowohl
epidemiologische Studien als auch Tierversuche an Ratten konnten eine positive Korrelation zwischen
zunehmender Adipositas und dem Schweregrad der Parodontitis feststellen (96-98).

Ein moglicher Pathomechanismus fir die Assoziation zwischen Parodontitis und Adipositas stellt das
Prinzip der "Homotoleranz" dar, deren Mechanismus in Grundziigen dem der Insulinresistenz dhnelt.
Hierbei kommt es durch wiederholte Exposition von Antigenen oder freien Fettsduren (FS) zur
Verringerung der Empfindlichkeit der entsprechenden Rezeptoren (Toll-like Receptor - TLR2). Diverse
wissenschaftliche In-vitro-Arbeiten konnten zeigen, dass Monozyten und Makrophagen, die LPS von
PA-pathogenen Mikroorganismen ausgesetzt wurden, bei einer weiteren Konfrontation mit diesen LPS
eine verringerte TNF-a-Expressionsrate aufwiesen. Dies bedeutet, dass die Abwehrzellen
abgeschwacht oder gedampft reagierten. Dieses ,homotolerante" Verhalten fiir LPS und freie FS
verstarkt sich gegenseitig. (99—-103). Auch in vivo konnte dieses Phdnomen an P. gingivalis
ausgesetzten Ratten nachgewiesen werden (104), indem hierzu der parodontale Gewebsverlust einer
Ubergewichtigen Testgruppe mit der einer normalgewichtigen Kontrollgruppe verglichen wurde. Die
Kontrollgruppe zeigte signifikant weniger Alveolarknochenverlust und generell eine geringe bakterielle
Kontamination. Im Umkehrschluss zeigte sich, dass die Parodontitis der Testgruppe einen schwereren
Verlauf nahm, was veranschaulicht, dass Fettleibigkeit das Risiko fiir Parodontitis erhdhen oder
zumindest die Auspragung der Krankheit verstarken kann.

Einen weiteren Erklarungsansatz fiir die Assoziation zwischen Parodontitis und Adipositas stellen
Adipokine dar. Dieser Begriff umfasst Mediatoren, die vom Fettgewebe produziert werden (93) und
ahnlich wie Hormone Botenstoffe sind, die in einem oder mehreren Zielorganen unterschiedliche
Effekte bewirken kénnen. Diese kdnnen unter anderen beispielsweise den Glukosemetabolismus
regulieren, das Hunger- und /oder Durstempfinden beeinflussen, aber auch pro- oder anti-
inflammatorischer Natur sein. Der Name "Adipokin" entstand unter der Annahme, dass diese
Mediatoren hauptsachlich von Adipozyten synthetisiert werden kdnnen. Mittlerweile ist jedoch
bekannt, dass die Signalmolekile in unterschiedlichsten Geweben exprimiert werden (15, 105). Eines
der ersten identifizierten Adipokine war Adipsin (Komplement Faktor D) im Jahr 1987 (106). Es wurden
sukzessive weitere Molekiile wie Leptin und Adiponectin isoliert und auf deren Wirkungsweisen und
Effekte untersucht. Mittlerweile ist bekannt, dass eine Vielzahl dieser Signalmolekiile existieren und in
unterschiedlichsten Geweben gebildet werden kdnnen (93, 107), wobei Fettgewebe dennoch einen
GrofRteil der Adipokinproduktion ausmacht. Somit ist Fettgewebe nicht nur reiner Energiespeicher,
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sondern ein aktives metabolisches Organ (93), dessen Sekretion dort gebildeter Molekiile bei
exzessiver Zunahme dysreguliert ist. Adipokine stellen ein pathomechanistisches Bindeglied zwischen
Adipositas und dem erh&hten Risiko fiir systemische Erkrankungen dar. Da Ubergewicht auch positiv
mit DMT2 korreliert, entstehen hier mitunter sich verstarkende Mechanismen. Viszerales und
subkutanes Fett konnen dabei unterschiedliche Expressionsraten von Adipokinen aufweisen, da die
Anzahl, Volumen und Komposition der Fettzellen verandert sind. Beim normalgewichtigen Individuum
besteht Fettgewebe zum GroRteil aus Adipozyten, welches von einem Netzwerk aus feinen Blut- und
Lymphgefallen versorgt wird, zwischen denen sich regular M2-Makrophagen, CD4+ T-Lymphozyten
und Fibroblasten befinden. Mit zunehmendem Ubergewicht nehmen Adipozyten mehr Triglyceride auf
und werden hypertroph. Histologisch gesellen sich zu den CD4+ Zellen auch CD8+ T-Zellen und M1-
Makrophagen. Dieses Stadium des Ubergewichts duBert sich in dezenter metabolischer Dysfunktion
des Gewebes: M1-Makrophagen und CD8+ Zellen sind Zeichen der Immunaktivitdt und einer
unterschwelligen Entziindungsreaktion. In diesem Stadium steigt die Exkretion pro-inflammatorischer
Adipokine und die der anti-inflammatorischen sinkt; dennoch kann der Organismus in dieser Phase
einen weitestgehend normalen Metabolismus aufrechterhalten.

Bleibt das Ubergewicht bestehen oder steigt sogar noch weiter an, kann ein Ubergang zu einem
dysregulierten Zustand stattfinden, bei dem die Anzahl pro-inflammatorischer Mediatoren wie Leptin,
Resistin, Visfatin, TNF-a, IL-6, IL-18 und CCL2 ansteigt. Histologisch lasst sich dieser Zustand durch
weitere Hypertrophie der Fettzellen, verringerte Durchblutung, vermehrte Adipozytenzahl, lokale
Nekrosen, eine erhéhte Anzahl von M1- Makrophagen und weitere Lymphozyteninfiltration erkennen.
Leitbild und Erkennungsmerkmal dieses dysfunktionalen Gewebes sind sogenannte ,crown-like-
structures", bei denen es sich um nekrotische Adipozyten handelt, um die sich zirkuldr M1-
Makrophagen zum Abbau anordnen (108, 109). Fettgewebe kann also in drei Gruppen klassifiziert
werden: Fettgewebe mit normaler metabolischer Funktion, hypertrophes Gewebe bei
Ubergewichtigen mit dezenter metabolischer Dysfunktion und hypertrophes Gewebe mit
ausgepragter metabolischer Dysfunktion (110). Der letztgenannte Typ spielt aufgrund des
entzlindlichen Zustands und der vermehrten Expression pro-inflammatorischer Zytokine eine wichtige
Rolle bei den systemischen Auswirkungen der Fettleibigkeit. Es kann also festgehalten werden, dass
mehrere Faktoren Einfluss auf die Pathogenitadt des Fettgewebes haben: die Quantitdt, Qualitat und
die Art des Gewebetyps (viszerales oder subkutanes Fett).

Mittlerweile sind diverse Adipokine bekannt und werden im Zusammenhang mit systemischen
Erkrankungen intensiv beforscht. Einige dieser bioaktiven Molekiile sind zum Beispiel Leptin, Visfatin,
Adiponectin, Resistin und Apelin. Ihnen wird ein breites Spektrum an Funktionen zugeschrieben, wozu
die Regulierung des Insulinmetabolismus, des Durst- und Hungerempfindens, der Angiogenese, des
Energiehaushalts, des Knochenstoffwechsels, der Koagulation und der Himatopoese zdhlen, aber auch
pro- und anti-inflammatorische Effekte sind bekannt (111). Durch eine unregulierte, d.h. vermehrte
Sekretion kann es zu Adipositas-induzierten Begleiterscheinungen kommen. Leptin und Visfatin
agieren als entziindungsfordernde Botenstoffe und stimulieren die Synthese von Zytokinen und
Proteasen nicht nur im Fettgewebe, sondern auch in Makrophagen (112). Des Weiteren kénnen sie die
Apoptose von Entziindungszellen inhibieren (15). Dagegen gilt Adiponectin als anti-inflammatorisch
und spielt eine Rolle bei der Zellproliferation und -differenzierung (113, 114). Es konnte gezeigt
werden, dass Adiponectin die Regeneration in Knochen- und Muskelgewebe unterstitzt. Auch bei der
regenerativen PA-Therapie mittels Schmelzmatrixproteinen erzielte Adiponectin in vitro einen
fordernden, synergistischen Effekt. Umgekehrt fiihren erhohte Visfatin- und Leptin-Level zu
kompromittierter parodontaler Regeneration (115). Untersuchungen an adipdsen Individuen konnten
zeigen, dass die Plasmalevel fiir Leptin und Visfatin erhéht (116, 117) und die fir das protektive
Adiponectin verringert sind (118). Durch krankhaftes Ubergewicht kommt es dementsprechend zu
einem Ungleichgewicht zwischen entziindungsférdernden und protektiven Molekiilen. Besteht diese
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systemische Dysbalance Uber langere Zeit, kommt es zu einem chronischen, unterschwelligen
Entziindungsstatus, wodurch Adipokine einen Pathomechanismus darstellen kdnnten, Uber den
Adipositas seine negativen systemischen Effekte auszuliben vermag. Dieses Phdnomen stellt neben
der Homotoleranz einen weiteren pathomechanistischen Link zwischen Adipositas und Parodontitis
dar. Durch diesen dysregulierten Zustand kdnnten adipose Menschen anfilliger fir Parodontitis sein,
ein verringertes regeneratives Potential aufweisen und schwerwiegendere Krankheitsverldufe
durchlaufen. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Gewichtsreduktion wieder zur
Normalisierung der Adipokinwerte fiihrte (117). Auch der Ubergang von einem dysregulierten,
hypertrophen Fettphanotyp zu einem normotrophen, regulierten Typ ist durch Gewichtsreduktion
moglich (93). Adipokinwerte kdnnen nicht nur systemisch verandert sein, sondern auch lokal in der
gingivalen SulkusflUssigkeit lieBen sich Adipokine, unabhingig von bestehender Adipositas, bei
Gingivitis und Parodontitis nachweisen (119, 120). Nach einer Parodontitis-Therapie normalisierten
sich auch hier die Werte, was zeigt, dass Adipokine nicht nur von Adipozyten synthetisiert, sondern
auch lokal exprimiert werden. Diverse Studien befassten sich mit der Regulation unterschiedlicher
Adipokine in parodontalen Geweben. Sowohl Gingivafibroblasten, Gingivaepithelzellen als auch PDL-
Zellen konnen unabhdngig vom Fettgewebe Adipokine synthetisieren. Pathologisch erhéhte
bakterielle Kontamination, biomechanische Belastung, Rauchen oder Entziindung scheinen Einfluss
auf die Regulation der Adipokine in Geweben des Zahnhalteapparates zu haben (121, 122). Welche
Effekte Adipokine auf parodontale Zellen und Gewebe haben, wurde fir Leptin, Visfatin und
Adiponectin untersucht. So kommt es durch Visfatin zur vermehrten Expression von MMP1, CCL2,
durch Leptin zur vermehrten Genexpression von TNF-a. Werden PDL-Zellen PA-pathogenen
Mikroorganismen ausgesetzt, steigt die Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren wie IL-1B, IL-6,
IL-8, MMP1 und -3 an. Werden die Zellen zusatzlich mit Adiponectin inkubiert, so wird diesem
entzlindlichen Reiz entgegengewirkt: die Synthese dieser pro-inflammatorischen Molekile wird
reduziert. Im Gegensatz dazu konnen Leptin und Visfatin die TNF-a Produktion ankurbeln und wirken
demnach entziindungsférdernd (123). Solche Effekte wurden auch in gingivalen Fibroblasten
beobachtet (124). Die regulatorischen Eigenschaften von Visfatin, Leptin und Adiponectin wurden in
den letzten Jahren durch diverse Experimente beleuchtet. Apelin stellt ein weiteres Adipokin dar, zu
dem bisher nur sehr wenige Studien in parodontalen Geweben existieren.

5.2.5.1.3 Apelin

Apelin wurde 1998 von Tatemoto et al. zum ersten Mal isoliert und beschrieben (125). Im Vorfeld war
bereits 1993 der APJ-Rezeptor in Menschen entdeckt worden (126), jedoch war zu diesem Zeitpunkt
der entsprechende Agonist noch nicht bekannt. Es handelt sich dabei um einen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor, dessen Genlocus auf Chromosom 11 Band q12 verortet ist. Da dieser Rezeptor zum Teil (30%
Ubereinstimmung) dem Angiotensin2-Rezeptor (AT2) dhnelt, wurde er zunichst als ,Angiotensin like
Receptor Ligand” (AGTRL) bezeichnet. Im spateren Verlauf wurde er jedoch zu APJ umbenannt, da sich
herausstellte, dass AT2 lediglich unspezifisch an diesen Rezeptor bindet. Das Gen Xq25-g26.3 codiert
die Proteinbiosynthese (PBS) fiir Preproapelin, ein Polypeptid mit 77 Aminosaduren (127), das sich nach
flnf Jahren als Gegenstiick zum APJ-Rezeptor herausstellte. Aus diesem Vorlaufer kbnnen mindestens
vier aktive Isoformen gebildet werden: Apelin-13, -17, -36 und Pyr(1)-Apelin-13. Der C-Terminus dieser
Peptide ist der Agonist zu dem 1993 entdeckten Rezeptor. Der Name Apelin steht fiir APJ Endogenous
Ligand. Studien konnten zeigen, dass die Apelin-Varianten im 22-C-Terminus sowohl bei Menschen als
auch bei Ratten, Mausen und Kihen identisch sind. Die pyroglutamatierte Form Pyr(1)-Apelin-13 gilt
als aktivste der Subtypen (125) und wird hauptsachlich fiir Experimente genutzt. Dies liegt auch daran,
dass sie widerstandsfahiger gegeniiber Peptidasen und demnach einfacher zu handhaben ist als ihre
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Schwestervarianten (105). Die Affinitat dieses Subtyps zum APJ-Rezeptor ist signifikant hoher als die
der anderen Peptide (125). Es konnte gezeigt werden, dass hydrophobe Ketten des Molekiils eine
entscheidende Rolle fiir die Rezeptor-Ligand-Interaktion spielen (128). Da Apelin zunachst in Geweben
des zentralen Nervensystems (ZNS) isoliert wurde, sprach man dem Molekil eine wesentliche
Bedeutung fiir die zentrale Signallibertragung zu (129). Mit fortschreitender Forschung wurde der
Apelin-APJ-Komplex auch in anderen Geweben entdeckt und damit deutlich, dass Apelin eine weite
Bandbreite an physiologischen Effekten hat. So greift das Molekil in die Regulierung des
Knochenhaushalts ein und beeinflusst die Apoptose, Proliferation und Differenzierung von
Osteoblasten im Tiermodel (130-132). Es wurden auch kardioprotektive Eigenschaften des Apelins
beschrieben. So fordert es die Angiogenese im Tiermodell nach Myokardinfarkt durch vermehrte
Proliferation, Migration und ,Vascular Endothelial Growth Factor” (VEGFR)-Induktion in
Endothelzellen (133). Im Lungengewebe fordert Apelin die Alveolenbildung und senkt
Entziindungsparameter (134). Es wirkt peripher vasodilatierend (135) und fiihrt somit Gber die
Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) zur Stickstoff (NO)-Sekretion und
daraus resultierend zur GefaBweitstellung und Blutdruckreduktion. Das Molekiil hat jedoch auch
metabolische Funktionen: Dass Apelin von Adipozyten sezerniert wird und demnach unter die
Definition eines Adipokins fallt, wurde durch die Forschungsgruppe um Valet erstmals bestatigt (129,
136). Durch Apelin wird die Adenosinmonophosphat (AMP)-abhéngige Kinase und Stickstoff-Monoxid
(NO)-Synthase aktiviert, was zu vermehrter Glukose Aufnahme in die SKM und ins Fettgewebe fiihrt
und damit eine Hypoglykdmie bedingt (137). Ahnliche Erkenntnisse zeigen auch Studien aus anderen
Geweben: in Myokardzellen und im Intestinaltrakt induzierte Apelin den Glucose-Uptake Uber GLUT4
(138, 139). An Knockout-Mausen, die das Praproapelin-Gen nicht besitzen, konnte gezeigt werden,
dass Apelin den Blutzuckerspiegel senkt, da diese Mause durch die fehlende Gensequenz kein Apelin
produzierten und erhohte Insulinwerte sowie verringerte Insulinsensitivitat aufwiesen (140). Auch der
Fettstoffwechsel wird durch das Adipokin dahingehend beeinflusst, dass Apelin Ubergewicht
entgegenwirken kann, indem es die Fettsdure-Oxidation in der SKM verstdrkt (141). Apelin-
Uiberexprimierende Mé&use zeigten eine erhdhte Resistenz gegen Ubergewicht bei gleichzeitiger
Verbesserung der Vaskularisierung des Fettgewebes. Im Gegensatz dazu kam es bei Apelin-
Knockout-Méausen zu einer UbermaRigen Gewichtszunahme (142). An In-vitro- und Tierversuche
schlossen sich humane In-vivo-Versuche an, sodass Habchi et al. 2014 Serumapelin-Werte von
Gesunden und DMT1/2-Erkrankten verglichen (143). Bei beiden Diabetestypen waren Apelin-
Plasmawerte signifikant erhéht und positiv mit den HbA1C-Werten korreliert, was darauf hindeutet,
dass eine schlechte glykdamische Einstellung mit erhdhten systemischen Apelin-Werten einhergeht. Da
Apelin die Eigenschaft aufweist, den Blutglukosespiegel zu senken, schlussfolgerten die Autoren, dass
das Molekiil einen alternativen Regulationsweg zum Insulin darstellt (143) und es sich demnach um
einen Kompensationsmechanismus fir die bei Diabetikern haufig vorhandene Insulinresistenz handelt
(105). Eine aktuelle Studie befasste sich mit den Apelin-Serumwerten in Verbindung mit der
Kombination aus DMT2 und Parodontitis. Wie im Vorfeld bereits erortert, haben Parodontitis und
DMT2 eine bidirektionale, kausale Wechselbeziehung. Des Weiteren kdnnen pro- und anti-
inflammatorische Adipokine ebenfalls Auswirkungen auf den Verlauf der Parodontitis haben. In
besagter Studie wurde Uberprift, wie die Plasmawerte von Gesunden, DMT2-Patienten und DMT2-
Patienten mit Parodontitis korrelieren. Patienten, die sowohl an DMT2 als auch Parodontitis litten,
wiesen dabei die hdochsten Apelin-Serumwerte auf, wohingegen bei den gesunden Patienten die
geringsten Werte festgestellt werden konnten (120). Diese Werte lassen sich wiederum mit der
blutzuckersenkenden Wirkung des Apelins erkldren, da hier ebenfalls der zuvor beschriebene
Kompensationsmechanismus durch Apelin bei verringerter Insulinsensitivitdt bei DMT2 greift. Das
Polypeptid hat auch modulierende Eigenschaften im Hinblick auf Entziindung. Die kurzzeitige
protektive Wirkung des Apelins bei parodontaler Entziindung zeigte sich in einer In-vitro-Studie aus
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dem Jahre 2019, bei der parodontale Zellen einem simulierten entziindlichen Milieu durch Inkubation
mit TNF-a ausgesetzt wurden (144). Die Zellen reagierten auf die TNF-a-Inkubation erwartungsgemafy
mit der Produktion von MMP1, IL-6 und COX-2. Interessanterweise konnte in der besagten Studie eine
Reduktion der Genexpression fir Apelin bei zunehmender TNF-a-Konzentration festgestellt werden,
wohingegen eine artifizielle Uberexpression oder Inkubation mit exogenem Apelin zu einer
dosisabhangigen Reduktion der Genexpression fir die letztgenannten Entziindungsmarker IL-6 und
COX-2 fiuhrte. Dies bedeutet, dass das Molekil in diesem Szenario in hoher Dosis einen anti-
inflammatorischen Effekt auszuiiben schien. Des Weiteren wurden in selbiger Studie auch reduzierte
Apelinexpressionen in Gingiva-Proben von parodontal erkrankten Patienten festgestellt (144).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Molekil Apelin ein breites Spektrum an
physiologischen Funktionen aufweist, welche sich jedoch in verschiedenen Geweben und Zelltypen
unterscheiden. Bezogen auf den Glukose-Metabolismus scheint es dhnliche systemische Effekte wie
Insulin zu besitzen und fungiert als physiologische Alternative bei Insulinresistenz. Lokal wurden fir
Apelin, je nach Gewebetyp, protektive und anti-inflammatorische, aber auch entziindungsférdernde
Effekte beschrieben. Ziel dieser Arbeit war es, die regulatorischen Effekte von Apelin in An- und
Abwesenheit von F. nucleatum auf PDL-Zellen zu untersuchen, um so die zugrundeliegenden
Pathomechanismen fiir die Assoziation zwischen Parodontitis und Adipositas besser zu verstehen.

5.3 Diagnostik

Die parodontale Diagnostik erfolgt klinisch und radiologisch. Um den Attachementverlust
festzustellen, wird an 6 Messstellen pro Zahn eine Millimeter-skalierte Sonde in den Sulkus eingefiihrt
und der Messwert visuell ermittelt. Uberschreitet die Sonde den Grenzwert von 3,5 mm, liegt mit
hoher Wahrscheinlichkeit parodontaler Stiitzgewebeverlust vor. Das Bluten auf Sondieren ist ein
zusatzlicher Indikator fiir eine vorherrschende Entziindung. An mehrwurzligen Zdhnen wird zusatzlich
der Furkationsgrad mit einer entsprechenden Sonde, welche 3 mm-Markierungen aufweist und halb
rund gebogen ist, um das Einfiihren in den Furkationsbereich zu erleichtern, bestimmt. Kann die Sonde
mehr als 3 mm in die Furkation eingebracht werden, liegt Furkationsgrad Il vor. Eine durchgangige
Furkation der Wurzel stellt Grad Il dar. Lasst sich die Sonde nur bis maximal 3 mm einfiihren, liegt
Furkationsgrad | vor. Des Weiteren werden Lockerungsgrade der Zdhne sowie Plaquewerte
festgehalten. Alle Messwerte werden als Parodontalstatus auf einem Befundbogen dokumentiert.
Auch radiologisch kann Knochenabbau in der vertikalen und horizontalen Dimension mittels
Zahnfilmen und einer Panoramaschichtaufnahme beurteilt werden. Mikrobiologische Tests sind nach
der aktuellen Auffassung nur in Ausnahmesituation indiziert, da sie meist keine therapeutische
Konsequenz haben. Mit Hilfe der anamnestischen, klinischen und radiologischen Befunde kann die
Parodontitis nach der 2017 eingefiihrten Klassifikation in die Stadien eins bis vier eingeteilt werden.
Die Progressionsrate der Erkrankung wird unter Berlicksichtigung modifizierender Faktoren wie
Diabetes Mellitus und Rauchen in die Grade A-C eingestuft. Des Weiteren wird unterschieden, ob die
Parodontitis lokal, also an < 30% aller Zdhne erhohte Messerwerte festzustellen sind oder generalisiert
vorkommt und ob ein Molaren-Inzisiven-Verteilungsmuster vorliegt (16).
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5.4 Therapie

Die Therapie der Parodontitis richtet sich nach dem Schweregrad, der Progression und ggfs. der
Ausdehnung der Erkrankung. Der Aufbau der Therapie umfasst mehrere aufeinanderfolgende Phasen,
wovon sich die erste Stufe der Behandlungsabfolge vor allem auf die Feststellung der Atiologie und die
Unterweisung und Information des Patienten fokussiert. Der Patient erhdlt eine umfassende
Aufklarung und Beratung sowie die Anleitung zur addquaten Mundhygiene, um die supragingivale
Plaque effizient und nachhaltig auf einem niedrigen Niveau halten zu kénnen. Eine professionelle
Zahnreinigung ist in dieser Phase sinnvoll, aber nicht zwingend gefordert. An erster Stelle steht das
Verstdndnis des Patienten fir die Ursachen der Erkrankung und die Etablierung einer eigenstandigen,
nachhaltig guten Mundhygiene. In dieser Phase sollten systemische und lokale Risikofaktoren erkannt
und behandelt werden. Im Anschluss erfolgt im zweiten Schritt die ,antiinfektiose” Therapie. Ziel
dieser zweiten Therapiestufe ist die nichtchirurgische Entfernung aller subgingivalen Beldage und damit
die Zerstorung des bakteriellen Biofilms. Hierbei stehen Hand-, Ultraschall- und Pulverstrahlgerate zur
Verfligung. Je nach Schweregrad kann eine adjuvante systemische Antibiose erfolgen. Friihestens drei
Monate nach subgingivaler Instrumentierung erfolgt ein erneuter ausfihrlicher Befund. Weist der
Patient zum Zeitpunkt der Reevaluation parodontale Taschen von 6 mm oder tiefer auf, kann eine
chirurgische Behandlung notwendig werden (dritte Therapiestufe). Hierbei konnen die
Zahnfleischtaschen mittels Zugangslappen unter Sicht gereinigt, resektive MaBnahmen getroffen oder
bei entsprechender Indikation im Sinne einer regenerativen Therapie Knochenersatzmaterialien,
Membranen und/oder Wachstumsfaktoren appliziert werden. Spatestens nach der dritten
Therapiestufe folgt die unterstiitzende Parodontitistherapie, d.h. die vierte Therapiestufe. Diese
besteht aus regelmaRigen Kontrollterminen zur Remotivation und bedarfsweiser Nachbehandlung der
Resttaschen, um Rezidiven vorzubeugen. Ziel der Parodontitistherapie ist die Re-Etablierung des
eubiotischen Mikrobioms und dessen dauerhafte Stabilisierung, die Abwesenheit von Entziindung und
die Stagnation des Knochenabbaus (145).

6 Material und Methoden

6.1 Zellkultur und Stimulation

Fir die Zellkultur wurde eine PDL-Zelllinie der Universitat Gottingen verwendet. Daher war keine
Genehmigung durch die hiesige Ethikkommission notwendig. Um bakterielle Kontamination zu
vermeiden, wurden alle Arbeiten, welche die Zellkultur betrafen, unter moglichst aseptischen
Bedingungen durchgefiihrt. Dies implizierte das Arbeiten mit autoklavierten Pipettenspitzen,
EppendorfgefdRen, Petrischalen und sonstigen Gebrauchsgegenstdnden. Jeglicher Arbeitsschritt
wurde unter einer zuvor desinfizierten Sterilbank durchgefiihrt.

Fir die Aussaat der Zellen wurden diese aus dem mit fllissigem Stickstoff gekiihlten Behalter
entnommen, aufgetaut und in Zellkulturflaschen mit Nahrmedium Uberfihrt (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) GLutaMAX (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), angereichert mit 10% fotalem
Kalbsserum (FBS, Invitrogen). Des Weiteren wurden 100 Einheiten Penicillin (Invitrogen) und
100 pg/ml Streptomycin (Invitrogen) hinzugegeben. Die mit Zellen und Medium befillte Flasche wurde
nachfolgend horizontal in einen Zellinkubator gestellt. Die im Inkubator herrschenden Verhaltnisse
betrugen 37°C in einer befeuchteten Atmospdhre aus 5 % CO,. Um das Wachstum der Zellen zu
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Uberprifen, wurden diese regelmaRig lichtmikroskopisch begutachtet und bei einer Konfluenz von
circa 70-80 % in kleinere 6-Well-Platten Uberfiihrt (BioFlex® collagen-coated culture plates, Flexcell
International, Hillsborough, NC, USA). Zu diesem Zweck wurde zundchst DMEM im Wasserbad
angewdrmt. Nach griindlicher Desinfektion des Abzugs konnte das alte Medium der Zellkulturflasche
verworfen werden, und die Zellen zweimal mittels 5 ml Phosphate-buffered Saline (PBS) gereinigt
werden. Um die Zellen vom Flaschenboden zu I6sen, wurden anschlieBend 2 ml Trypsin (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) hinzugegeben. Das Ablésen der Zellen wurde
lichtmikroskopisch tberpriift. Um die Reaktion zu stoppen, wurden erneut 5 ml DMEM hinzugegeben
und diese Suspension anschliefend in ein 50 ml Reaktionsgefall (Thermo Fisher Scientific) Gberfihrt.
Mittels einer Zentrifuge, die bei 1.300 rpm fir finf Minuten lief, wurde die Suspension aufgereinigt.
Am Boden des GefiRes bildete sich ein Zellpfropf und der Uberschuss wurde verworfen. AnschlieBend
wurden 10 ml DMEM vorsichtig hinzu pipettiert. Um die Zellmengen festzustellen, wurden dann 100 pl
der Zellsuspension entnommen und mit 100 pl Trypanblau (Lonza Group, Basel, Schweiz) in einem
autoklavierten 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen (Thermo Fisher Scientific) griindlich durchmischt. Mit dem
Zellzéhlgerat ,LUNA” (Logos Biosystems, Siid-Korea) konnte die Zellzahl bestimmt werden. Mit diesem
Wert konnte berechnet werden, wie viel Medium hinzugefiigt werden musste, um bei 2 ml Volumen
100.000 Zellen/Well zu erhalten. 24 h vor der Stimulation wurde die FBS-Konzentration auf 1 %
reduziert. Das Medium wurde wahrend des Experiments tdglich gewechselt und die Zellen mittels
optischer VergroRerung kontrolliert. Um ein entziindliches Milieu in vitro zu simulieren, wurden die
PDL-Zellen mit dem inaktivierten Parodontalpathogen F. nucleatum ATCC 25586 (optische Dichte
0,025; 0,05; und 0,1) stimuliert. Fur die zeitabhangigen Versuche wurde F. nucleatum 0,025 verwendet
und nach 6 h,12 h, 24 h und 48 h gesammelt. Dazu wurde der Bakterienstamm 48 h lang in anaerober
Atmosphére auf Schaedler-Agarplatten (Oxoid, Basingstoke, Vereinigtes Konigreich) vorkultiviert.
AnschlieRend wurden die Bakterien in PBS (ODgsonm = 1, entsprechend 1,2 x 10° Bakterienzellen/ml)
suspendiert und zweimal mit Ultraschall (160 W fir 15 Minuten) behandelt, was zur vollstandigen
Abtotung flhrte. AuRerdem wurde Apelin (rekombinantes humanes Apelin-Protein, Abcam,
Cambridge, Vereinigtes Konigreich) in einer Konzentration von 1 ng/ml fir die In-vitro-Stimulation
verwendet. Darliber hinaus wurden die Zellen mit PDTC (10 uM, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA), einem spezifischen Inhibitor von NF-kB, und U0126 (10 uM, Calbiochem, San Diego, CA,
USA), einem spezifischen Inhibitor der MEK1/2-Signallibertragung, vor inkubiert. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Zum Sammeln der Zellen wurde das Medium vorsichtig abgesaugt. Die
Rlckstande wurden mittels PBS zweimalig entfernt. Nach lichtmikroskopischer Kontrolle wurde auch
das PBS entfernt, und die Zellen wurden mittels 350 ul 3-Mercaptoethanol (BioRad, Hercules,
Kalifornien, USA) lysiert. Um die Zellen aus den Petrischalen in R6hrchen zu tberfihren, wurden die
Zellen mit autoklavierten Plastik-Spateln vom Boden des Wells entfernt. Dazu wurden vorsichtig
gleichmaRige schabende Bewegungen vom Zentrum des Wells zur AuRenwand durchgefiihrt, sodass
die zellreiche Suspension mit einer Pipette aufgesogen werden konnte und anschlieBend in
autoklavierte 1,5 ml Tubes gegeben sowie auf Eis gelegt werden konnte. Anschliefend wurden die
Tubes bei -80°C tiefgefroren und standen somit fiir die RNA-Isolation zu einem spateren Zeitpunkt zur
Verfligung.

27



6.2 Real-time PCR

Die RNA-Isolation wurde mittels RNEasy Minikit (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Die zuvor
tiefgefrorene RNA wurde zum schonenden Auftauen auf Eis gelegt. Nach griindlicher Desinfektion
wurde unter separatem RNA-Abzug (Captair Bio 320, Erlab, Val-de-Reuil, Frankreich) 350 ul 70 %
Ethanol zu jeder Probe hinzugegeben. Dieses Gemisch wurde in ein neues rosafarbenes Eppendorf-
Rohrchen pipettiert (RNeasy Mini Spin Column 74104). Im Anschluss wurden 700 pl Puffer (RW1)
hinzugegeben und es wurde 1 min zentrifugiert. Der Uberstand blieb erhalten und die Flissigkeit
wurde verworfen. Danach wurden 500 pl Puffer (RPE) in jede Probe transferiert. Dieser Puffer musste
im Vorfeld mit 650 ul Ethanol angemischt werden. Durch erneute Zentrifugation und erneutes
Waschen mit demselben Puffer wurde die RNA aufgereinigt. Die RNA sammelte sich dadurch im Filter
der RNeasy Mini Spin Column. Im letzten Schritt wurde der Filter in ein neues Eppendorf-Tube
Gberfiihrt und die Saule mit 10 ul RNAse freiem Wasser (Invitrogen) betrdufelt sowie fir 1 min
zentrifugiert. Um die Menge an RNA in der Suspension zu bestimmten, wurde mittels Spektrometer
(Nanodrop; Thermo-Fischer Scientific) die optische Dichte bestimmt. Die auf Eis gelagerten Proben
wurden im Anschluss entweder bei -80°C eingefroren oder direkt in komplementdre DNA (cDNA)
konvertiert.

Um RNA in cDNA zu konvertieren, bedarf es des ,,0ligo(dT) Primers”, welcher an den Poly-A-Schwanz
der RNA binden kann. In einem zweiten Schritt bindet das Enzym , reverse Transkriptase” an diesen
Primer und sorgt fiir die Synthetisierung eines komplementidren DNA-Strangs. In den hier
beschriebenen Versuchen wurde das ,iScript cDNA Synthesis Kit” (BioRad) verwendet. Das Gemisch
aus RNA, 5iScript, Oligo(dT) Primer und RNAse freiem Wasser wurde in einen Thermocycler (Flex
Cycler, BioRad) gestellt. Die reverse Transkriptase umfasste die folgenden Phasen:

Annealing 5 min 25°C
Reverse Transkription 20 min 46°C
Inaktivierung der Reversen Transkriptase 1 min 95°C

Tabelle 1 - Phasen der PCR

Nach Beendigung der Konvertierung wurde 40 il RNAse freies Wasser hinzugegeben, und die cDNA-
Proben bei -80°C eingelagert.

Fir die Real-time PCR stehen grundsatzlich zwei Methoden der Quantifizierung zur Verfigung: die
absolute und die relative. Bei der absoluten Quantifizierung wird die tatsachlich vorkommende Menge
an Transkriptionsendprodukten bestimmt. Der Nachteil dieser Methode besteht in der hohen
Techniksensitivitdat. Wahrend der Verarbeitungskette kénnen sich Fehler aufsummieren, sodass
falsche Ergebnisse resultieren. Schon kleine Differenzen wie unterschiedliche Lagerung oder
Raumtemperatur flihren zu unterschiedlichen Ergebnissen der PCR. Es ist nicht moglich die Lagerungs-
und Versuchsbedingungen zu 100 % identisch zu gestalten (146). Dies fiihrt zu unterschiedlichen
Mengen der zu Beginn der PCR vorliegenden RNA und damit auch zu unterschiedlichen Endsummen.
Die relative Quantifizierung basiert auf der Vervielfaltigungsrate eines Zielgens in Relation zu einem
Kontrollgen. Das Kontrollgen ist hierbei ein Gen, welches fiir ein ubiquitdr vorkommendes Molekil
codiert. Dieses Molekil kann ein Protein sein, welches zum Beispiel an essenziellen Zellfunktionen
beteiligt ist. Die Vervielfaltigung des Zielgens wird auf die des Kontrollgens normalisiert. In dieser
Arbeit wurde als sogenanntes ,Housekeeping Gene“ Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) verwendet. Dieses Enzym ist an der Glykolyse beteiligt und katalysiert die Spaltung von
Glycerin-2-Phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat. Bei dieser Reaktion entsteht energiereiches
Adenosintriphosphat (ATP). Damit ist dieses Enzym essenziell fiir den Energiestoffwechsel jeglicher
Zellen und erfiillt dementsprechend die Voraussetzungen eines Normalisierungsgens. Der Vorteil der
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relativen Quantifizierung liegt darin, dass sich mogliche Storeinflisse auf die Zellkultur auch auf die
GAPDH-Expression auswirken. Bei der absoluten Quantifizierung wirde sich dies in erhéhten oder
verminderten Expressionsergebnissen widerspiegeln. Da es hier keine Referenz gibt, kann nicht
ausgemacht werden, wie hoch der Anteil der durch Storfaktoren verursachten tatsachlichen
Expression ist. Durch Normalisierung auf ein Housekeeping-Gen bei der relativen Quantifizierung
werden diese Fehlerquellen durch die Bildung eines Verhaltnisses einbezogen und dadurch relativiert.
Die Genauigkeit der Methode steigt. (147)

Fir die (quantitative) Real-time PCR wurden die zuvor gewonnen cDNA-Proben aufgetaut. Wie auch
bei der RNA-Isolation und reversen Transkription wurde unter einem speziellen UV-geschiitzten Abzug
gearbeitet (Captair Bio 320, Erlab). Im Vorfeld wurde ein ,,Mastermix“, bestehend aus sterilem Wasser,
Primer und Sybr Green Il (Thermo Fisher Scientific), angemischt. Primer wurden entsprechend der zu
untersuchenden Substanz hinzugegeben (GAPDH, COX-2, Apelin, APJ, etc.). Bei mehreren Primern
wurden entsprechend mehrere Mastermixe hergestellt. Sybr Green bindet an die cDNA, die als
Einzelstrang vorliegt. Da es bei Bestrahlung mit bestimmten Wellenlangen fluoresziert, kann es vom
Thermocycler erkannt werden und somit die RNA-Menge im GefaR ermittelt werden.

Bei der PCR wurden Proben in 96-Well-Platten (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
in Triplikaten angeordnet, um Fehlmessungen zu erkennen. Im ersten Schritt wurde hierzu der
entsprechende Mastermix vorgelegt und darauffolgend kontrolliert die c¢cDNA hinzugegeben,
versiegelt, zentrifugiert und die Rohrchen in den Thermocycler gestellt. Um zu untersuchen, ob
F. nucleatum einen dosis- oder zeitabhangigen Einfluss auf die Genexpression der Molekiile GAPDH,
COX-2, CCL2, MMP1, Apelin und APJ in PDL-Zellen hat, wurden die Zellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten geerntet und mit verschiedenen Bakterien-Konzentrationen inkubiert. Die benutzten
Konzentrationen entsprachen der optischen Dichte von 0,025 OD (F.n. 1), 0,050 OD (F.n. 2) und 0,100
OD (F.n. 3). Die optische Dichte wurde mittels Photometer (Nanodrop; Thermo-Fischer Scientific)
bestimmt. Fir die zeitabhdngige Messung wurde auf die Dichte 0,025 zurlickgegriffen und zu den
Zeitpunkten 6 h, 12 h, 24 h und 48 h geerntet. Die entsprechenden Rohdaten konnten nach Beendigung
der PCR exportiert und in ein Programm zur statistischen Auswertung eingepflegt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden mittels PCR die GAPDH-, COX-2-, CCL2-, MMP1, Apelin- und APJ-
Genexpressionen bei Stimulation mit F. nucleatum ermittelt. Des Weiteren wurden auch
Kombinationsversuche durchgefiihrt. Hierzu wurden Zellen F. nucleatum (OD 0,025) und/oder Apelin
ausgesetzt. Unstimulierte Zellen dienten der Kontrolle. Die Genexpressionen von GAPDH, COX-2, CCL2,
CXCL-8, TNF-a, MMP1, TGF-B1 und RUNX2 wurden nach 24 und 48 h quantifiziert. Um Informationen
Uber die zugrundeliegenden intrazellularen Signalwege zu erhalten, wurden Inhibitionsversuche
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit spezifischen Inhibitoren fir die NF-kB- oder
MEK1/2-Signaltransduktion vorinkubiert und anschlieRend mit F. nucleatum und/oder Apelin
stimuliert. Die Zeit-, Dosis-, Kombinations- und Inhibitionsexperimente wurden dreimal wiederholt.

6.3 ELISA

Die Proteinspiegel von CCL2 und MMP1 in den Zelliiberstanden wurden mit handelsiiblichen ELISA-Kits
(DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) gemaR den Anweisungen des Herstellers gemessen.
Die optische Dichte wurde mit einem auf 450 nm eingestellten Mikroplattenlesegerdt (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) bestimmt. Die Messwerte bei 450 nm wurden von den Messwerten
bei 540 nm subtrahiert, um eine optische Korrektur gemaR den Empfehlungen des Herstellers
vorzunehmen. Die Zellzahlen wurden Gberprift und unterschieden sich nicht signifikant zwischen den

Gruppen.
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6.4 Auswertung

Die Werte wurden nach Aggregation zunachst analytisch und graphisch auf Normalverteilung mittels
Shapiro-Wilk-Test und QQ-Plot getestet. Das Signifikanzniveau bzw. Testniveau betrug a=0,05. Wurde
ein Datensatz als normalverteilt identifiziert, konnten weiterfiihrend parametrische Tests angewandt
werden. War dies nicht der Fall, wurde mit nichtparametrischen Tests weitergearbeitet. Um zu
Uberprifen, ob sich die Mittelwerte normalverteilter Gruppen signifikant unterschieden, wurde die
Varianzanalyse (einfache ANOVA) genutzt. Bei nicht normalverteilten Werten wurde hingegen
Gebrauch vom Kruskal-Wallis Test gemacht. Wurden Daten als normalverteilt identifiziert und folgend
als signifikant variant herausgestellt, konnten mittels Post-Hoc Tests (Dunnett) die signifikanten
Unterschiede genauer lokalisiert werden. Bei Datensatzen, welche nicht normalverteilt vorlagen,
wurde dementsprechend mit nichtparametrischen Post-Hoc Tests gearbeitet (Dunn). Auch einzelne
Vergleiche wurden abhdngig von der Normalverteilung gewahlt (parametrisch: t-test,
nichtparametrisch: Mann-Whitney U-Test).

Da bei der relativen Quantifizierung mittels Normalisierung tber ein Housekeeping-Gen gearbeitet
wird, wurde ein Datenblatt entworfen, in dem die Formeln fiir die Berechnung der einzelnen Werte
hinterlegt sind. Die Rohdaten der PCR konnten in dieses Datenblatt Ubertragen werden, und das
ausgerechnete Verhiltnis flr die weitere Auswertung mittels Graphpad Prism (GraphPad Software,
Kalifornien, US) verwendet werden. Um das Verhaltnis der Vervielfaltigung zu berechnen, ist der CT-
oder CP-Wert ausschlaggebend. Dieser als ,,Cyclic Threshold” oder ,,Crossing Point” betitelte Wert gibt
an, nach wie vielen PCR-Zyklen des Thermocyclers ein reproduzierbares Signal des fluoreszierenden
Sybr Green gemessen werden konnte. Dies bedeutet, dass bei geringerer Anzahl der noétigen
Durchlaufe die relative Menge der Startkopien hoch ist und umgekehrt. Um die Expression des Zielgens
bezogen auf das Housekeeping-Gen zu beurteilen, wurde die AACT-Methode verwendet. Hierzu wurde
zunachst der CT-Wert des Testgens von dem CT-Wert des Kontrollgens abgezogen.

ACT = CTTestgen - CTKontrollgen

Da fiir den CT des Kontrollgens jeweils Triplets vorlagen, wurde mit den entsprechenden Mittelwerten
gerechnet. Als nachstes wurde vom ACT der Testgruppe der ACT der Kontrollgruppe subtrahiert.

AACT = ACTrestgen — ACTkontroligen

Der relative Expressionsunterschied zwischen zwei Proben kalibriert auf einen Standard ergibt sich aus
der Formel:

Ratio = 27AACP

Die so ermittelten Werte wurden mit dem Statistikprogramm Graphpad Prism (GraphPad Software)
ausgewertet.
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7 Ergebnisse

7.1 Genexpression in An- und Abwesenheit von F. nucleatum

7.2 Regulation der Expressionen von COX-2, CCL2 und MMP1 durch F. nucleatum
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Abbildung 3 - (a) Expressionen von COX-2, CCL2 und MMP1 in An- und Abwesenheit verschiedener Konzentrationen von
F. nucleatum (ODggp: 0,000; 0,025, 0,050; 0,100) in PDL-Zellen nach 24 Stunden. (b) Expressionen von COX-2, CCL2 und

Zeit (h)

MMP1 in Anwesenheit und Abwesenheit von F. nucleatum (ODggo: 0,025) in PDL-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (6 h, 12

h, 24 h und 48 h). * signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen den Gruppen.
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Wie in Abbildung 3 dargestellt, verursachte F. nucleatum eine signifikante (p<0,05) dosisabhangige
Hochregulierung der pro-inflammatorischen, chemotaktischen oder proteolytischen Molekiile COX-2,
CCL2 und MMP1 nach 24 h, mit den stiarksten Expressionen bei den hdchsten
Bakterienkonzentrationen. In allen drei Gruppen flihrte bereits die geringste Bakterienkonzentration
(OD: 0,025) zu einer signifikanten (p<0,05) Expressionssteigerung aller drei Gene. Dariiber hinaus war
die stimulierende Wirkung von F. nucleatum auf diese Gene auch zeitabhidngig: PDL-Zellen
exprimierten nach 6 h signifikant (p<0,05) mehr COX-2 als im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im weiteren
Verlauf stieg das Expressionsniveau von COX-2 wellenférmig an, mit den hochsten Werten nach 12 h
und 48 h. Die CCL2- Expression war nach 12 h im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p<0,05)
erhdht und hatte mit 24 h ihren Zenit erreicht. Nach 48 h flachte diese wieder dezent ab, blieb aber
signifikant (p<0,05) erhoht. Das Expressionsmuster fir MMP1 erinnert an eine exponentielle Steigung,
mit dem Maximum bei 48 h. Der erste signifikante (p<0,05) Unterschied zur Kontrollgruppe war nach
12 h nachweisbar.

7.3  Modulierende Effekte von Apelin auf pro-inflammatorische Aktionen von
F. nucleatum

Weiterfiihrend wurde untersucht, ob Apelin die stimulierenden Effekte von F. nucleatum auf die
Expression von pro-inflammatorischen Markern zu modulieren vermochte (Abb. 4). Wie die real-time
PCR-Analyse zeigte, erhéhte Apelin die durch F. nucleatum stimulierte Expressionssteigerung von CCL2
nach 24 h signifikant (p<0,05). Fir COX-2, CXCL8 und TNF-a wurde zu diesem Zeitpunkt kein
signifikanter Effekt von Apelin auf die durch F. nucleatum induzierten Expressionen beobachtet.
F. nucleatum fihrte nach 24 h in allen Gruppen zu einer erhohten Genexpression im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die alleinige Stimulation mit Apelin flihrte in allen Gruppen zu keiner nennenswerten
Veranderung der konstitutiven Genexpressionen. Ein dhnliches Muster ergab sich nach 48 h fiir die
alleinige Stimulation mit F. nucleatum bzw. Apelin. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass Apelin
zu einer weiteren signifikanten (p<0,05) Erhohung der durch F. nucleatum ausgeldsten
Expressionssteigerung von COX-2, CCL2, CXCL8 und TNF-a fiihrte.
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* signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen den Gruppen.
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7.4 Modulierende Effekte von Apelin auf Marker des Hart- und
Weichgewebeumbaus

Weiterhin wurden die Effekte von Apelin auf die durch F. nucleatum induzierten Genexpressionen von
MMP1, TGF-B1 und RUNX2 untersucht (Abb. 5). F. nucleatum erhéhte die Expression von MMP1 nach
24 und 48 h. Diese Hochregulierung wurde durch Apelin zu beiden Zeitpunkten signifikant (p<0,05)
verstarkt. Fir TGF-B1 und RUNX2 wurde nach 24 und 48 h keine Hochregulierungen durch F. nucleatum
beobachtet. Hier kam es zu nichtsignifikanten Expressionssenkungen durch das Bakterium. Apelin
hatte nach 24 und 48 h keinen signifikanten Einfluss auf die F. nucleatum-induzierten Genexpressionen
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Abbildung 5 - Effekte von F. nucleatum (ODggo: 0,025) und/oder Apelin auf die Expression von
Mediatoren, die am Weich- und Hartgewebeumsatz beteiligt sind (MMP1, TGF-61 und
RUNX), nach 24 h (a) und 48 h (b). * signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen den
Gruppen.
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von TGFB-1 und RUNX2. Lediglich fiir RUNX2 konnte ein signifikanter (p<0,05) inhibitorischer Effekt
von Apelin auf die durch F. nucleatum induzierte Expressionssenkung nach 24 h nachgewiesen werden.

7.5 Auswirkungen von F. nucleatum auf Apelin und seinen Rezeptor

Es wurde auch untersucht, ob Apelin und sein Rezeptor in PDL-Zellen exprimiert werden und wenn ja,
ob dieses Adipokin und sein Rezeptor durch F. nucleatum reguliert werden (Abb. 6). Das
Parodontalpathogen fiihrte zur dosisabhdngigen Expressionsminderung von Apelin und APJ. Dabei
kam es sowohl fiir Apelin als auch dessen Rezeptor bereits bei der geringsten Konzentration von
F. nucleatum (OD: 0,025) zu einer signifikanten (p<0,05) Senkung der Genexpression. Es wurde auch
eine Zeitabhangigkeit beobachtet. Inkubation der PDL-Zellen mit F. nucleatum fihrte bei Apelin und
APJ zur signifikanten (p<0,05) Expressionsverringerung nach 6 h, 12 h und 24 h. Die Werte naherten
sich nach 48 h wieder dem Ausgansniveau an.
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Abbildung 6 - a) Expressionen von Apelin und APJ in An- und Abwesenheit verschiedener Konzentrationen von
F. nucleatum (ODggp: 0,000; 0,025; 0,050, 0,100) in PDL-Zellen nach 24 h. b) Expressionen von Apelin und APJ
in An- und Abwesenheit von F. nucleatum (ODggo: 0,025) in PDL-Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten (6 h,
12 h, 24 h und 48 h). * signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen den Gruppen.
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7.6 Regulatorische Effekte von Apelin auf die durch F. nucleatum induzierten Proteine
CCL2 und MMP1

Mittels ELISA konnte nachgewiesen werden, dass F. nucleatum auch zu einem Anstieg der
Proteinkonzentrationen von CCL2 und MMP1 in den Zelliberstanden nach 24 h und 48 h fihrte
(Abbildung 7). Die Inkubation von F. nucleatum stimulierten Zellen mit Apelin fiihrte zu einem weiteren
signifikanten (p<0,05) Anstieg der Proteinkonzentrationen von CCL2 nach 48 h und von MMP1 nach
24 h und 48 h. Die Ergebnisse auf Proteinebene bestdtigten damit die mittels Real-time PCR
ermittelten Transkriptionsdaten.
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Abbildung 7 - Proteinspiegel von CCL2 und MMP1 in Uberstédnden von PDL-Zellen, die mit
F. nucleatum (ODgso: 0,025) und/oder Apelin (1 ng/ml) nach 24 h (a) und 48 h (b) stimuliert
wurden. * signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen den Gruppen.
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7.7 Beteiligung intrazellularer Signalwege an den Effekten von F. nucleatum
und/oder Apelin auf die Genexpressionen von CCL2 und MMP1

Ferner wurde untersucht, welche intrazelluldaren Signalwege bei den Effekten von F. nucleatum auf die
CCL2- und MMP1-Expression beteiligt sind (Abb. 8). Zu diesem Zweck wurden Zellen mit spezifischen
Inhibitoren der NF-kB- bzw. MEK1/2-Signaliibertragung inkubiert und anschlieBend mit F. nucleatum
und/oder Apelin stimuliert. Die Inkubation der Zellen mit dem NF-kB-Inhibitor flihrte zu einer
signifikanten (p<0,05) Senkung der CCL2-Expression nach 24 h in den Zellen, die entweder mit
F. nucleatum allein oder in Kombination mit Apelin behandelt wurden. Im Gegensatz dazu wurden die
durch F. nucleatum und/oder Apelin induzierten Expressionen von CCL2 und MMP1 nach 24 Stunden
durch den MEK1/2-Inhibitor immer signifikant (p<0,05) gehemmt.
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Abbildung 8 - Beteiligung intrazelluldrer Signalwege an den Effekten von

F. nucleatum (ODgsp: 0,025) und/oder Apelin auf die Expressionen von CCL2 (a)
und MMP1 (b) in PDL-Zellen nach 24 h. Die Zellen wurden mit spezifischen
Inhibitoren fiir NF-kB (PDTC, 10 uM) und MEK1/2 (U0126, 10 uM) inkubiert. *
signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen den Gruppen.
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8 Diskussion

8.1 Ergebnisdiskussion

Ziel dieser Studie war es zu klaren, ob Apelin modulierende Effekte auf die Synthese pro-
inflammatorischer und proteolytischer Molekiile unter mikrobiellen Bedingungen ausiibt und, ob das
Adipokin Apelin lokal in parodontalen Zellen produziert und gegebenenfalls auch reguliert wird. Die
vorliegende Dissertationsarbeit konnte zeigen, dass Apelin und sein Rezeptor in PDL-Zellen produziert
und deren Genexpression durch das Parodontalpathogen F. nucleatum, zumindest initial,
herunterreguliert werden. Dies kdnnte auf eine regulatorische Rolle dieses Adipokins im Rahmen der
Atiopathogenese der Parodontitis hindeuten. Interessanterweise fiihrte die Kombination von
F. nucleatum mit Apelin nach einer gewissen Zeit zu den hdchsten Expressionsleveln einiger
pro-inflammatorischer und proteolytischer Molekiile, sodass Apelin die parodontale Entziindung und
Destruktion klinisch verstarken kdonnte. Apelin, dessen Serumspiegel bei Adipositas erhéht ist, kdnnte
daher ein pathomechanistisches Bindeglied darstellen, Gber welches Adipositas die Entstehung und
Progression der Parodontitis fordert.

Es gibt deutliche Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Parodontitis und Adipositas (15, 148).
Dass Adipokine ein mogliches pathomechanistisches Bindeglied darstellen, das dem Zusammenhang
zwischen Parodontitis und Adipositas zugrunde liegt, wurde in mehreren Studien unserer
Arbeitsgruppe gezeigt (115, 149—-154). Leptin, Visfatin und Resistin Glben pro-inflammatorische Effekte
auf parodontale Zellen und Gewebe aus, wahrend Adiponectin vornehmlich protektive Eigenschaften
auf parodontale Zellen besitzt (15). Im Hinblick auf den Zahnhalteapparat ist jedoch wenig liber die
Produktion, Regulation und Wirkung von Apelin bekannt, einem weiteren Adipokin, dessen
Serumspiegel bei Adipositas verdandert ist (136). Kiirzlich untersuchten Hirani et al. die Serumspiegel
von Apelin bei parodontal und systemisch gesunden Personen sowie bei Parodontitispatienten mit und
ohne Typ-2-Diabetes (120). Die Studie =zeigte, dass die Apelinkonzentrationen in der
Parodontitisgruppe signifikant héher waren als in der gesunden Kontrollgruppe. Bei Patienten, die
gleichzeitig an Parodontitis und Adipositas litten, waren die Apelinkonzentrationen am héchsten. Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass die erhohte Expression von Apelin bei Patienten mit Parodontitis
und Typ-2-Diabetes auf eine mogliche Rolle dieses Adipokins bei der Entziindung und der
Glukoseregulierung hinweisen koénnte. Sarhat et al. untersuchten die Apelinkonzentrationen im
Speichel von parodontal erkrankten Diabetikern sowie von parodontal und systemisch gesunden
Individuen (155). Auch sie fanden die hochsten Apelinkonzentrationen bei Parodontitispatienten mit
Adipositas. In unserer Studie fiihrte Apelin zu einer zeit- und dosisabhdngigen Hochregulation der
F. nucleatum induzierten Genexpression von pro-inflammatorischen und proteolytischen Molekilen,
sodass unsere Untersuchungsergebnisse die oben genannten Studien unterstiitzen. Lee et al.
untersuchten ebenfalls den Zusammenhang zwischen Apelin und Parodontitis und beobachteten
jedoch eine Abnahme der Apelin-Expression in gingivalen Geweben von Parodontitis-Patienten, was
somit im Gegensatz zu den vorgenannten Studien steht (144). Unsere In-vitro-Experimente mit PDL-
Zellen zeigten, dass sowohl Apelin als auch dessen Rezeptor in diesen Zellen konstitutiv produziert
werden. Insofern kdnnten PDL-Zellen, aber moglicherweise auch andere parodontale bzw. orale Zellen
zu den Apelinspiegeln in der Sulkusflissigkeit, im Speichel und Serum beitragen. Zukiinftige Studien
sollten sich auch mit dem Apelin-APJ-System in anderen Zellen des Parodontiums befassen, z.B. in den
Epithelzellen der Gingiva und in Osteoblasten. Weitere Studien koénnten klaren, ob die
Apelinkonzentrationen in der Gingiva, Sulkusflissigkeit, im Speichel und Serum bei Gingivitis und
Parodontitis tatsachlich und vor allem in welcher Richtung verandert sind. Weiterhin ware von
Interesse, ob die lokale, d.h. parodontale Produktion von Apelin systemische Effekte austbt.
SchlieBlich sollte ebenfalls untersucht werden, ob eine Parodontitistherapie zu Veranderungen dieser
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Apelinspiegel fiihrt. Interessanterweise induzierte Apelin eine Steigerung der durch F. nucleatum
stimulierten Expression verschiedener pro-inflammatorischer und proteolytischer Molekiile, was auf
eine kritische Rolle dieses Molekils bei der Assoziation zwischen Adipositas und Parodontitis
hinweisen konnte. Unsere In-vitro-Daten stehen im Einklang mit einer Studie, in welcher die
Uberexpression von Apelin oder die Behandlung mit exogenem Apelin die TNF-a-stimulierte
Genexpression von MMP1, IL-6 und COX-2 in PDL-Zellen modulierte (144). In der Studie von Lee et al.
flhrte die Inkubation von PDL-Zellen und gingivalen Fibroblasten mit dem Entziindungsmediator TNF-a
ebenfalls zu einer Herunterregulation der Apelinexpression (144). Daher deuten sowohl diese als auch
unsere Studie darauf hin, dass das Apelin-APJ-System wahrend einer parodontalen mikrobiellen
Dysbiose und der damit verbundenen Entziindung zumindest anfanglich herunterreguliert wird. Da
unsere Ergebnisse zeigten, dass Apelin eher entziindungsférdernde Effekte ausilibte, konnte die
anfangliche Herunterregulation von Apelin und seinem Rezeptor einen zeitlich begrenzten,
protektiven Kompensationsmechanismus des Wirts darstellen, um die Entziindung und die damit
verbundene Gewebezerstérung zu begrenzen. Unsere Experimente zeigten jedoch auch, dass diese
moglicherweise protektive Hemmung von Apelin und seinem Rezeptor nach 48 h nicht mehr
vorhanden war, sodass das Apelin-APJ-System bei einer langer anhaltenden parodontalen Entziindung
von kritischer Bedeutung bei der Pathogenese der Parodontitis sein kdnnte. Unsere Studie offenbarte,
dass Apelin pro-inflammatorische Effekte ausiben und somit parodontale Entziindungsprozesse
verstarken kann. Obwohl es diverse Veroffentlichungen lber entziindungshemmende und damit
protektive Effekte von Apelin in anderen Geweben gibt (156, 157), wurden auch Studien publiziert, die
pro-inflammatorische Effekte von Apelin nachgewiesen haben (158). In der vorliegenden Arbeit konnte
reprasentativ anhand des Chemokins CCL2 und der Protease MMP1 gezeigt werden, dass Apelin die
F. nucleatum induzierte Expressionssteigerung pro-inflammatorischer Molekiile nicht nur auf
Transkriptions-, sondern auch auf Proteinebene verstarken kann. Unsere Analysen zu intrazelluldren
Signaltransduktionen legen nahe, dass pro-inflammatorische Effekte von F. nucleatum und/oder
Apelin zumindest teilweise Gber MEK1/2 und NF-kB realisiert werden. Weitere Studien sollten klaren,
welche anderen intrazelluldren Signalwege fiir die modulierenden Effekte des Apelins genutzt werden.
Unsere Ergebnisse stehen damit im Einklang mit Studien, die ebenfalls nachgewiesen haben, dass
Apelin MEK1/2- und NF-kB-Signalwege flr seine Effekte nutzt (159, 160). Im Folgenden soll auf die
einzelnen Marker und Mediatoren, die in dieser Dissertationsarbeit untersucht worden sind,
eingegangen werden.
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Das Enzym COX liegt im menschlichen Kérper in den Isoformen COX-1 und COX-2 vor. Beide Enzyme
weisen eine Reihe physiologischer Funktionen auf, z.B. Muzin-Bildung zum Schutz der Magenmukosa
oder Beteiligung an der Blutkoagulation (161-163). COX-1 kommt in nahezu allen gesunden Geweben
vor und wird konstitutiv exprimiert, wohingegen die COX-2-Expression induzierbar ist und nicht
permanent ablauft (164). COX-2, das die Spaltung von Arachidonsaure zu Prostaglandin E2 katalysiert,
kommt vor allem in entziindetem Gewebe vor und ist sonst nur geringgradig detektierbar.
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Abbildung 9- COX-Pathways — Abb. vereinfacht und modifiziert nach Huub J L van der Heide Schreurs (2007)

Dieses Molekiil ist prominent am Entziindungsgeschehen beteiligt: Es sorgt fiir gesteigerte
Vasodilatation und erhéhte GefdaRpermeabilitdt, was sich als klinische Entziindungssymptome in Form
von Rubor und Odem zeigt (165, 166). Da die Gingivitis und Parodontitis ebenfalls entziindlich bedingt
sind, treten auch hier diese klassischen Entziindungssymptome auf. Daher verwundert es nicht, dass
in entziindeten parodontalen Geweben und in der Sulkusflissigkeit (167) erhéhte PGE2-Werte
gemessen wurden (168), was darauf hindeutet, dass sowohl Gingiva-, als auch PDL-Zellen aktiv am
Entziindungsgeschehen beteiligt sind. PDL-Zellen exprimieren auf addquate Reize Enzyme wie
Phospholipase 2, COX-2 sowie direkt und indirekt chemotaktische und pro-inflammatorische Zytokine.
Unsere Versuche konnten ebenfalls zeigen, dass PDL-Fibroblasten bei Stimulation mit den inaktivierten
Zellbestandteilen des Bakteriums F. nucleatum COX-2 exprimierten. Die dosisabhangige Reaktion fand
dabei in Korrelation zum Reiz statt: Je hoher die Konzentration von F. nucleatum, desto starker fiel
auch die Zellantwort aus. Schon bei der geringsten F. nucleatum-Konzentration (OD=0,025) konnte ein
statistisch signifikanter Anstieg der COX-2 Expression beobachtet werden. Interessanterweise fiihrte
die Stimulation durch héhere Konzentrationen von F. nucleatum-Lysat (OD=0,1) nicht mehr zu dhnlich
drastischen Anstiegen wie von OD=0 auf OD=0,025 und von 0OD=0,025 auf OD=0,05. Die
Expressionsrate schien hier ein Plateau erreicht zu haben und es kam zu keiner weiteren
nennenswerten COX-2-Expressionssteigerung. Betrachtet man den gesamten Zeitverlauf, so stieg die
Synthese des Enzyms COX-2 mit der Zeit insgesamt signifikant an. Je langer also die Fibroblasten mit
den Bakterienbestandteilen konfrontiert waren, umso mehr COX-2 wurde exprimiert. Wie bei den
Dosis-Versuchen ist also auch die Einwirkdauer positiv mit pro-inflammatorischer Aktivitat verkniipft.
Interessanterweise kam es innerhalb der ersten 12 h zu einem starken Anstieg, woraufhin die
Expressionsrate nach 24 h wieder leicht ricklaufig war, um nach 48 h wieder auf einen neuen
Maximalwert zu steigen. Dieses 24 h-Tal war in allen Versuchen reproduzierbar festzustellen. Da ab
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dem Startzeitpunkt des Versuchs kein Mediumwechsel mehr stattfand, kann dies als Ursache fiir den
wellenartigen Verlauf ausgeschlossen werden. Es scheint sich demnach um eine biphasische Antwort
zu handeln, die moéglicherweise durch nach 12 h auftretende sekundare Effekte erklarbar sein kénnte,
wie z.B. die Ausschiittung anderer Zytokine, die ihrerseits wiederum synergistisch agieren und den
Peak der zweiten Expressionswelle verursachen. Ein weiterer Erklarungsansatz kénnte sein, dass nach
12 h die stimulierenden Molekiile abgebaut worden sind oder zelleigene Abwehrmechanismen in Kraft
treten, sodass sich die pro-inflammatorische Aktivitat wieder verringerte. Da mittels PCR nur einzelne
Marker zu bestimmten Zeitpunkten analysiert werden konnten, geben die Ergebnisse eine
Momentaufnahme des komplexen Wechselspiels wieder. Es ist bekannt, dass PDL Zellen auf LPS von
fakultativ pathogenen Bakterien wie F. nucleatum mit vermehrter IL-10-Expression reagieren (169).
Der wellenartige Anstieg bei unseren Zeitabhdngigkeitsexperimenten konnte durch einen
Desensibilisierungsmechanismus der TLRs fiir F. nucleatum erklarbar sein: Zundchst reagierten die
Rezeptoren stark und fiihrten zu der gesteigerten COX-2-Expression, aufgrund der einsetzenden
Empfindlichkeitsreduktion des Rezeptors sank die Genexpression fiir den Entzindungsmarker dann
jedoch moglicherweise sukzessive ab. Wie unsere Versuche zeigen, wurden jedoch durch F. nucleatum
auch andere Molekiile wie zum Beispiel TNF-a induziert, dessen Induktion Zeit bedarf. So kann die
zweite Phase der COX-2-Expression durch das Auftreten anderer Mediatoren wie TNF-a getriggert
worden sein. Es ist auch denkbar, dass der Abfall der COX-2-Expression nach der ersten Phase durch
die Bildung antagonisierender Molekille der PDL-Zellen verursacht wurde, was einer negativen
Feedback-Reaktion entsprache. Dementsprechend kdonnte der 24 h-Wert als Kompensationsversuch
der PDL-Zellen auf den bakteriellen Reiz gedeutet werden, der jedoch durch beispielsweise TNF-a
schlieRlich scheitert. Es wird deutlich, dass es weiterer Versuche bedarf, um die zelluldren
Regulationen von PDL-Zellen durch F. nucleatum besser zu verstehen.

Durch den ersten Versuchsteil konnte mittels Dosis- und Zeitversuchen eine Auswirkung von
F. nucleatum auf die COX-2-Expression aufgezeigt werden. Interessanterweise zeigte sich in den
Kombinationsversuchen (Abb. 4), dass Apelin allein keinen signifikanten Einfluss auf die
COX-2-Expression hatte. Apelin konnte jedoch die F. nucleatum-induzierte COX-2-Expression steigern.
Im Kombinationsversuch war also ein synergistischer Effekt von Apelin und F. nucleatum erkennbar.
Unsere Ergebnisse sind teilweise kontrar zu einer anderen Studie mit PDL- und Gingivafibroblasten
(144), in der Apelin allein und in Anwesenheit mit IL-1B und TNF-a zu einer Senkung der
COX-2-Expression fuihrte. Aber auch diese Studie konnte belegen, wenn auch in anderer Richtung, dass
Apelin modulierende Effekte auf die Aktionen von pro-inflammatorischen Stimulanzen ausibt. In der
besagten Studie von Lee et al. lag der Betrachtungszeitraum bei weniger als 48 h. Da die
synergistischen Effekte jedoch in unseren Experimenten erst nach 48 h zu beobachten waren, sind die
Studien nur eingeschrankt vergleichbar.

Unsere Versuche haben auch offengelegt, dass F. nucleatum dosis- und zeitabhdngige hemmende
Effekt auf die Apelin- und APJ-Expressionen austibte (Abb. 6). Moglicherweise wird dadurch einer zu
starken Entziindungsreaktion im Sinne eines initialen Schutzmechanismus entgegengewirkt, da Apelin
pro-inflammatorische Effekte in PDL-Zellen vermitteln kann (Abb.4). Wie im zeitabhéngigen Versuch
zu erkennen ist, konnte die Apelin Expressionsminderung aber nicht dauerhaft aufrechterhalten
werden, sodass nach 48 h die basale, konstitutive Expression wieder erreicht war. Dies bedeutet, dass
nach Ende der initialen Hemmung des Apelin/APJ-Systems die F. nucleatum-Effekte in Anwesenheit
von Apelin verstarkt zum Tragen kamen, was sich in der synergistischen Expressionssteigerung von
pro-inflammatorischen Mediatoren durch F. nucleatum und Apelin vor allem nach 48 h zeigte.
Interessanterweise flhrte die Inhibition von Apelin in anderen Geweben zu deutlich verringerten
COX-2-Expressionswerten, was ebenfalls auf pro-inflammatorische Effekte von Apelin hinweist (158).
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Rath-Deschner et al. konnten zeigen, dass das chemotaktische Zytokin CCL2 in PDL-Zellen synthetisiert
wird und in parodontal entziindetem Gewebe vermehrt vorkommt (170). Dies lasst sich durch dessen
wichtige Funktion bei der Rekrutierung von Abwehrzellen wie Monozyten, Makrophagen und
Lymphozyten erkldren. Die Arbeitsgruppe konnte weiterhin zeigen, dass biomechanischer Stress die
Expression des Chemokins drastisch reduzierte, woraus geschlussfolgert wurde, dass starke
biomechanische Belastung, wie sie zum Beispiel beim okklusalen Trauma auftritt, die Progression der
Parodontitis verstarken kdnnte. Dies kdnnte unter anderem durch die kompromittierte Rekrutierung
der Immunzellen erklart werden. In unseren Kombinationsversuchen fiihrte F. nucleatum ebenfalls zu
einer erhohten CCL2-Expression, wohingegen Apelin allein keinen Effekt hatte. Die Kombination von
F. nucleatum mit Apelin fiihrte jedoch zu den hdchsten CCL2-Expressionswerten, was also zeigte, dass
Apelin die F. nucleatum-induzierte CCL2-Expression steigern und somit zu einer verstarkten
Rekrutierung von immunoinflammatorischen Zellen beitragen kénnte. Der synergische Effekt von
F. nucleatum und Apelin auf die CCL2-Expression war sowohl nach 24 h als auch nach 48 h nachweisbar.
Fir die Chemokine CXCL1 und CCL5 existiert Evidenz, dass diese nicht nur die Migration von
Abwehrzellen regulieren, sondern auch von Fibroblasten (171), was jedoch fiir CCL2 an parodontalen
Fibroblasten noch nicht nachgewiesen werden konnte. Zukiinftige In-vitro-Experimente kénnten und
sollten sich dieser Thematik widmen. Weiterhin bemerkenswert erscheint, dass CCL2 in Endothelzellen
mit der Angiogenese und Regeneration in Verbindung gebracht werden kann. Hong et al. konnten
2005 zeigen, dass CCL2 diese positiven Effekte iber VEGF vermittelt (172). Dies ware ebenfalls ein
interessanter Ansatzpunkt fiir weiterfihrende In-vitro- und In-vivo Studien. Die in unseren Studien
gewonnenen Transkriptionsdaten zu den CCL2-Regulationen durch F. nucleatum und/oder Apelin
konnten auch auf Proteinebene bestatigt werden.

Matrixmetalloproteinasen sind matrixdegradierende Enzyme, die aufgrund Ihrer katabolen
Eigenschaften eine tragende Rolle im Entziindungsgeschehen einnehmen. Bei der Parodontitis sind
unter anderen die Kollagenasen MMP1 und MMPS8 interessant (173), da sie durch ihre
kollagenolytischen Eigenschaften maRgeblich zur Gewebsdestruktion und damit zur Progression dieser
entzlindlichen Erkrankung beitragen. Es ist bekannt, dass MMP-Level bei Gingivitis- und Parodontitis-
Patienten in der Sulkusflissigkeit, aber auch im Gewebe erhéht sind (174). MMPs werden von
verschiedenen Zelltypen, z.B. Makrophagen, PMNs und Lymphozyten, aber auch GFs oder PDL-Zellen
synthetisiert (175) und sind unter anderem PGE2-, IL-1B- und TNF-a-abhangig (176). Durch
F. nucleatum konnte eine dosis- und zeitabhidngige Steigerung der MMP1-Expression in PDL-
Fibroblasten beobachtet werden (Abb. 3). Wahrend die Dosisabhangigkeit einen anndhernd linearen
Verlauf zeigte, ergab sich fir die Zeitabhangigkeit ein eher exponentielles Verhaltnis. Apelin konnte
die F. nucleatum-induzierte MMP1-Expression nach 24 h und 48 h signifikant steigern, wohingegen
dieses Adipokin allein keinen Effekt aufwies (Abb. 4). Interessant ware, ob Apelin auch einen
modulatorischen Einfluss auf die Effekte von IL-1f3 ausliben kann, da dieses Molekdil selbst wiederum
die MMP1-Synthese induzieren kann. Die Arbeitsgruppe um Lee et al. konnte zeigen, dass Apelin in
PDL- und Gingivafibroblasten, die durch IL-18 und TNF-a stimuliert wurden, die MMP1-Expression
stark reduzierte, d.h. anti-inflammatorische Effekte auslbte (144). Diese Beobachtungen stehen im
Kontrast zu unseren Ergebnissen, in denen Apelin in Kombination mit einem bakteriellen Trigger vor
allem pro-inflammatorische Eigenschaften aufwies. In Chondrozyten konnte Apelin erhohte
MMP1- und IL-1B-Werte induzieren, sodass die Autoren schlussfolgerten, dass Apelin eine katabole
Wirkung auf Knorpelgewebe besitzt und somit die Osteoarthritis férdern kdnnte (177). Diese
Beobachtung stlitzt daher unsere Resultate, die nahelegen, dass Apelin, zumindest in der Kombination,
einen entziindungsfordernden- und gewebeschadigenden Effekt austiben kann. MMPs sind jedoch
nicht nur mit Entziindung, sondern auch mit Wundheilungsprozessen assoziiert. Bei der Wundheilung
werden erhohte MMP-Level beobachtet, da fiir das Remodelling der Gewebe Kollagen ab- bzw.
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umgebaut werden muss. Daher sind weitere Studien notwendig, um den Einfluss von Apelin Einfluss
auf diese Prozesse zu untersuchen.

CXCLS8 ist ebenfalls ein chemotaktisches Zytokin, welches in Geweben von an Parodontitis erkrankten
Individuen vermehrt nachgewiesen werden kann (178). Es spielt neben TNF-a eine wichtige Rolle in
der Pathogenese der Parodontitis, da es, dhnlich wie der Komplementfaktor C5a, die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten fordert. In unseren Versuchen konnte durch Apelin allein keine
nennenswerte Regulation dieses Chemokins festgestellt werden. Auch fir CXCL8 war eine Steigerung
der F. nucleatum-induzierten Genexpression durch Apelin nachweisbar, jedoch erst nach 48 h (Abb.4).
Lim et al. konnten an primaren Amnionzellen eine Apelin-induzierte CXCL8 Expressionssteigerung
aufzeigen (179),wohingegen Pan et al. eine Expressionssenkung von Plasma-CXCL8 durch Apelin im
Tiermodell nachweisen konnten (180). Die kritische Rolle von CXCL8 bei der parodontalen Entziindung
und Destruktion ist in der Literatur gut beschrieben (181). Dementsprechend verwundert es nicht, dass
F. nucleatum zu einer deutlichen Expressionssteigerung in PDL-Zellen fiihrte. In der Literatur wurde
nach unserem Wissen bis dato jedoch nicht der kombinierte Effekt von Apelin mit F. nucleatum
beschrieben. Dass dieser Effekt, ahnlich wie bei COX-2 und TNF-a, erst nach 48 h beobachtbar war,
konnte moglicherweise auch an der initialen Hemmung des Apelin/APJ-Systems durch F. nucleatum
liegen, wobei dies erst durch weitere Studien verifiziert werden muss (Abb. 6).

TNF-a hat ein breites Spektrum an Funktionen, zum Beispiel die Regulation der Zellmigration, des
Gewebeumbaus, aber auch der Apoptose (182). Es ist eines der ersten Zytokine, das bei einer
Entziindungsreaktion verstarkt nachweisbar ist und wird auch von den lokalen Strukturzellen (z.B.
Fibroblasten), d.h. akzessorischen Entziindungszellen produziert (175). Die Synthese dieses Zytokins
wird u.a. durch LPS Uber Anbindung an TLRs und nachfolgende Aktivierung des NF-kB-Signalwegs
getriggert. TNF-a fordert die Anbindung von immunoinflammatorischen Zellen an die
GefaRinnenwande und dadurch auch die Rekrutierung dieser Zellen in entziindetes Gewebe. Da dieses
Zytokin auch die Synthese von zahlreichen Chemokinen und MMPs stimuliert, wird die Rekrutierung
von immunoinflammatorischen Zellen auch sekundar geférdert (183, 184). Durch die verstarkte
Produktion proteolytischer Enzyme und osteoklastenaktivierender Molekdle (z.B. RANKL) nach TNF-a-
Stimulation wird zudem die Degradation des Weichgewebes und auch die Resorption des Knochens
verstarkt. Unsere Versuche zeigten, dass es durch die Stimulation der PDL-Zellen mit F. nucleatum zu
einer Erhohung der TNF-a-Expression kam (Abb. 4), d.h., dass die PDL-Zellen auf den bakteriellen
Stimulus mit einem pro-inflammatorischen Effekt reagierten. Daher deckt sich unsere Beobachtung
mit der bisherigen Literatur (169). Die F. nucleatum-induzierte Steigerung der TNF-a Expression konnte
sowohl nach 24 h, aber auch nach 48 h festgestellt werden. Die Kombination aus F. nucleatum und
Apelin flihrte nach 48 h zu den héchsten TNF-a-Expressionswerten, was wiederum die modulierende
Wirkung von Apelin unterstreicht. Die Arbeitsgruppe von Lee et al. (144) zeigte, dass TNF-a die
Expression von Apelin und seinem Rezeptor reduzieren kann. Im Umkehrschluss fiihrte die adenoviral
induzierte Uberexpression von Apelin zur Unterdriickung der TNF-a Expression in vitro, was eine
inhibitorische Wirkung von Apelin nahelegt. Da wir unsere Versuche jedoch mit einem bakteriellen
Stimulus durchgefihrt haben (LPS), sind diese Ergebnisse mit unseren nur bedingt vergleichbar. In
einer Studie an Fettzellen wurde gezeigt, dass TNF-a die Apelin-Expression in Adipozyten steigerte
(185), was auf einen moglichen pro-inflammatorischen Effekt hindeuten kénnte und sich mit unseren
Beobachtungen in den Kombinationsversuchen deckt. Da TNF-a selbst wiederum die Produktion von
pro-inflammatorischen (z.B. COX-2, CXCL8, CCL2) und proteolytischen Molekilen (z.B. MMP1)
induziert (186), konnte die durch F. nucleatum-induzierte Freisetzung von TNF-a zusatzlich zu den
Steigerungen dieser Molekiile in unseren Versuchen beigetragen haben, d.h., dass die beobachteten
Effekte von F. nucleatum und/oder Apelin auf diese Molekile moglicherweise nicht nur direkte,
sondern auch Indirekte waren (41, 182, 187).
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Der Transkriptionsfaktor RUNX2 stellt einen wichtigen Regulator der Osteogenese dar, der dafir
verantwortlich ist, dass sich Progenitorzellen zu knochenbildenden Zellen differenzieren und
proliferieren (47, 188). Es konnte gezeigt werden, dass PDL-Zellen RUNX2 und andere Osteogenese-
assoziierte Transkriptionsfaktoren exprimieren und damit aktiv am Knochenmetabolismus beteiligt
sind (189). Sie kénnen Uber diese Transkriptionsfaktoren nicht nur andere Zellen regulieren, sondern
auch selbst zu Osteoblasten oder Zementoblasten differenzieren (190, 191). Da es bei der Parodontitis
zu einer irreversiblen Knochenresorption kommt, ist die Regulation osteogener Transkriptionsfaktoren
wie RUNX2 von groBem Interesse. Andererseits spielt dieser Transkriptionsfaktor auch eine
Schlisselrolle bei der parodontalen Regeneration, weshalb wir in den dieser Dissertationsschrift
zugrundeliegenden Experimenten auch die Expression von RUNX2 unter verschiedenen Bedingungen
untersucht haben. Unsere Versuche zeigten, dass die RUNX2-Expression nach 24 h durch F. nucleatum
gehemmt wurde, wohingegen bei Inkubation mit Apelin allein keine wesentliche
Expressionsveranderung auftrat. Interessanterweise konnte Apelin aber die F. nucleatum-induzierte
Hemmung der RUNX2-Expression wieder aufheben, sodass kein Unterschied zur konstitutiven RUNX2-
Expression in den PDL-Zellen nachweisbar war. Nach 48 h war keine signifikante Regulation der RUNX2-
Expressionen durch F. nucleatum und/oder Apelin feststellbar. Mehrere Autoren konnten zeigen, dass
TNF-a die Expression von RUNX2 hemmt (47, 192). Da dieses pro-inflammatorische Zytokin durch
F. nucleatum hochreguliert wird, kdnnte dies ein Pathomechanismus sein, Giber den das Bakterium die
RUNX2-Hemmung induziert. Andererseits ist auch denkbar, dass F. nucleatum tber die Hemmung der
Expressionen von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, z.B. TGF-B1 und BMPs, zu einer Senkung
der RUNX2-Expression beitragt. Um die zugrundeliegenden regulatorischen Mechanismen von Apelin
besser zu verstehen, sollten die Effekte von Apelin auf solche Wachstums- und Differenzierungs-
faktoren in zukiinftigen Studien weiter analysiert werden. In weiterfihrenden Experimenten sollte
auch mittels Alizarin-Rot- und Von-Kossa-Farbung die Kalziumablagerung in PDL-Zellkulturen in An-
und Abwesenheit von F. nucleatum und/oder Apelin analysiert werden.

TGF-B1 ist ein wichtiger Modulator des Bindegewebeumbaus, der im dynamischen Gleichgewicht
zwischen Ab- und Aufbau bei der Parodontitis eine Gberwiegend anabole Funktion einnimmt. Durch
die Stimulation von parodontalen Zellen zur Synthese von Matrixproteinen wie Kollagen und
Fibronectin sowie die Produktion von Proteinase-Inhibitoren (TIMPs) sorgt dieser Wachstumsfaktor
flr eine positive Bilanz im Gewebeumbau (193). In unseren Experimenten konnten eine geringgradige
Hemmung der TGF-B1-Expression durch F. nucleatum nach 24 h beobachtet werden. Apelin fiihrte
dagegen zu einer dezenten Steigerung der TGF-B1-Expression, hatte aber keinen Einfluss auf die
F. nucleatum-induzierte Expression von TGF-B1 nach 24 h. Nach 48 Stunden waren die Regulationen
von TGF-B1 durch F. nucleatum und/oder Apelin nur noch marginal.

Bei der Inkubation von PDL-Zellen mit F. nucleatum kam es zu reduzierten Expressionsraten fiir das
Adipokin Apelin, wobei die Reduktion negativ mit der Konzentration des Bakterienlysats, aber auch
der mRNA-Expression von COX-2, CCL2 und MMP1 korrelierte. Fiir die entzlindungsmodulierenden
Eigenschaften des Molekils Apelin ist die Datenlage sehr heterogen. So konnte gezeigt werden, dass
Apelin in Hepatozyten und synovialen Fibroblasten positiv mit Entziindung assoziiert ist (194, 195),
wogegen anti-inflammatorische Effekte an Pankreaszellen (196), Pneumozyten (156), Kardiozyten
(197) und weiteren Zelltypen gezeigt werden konnten. Die Effekte von Apelin auf parodontale Zellen
wurde in vitro von Lee et al. 2019 untersucht (144). Hierbei waren kurzfristige protektive Eigenschaften
von Apelin in gingivalen und parodontalen Zellen nachweisbar. In der Studie von Lee et al. sank die
Apelinexpression nach Stimulation mit TNF-a, einem Entziindungsmediator, der bei der Parodontitis
von immunoinflammatorischen Zellen sowie Strukturzellen des Parodonts, z.B. gingivalen Fibroblasten
und PDL-Zellen, exprimiert wird (175, 182). Das in unserer Studie genutzte F. nucleatum-Lysat aktiviert
zwar ebenfalls intrazelluldre Signalkaskaden, die von TNF-a. genutzt werden, andererseits ist aber auch
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anzunehmen, dass zusatzlich andere Signalwege getriggert werden. Dies konnte ebenfalls erklaren,
warum die Beobachtungen von Lee et al. nur bedingt mit unserer Arbeit vergleichbar und
Ubereinstimmend sind. Jedoch deuten sowohl die Ergebnisse von Lee et al. als auch unsere darauf hin,
dass die Apelin-Expression, zumindest initial, nach Stimulation mit einem pro-inflammatorischen bzw.
bakteriellen Stimulus in parodontalen Zellen gehemmt werden konnte. Unsere Experimente belegen,
dass PDL-Zellen Apelin synthetisieren kdnnen und dass die Apelinsynthese in Anwesenheit des
Parodontalpathogens F. nucleatum zumindest kurzeitig lokal sinkt. Kumar et al. konnten jedoch
beobachten, dass Serumwerte von Apelin bei Parodontitispatienten hoher lagen (120). Bei Patienten,
die zusatzlich an DMT2 erkrankt waren, wurden die hochsten Apelinspiegel im Serum gemessen. Die
Autoren schlussfolgerten daher, dass Apelin bei DMT2 als physiologischer Ausgleichsmechanismus
wirkt, da es den Glucose-Uptake positiv beeinflusst (120).

Fiir den Apelinrezeptor ergab sich ein dhnliches Bild wie filir Apelin selbst. Zunachst sank die
Expressionsrate analog ab, um dann allmdhlich wieder anzusteigen (Abb. 6b). Da Apelin unter
mikrobiellen Bedingungen (z.B. in Anwesenheit von F. nucleatum) pro-inflammatorische Eigenschaften
aufweist, wie unsere Experimente nahelegen, kénnte die initiale Hemmung der Expressionen von
Apelin und seinem Rezeptor einen Schutzmechanismus der Zellen darstellen, der allerdings tber die
Zeit verloren geht. Nach 48 h waren die Expressionsniveaus von Apelin und seinem Rezeptor unter
mikrobiellen Bedingungen wieder denen der konstitutiven Expressionsniveaus nahe. Auch die
Dosisabhangigkeit der Apelinrezeptorexpression dhnelt stark jener, die fiir Apelin beobachtet wurde.
Der inhibitorische Effekt von F. nucleatum auf den Rezeptor stieg mit zunehmender Konzentration des
Bakterienlysats an. Insgesamt laufen damit die Regulationen von Apelin und seinem Rezeptor durch
F. nucleatum sehr dhnlich und in gleicher Richtung ab. Dadurch wird der hemmende Effekt von
F. nucleatum sogar verstarkt, weil nicht nur der Ligand, sondern auch sein Rezeptor nur noch
vermindert zur Verfligung stehen, bis dann schlieBlich sowohl der Ligand als auch der Rezeptor wieder
normal exprimiert und synthetisiert werden. Bisher sind uns keine weiteren Studien bekannt, die sich
mit der Expressionsregulation des APJ-Rezeptors bei Parodontitis befasst haben. Interessant waren
weitere Studien, die beleuchten, ob auch andere Entziindungsmediatoren zu verringerter
APJ-Rezeptordichte fiihren. Zukiinftige Studien sollten klaren, ob auch andere Bakterien sowie deren
Kombinationen regulatorische Effekte auf das Apelin-APJ-System ausliben kdnnen.

8.2 Methodendiskussion

Wie in der Literaturdiskussion besprochen stellt Parodontitis ein multifaktorielles Geschehen dar,
dessen multiple Einfllisse sowohl auf Seiten des Wirts, der Umgebung als auch auf bakterieller Ebene
unter Laborbedingungen nicht in vollem Umfang nachgebildet werden kénnen. Es ist zum Beispiel bis
heute unmaoglich, die Gesamtheit aller in subgingivaler Plague vorkommenden anaeroben parodontal-
pathogenen Mikroorganismen im mikrobiologischen Labor zu kultivieren und zu analysieren (198). Die
Rahmenbedingungen der vorgestellten Experimente werden demnach als Modell betrachtet und
kénnen keinen Anspruch auf die Vollstandigkeit der tatsachlich vorkommenden komplexen Ablaufe
erheben. Aus der Literatur ist bekannt, dass Parodontitis, Diabetes und Adipositas in einem
bidirektionalen Verhaltnis stehen und sich gegenseitig beeinflussen (83, 97). Als eine mogliche
pathomechanische Erklarung gelten Adipokine, die unter anderem von Adipozyten ausgestoRen
werden und Einfluss auf diverse Kérperfunktionen haben. Sie modulieren beispielsweise den Fett- und
Glukosestoffwechsel, haben aber auch anti- oder pro-inflammatorische Eigenschaften. Ist ein Patient
an Adipositas erkrankt, weist dieser pathogene Mengen an Fettgewebe auf, sodass das Ausmal} des
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Ausstoles dieser Botenstoffe ein Ungleichgewicht erfahrt. In den letzten Jahren wurden immer mehr
Adipokine entdeckt und beforscht (93). Es stellte sich heraus, dass auch PDL-Zellen Adipokine
synthetisieren und Rezeptoren fiir diese bilden konnen (15), welche demnach dazu in der Lage sind
lokal modulierend und regulativ in das Entziindungsgeschehen einzugreifen. Auch im Zusammenhang
mit Parodontitis konnten fiir diverse Adipokine regulierende Eigenschaften nachgewiesen werden. So
konnte die anti-entzlindliche Wirkung des Adiponectins und die pro-inflammatorischen Eigenschaften
von Leptin und Visfatin belegt werden (150, 151). Zum Zeitpunkt dieser Arbeit lag jedoch nur eine
weitere Zellstudie vor, die sich mit dem Zusammenhangen zwischen Apelin und dessen regulierender
Effekte an PDL-Zellen im entziindlichen Milieu befasste. In besagter Studie wurden die Zellen im
Gegensatz zu unserer Arbeit nicht mit Bakterienbestandteilen, sondern direkt mittels der
Entziindungsmediatoren TNF-a und IL-1B behandelt. Fiir Apelin konnte hierbei ein protektiver
Charakter im Zusammenhang mit TNF-a beobachtet werden (144), was jedoch in unseren
Experimenten nur bedingt nach 24 h festgestellt werden konnte. Nach 48 h war hier sogar fir fast alle
analysierten Zielparameter der gegenteilige Effekt beobachtbar, was womoglich daran lag, dass die
Inkubation mit Zellwandbestandteilen des Bakteriums F. nucleatum an einer anderen und/oder
zusatzlichen Schnittstelle in der Entziindungskaskade eingreift und daher nur bedingt mit der reinen
Stimulation mit TNF-a und IL-1B vergleichbar ist. Die vorliegende Arbeit kann also als Erganzung der
bereits vorhandenen Information gesehen werden und stellt ein Puzzlestick der vielen
unterschiedlichen Funktionen des Apelins dar. F. nucleatum fihrte zu einer erhéhten Expression
pro-inflammatorischer und proteolytischer Molekiile, was die besondere Rolle dieses Bakteriums im
Rahmen parodontaler Entziindung und Zerstérung unterstreicht. Wie in anderen Studien unserer
Arbeitsgruppe wurde F. nucleatum als Lysat verwendet, sodass mehrere Faktoren fiir die
beobachteten stimulierenden Effekte von F. nucleatum verantwortlich gewesen sein konnten.
Zukiinftige Studien mit lebenden Mikroorganismen oder sogar Biofilmen, die aus einer Vielzahl
verschiedener Bakterien bestehen, sollten durchgefiihrt werden, um die Ergebnisse dieser Studie zu
bestatigen. Die Entwicklungen der Forschung im Bereich der Parodontitisatiologie legen nahe, dass
neben vielen anderen Faktoren auch mehr als ein Bakterium fir Entstehung der Parodontitis
notwendig ist (175). Viele Mikroorganismen, die beim gesunden Individuum als kommensales orales
Mikrobiom vorliegen, haben beim Erkrankten eine Gleichgewichtsverschiebung erfahren. Diese
dysbiotische Lebensgemeinschaft flihrt zur Aktivierung des menschlichen Immunsystems und damit
zur wirtsinduzierten Desintegration des Zahnhalteapparats (175). In dieser Arbeit wurde ein
Parodontitis-assoziiertes Bakterium von vielen als Stimulanz verwendet, daher kann das entztindliche
Milieu nur in modellhafter Form imitiert werden, womit sich diese Arbeit daher auf dem Gebiet der
Grundlagenforschung bewegt. F. nucleatum wurde ausgewahlt, weil es im Rahmen der Pathogenese
der Parodontitis als architektonisches ,Briickenbakterium® fiir Friih- und Spatbesiedler fungiert (199).
Es ist mit Gingivitis und Parodontitis assoziiert und deckt somit ein breiteres dtiopathogenetisches
Spektrum ab als ein Bakterium, das erst in der Spatphase der Parodontitis auftritt (169, 200). Es z3hlt
des Weiteren zu den Parodontalpathogenen, die quantitativ am haufigsten in Plaquekulturen
subgingivaler Biofilme detektiert werden kénnen (201). In einer aktuellen Arbeit von Marsh et al.
werden unterschiedliche parodontal pathobiontische Organismen aufgrund ihres pathologischen
Potentials mit Hilfe eines ,Dysbiose-Index” klassifiziert und in ,Gesundheits-assoziiert und
,Parodontitis-assoziiert” eingeteilt. F. nucleatum wird hier eindeutig als , Parodontitis-assoziiert”
eingestuft (202). Fir den Mikroorganismus werden pro-inflammatorische und auch immunsubversive
Eigenschaften in der Literatur beschrieben, was an die Eigenschaften eines Keystone-Mikroorganismus
erinnert (169). Aus der Literatur ist bekannt, dass F. nucleatum Epithelzellen, Fibroblasten und im

speziellen auch PDL-Zellen invadieren kann (186, 203—205). Da beschrieben ist, dass F. nucleatum
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unter anderem dazu fuhrt, dass TNF-a ausgeschittet wird, ware es auch moglich gewesen, TNF-a
direkt als Stimulanz zu verwenden. Hierdurch wiirde jedoch ein Grof3teil der F. nucleatum vermittelten
Signalkaskade ibersprungen werden. Die Schwierigkeit ergibt sich dadurch, dass die vielen potenziell
pathogenen parodontalen Mikroorganismen nicht zwangslaufig pathologische Auswirkungen haben
missen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die meisten fakultativ parodontal pathogenen
Bakterien auch beim Gesunden vorliegen (206). So muss F. nucleatum nicht direkt zytotoxisch oder
virulent sein, sondern kann durch immunsubversive Eigenschaften, Ausschiittung von Chemokinen
und Regulation der Zellfunktionen (usw.) die Progression der Entziindung beschleunigen oder erst
ermoglichen. Dies wurde anhand von P. gingivalis als Keystone-Pathogen in der Literaturvorstellung
bereits erortert (33). Auch fir F. nucleatum liegen Studien vor, welche zeigen konnten, dass es die
Invasion anderer Mikroorganismen in Epithel- und Endothelzellen unterstiitzt (207). Die optische
Dichte des F. nucleatum wurde durch die ersten dosisabhangigen Versuche festgelegt, da bei der der
geringsten Konzentration bereits starke, signifikante Unterschiede festgestellt werden konnten. Um
eine verfilschte Uberregulation durch erhdhte F. nucleatum Konzentrationen zu vermeiden, wurde die
geringste Konzentration gewahlt, welche eine signifikante Regulationsdanderung hervorrief. Fir Apelin
wurde die Konzentration 1 ng/ml ausgewahlt, weil es den physiologischen Serumwerten entspricht
(208).

Die relative Quantifizierung der Genexpression mittels RT-PCR stellt ein genaueres Verfahren als die
absolute Quantifizierung dar. Dies liegt daran, dass externe und interne Storeinfliisse mittels
Normalisierung Uber ein Housekeeping Gen relativiert werden kénnen, da diese auch auf das
Referenzgen wirken. Durch die Ermittlung eines Verhaltnisses anstelle einer absoluten Anzahl an
Kopien verringert sich die Varianz der Ergebnisse. GAPDH ist in der Mikrobiologie fiir die
Normalisierung eines der am haufigsten verwendeten Molekiile (209, 210), da es ubiquitdr vorkommt
und fir grundlegende Zellfunktionen nétig ist (211). Obwohl es bis heute kein Referenzgen gibt, das in
der Wissenschaft als Goldstandard verwendet wird und die Wahl des Housekeeping Genes vom
entsprechenden Gewebe abhdngt (212), konnte GAPDH in diversen Studien als stabiles Referenzgen
ermittelt werden (213). Setiawann et al. konnten jedoch zeigen, dass auch fiir GAPDH gewisse
Schwankungen festzustellen sind (214). Es sollten weitere Studien durchgefiihrt werden, um das
optimale Housekeepinggen speziell fir parodontale Gewebe zu identifizieren. In dieser Arbeit wurde
das Housekeepinggen GAPDH als einzige Referenz verwendet. Es gdbe jedoch auch die Moglichkeit,
mehrere Referenzgene zu nutzen und einen Index zu bilden, wodurch die Genauigkeit der Ergebnisse
weiter steigen und die Gefahr der Fehlmessung durch Varianz sinken wiirde (147, 215). Generell ist
festzuhalten, dass die PCR aufgrund der zahlreichen Teilschritte und der leicht denaturierbaren RNS
techniksensitiv ist.

Flr die statistische Auswertung wurde in dieser Arbeit der Standardfehler genutzt, da dieser Wert fir
In-vitro Versuche vorgesehen ist, bei denen ein sehr geregelter Aufbau vorliegt und Unterschiede in
den Messungen durch verdnderte Variablen entstehen und nicht biologisch bedingt sind. Da die
Zelllinie genetisch identisch ist, kénnen Genexpressionsunterschiede auf die zugefiihrte Stimulanz, Zeit
oder sonstige kiinstlich gednderte Parameter sowie die Methodik zuriickgefiihrt werden. Dass die
Unterschiede auf biologischer Varianz des Probenmaterials basieren, ist nicht anzunehmen. Da in
dieser Arbeit recht geringe Stichprobenzahlen zur Verfligung standen und die Standardabweichung
des Mittelwerts bei groRen Stichproben geringer verfdlscht wird, ist die Gefahr der Verzerrung
reduziert. Da es sich also um eine verhéltnismaRig kleine Stichprobe einer sehr groRen Population an
vermeintlich identischen Zellen handelt, ist es liblich, die theoretische Streuung bei unendlich vielen
Stichproben anzugeben (216). Von Interesse ist in diesem Szenario eher, wie sicher die Mittelwerte im
Vergleich zum Umfang der tatsdchlichen Streuung einzuschéatzen sind. In der vorliegenden Arbeit
wurde auf eine Zelllinie zuriickgegriffen, wodurch sich weniger Varianzen im Probenmaterial ergeben,
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als es bei Spenderzellen der Fall ist, da die etablierten Zellpopulationen einheitlicher und
reproduzierbarer sind. Des Weiteren wurde kein Ethikantrag bendétigt, da kein direkter Spender
notwendig war.

Da die Dosis Versuche zum Zeitpunkt von 24 h durchgefiihrt wurden, konnten sie im Sinne einer
internen Kontrolle mit dem 24 h-Wert der zeitabhdngigen Versuche verglichen werden. Die Werte
stimmen mit einer Varianz von 0,2 Uberein (Tab. 2), weshalb die Wahrscheinlichkeit, dass ein
methodischer Fehler vorlag, gering ist.

Gen Dosis Zeit
COX-2 5,5 5,3
Apelin 0,6 0,5
APJ 0,7 0,7

Tabelle 2 — 24 h-CT Werte der dosis- und zeitabhdngigen Versuche im Vergleich

Mit den aufgefiihrten Methoden und deren Limitationen konnte gezeigt werden, dass der durch
F. nucleatum vermittelte entziindliche Stimulus die Genexpression von Apelin und dessen Rezeptor
kurzfristig hemmte. In den Kombinationsversuchen wurde deutlich, dass Apelin im mikrobiellen Milieu
teils synergistisch die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie COX-2, CXCL8, und CCL2
und proteolytischen Enzymen wie MMP1 verstarkte. Auf den Transkriptionsfaktor RUNX2 und den
Wachstumsfaktor TGF-B1 schien Apelin einen positiven regulativen Einfluss zu haben. Dies legt nahe,
das Apelin unterschiedliche modulative Eigenschaften aufweist.
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9 Zusammenfassung

Parodontitis ist eine chronische, entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates, die durch
irreversiblen Knochen- und Attachmentverlust gekennzeichnet ist. Unbehandelt kann Parodontitis zu
Zahnverlust, einer eingeschrankten Lebensqualitit sowie negativen Auswirkungen auf den
Gesamtorganismus flhren. Parodontitis wird durch eine mikrobielle Dysbiose verursacht, die
wiederum mit einer inadaquaten Entzindungs- und Immunreaktion assoziiert ist. Weitere
Risikofaktoren wie Rauchen, genetische und epigenetische Disposition, mentaler Stress sowie
okklusale Uber- bzw. Fehlbelastungen kénnen zur Entstehung und Progression der Parodontitis
beitragen. Zudem konnte gezeigt werden, dass auch verschiedene Allgemeinerkrankungen und/oder
Zustdande wie Diabetes mellitus, Adipositas und metabolisches Syndrom Risikofaktoren fiir Parodontitis
darstellen. Andererseits kann Parodontitis auch die Entstehung und Progression dieser Erkrankungen
und Zustdnde fordern, d.h., dass es nicht nur signifikante Assoziationen zwischen parodontalen und
zahlreichen systemischen Erkrankungen gibt, sondern dass diese Assoziationen zumindest teilweise
auch kausaler und/oder bidirektionaler Natur sind. Verschiedene mogliche Pathomechanismen
wurden beschrieben, wobei Adipokine eine zentrale Rolle bei der Assoziation zwischen Parodontitis
und metabolischen Erkrankungen spielen kénnten. Bei adipdsen Individuen produzieren die Zellen des
viszeralen Fettgewebes (z.B. Adipozyten) vermehrt pro-inflammatorische Adipo-Zytokine. Diese
sogenannten Adipokine sind Botenstoffe, die in verschiedenen Zielorganen an ihre spezifischen
Rezeptoren binden kdnnen, um dort vielfaltige Effekte auszuliben. Interessanterweise werden solche
Adipokine nicht nur im Fettgewebe, sondern auch in anderen Geweben, so z.B. im Parodont,
produziert. In den letzten Jahren wurde verstarkt die Rolle von Visfatin, Resistin, Leptin und
Adiponektin im Parodont untersucht, wohingegen die Bedeutung des Adipokins Apelin und seines
Rezeptors noch weitgehend unbekannt ist. Ziel dieser Dissertation war es daher in vitro zu
untersuchen, ob Apelin und sein Rezeptor in parodontalen Zellen exprimiert werden und, wenn dies
der Fall ware, ob diese Expressionen durch das mit Parodontitis-assoziierte Bakterium
Fusobacterium nucleatum reguliert werden. Weiterhin sollte die Rolle von Apelin selbst auf
parodontale Zellen unter normalen und mikrobiellen Bedingungen analysiert werden. Diese Versuche
sollten helfen, die Rolle von Apelin und seinem Rezeptor bei der Atiopathogenese der Parodontitis
besser zu verstehen. AuRerdem sollte durch die Versuche auf zelluldrer und molekularer Ebene geklart
werden, ob Apelin und sein Rezeptor einen Pathomechanismus darstellen konnten, Gber welchen
parodontale und metabolische Erkrankungen assoziiert sind.

In verschiedenen In-vitro-Versuchen wurden parodontale Ligament (PDL)-Zellen in An- und Abwesen-
heit unterschiedlicher Konzentrationen von F. nucleatum und/oder Apelin fir bis zu 48 h kultiviert.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen. Nachfolgend wurde die Expression verschiedener
pro-inflammatorischer Molekile wie Cyclooxygenase 2 (COX-2), CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2),
Interleukin-8 (CXCL8) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a.), des Enzyms Matrixmetalloproteinase 1
(MMP1), des Wachstumsfaktors Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1) und des Osteogenese-
assoziierten Transkriptionsfaktors Runt Related Transcription Factor 2 (RUNX2) mittels real-time PCR
untersucht. Die Expressionen von Apelin und seinem Rezeptor wurden ebenfalls bestimmt.
Komplettiert wurden die Transkriptionsstudien fiir CCL2 und MMP1 durch Proteinanalysen der
Zelliberstande mittels ELISA. AulRerdem wurde die Beteiligung der ,nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells“ (NF-kB)- und ,mitogen-activated protein kinase” (MAPK)-
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Signaltransduktionen durch Prdinkubation mit spezifischen Inhibitoren untersucht. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels parametrischer und non-parametrischer Tests (p<0,05).

Die In-vitro-Experimente offenbarten, dass Apelin und sein Rezeptor in PDL-Zellen konstitutiv
exprimiert werden. F. nucleatum fihrte zu einer dosis- und zeitabhangigen Hemmung der
Expressionen von Apelin und seinem Rezeptor. Der inhibitorische Effekt war am starksten bei hohen
Bakterienkonzentrationen und nach kurzer Inkubationszeit. In weiteren Versuchen wurde der
regulatorische Effekt von Apelin auf die F. nucleatum-induzierten Expressionen verschiedener
pro-inflammatorischer und proteolytischer Molekiile sowie TGF-f1 und RUNX2 untersucht.
F. nucleatum allein fiihrte zu einer Steigerung der konstitutiven Expressionen von COX-2, CCL2, CXCL8
und TNF-a sowie MMP1, aber nicht von TGF-f1 und RUNX2. In zusatzlichen Experimenten konnte
gezeigt werden, dass der stimulative Effekt von F. nucleatum auf COX-2, CCL2 und MMP1 ebenfalls
dosis- und zeitabhangig war, wobei die starksten Effekte im Allgemeinen bei hoher
Bakterienkonzentration und langerer Inkubationszeit beobachtet werden konnten. Apelin allein hatte
keinen wesentlichen Effekt auf die Expressionen der obengenannten Zielmolekiile. Allerdings flihrte
Apelin zu einer weiteren Steigerung der F. nucleatum-induzierten Expressionen von CCL2 und MMP1
nach 24 h sowie von COX-2, CCL2, CXCLS8, TNF-o. und MMP1 nach 48 h. Ferner vermochte Apelin die F.
nucleatum-induzierte Hemmung der RUNX2-Expression nach 24 h wieder signifikant zu steigern.
Mittels ELISA konnte fiir CCL2 und MMP1 gezeigt werden, dass Apelin auch zu einer Erhéhung der F.
nucleatum-induzierten Proteinlevel in den Uberstianden fiihrte. Die pro-inflammatorischen Effekte von
F. nucleatum und/oder Apelin wurden zumindest teilweise ber MEK1/2 und NF-kB realisiert.

Die dieser Dissertationsarbeit zugrundeliegenden Versuche legen nahe, dass Apelin und sein Rezeptor
im Parodont exprimiert werden, dass Apelin pro-inflammatorische und proteolytische Effekte
verstarken und somit parodontale Entziindungsprozesse bei der Parodontitis férdern kann und dass
Uber Apelin, dessen Serumspiegel bei metabolischen Erkrankungen erhéht ist, Erkrankungen des
Gesamtorganismus zur Entstehung und Progression der Parodontitis beitragen kdnnen. Andererseits
kénnte Apelin, das von parodontalen Zellen produziert wird, auch Einfluss auf metabolische
Erkrankungen ausiiben.
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