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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

In epidemiologischen Studien zeigte sich, dass die Pravalenz, das AusmafB und die
Schwere des parodontalen Attachmentverlustes mit zunehmendem Patientenalter
anwachsen (Albandar et al.1999). Bei einer vergleichbaren Plagueansammlung
steigt die Tendenz, eine Gingivitis zu entwickeln, von der friihen Kindheit bis zum
Erwachsenenalter kontinuierlich an (Matsson 1978; Matsson & Goldberg 1985). Auch
in experimentellen Gingivitisstudien konnten altersbedingte Unterschiede festgestellt
werden, da die Plaqueansammlung bei den alteren Probanden signifikant gréBer war
(Holm-Pedersen et al.1975) und das Bluten nach Sondieren sich schneller
entwickelte (Van der Velden et al.1985; Fransson et al.1996).

Neben diesen klinischen Parametern wurde in einer Tierstudie der Einfluss des
Patientenalters auf die histologische Reaktion der gingivalen Gewebe auf
Plaqueneubildung untersucht. Es wurden bei élteren Hunden qualitative und
quantitative Veranderungen im Bindegewebe, Wurzelzement und Knochen
festgestellt (Berglundh et al.1991). Die Zementschicht, gemessen auf Héhe des
Knochenkammes und 1mm apikal davon, war bei den alten Hunden 5-10mal so breit
wie bei den jungen Tieren, und das Kollagen-Fibroblasten-Verhaltnis war bei den
alteren Hunden signifikant héher. Alte und junge Tiere bildeten wahrend einer
3-wdchigen Plaqueakkumulation zwar gleiche Plaquemengen, allerdings waren die
begleitenden gingivalen Lasionen bei den alten Hunden gréBer, weiter nach apikal
ausgedehnt und enthielten mehr Plasmazellen (Berglundh & Lindhe 1993).

Diese Ergebnisse konnten auch am Menschen in experimentellen Gingivitistudien
bestéatigt werden, da die entstandenen gingivalen Lasionen bei den alteren
Probanden starker ausgepragt waren und einen héheren Anteil an B-Zellen und eine
geringere Dichte an PMN-Zellen zeigten (Fransson et al.1999). Es liegt somit nahe,
dass spezielle Wirtsabwehrmechanismen, die eine wichtige Rolle in der Pathogenese
der Parodontalerkrankungen spielen, altersabhangigen Veranderungen unterliegen.
In dieser Hinsicht besitzt insbesondere Prostaglandin E, (PGE>) eine groB3e
biologische Bedeutung, da es unter anderem Osteoklasten zur Knochenresorption
aktiviert und durch seine vasodilatierende Wirkung die GefaBpermeabilitat erhdht
(Nakashima et al.1994). Eine erhéhte PGE; -Konzentration in der Sulkusfllssigkeit
und im gingivalen Gewebe konnte mit parodontalen Destruktionen in Verbindung
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gebracht werden (Offenbacher et al.1981, 1984, 1989; Dewhirst et al.1983; Heasman
et al.1993).

Auch Migration Inhibitory Factor (MIF), der schon vor 40 Jahren als erstes Zytokin
Uberhaupt in vitro isoliert wurde (Bloom & Bennett 1968; David 1966), kdnnte eine
altersabhangige biologische Relevanz in der Entstehung von entzliindlichen
parodontalen Erkrankungen aufweisen. MIF wurde zunachst mit der
Hypersensitivitatsreaktion vom verzdégerten Typ (delayed hypersensitivity) in
Verbindung gebracht und gilt heute als ein wichtiger Mediator von Entziindungs- und
Immunantworten (Calandra & Roger 2003). MIF zirkuliert im Serum physiologisch in
einer Konzentration, die im Bereich des Glukokortikoids Cortisol (~3ng/ml) liegt.
Genau wie bei Glukokortikoiden steigen die MIF-Konzentrationen vielfach bei Stress,
EntzGndung oder Infektionen deutlich an (Bernhagen et al.1998). MIF ist
pathogenetisch mit einer Vielzahl von entziindlichen Krankheiten assoziiert (Baugh &
Bucala 2002). Bei Patienten mit Gastritis, Hepatitis, Pankreatitis und entzindlichen
Darmkrankheiten ist die MIF Konzentration sowohl im Serum als auch lokal im
Gewebe deutlich erhdht (Ohkawara et al. 2005). Es findet sich zudem eine
gesteigerte Expression an Entziindungsorten bei rheumatoider Arthritis und
Glomerulonephritis (Leech et al.1999), wobei eine Korrelation zwischen MIF und
PGE:; bei Patienten mit rheumatoider Arthritis festgestellt wurde (Sampey et al.
2001). Aufgrund dieser Erkenntnisse kénnte MIF durch seine proinflammatorische
Wirkung auch bei einer entziindlichen Parodontalerkrankung mitbeteiligt sein. Zurzeit
liegen jedoch noch keine Studien vor, die MIF in der SulkusflUssigkeit oder im
parodontalen Gewebe nachweisen.

1.1 Pathogenese der entzindlichen Parodontalerkrankungen

Die Hauptursache einer entziindlichen parodontalen Erkrankung stellt der mikrobielle
Zahnbelag (Biofilm der Plaque) dar (L6e et al.1965). Der charakteristische
pathogenetische Ablauf wird vom Zusammenwirken von Bakterien und wirtseigener
Faktoren bestimmit.

Die Ablaufe im Einzelnen wurden von Page und Schrdder nach tierexperimentellen
Studien in vier Stadien eingeteilt: die initiale Lasion, die friihe L&sion, die etablierte
Lasion und die fortgeschrittene Lasion (Page & Schroeder 1976; Schroeder 1983).
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Die initiale Lasion entwickelt sich im Bereich des Saumepithels innerhalb von
wenigen Tagen nach Plaqueeinwirkung. Es existiert ein Entziindungsinfiltrat, das
vorwiegend aus neutrophilen Granulozyten im Saumepithel und Lymphozyten im
Bindegewebe, daneben aus Makrophagen und Monozyten besteht. Es nimmt etwa
5% des Bindegewebsvolumens ein. Exsudative und transsudative Flissigkeit und
Plasmaproteine treten in der Sulkusregion auf und bilden die Sulkusfllssigkeit. Es
findet eine stédndige Passage von neutrophilen Granulozyten durch das Saumepithel
in den Sulkus statt, ausgelést durch chemotaktische Faktoren des Immunsystems
wie Interleukin-8 und Komplementfaktor 5a, sowie durch Produkte aus Bakterien,
zum Beispiel Lipopolysaccharide. Eine Vaskulitis durch Dilatation des subepithelialen
GefaBplexus und die Bildung von GeféBen, die nur eine Endothelwand haben, ist
feststellbar. Weiterhin kommt es zur Zerstérung des perivaskularen Kollagens und
zur Auflockerung des Sulkusbodens (Payne et al.1975).

Die friihe Lasion entwickelt sich innerhalb von 10 — 14 Tagen aus einer
unbehandelten initialen L&sion und entspricht einer Gingivitis ohne Vorhandensein
von echten Zahnfleischtaschen. Histologisch bleibt die Vasodilatation der
subepithelialen Gef4Be bestehen, deren Anzahl erhdht sich jedoch durch Offnung
von inaktiven Kapillarbetten. Es besteht ein starkes Lymphozyten- und
Makrophagen-Infiltrat unmittelbar unterhalb des Saumepithels (Zachrisson 1968;
Seymour et al.1983a; b; Schroeder et al.1973; Brecx et al.1987).

Das Zellinfiltrat in diesem Stadium nimmt etwa 15% des Bindegewebsvolumens ein.
Im Gegensatz zu Leukozyten (z.B. PMN), die in groBer Anzahl ins Saumepithel und
den Sulkus gingivae migrieren, lassen sich Plasmazellen nur in geringen Mengen
nachweisen. Die Fibroblasten sind zumeist geschadigt, und es kommt zu einem
weiteren Abbau der kollagenen Fasern (Seymour & Greenspan 1979; Lindhe et
al.1980; Okada et al.1983; Brecx et al.1987; 1988). Durch die beginnende
Proliferation der Basalzellen dehnt sich das Saumepithel lateral ins Bindegewebe
aus.

Die etablierte Lasion entwickelt sich spontan innerhalb von wenigen Wochen aus
der frihen Lasion und entspricht dem Beginn einer Parodontitis. Sie kann jahrelang
bestehen und ist bei entsprechender Behandlung reversibel. Das histologische
Hauptcharakteristikum der etablierten Lasion ist das Dominieren von Plasmazellen
vor allem im koronalen Anteil des Bindegewebes und um die GefaBe. Der Verlust
von kollagenen Fasern dehnt sich sowohl nach lateral als auch nach apikal aus, und
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das Entziindungsinfiltrat nimmt an Volumen zu. Das Saumepithel wandelt sich in ein
Taschenepithel um, das von einem Leukozyteninfiltrat dominiert wird und
durchlassiger wird. Es kommt zu einer hohen Migration von PMN und
Immunoglobulinen durch das Bindegewebe und Saumepithel.

Nach lang andauernder Plagueexposition entwickelt sich die fortgeschrittene
Lasion. Sie ist charakterisiert durch die weitere Ausdehnung der entziindlichen und
immunpathologischen Gewebsreaktionen. Die entstandenen Taschen vertiefen sich
durch apikale Ausdehnung des Epithels aufgrund der anhaltenden Plaqueirritation.
Das Entzindungsinfiltrat breitet sich im Bindegewebe weiter nach apikal und lateral
aus. Das kollagene Bindegewebe und der umliegende Alveolarknochen werden in
Granulationsgewebe umgewandelt. Auch in dieser Phase sind Plasmazellen der
dominierende Zelltyp (Page & Schroeder 1976; Schroeder & Lindhe 1975; Seymour
et al.1979; Listgarten & Helldén 1978).

Der Verlauf fortgeschrittener Lasionen ist nicht kontinuierlich, sondern aktive
(Exazerbation) und passive (Stagnation) Phasen treten abwechselnd und wiederholt
auf (Goodson et al.1982; Haffajee et al.1983; Lindhe et al.1983; Socransky et
al.1984). Wahrend der aktiven Phase spielen sich im parodontalen Gewebe
hochaktive Entziindungsprozesse ab, die u.a. zu einer Ulzeration der Taschenwand
fihren. Das Gewebe ist von zahlreichen PMN Uberschwemmt, und der angrenzende
Alveolarknochen zeigt eine sehr hohe Osteoklastendichte. Es kommt zu einer
deutlichen Vertiefung der Zahnfleischtasche und zum raschen Knochenabbau. Die
passiven Phasen hingegen sind durch eine subakute Entziindung gekennzeichnet.
Das Taschenepithel ist nicht ulzerés, und das entzlndliche Infiltrat besteht
vorwiegend aus Plasmazellen.

Diese von Page und Schréder im Jahr 1976 beschriebenen pathogenetischen
Ablaufe beruhen zumeist auf Tierstudien. Nachfolgende klinische Studien zeigten
jedoch, dass das zeitliche Aufeinanderfolgen der verschiedenen Stadien sich beim
Menschen von den Ablaufen beim Tier unterscheidet (Brecx et al. 1988).
Charakteristika der initialen und friihen Lasion treten beim Menschen bereits in der
klinisch gesund erscheinenden Ginigiva auf. Aufgrund dieser Diskrepanz zwischen
klinischem Erscheinungsbild und klinischem Verlauf auf der einen Seite und der
Histopathogenese auf der anderen Seite definierte Lindhe eine neue Klassifikation
(Tab.1).
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Klinische Bezeichnung Histopathologischer Befund
Unversehrte Gingiva Histologisch makellos

Normale gesunde Gingiva Initiale L&sion von Page & Schrdder
Frihe Gingivitis Frihe Lasion von Page & Schrdder

(wenige Plasmazellen)

Etablierte Gingivitis Etablierte Lasion ohne Knochenabbau
und ohne Epitheltiefenwachstum
(Plasmazellanteil zwischen 10% und
30% des Leukozyteninfiltrates)

Parodontitis Etablierte Lasion mit Knochenabbau und
Epitheltiefenwachstum
(Plasmazelldichte >50%)

Tab.1 Klassifikation der histopathologischen Stadien von Gingivitis und Parodontitis (Lindhe 2003)

Die klinisch gesunde Gingiva erscheint blass-rosa mit girlandenférmigem Verlauf,
matt glanzend, gestippelt, bei sanfter Sondierung nicht blutend und hat eine feste
Konsistenz. Die Interdentalpapillen fillen den Raum unter den Kontaktpunkten
vollstandig aus. Ihr keratinisiertes orales Epithel geht kontinuierlich in das
Saumepithel Gber und ist Gber Hemidesmosomen mit der Zahnoberflache verbunden.
Das Bindegewebe enthélt kollagene Fasern, die den Geweben ihre Form verleihen
und zusatzlich zur Verankerung an der Zahnoberflache beitragen. Diese in Klinik und
Histologie perfekte Gingiva definiert Lindhe als ,unversehrt®. Dieses Stadium ist nur
unter experimentellen Bedingungen mit mehrwdchigen, taglich tberwachten
Plaguekontrollen zu erreichen.

Die unter normalen Mundhygienebedingungen zu erzielende klinisch gesunde
Gingiva weist das gleiche klinische Erscheinungsbild auf und wird von Lindhe als
normale gesunde Gingiva bezeichnet. Histologisch entspricht dieses Stadium
jedoch bereits der initialen Lasion von Page und Schréder. Im Gegensatz zum Tier,
bei dem sich die ersten Entziindungszeichen innerhalb von wenigen Tagen nach
Plaqueeinwirkung entwickeln, zeigen sich am Menschen bereits nach 24h erste
histologische Veranderungen.
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Lindhe beschreibt nach cirka einer Woche der Plaguebildung am Menschen die
frihe Gingivitis, die histopathologisch mit den Veranderungen der frihen Lasion
einhergeht. Klinisch kénnen in diesem Stadium bereits Veranderungen festgestellt
werden: Es imponieren leichte Farb-, Kontur- und Texturveranderungen (Rétung,
Schwellung, glattglanzende Oberflache) der betroffenen Gingivaanteile. Anfanglich
sind die interdentalen Bereiche involviert.

Bei weiterer Plaqueexposition verstarkt sich der Entziindungsgrad, und es entwickelt
sich eine etablierte Gingivitis, die histologisch einer etablierten Lasion ohne
Knochenabbau und ohne apikale Migration des Saumepithels entspricht. Klinisch
besteht eine Tasche, die sich auf den Bereich der Gingiva beschrankt (gingivale Tasche)
und mit einem typischen Taschenepithel ausgekleidet ist. Ein Abbau des Knochens liegt
noch nicht vor. Im Vergleich zur friihen Gingivitis findet sich eine verstarkte 6dematdse
Schwellung und eine erhdhte Exsudation in den gingivalen Sulkus. Die Stippelung der
attached Gingiva kann in schweren Féllen verloren gehen.

Im Gegensatz zum Tierversuch zeigte sich bei Studien am Mensch, dass sich diese
Phase erst nach sehr viel langerer Zeit unter Plaqueeinwirkung entwickelt. Wie von
Page und Schréder beschrieben, ist die etablierte Lasion am Tier von Plasmazellen
dominiert. Der Plasmazellanteil in humanen Biopsien betragt nach einer
sechsmonatigen Mundhygieneabstinenz aber lediglich 10% des zellularen Infiltrates
und ist somit noch nicht der dominierende Zelltypanteil (Brecx et al. 1988). Demnach
bendtigt die humane etablierte Lasion erheblich mehr Zeit als diejenige beim Tier, um
sich zu entwickeln. War das Dominieren von Plasmazellen Hauptcharakteristikum der
etablierten Lasion am Tier, so findet sich in der etablierten Gingivitis beim Mensch
eine Plasmazelldichte von10% bis 30% des Leukozyteninfiltrates und erst in der
Parodontitis ein Anteil von Uber 50%.

Die fortgeschrittene Lasion entspricht in ihnrem klinischen Erscheinungsbild einer
Parodontitis und wird von Lindhe auch als solche definiert. Histopathologisch
charakterisiert er diese als etablierte Lasion mit alveolarer Knochendestruktion und
Migration des Saumepithels apikalwarts der Schmelz-Zement-Grenze. Das heiBt, es
zeigen sich alle Eigenschaften der etablierten Lasion mit dem Unterschied, dass sich
das Saumepithel unterhalb der Schmelz-Zement-Grenze befindet, die Schadigung
der apikal des Saumepithels im Zement inserierenden kollagenen Faserbindel stark
zunimmt und Verlust von Alveolarknochen auftritt. Beim Menschen erreichen die
Plasmazellen erst in dieser Phase einen Anteil von Uber 50%.
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Die klinischen Anzeichen sind die Ausbildung von echten Taschen mit erhéhten
Sondierungstiefen, Bluten auf Sondierung, Attachmentverluste sowie ein
beginnender Knochenabbau, der sich réntgenologisch als horizontaler oder vertikaler
Defekt darstellen kann.

Ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der Parodontitis sind die Substanzen von
parodontopathogenen Bakterien, die die Immunantwort initiieren und steuern und
deren anhaltende Prasenz entscheidend fir die Aufrechterhaltung der Entziindung
ist. Dennoch sind es endogene Moleklle, die den Entzliindungsprozess vermitteln
und eine wichtige Rolle in seiner Verstarkung und seines Fortbestehens sowie in der
daraus folgenden Gewebezerstérung spielen (Page 1991). Es zeigte sich, dass bei
Patienten mit Parodontitis in der Sulkusflissigkeit, im Blutserum und im umliegenden
Gewebe insbesondere IL-138 (Masada et al.1990), IL-6 (Geivelis et al.1993) und TNF-
o/B (Stashenko et al.1991) in héheren Konzentrationen vorliegen. In der
Sulkusflissigkeit und im gingivalen Gewebe ist die PGE> Konzentration bei
parodontal erkrankten Patienten erhdht. Dabei scheinen insbesondere

IL-1B und PGE; wichtige Mediatoren bei der Imnmunabwehr zu sein, da ein deutlicher
Zusammenhang zwischen erhdéhten Konzentrationen und dem Abbau des
Zahnhalteapparates bis hin zur Knochenresorption besteht (Stashenko et al.1991;
Tatakis 1993, Offenbacher et al.1993b).

Auch TNF-a ist ein wichtiges proinflammatorisches Zytokin, das den Abbau der
Bindegewebsmatrix und Knochenresorption direkt stimuliert (Heasman et al.1993).
Hohe Konzentrationen an II-1p3 und TNF-o werden somit mit aktivem
Attachmentverlust und fortgeschrittener parodontaler Destruktion in Zusammenhang
gebracht. IL-1B, TNF-o und IL-8 kénnen von Monozyten bzw. Makrophagen, PMNs,
Keratinozyten und Fibroblasten exprimiert werden; die Hauptquelle in der Gingiva
scheinen die Makrophagen zu sein (Matsuki et al.1991). IL-6 spielt eine wichtige
Rolle in der T-Zell-Aktivierung und —proliferation und agiert synergistisch mit IL-1p.
IL-1B und TNF-a wiederum sind die Hauptinduktoren von IL-6 und IL-8.
T-Lymphozyten, die antigen- oder mitogenaktiviert sind, bilden zudem Lymphotoxin,
welches an den gleichen Rezeptor wie TNF-a bindet und viele funktionelle
Eigenschaften mit diesem teilt (Aggarwal et al.1985). IL-2 wird durch T-Zellen in
Anwesenheit von Makrophagen gebildet und ist durch die Anregung der Proliferation
aktivierter T-Zellen fir das langfristige Heranwachsen von T-Zellen notwendig
(Zafiropoulos et al.1991b).
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1.2 Prostaglandin E;
1.2.1 Eikosanoide

Bei den nicht spezifischen Mechanismen der Immunreaktion des Organismus
spielen besonders die Metaboliten des Arachidonsaurestoffwechsels eine

wichtige Rolle, die unter dem Begriff Eikosanoide zusammengefasst werden
kénnen. Eikosanoide bilden eine Familie von bioaktiven Lipiden, die als Hormone
wirken. Sie werden von allen Zellen des angeborenen Immunsystems (Granulozyten,
Monozyten/Makrophagen) gebildet, sind aber auch in somatischen Zellen (Niere,
Magen, Geschlechtsorganen usw.) nachweisbar (Funk 2001).

Chemisch betrachtet sind Eikosanoide die oxygenierten Derivate von
hochungesattigten Fettsduren mit einem Gerilst aus 20 Kohlenstoffatomen,
typischerweise der Arachidonsaure (Bergstroem et al.1964). Zu den Eikosanoiden
gehdren:

- Prostaglandine

- Prostazykline

- Thromboxane

- Leukotriene

- Hydroxyfettsauren

Dabei handelt es sich um biologisch hochpotente Verbindungen mit einem fir

jede Substanz typischen Wirkungsspektrum. Mit Einschrankungen werden die
Vertreter dieser Substanzgruppe der Eikosanoide als Gewebehormone bezeichnet.
Dies sind Substanzen mit hormonartiger Wirkung, die jedoch nur im

Gewebeareal wirksam werden, wo sie auch biosynthetisiert werden. Die lokale
Wirksamkeit ist auf die kurze Halbwertzeit zurlickzuflhren. Eikosanoide werden nicht
in intrazellularen Kompartimenten gespeichert, sondern de novo auf einen
entsprechenden Reiz hin synthetisiert. Der zellulare Spiegel an freien Fettsauren ist
im Organismus sehr niedrig, so dass flr die Eikosanoidbiosynthese erst eine
Mobilisierung der Substratfettsauren aus endogenen Speichern erforderlich ist. Von
besonderer Bedeutung sind neben Triglyceriden und Cholesterolestern vor allem
Phospholipide der Zellmembran. Sie enthalten je nach Zelltyp bis zu 40%

Arachidonsaure, die enzymatisch durch Phosphatid-Acyl-Hydrolasen freigesetzt
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werden kann (Clark et al.1991). Eine Aktivierung dieses Enzyms kann u. a. durch
Schéadigung der Zellmembran erfolgen.

Die biologische Wirkung der Eikosanoide ist rezeptorvermittelt. Sie wirken direkt auf
das Erfolgsorgan sowie indirekt Gber andere Hormone oder intrazellulare
Signalsubstanzen wie cAMP oder Kalzium. Ihre Wirkung setzt zum Teil

schon bei Konzentrationen von weniger als 1nmol/l ein. Der Plasmaspiegel der
meisten Eikosanoide liegt unter Ruhebedingungen in einer GréBenordnung

von etwa 1pg/ml (Patrono et al.1986).

1.2.2 Arachidonsaurekaskade

Die Arachidonsaure wurde erstmals von Burr et al. (1930) als flir den Organismus
essentielle Fettsdure beschrieben. Sie ist eine mehrfach ungeséttigte Fettsdure, die
durch Phospholipasen aus Zellwandlipiden herausgel®st wird. Extrazellular erfolgt
unverziglich der Abbau von Arachidonsaure Uber den enzymatischen
Cyclooxygenaseweg zu Prostaglandinen (PG), Thromboxan (TX), Prostazyklin und
Uber den Lipoxygenaseweg zu Leukotrienen und Hydroxyfettsauren (Abb.1) (Smith &
Lands 1972).

Phospholipide der Zellmembran
Phospholipase

Arachidonsaure

Cyclooxygenase / \ Lipoxygenase

PGG:
Peroxidase ¢ Hydroperoxide
PGH.
Synthasen l
Prostaglandine (PGD,, PGE,, PGF2,) v
Thromboxan A(TXAy) Leukotriene, Hydroxyfettsauren

Prostazyklin (PGly)

Abb.1 Arachidonsaurekaskade
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Jeglicher Stimulus, der Zellmembranen stért oder beschadigt, 16st eine solche
Arachidonsaurekaskade aus. Diese Stimuli umfassen eine Vielzahl an
Entziindungsgeschehen wie Endotoxin-Stimulation, Komplementfixation,
Phagozytose, Zell-Lyse und Degranulation.

Unter Einwirkung der Cyclooxygenasen (Cox) wird die Arachidonsaure zum
Prostaglandin-Endoperoxid metabolisiert und anschlieBend von verschiedenen
Prostaglandin-Synthasen zu den Prostaglandinen E,, D2, F2,, sowie dem
Thromboxan und dem Prostazyklin umgewandelt. Diese wirken Gber spezifische
Rezeptoren auf ihre Zielzellen, wobei die Thromboxane einen stimulierenden Effekt
auf die Aggregation von Thrombozyten haben und die Prostazykline als Antagonisten
des Thromboxans die wichtigsten endogenen Thrombozyten-Aggregationshemmer
sind (Salmon & Higgs 1987).

Die Cyclooxygenasen, auch bekannt als Prostaglandin-H-Synthasen oder
Prostaglandin-Endoperoxid-Synthasen, sind Fettsdureoxygenasen der
Myeloperoxidasefamilie. Die wichtigsten Isoformen der Cyclooxygenase sind Cox-1
und Cox-2. Cox-1 wurde 1976 in Samenblasen beim Schaf und Rind entdeckt
(Hemler & Lands 1976; Miyamoto et al.1976). Das Klonen des Cox-1-Gens gelang
1988 (DeWitt & Smith 1988). Durch Studien zur Zellteilung wurde 1991

Cox-2 identifiziert (Xie et al.1991). Wirbeltiere besitzen zwei Cox-Gene: Eines codiert
die konstitutive Cox-1, das andere die induzierbare Cox-2. Die Cyclooxygenasen
umfassen alle ungefahr 600 Aminosauren und haben eine ahnliche Primarstruktur
(Garavito et al. 2002). Cox-1 und Cox-2 teilen 60-65% Aminosaure-ldentitat
miteinander. lhre Lokalisation ist auf der lumenwartigen Seite der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums und der Kernhlle (Coffey et al.1997). In einigen
Fallen konnten sie auch in Mitochondrien, Lipidkdrpern, Filamentstrukturen und im
Nukleus nachgewiesen werden (Bozza et al.1997; Liou et al. 2000).

Cox-1 wird konstitutiv in fast allen Zellen exprimiert (DeWitt & Smith 1988) und dient
der Aufrechterhaltung physiologischer Prozesse (z.B. gastroenterale Zytoprotektion,
Regulation vaskularer Funktionen und Koordination der Wirkungen zirkulierender
Hormone). Bei Cox-2 handelt es sich um ein induzierbares Enzym, das bevorzugt in
stimulierten inflammatorischen Zellen wie Monozyten (Morham et al.1995), aber auch
in malignen Zellen (Tucker et al.1999) zu finden ist. Es wird unter dem Einfluss von
bakteriellen Endotoxinen (Hempel et al.1994), inflammatorischen Zytokinen (Jobin et
al.1998), Wachstumsfaktoren (Sasaki et al.1998) und Mitogenen exprimiert. Cox-2
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katalysiert vorwiegend die Synthese von Prostanoiden, die an Entziindungs- und
Schmerzvorgangen beteiligt sind. Die Prasenz und katalytische Funktion einer dritten
Isoform, Cox-3, wird noch kontrovers diskutiert (Botting 2000). Cox-3 wird als eine
Acetaminophen-sensitive Variante angenommen. Sie scheint eine induzierbare
Isoform von Cox1 zu sein, die im Gehirn und Herzmuskel hoch exprimiert wird
(Chandrasekharan et al. 2002).

1.2.3 Definition und Historie der Prostaglandine

Die tber den Cyclooxygenaseweg entstandenen Molekile, Prostaglandine und
Thromboxane, werden als Prostanoide zusammengefasst, haufig vereinfacht aber
auch nur Prostaglandine genannt. Diese Bezeichnungen gehen darauf zurlick, dass
die Entdeckung der Prostaglandine als saure, lipidlésliche Substanzen in der
Prostatadriise und in Samenblaschen von Schafen und Menschen durch von Euler
(1934) und durch Goldblatt (1933) erfolgte und sie hierdurch irrttimlicherweise fiir ein
Sekret der Prostata gehalten wurden.

Prostaglandine sind hormonahnliche Substanzen, die in nahezu allen Organen
nachgewiesen werden kdnnen. Sie agieren als autokrine oder parakrine
Lipidmediatoren und wirken somit direkt an ihrem Syntheseursprung oder in der
unmittelbaren Umgebung (Funk 2001). Die Strukturaufklarung der Prostaglandine
gelang 1962 durch Gaschromatographie, Massenspektroskopie und

Roéntgenstrukturanalyse (Bergstroem et al.1963).

1.2.4 Chemische Struktur und Wirkmechanismen

Die Prostaglandine werden in 5 Hauptgruppen mit zahlreichen Untergruppen

unterteilt. Ihnen gemeinsam ist als zentrales Strukturelement die Prostanoidsaure

(Abb.2), die durch einen alizyklischen Fiinfring gekennzeichnet ist.
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Abb.2 Struktur der Prostanoidséaure

Nach ihrer Substitution im Flnfring mit Oxo-und Hydroxy-Gruppen werden die
Prostaglandine in die Reihen A-F eingeteilt. Durch zusatzliche, tief gestellte Ziffern
wird die Zahl der Doppelbindungen in der Seitenkette bezeichnet. Prostazykline sind
eine Untergruppe der Prostaglandine. Wird bei der Arachidonsaurekaskade durch die
Thromboxan-Synthase der Flunfring des Prostaglandins Hz gedffnet, gelangt man
zum Thromboxan Az, das durch Hydrolyse des Epoxid-Rings in Thomboxan B,
Ubergehen kann (Abb.3).

o 0 o OH o OH
O O O O O O
Cr HO HO®

PGA PGB PGC PGD PGE PGF,,
o OH

! \ 0 PN :
:5 O O ) ()
Q _ < : : :
HO' O/‘} ” ! L

PGG, H PG PG PGK TXA TXB

Abb. 3: Funktionelle Gruppen der wichtigsten Prostaglandine und Thromboxane

Im entziindeten Gewebe ist die Aktivitat und Expression der Phospholipasen A;
erhéht. Sie setzen aus den Zellmembranen Arachidonséaure frei, die als Substrat fur
Cox-1 dient und Uber die oben beschriebene Kaskade zu einer vermehrten
Prostaglandinbildung fiihrt. Wird bei diesem Uberangebot an Arachidonsaure
zusatzlich Cox-2 induziert, nimmt die Prostaglandinbildung erheblich zu. Am

Entziindungsort entstehen auf diese Weise vermehrte Mengen an PGD,, PGE,
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PGF2,, TXA2 und PGlo. PGE,, das Uber diesen Cox-2-Weg synthetisiert wurde, wird
lokal in den extrazellularen Raum ausgeschuttet, wo es verschiedene biologische
Systeme beeinflussen kann. Es wirkt entweder direkt auf das Erfolgsorgan oder
indirekt Gber andere Hormone oder intrazellulare Signalsubstanzen wie cAMP oder
Calcium.

Neben der Entziindung wird die Produktion und Freisetzung der Prostaglandine
durch neurale Reize, andere Mediatoren (z.B. Histamin), aber auch durch
gastrointestinale Hormone (z B. Gastrin) ausgel6st (Guo et al. 2002).

Einmal synthetisiert, haben Prostaglandine jedoch eine kurze biologische
Halbwertszeit. Der Wirkungskreis ist entsprechend auf die Nachbarschaft des
Syntheseursprungs beschrankt (Offenbacher et al.1981).

Inzwischen ist es gelungen, die Rezeptoren flr samtliche Prostaglandintypen

zu charakterisieren und zu klonieren. Die Prostanoidrezeptoren wurden anhand ihrer
Spezifitat fir natlrliche und synthetische Agonisten und Antagonisten sowie
biochemisch durch ihre Kopplung an verschiedene G-Proteine (Guanin-Nucleotid-
bindende Proteine) klassifiziert und in acht Gruppen unterteilt (Coleman et al.1994).
Danach existieren folgende Rezeptortypen: PGD2-Rezeptor (DP-R), PGF2a-
Rezeptor (FP-R), PGI2-Rezeptor (IP-R), Thromboxan A2-Rezeptor (TP-R) und vier
Subtypen von PGE2- Rezeptoren: EP1-R, EP2-R, EP3-R, EP4-R, die von
verschiedenen Genen codiert werden und sich in ihrer GréBe und in ihrer G-Protein-
Kopplung unterscheiden. Es sind kleine, membranassoziierte Proteine von cirka 450
Aminoséauren, die durch sieben Transmembranhelices gekennzeichnet sind. Sie
Ubertragen ihre vom Liganden ausgeldste Konformationsanderung auf G-Proteine,
mit denen sie in der Membran vergesellschaftet sind. Die Belegung des PGE.-
Rezeptors aktiviert die G-Proteine, deren a-Untereinheit an ein Effektorprotein bindet
und dessen Aktivitat andert. Bei der Adenylatcyclase als Effektorprotein fuhrt die
Aktivierung je nach Typ des G-Proteins zu einer Stimulierung bzw. Hemmung mit
einer entsprechenden Veranderung der cAMP Konzentration, beim
Phosphatidylinositol-Zyklus wird die zellulare Kalziumkonzentration beeinflusst.

Die meisten der diversen zellularen Antworten auf PGE, wurden traditionell der
Adenylatcyclase-Aktivierung mit einem intrazellularen Anstieg von cAMP als second
messenger zugeschrieben. Das cAMP aktiviert die regulatorische Untereinheit der
Proteinkinase A, welche dadurch verschiedene Proteine, darunter Enzyme,
phosphorylieren und den Funktionszustand der Proteine verandern kann. In vielen
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Systemen dampft eine Erhéhung von cAMP durch physiologische oder nicht-
physiologische Stimuli bestimmte zellulare und humorale Ereignisse (Offenbacher et
al.1993b). Dieses fuhrte zu der irrtimlichen Annahme, PGE; sei alleinig
immunsuppressiv (Phipps et al.1991). Neuerdings wird diskutiert, dass der cAMP-
Anstieg ein anderes primares Signal zusatzlich verstarken kénnte. Zum Beispiel kann
PGE: allein die IgG1 Synthese in B-Zellen nicht stimulieren. In Gegenwart von LPS
oder IL-4 férdert PGE; jedoch einen 26-fachen Anstieg der IgG1 Synthese (Roper et
al.1990). Es gibt viele Beispiele von PGE; als Synergist zu Wachstumsfaktoren oder
katabolischen Signalen. PGE; verstarkt unter anderem die Schmerzantwort auf
Bradykinin, die Knochenresorptions-Antwort auf IL-1 oder TNFa und die
Fieberreaktion auf IL-1a (Offenbacher et al.1993b). In all diesen Umsténden ist PGE>
alleinig kein potenter Ausléser fur die beobachteten biologischen Reaktionen, aber
indem es die cAMP-Konzentration erhdht, dient dieses Prostaglandin als ein
gestattender Aktivator der Genexpression oder als ein synergistischer Verstarker von
anderen primaren Zellsignalen. Die hierflar bendtigten Konzentrationen sind im
Allgemeinen viel niedriger als diejenigen, bei denen PGE; eine direkte agonistische
Aktivitat aufweist. Beispielsweise induzieren ng/ml-Konzentrationen an PGE; bei der
Anwesenheit von ng/ml-Konzentrationen an IL-13 ebenso groBe
Knochenresorptionswirkungen wie pg/ml Titer von PGE; allein (Dewhirst et al.1987).
Das Erreichen von intrazellularen Schwellenwerten an cAMP kénnte auch kritisch fir
die Expression von bestimmten Genen sein (Roesler et al.1988). Einige
regulatorische Gene, welche die Transkription von anderen Genen anregen,
bendtigen erhéhte cAMP-Konzentrationen flr ihre Aktivitat. Diese Gene beinhalten
den IL-2 Rezeptor, die Klasse | und Il MHC Gene, ebenso wie die Gene fir IL-18, 1I-6
und TNFa (Lenardo & Baltimore 1989).

Aus all diesen Beispielen wird klar, dass andere Faktoren den Vektor liefern, der die
Richtung der biologischen Reaktion bestimmt, und dass PGE; Uber den
Mechanismus des cAMP-Anstiegs im Prinzip dazu dient, die GréBe dieser Antwort zu
erhéhen (Offenbacher et al.1993). PGE» kann somit einerseits verschiedene
biologische Systeme, im Allgemeinen durch Erhéhung von intrazellularen
Konzentrationen an cAMP, direkt beeinflussen oder Uber den oben beschriebenen

Mechanismus andere Signale verstarken.
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1.2.5 Biologische Aktivitat

Prostaglandin E» als Hauptmetabolit der Arachidonsaure kann von den meisten
Zellen produziert werden. Makrophagen, die durch Lipopolysaccharide stimuliert
worden sind, stellen eine wichtige Quelle von PGE, dar (Lindemann et al.1988).
Zusatzlich produzieren diese LPS-stimulierten Makrophagen IL-1 und TNFa, welche
wiederum Fibroblasten zur Sekretion von PGE, stimulieren (Alexander et al.1996).
Weitere Quellen des PGE; sind Monozyten, z. T. auch Antigen prasentierende Zellen
(APC), Fibroblasten und Endothelzellen. Neutrophile Granulozyten besitzen keine
Cyclooxygenase und kdnnen weder Prostaglandine noch Thromboxane in
Abwesenheit von Thrombozyten herstellen (Offenbacher et al.1993). Thrombozyten
hingegen haben sowohl Lipoxygenase- als auch Cyclooxygenase-Aktivitat.
Verschiedene Zelltypen kénnen interagieren und Substrate transferieren,
beispielsweise kdnnen Prostaglandin-Endoperoxide von Thrombozyten auf
Makrophagen Ubertragen werden (Smith et al.1987). Thrombozyten funktionieren als
kleine Packchen von Cyclooxygenase, Arachidonséaure und TxA2-Synthase, die bei
ihrer Aktivierung mit anderen Zellen wie Neutrophilen oder Monozyten fusionieren
und ihnen ihre Enzyme und Substrate abgeben (Marcus et al.1987). Wenn
Thrombozyten also wahrend eines Entziindungsprozesses aktiviert werden, sind sie
eine wichtige potentielle Quelle von freier Arachidonsaure fir die PGE>-Synthese,
zumal sie 8-mal mehr Arachidonsaure als Neutrophile oder Monozyten enthalten
(Offenbacher et al.1993).

Prostaglandine wirken bereits in sehr geringen Konzentrationen auf eine Vielzahl
physiologischer Prozesse.

e PGF2q ist zusammen mit PGE2 an der Regulation der Uteruskontraktilitat

wahrend der Schwangerschaft beteiligt (Kelly 1981).

e PGD2 hemmt die Plattchenaggregation in vitro durch den cAMP Anstieg (Watanabe
et al.1982) und besitzt mdglicherweise neuromodulatorische Eigenschaften (Shimizu
et al.1979).

e PGE2und PGl2wirken vasodilatatorisch und TXA2 und PGF2« vasokonstriktorisch.
Zudem sind die Prostaglandine an der Regulation der Kérpertemperatur, der
Neurotransmission, der Regelung des ovariellen Zyklus, der
Thrombozytenaggregation (TXA,, PGl,), der Bronchokonstriktion (PGD,, PGF2q,
TXA2, PGGy) und Bronchodilatation (PGE,, PGl,), der Magenschleim-und
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Magensaurebildung (PGE,, PGl,) und an vielen weiteren physiologischen Prozessen
beteiligt. AuBerdem vermitteln sie auch pathophysiologische Prozesse wie Fieber
und spielen eine aktive Rolle bei der Schmerzauslésung und —empfindung, indem sie
unter anderem Histamin-vermittelten Schmerz potenzieren.

Insbesondere Prostaglandin E» (PGE>) besitzt eine groBe biologische Bedeutung

mit diversen proinflammatorischen und immunmodulatorischen Effekten. Es ist ein
potenter Vasodilatator (Vane 1976), Aktivator von monozytischer und fibroblastischer
Kollagenase-Sekretion und bei hohen Titern ein Mediator der Knochenresorption
(Klein & Raisz 1970). Weiterhin beeinflusst PGE. die Freisetzung von
Metallproteinasen (z.B. Kollagenasen) aus Makrophagen/ Monozyten (Wabhl et
al.1977) und die Entstehung eines Entziindungsinfiltrates durch eine stimulierende
Wirkung auf die Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten (Garrone et
al.1994). Durch unterschiedliche molekulare Aktivititen kann PGE, suppressiv oder
stimulierend auf die Wirtsabwehr wirken.

Die vasoaktiven Effekte von PGE; kdnnen durch synergistische Interaktionen mit
anderen Entziindungsmediaroren wie Bradykinin, Spaltfragmenten der
Komplementkaskade und Histamin gesteigert werden (Williams & Downing 1977).
Zusammen mit Bradykinin, Histamin und Substanz P ist PGE an der Entstehung der
Entziindungssymptome Schmerz (dolor), Erythem (rubor), Temperaturerhéhung
(calor), Schwellung (tumor) und Funktionsstérung (functio laesa) beteiligt.

PGE; erhéht auch die Enziindungszellinfiltration, nicht als ein ,Chemoattractant®,
also eine Substanz, die Zellakkumulation auslést, sondern durch die Verhinderung
des Wegflusses von Neutrophilen und anderen Entziindungszellen, die an die Stelle
der Entzindung durch Chemoattractants wie Leukotrien B4 (LTB4) oder
Komplementfaktor C5 angelockt wurden. Am Entziindungsort kann PGE die neu
angezogenen Neutrophilen stabilisieren, um einer vorzeitigen Degranulation vor der
bakteriellen Konfrontation vorzubeugen (Offenbacher et al.1993b).

Prostaglandine, insbesondere PGE,, werden im Knochen gebildet und haben
weitreichende Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel (Raisz et al.1993). In
Knochenkulturen und in vivo stimuliert PGE, die osteoklastische Knochenresorption
durch Erhéhung der Replikation und Differenzierung neuer Osteoklasten (Chambers
& Dunn 1983). Dieser Effekt ist assoziiert mit erhéhten cAMP-Konzentrationen
ebenso wie mit einer gesteigerten Osteoklastenanzahl, welche erhdhte Aktivitat und
Mobilitat zeigt (Dziak 1993). Die Komplementaktivierung entweder Uber den
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klassischen oder den alternativen Weg kann Uber einen PGE,-abhangigen
Mechanismus Knochenresorption induzieren (Sandberg et al.1977). Die Zerstérung
der extrazelluldren Matrix des Bindegewebes wird weitestgehend der lokalen
Wirkung von Metalloproteinasen (MP) zugeschrieben, welche Kollagenasen aus
Fibroblasten, Makrophagen und Neutrophilen einschlieBen (Overall et al.1987; Heath
et al.1982). Die Produktion und Freisetzung von MP ist eng reguliert Gber die
Aktivierung von MP- Genen unter dem Einfluss von Zytokinen wie TNFa und IL-15
(Meikle et al.1989). Diese Zytokine stimulieren die MP-Freisetzung tber einen PGE,-
abhangigen Mechanismus. Niedrige Titer an PGE> muissen fiir eine optimale MP-
Freisetzung vorherrschen. Die Freisetzung von IL-1 und TNFa sowie die MP-
Genaktivitit werden durch hohe Konzentrationen an PGE; unterdriickt. Uber
letzteren Mechanismus scheinen hohe PGE,-Konzentrationen eine Rolle als
Feedback-Hemmer zu haben, um das AusmaB der extrazellularen Matrix-
Degradation bei parodontalen Erkrankungen zu kontrollieren. Auch auf die
Knochenbildung haben Prostaglandine konzentrationsabhéngige Effekte. Bei
niedrigen Konzentrationen oder bei Vorhandensein von Glukokortikoiden wird die
Replikation und Differenzierung von Osteoblasten stimuliert und damit die
Knochenbildung gesteigert. Bei hohen Konzentrationen an Prostaglandinen wird die
Kollagensynthese jedoch gehemmt (Raisz et al. 1993).

Auch zwischen PGE; und IL-1 konnte ein eng reguliertes Zusammenspiel aufgezeigt
werden. IL-1 reguliert die PGE,-Synthese durch Makrophagen nach oben.
Umgekehrt schwéchen erhdhte PGE,-Titer die IL-1 Ausschittung und Produktion
ab (Kunkel & Chensue 1985). Somit kann IL-1 seine eigene Produktion durch einen
selbst-induzierten Inhibitor, dem Prostaglandin E, regeln (Bernzweig et al.1998).
Wenn Cyclooxygenase-hemmende Wirkstoffe wie Indomethacin verabreicht werden,
kann die IL-1- Synthese durch abnehmende Arachidonsaure-Metaboliten wie PGE,
ansteigen (Kunkel & Chensue 1986).

Wéhrend die proinflammatorische Rolle der Prostaglandine in zahlreichen
Untersuchungen nachgewiesen wurde, stiitzen neuere Studien die Hypothese,
wonach Prostaglandine in der spaten Phase auch flr die Auflésung einer
Entziindung bedeutsam sind (Yin et al. 2007). Am Beispiel einer induzierten Pleuritis
zeigten Gilroy et al. (1999) einen zeitlichen Zusammenhang zwischen einem friihen
PGE: Gipfel mit der Induktion der Cox-2 Expression und der Einwanderung von

neutrophilen Granulozyten in das Entziindungsgebiet auf. Nach 48h folgte eine noch
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starkere Cox-2 Induktion, die sich mit der Auflésung der Entziindung deckte und mit
minimaler PGE, Synthese, dafir aber mit einem Peak von PGD; und PGly, assoziiert
war. Somit scheint die Rolle von Cox-2 in der Entziindungsreaktion komplexer als
bisher angenommen.

Zusammengenommen spielt PGE; nicht nur in der Entziindungsreaktion, sondern
auch in der Zerstérung von Bindegewebe und Knochen eine wichtige Rolle (Tsai et
al.1998). Die verschiedenen Zellantworten auf PGE> kénnen zu der Annahme flihren,
dass dieser Mediator fahig ist, sowohl eine unterdriickende als auch eine
stimulierende Rolle im Verlauf einer Entziindung auszutiben (Offenbacher et
al.1993b).

1.2.5 Die Rolle von PGE; bei entziindlichen parodontalen Erkrankungen

Zahlreiche Untersuchungen belegen die Wichtigkeit der Arachidonsaureprodukte, vor
allem der Prostaglandine, bei der Gewebezerstérung im Rahmen entzindlicher
Parodontalerkrankungen (Offenbacher et al.1993b; Inada et al. 2006).
Prostaglandine, besonders PGE,, sind in entziindetem parodontalen Gewebe sowie
in der Sulkusflissigkeit zu finden (Goodson et al 1974; Rifkin & Tai 1981; Tsai et al.
1998). Makrophagen und Fibroblasten stellen die Hauptquellen fir Prostaglandine im
parodontalen Gewebe dar (Loning et al.1980; Lindemann et al.1988).

Zahlreiche klinische Studien haben gezeigt, dass die Konzentration an Prostaglandin
E» in der Sulkusflissigkeit und im Gewebe als ein Marker des Entzlindungsgrades
angesehen werden kann (Albers et al.1979; Ohm et al.1984; Tsai et al.1998). Es ist
ein progressiver Anstieg von PGE; in der Sulkusflissigkeit mit der Schwere der PA-
Erkrankung zu beobachten (Heasman et al.1993; Offenbacher et al.1984, 1986;
1989). So zeigte sich ein 2-phasiger Anstieg von PGE, -Titern im Sulkusfluid. Die
erste Erhdhung war mit dem Ubergang von Gesundheit zu Gingivitis assoziiert. Im
gingivalen Bindegewebe von Patienten mit Gingivitis wurden 10fach héhere PGE;
Level nachgewiesen als im Gewebe von parodontal gesunden Kontrollpersonen
(Goodson et al.1974).

Die zweite Phase des Anstiegs mit 3- bis 6-facher Steigerung gegeniber der
Konzentration bei Gingivitis ging mit Attachment- und Knochenverlust einher
(Offenbacher et al.1993b). In experimentellen Studien konnte von exogen in den
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gingivalen Sulkus hinzugefligtes PGE; die Anzahl und die Aktivitat der Osteoklasten
steigern und alveolaren Knochenverlust verursachen (Miyauchi et al.1992).

Die Korrelation des PGE> Levels mit klinischen Parametern wurde in einer
Longitudinalstudie an 41 Patienten mit Erwachsenen-Parodontitis untersucht. Es
zeigte sich, dass an den Zahnflachen mit Attachmentverlusten signifikant erhdht
PGE: in der Sulkusflissigkeit vorlag, wobei insbesondere in aktiven Taschen die
Konzentrationen am héchsten waren (Offenbacher et al. 1986). In einer anderen
Studie konnte bei Patienten mit Juveniler Parodontitis in der Sulkusfliissigkeit ein
dreimal hdherer PGE; Level als bei Patienten mit Erwachsenen-Parodontitis
festgestellt werden, wobei eine deutliche Korrelation zwischen dem Grad der
Erkrankung und dem PGE; Level bestand (Offenbacher et al.1984).

Der Einfluss einer parodontalen Behandlung (subgingivales Scaling und
Wourzelglattung) auf den PGE: Level in der Sulkusfliissigkeit wurde bei Patienten mit
Erwachsenen-Parodontitis deutlich. Nach der Behandlung war eine Abnahme der
zuvor erhéhten PGE; Level feststellbar (Offenbacher et al.1984). Bei Patienten ohne
deutliche Reduktion des PGE: Levels lagen erhéhte Attachmentverluste vor
(Offenbacher et al. 1993b). Eine Abnahme der PGE> Konzentration sowohl in der
Sulkusflissigkeit als auch im Blutplasma konnte nach chirurgischer Therapie bei
Parodontitis-Patienten beobachtet werden (Leibur et al.1999).

Bereits 1979 zeigten Albers und Léning eine erhdéhte Prostaglandinkonzentration in
entzlindlich veranderter Gingiva im Vergleich zu gesunder Gingiva. Eine Senkung
des Prostaglandinspiegels wurde bei einer Anzahl von Patienten mit Gingivitis
beobachtet, die 5 Tage eine Mundspullésung mit 0,1%-tiger Acetylsalicylsaure
verwendeten. Ein signifikanter Anstieg der PGE: Level in der Sulkusfliissigkeit nach
14 bzw. 28 Tagen ohne Mundhygiene wurde in experimentellen Gingivitisstudien
beschrieben (Nonnenmacher 2004; Heasman et al. 1993). Hierbei konnte eine
Abnahme des PGE,-Levels in der Sulkusflissigkeit bei Patienten nach 11-tégiger
Spllung mit 2x10 ml Acetylsalicylsaureldsung pro Tag beobachtet werden
(Nonnenmacher 2004).

Da die Cox-2-Expression in Geweben mit erh6htem Level an Entziindungsinfiltraten
gesteigert ist, konnten auch in parodontalen Geweben eine Cox-2 Expression in
Endothelzellen, Gingivaepithel sowie in Zellen mit Fibroblasten-Morphologie
gefunden werden (Siegel et al. 2007). In vitro Studien haben gezeigt, dass gingivale
Fibroblasten nicht standig Cox-2 exprimieren. Wenn diese Zellen jedoch mit IL-18
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oder Bakterien (z.B. Aggregatibacter actinomycetem comitans) in Kontakt gebracht
werden, werden sowohl die Cox-2 Expression als auch die Aktivitat nach oben
reguliert (Morton & Dongari-Bagtzoglou 2001; Noguchi et al. 2003). Dies bestatigt
Studien, die die Induktion der Produktion von Prostaglandinen durch Makrophagen
und Fibroblasten durch IL-1 nachgewiesen haben (Richards & Rutherford 1988;
Knudsen et al.1986).

PGE: kann suppressiv oder stimulierend auf die Wirtsabwehr wirken. Hierzu wird die
entscheidende Rolle fiir PGE; in parodontalen Erkrankungen nicht nur in der
Knochenresorption gesehen (Page 1991). Auch die Fahigkeit, die Produktion von
IL-1 und TNFa zu unterdriicken und somit die Schritte kontrollieren zu kénnen, die
diese beiden Zytokine initiieren und unterhalten, stellt eine wichtige
Interventionsméglichkeit fir PGE; im parodontalen Geschehen dar. Diese umfassen
beispielsweise die Beteiligung an der Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten
an den Ort der Entziindung und an der Formation neuer Osteoklasten aus
Vorlauferzellen sowie der Aktivierung reifer Osteoklasten zur Knochenresorption
(Pfeilschifter et al.1988; Mundy 1989). Die genaue Intervention von PGE,, IL-1 und
TNF-a in den Mechanismus der Knochenresorption konnte durch die Entdeckung
von RANKL (,Receptor activator of nuclear factor-kappa-B ligand“) verstanden
werden (Suda et al.1999). Bis zu der Entdeckung von RANKL war bekannt, dass es
unter dem Einfluss von proresorptiven Signalmolekilen wie Parathormon und
inflammatorischen Zytokinen zur Entstehung osteoklastérer Zellen kommt. Der
unmittelbare Kontakt der hAmatopoetischen Zellen mit den mesenchymalen Zellen
war notwendig flr die Differenzierung zu Osteoklasten (Suda et al.1992). RANKL ist
nun der membranstandige Rezeptor der mesenchymalen Zellen, der von diesen als
Antwort auf die Signalmolekile exprimiert wird und die Differenzierung der
hamatopoetischen Zellen zu Osteoklasten vermittelt (Suda et al. 1999). In
parodontalen Geweben bewirken chronische Entziindungen eine vermehrte
Expression von RANKL in T-Zellen und B-Zellen (Kawai et al. 2006).
Inflammatorische Signalmolekile wie PGE,, IL-18 und TNF-a kénnen direkt die
Genese und Aktivitat von Osteoklasten forcieren, indem sie die Wirkung von RANKL
verstarken (Wei et al. 2005). Indirekt kdnnen sie das Expressionsgleichgewicht der
Ligamentzellen zugunsten von RANKL verschieben (Nukaga et al. 2004). RANKL
kann, insbesondere bei entziindlichen Vorgangen, von der Zellmembran abgespalten
werden und dadurch seinen Wirkbereich erweitern. Diese gesteigerte Freisetzung
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von RANKL spiegelt sich in der Sulkusflissigkeit von Patienten mit Parodontitis wider
(Mogi et al.2004). Insbesondere PGE; kann Uber zwei verschiedene, RANKL-
abhangige Wege die osteoklastische Knochenresorption stimulieren: erstens tber
die Induktion der Expression von RANKL in Osteoblasten, zweitens Uber die direkte
Steigerung der RANKL-induzierten Differenzierung von osteoklastischen
Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten (Kobayashi et al. 2005). Bei erhdhten
Konzentrationen von PGE; bei entziindlichen Erkrankungen wie Parodontitis oder
rheumatoider Arthritis kann so Uber diese RANKL-abhangigen Wege die

osteoklastische Knochenresorption gesteigert werden.

Alle oben aufgeflhrten Studienergebnisse zeigen, dass zeitliche Veranderungen von
PGE: in der SulkusflUssigkeit empfindliche Vorhersager fir zukinftigen Verlust von
klinischem Attachment sind (Offenbacher et al.1986). Dies fiihrte zu der Bestimmung
eines Schwellenwertes von 66,2 ng/ml als die Durchschnittskonzentration, deren
Uberschreiten die Wahrscheinlichkeit, innerhalb der folgenden 6 Monate eine
Episode von Attachmentverlust zu erleiden, um das 47fache erhdht (Offenbacher et
al.1993a; 1993b). Ein PGE2-Durchschnittstiter von 610 ng/ml in der Sulkusflissigkeit
kénnte einen akuten Attachmentverlust von 1mm/Jahr induzieren (Offenbacher et al.
1991). Allerdings geben Heasman et al. 1993 zu bedenken, dass PGE,-Titer im
Sulkusfluid von ca. 50ng/ml eher eine Widerspiegelung der oberflachlichen
Entziindung der Gingiva darstellen als eine progressive Lasion des
Attachmentapparates.

Aufgrund dieser Ergebnisse scheint in der Diagnostik von parodontalen
Erkrankungen die Bestimmung des PGE; Levels sowohl in der Sulkusflissigkeit als
auch im parodontalen Gewebe ein guter Indikator fiir die parodontale
Gewebsdestruktion zu sein. Weiterhin kann eine abgelaufene aktive
Erkrankungsphase zuverlassig angezeigt und ein bevorstehender Attachmentverlust
vorausgesagt werden. Welche Rolle die Prostaglandine jedoch in der Pathogenese

von parodontalen Erkrankungen spielen, ist zurzeit noch nicht bekannt.
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1.3 Migration Inhibitory Factor

1.3.1 Definition und Historie

Der Makrophagen Migrations-Inhibierende Faktor (,Macrophage migration inhibitory
factor”, MIF) konnte schon vor 40 Jahren als erstes Zytokin Gberhaupt in vitro isoliert
werden (Bloom & Bennett 1968; David 1966). Er wurde als ein von T-Lymphozyten
sezerniertes Zytokin im Zusammenhang mit der Hypersensitivitatsreaktion vom
verzdgerten Typ entdeckt. In-vitro-Versuche zeigten damals, dass die Applikation
eines von T-Lymphozyten stammenden, zellfreien Mediums die
Wanderungsgeschwindigkeit von Peritoneal-Makrophagen des Meerschweinchens
aus Glaskapillaren reduzierte (Bloom & Bennett 1966). Der daflir verantwortlich
gemachte Faktor wurde Makrophagen Migrations-Hemmestoff genannt (Nathan et
al.1971). Im Gegensatz zu anderen Zytokinen verzdgerte sich die Klonierung des
Gens bis Ende der 80er Jahre (Weiser et al.1989), und erst 1994 konnte die
Reinigung, Bestimmung der Bioaktivitat und Sekundarstruktur des murinen und
humanen Proteins vorgestellt werden (Bernhagen et al.1994). In der Folge des
Klonens und der Expression von rekombinantem Protein und der Entwicklung von
spezifischen anti-MIF-Antikdrpern wurde offensichtlich, dass MIF ein wichtiger Regler
von Entzindungs- und Immunantworten ist (Baugh & Bucala 2002) und eine wichtige
Rolle in der Regulierung sowohl des angeborenen als auch des erworbenen

Immunsystems spielt.

1.3.2 Chemische Struktur und Wirkmechanismen

Es gibt nur ein MIF Gen im menschlichen Genom, das auf Chromosom 22 lokalisiert
ist (Esumi et al.1998). Es ist sehr klein (< 1kb) und besteht aus drei Exons, die durch
zwei kleine Introns getrennt sind.

ATG

GATA AP1 SP1 GATA GATA GATA AP CREB CREB r—p
= |- I EOE I NN E T ENE | a
MF-xB SP1 ETSETS 1 SP1SP 497
(CATT)=S G/C SMP
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Abb.4: Struktur des humanen MIF-Gens. Die drei Exons (griine Bereiche) bestehen aus 107, 172 und
66 Basenpaaren, die zwei Introns (rosa Breiche) aus 188 und 94 Basenpaaren (nach Calandra und
Roger 2003).
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Im Gegensatz zum humanen MIF-Gen wurden mindestens 9 Pseudogene im Genom
der Maus gefunden (Kozak et al.1995; Bozza et al.1995).

Das einzige Gen im menschlichen Genom mit einer merklichen Homologie zum MIF-
Gen ist D-Dopachrom-Tautomerase (DDT). Da beide Gene sehr nah auf Chromosom
22 lokalisiert sind, wurde spekuliert, dass die MIF und DDT Gene Duplikationen eines
gemeinsamen Stammgens sein kénnten, die sich unterschiedlich weiterentwickelt
und verschiedene biologische Funktionen haben (Esumi 1998).

Eine einzige MIF mRNA Art von ~0,8kb wurde beim Menschen, Ratten und Mausen
gefunden. Diese codiert das MIF-Protein, das aus 114 Aminosauren besteht und ein
Molekulargewicht von 12,5kDa hat. Diese Struktur wurde mit Hilfe der Rntgen-
Kristallographie ermittelt (Sun et al.1996).

Abb.5: Dreidimensionale Struktur des MIF-Proteins mit farblicher Kennzeichnung der
einzelnen Untereinheiten. Die a-Helices sind als Spiralen dargestellt, die p-Faltblatter als
Pfeile. Ansicht von oben auf den Kanal (freundl. Gberlassen von PD Dr. Bacher).

Das physiologisch aktive MIF ist eine a/f Struktur und existiert als Homotrimer aus
drei identischen Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von insgesamt 37,5 kDa
und den MaBen 35 A x 50 A x 50 A (Abb.5). 6 a-Helices umgeben drei B-Strange,
welche eine Art Rohr formen, das einen flissigkeitszuganglichen Kanal enthalt. Er ist
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innen positiv geladen, was auf eine mégliche Bindungskapazitat flr negativ geladene
Molekulle oder auf mégliche Molekiil- oder lonenbewegungen durch das Protein
hinweist (Bernhagen et al. 1994a).

Die MIF-Struktur ist einzigartig; es wurden keine bedeutenden Sequenz-Homologien
zu anderen erforschten Proteinen gefunden. Die o/ Struktur mit dem zentralen
Kanal unterscheidet MIF von anderen Mediatoren und zeigt, dass MIF nicht zu den
bekannten Zytokin-Familien gehdrt.

Es wurde noch kein spezifischer MIF-Rezeptor beschrieben. Allerdings fanden Leng
et al. 2003 heraus, dass MIF die ,extracellular signal-regulated kinase
1“(ERK1)/ERK2 aktiviert - Mitglieder der Familie der ,mitogen activated protein
kinases“(MAPKs). Es wurde in dieser Studie auBerdem berichtet, dass MIF an die
extrazellulare Doméane von CD74 bindet, die Zelloberflachenstruktur der MHC-Klasse
ll-assoziierten unveranderlichen Kette auf humanen Monozyten und murinen
Makrophagen (Leng et al. 2003). Die Aktivierung von ERK1/ERK2, der
Zellproliferation und der Produktion von Prostaglandin E; sind MIF-Aktivitédten, die die
Mitwirkung von CD74 erfordern. Ob CD74 der lang gesuchte MIF-Rezeptor ist oder
lediglich ein Andock-Molekl, welches an der Prasentation von MIF gegeniber
seinem noch unidentifizierten Rezeptor beteiligt ist, bleibt unklar.

1.3.3 Biologische Aktivitat

Im Gegensatz zu den meisten Zytokinen wird MIF kontinuierlich produziert von
Immun- und endokrinen Zellen sowie von Zellen der Epithelschicht, die in direktem
Kontakt zu der &uBeren Umwelt stehen.

Obwohl MIF urspringlich als ein Produkt von T-Lymphozyten beschrieben wurde,
zeigten Studien der frihen 90er Jahre, dass MIF von Zellen des
Hypophysenvorderlappens ausgeschuttet wird, und zwar zu 0,05 % des totalen
Hypophyseninhaltes (Vergleich: ACTH 0,2 %) (Bernhagen et al.1993). Eine
physiologische Aktivierung der HPA-Achse (Hypothalamo-Pituitary-Adrenal bzw.
Hypothalmus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse) bei Ratten fiihrt gleichzeitig mit
der Erhéhung von ACTH (Adreno-Corticotropes Hormon) und Corticosteron zu einem
erhéhten MIF Spiegel im Serum (Calandra et al.1995). Dies spricht daflr, dass MIF
nach Stimulation der HPA-Achse in hormon-ahnlicher Weise sezerniert wird.
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Eine Vielzahl von Zellen und Gewebe wurden als wichtige MIF-Produktionsstatten
identifiziert (siehe Abb. 6). Diese umfassen Entziindungs-/ Immunzellen wie
Monozyten/ Makrophagen, Lymphozyten und Eosinophile, Basophile, Mastzellen und
dendritische Zellen. Auch Gewebe wie Thymus, Milz und Lymphknoten produzieren
MIF. Bei Ratten wird MIF von B-Inselzellen des endokrinen Pankreas
glucoseabhangig sezerniert und kann in autokriner Weise regulatorisch auf die
Insulinfreisetzung wirken (Waeber et al.1997). In den Granulosazellen des humanen
Ovars gebildetes MIF scheint in die Oozyten-Entwicklung involviert zu sein (Wada et
al.1997). MIF kann auch in Leydig-Zellen des Hodens von Ratten nachgewiesen
werden (Meinhardt et al.1996). MIF kommt in der Nebennierenrinde besonders in der
Zona glomerulosa vor und wird dort nach LPS-Stimulation freigesetzt (Bacher et
al.1997). AuBerdem wird MIF in der Hypophyse, im Auge, von Endothelzellen,
Epithelzellen der Haut, Niere, Prostata und Epididymidis produziert. Im ZNS ist das
MIF-Protein eher in den Axonen lokalisiert, wahrend die MIF-mRNA hauptsé&chlich in
den Zellkdrpern zu detektieren ist (Bacher et al.1998). In der Maus wurde das MIF-
Protein in makrophagenreichen Organen wie Hirn, Leber, Milz und Niere gefunden
(Calandra et al.1994). Dagegen konnte MIF in polymorphkernigen neutrophilen

Granulozyten (PMNSs) nicht nachgewiesen werden (Calandra et al.1994).
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Abb. 6: Verteilung von MIF in Geweben sowie zelluldre Quellen von MIF
(nach Calandra und Roger 2003).
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MIF weist einige Eigenschaften von endokrinen Hormonen auf. So zirkuliert MIF im
Blut auf einem Grundlevel. Der Serumspiegel betragt in ruhenden, nicht gestressten
Ratten (Corticosteron im Serum unter 25 ng/ml) etwa 16 ng/ml (Calandra et al.1995).
In humanem Serum liegt der MIF-Gehalt bei 5-7 ng/ml (Shimizu et al.1997; Leech et
al.1999). Auch enthalten unstimulierte Immunzellen wie Monozyten und T-Zellen
groBe, vorgeformte Mengen an MIF. Eine Stimulierung flhrt zu einem weiteren
Anstieg von zellularer mMRNA und Protein-Levels, begleitet von der Sekretion sowohl
des vorgeformten als auch des neu synthetisierten Proteins. Dies steht in deutlichem
Kontrast zu anderen pro-inflammatorischen Mediatoren wie TNFa oder IL-1, bei
denen sowohl die mRNA - als auch die Protein-Expression nur nach Stimulierung
induziert werden (Baugh & Donnelly 2003).

Andere proinflammatorische Mediatoren wie TNF-o und IFN-y bewirken die
Freisetzung von MIF (Calandra et al.1994). MIF wiederum wirkt (ber einen
autokrinen Mechanismus férdernd auf die Produktion von TNF-a. Durch die
gegenseitige positive Stimulation der Zytokine MIF und TNF-a entsteht ein
Verstarkungseffekt, der es Makrophagen ermaéglicht, schnell und effektiv auf Infektion
und Gewebeinvasion zu reagieren (Calandra et al 1994).

Die urspringlich erkannte biologische Funktion, namlich als ein Inhibitor der
zufélligen Migration von Monozyten und Makrophagen zu agieren, war
namensgebend fir den ,Migration Inhibitory Factor”. Spatere Studien verdeutlichten,
dass die Hemmung der Migration von Monozyten durch rekombinantes murines MIF
dosisabhangig ist: Bei hohen MIF-Konzentrationen wird die Hemmung vermindert
(Bernhagen et al.1994b). Obwohl der zellulare Mechanismus, der fiir diese
glockenférmige Dosis-Wirkungs-Kurve verantwortlich ist, noch nicht bekannt ist,
wurden &hnliche Aktivitatsprofile in anderen Zytokin/Monozyten-Migrations-Systemen
beobachtet (Sherry et al.1992).

In einer Studie wurde festgestellt, dass MIF auBerdem ein Inhibitor der Chemotaxis
von menschlichen peripheren Blutmonozyten ist (Hermanowski-Vosatka et al.1999).
Die Leukozyten-Migration wird klassischerweise in drei Kategorien aufgeteilt: Erstens
die ,random migration®, die zellulare Fortbewegung ohne jeglichen Stimulus,
zweitens die Chemotaxis, die direkte Bewegung unter Einwirkung eines Gradienten
und drittens die Chemokinese, die erh6hte Bewegung einer Zelle unter dem Einfluss
einer aktivierenden Substanz ohne Gradienten (Snyderman et al.1982). War die

Hemmung der ,random migration®, wie oben ausgefihrt, lange bekannt, ist die
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Hemmung der Chemotaxis durch MIF erst durch die Studie von Hermanowski-
Vosatka (1999) belegt worden. Die gezielte Zellbewegung, die durch einen
chemotaktischen Gradienten des ,monocyte chemoattractant protein-1“ (MCP1)
ausgeldst war, konnte durch MIF gehemmt werden. Die Hemmung der Chemotaxis
ist nahezu vollstandig bei Konzentrationen, die mit denen vergleichbar sind, die zur
Hemmung der random migration benétigt werden.

Erwahnenswert, wenn auch noch nicht vollstandig geklart, ist die enzymatische
Funktion von MIF. Dem Protein wird eine katalysierende Wirkung in einer
Tautomerisations-Reaktion zugeschrieben, wobei jedoch das einzusetzende Substrat
D-Dopachrom physiologischerweise nicht vorkommt (Rosengren et al.1996). Der
Zusammenhang zwischen enzymatischer und biologischer Aktivitat ist jedoch nicht
unumstritten. In Experimenten, in denen das N-terminale Prolin durch andere
Aminosauren ersetzt wird, bleibt die Chemotaxis und Monozytenmigration
unbeeinflusst, obwohl keine katalytische Wirkung mehr vorhanden ist (Hermanowski-
Vosatka et al.1999).

Eine wichtige biologische Aktivitat von MIF ist die Rolle als Gegenspieler von
Glukokortikoiden. Glukokortikoide (iben einen groBen Teil ihrer anti-
inflammatorischen Effekte dadurch aus, dass sie die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen durch Zellen hemmen. Somit trat eine
entscheidende Wendung in der MIF-Forschung ein, als erste Studien zeigten, dass
Glukokortikoide die MIF-Sekretion férdern, anstatt zu hemmen (Calandra & Bucala
1995). Die Beobachtung, dass ein solch potentes anti-inflammatorisches Agens wie
Cortisol die Makrophagen dazu veranlassen kann, ein ,proinflammatorisches Zytokin
zu sekretieren, war zunachst verwirrend. Dieses scheinbare Paradoxon wurde jedoch
durch eine Reihe von Studien aufgeklart, die zeigten, dass MIF in einer
dosisabhangigen Art die Hemmung der Sekretion von Monozyten-TNF-a., IL-18, 1I-6
und IL-8 durch Glukokortikoide Uberwinden kann (Calandra & Bucala 1995). Ebenso
dbertrifft MIF in einer dosisabh&ngigen Art die durch Glukokortikoide vermittelte
Unterdriickung der T-Zell-Proliferation (Bucala 1996a). MIF ist damit der erste in der
Literatur beschriebene Mediator, der aktiv durch Zellen nach deren Stimulierung mit
Glukokortikoiden freigesetzt wird (Bucala 1996b).

Glukokortikoide in niedrigen Konzentrationen induzieren direkt die MIF-Feisetzung
aus Makrophagen und T-Zellen. Diese Glukokortikoid-induzierte MIF-Freisetzung ist

eng reguliert und folgt einer glockenférmigen Kurve in Bezug auf die Glukokortikoid-
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Konzentration, d.h. dass bei hohen ,antiinflammatorischen® Glukokortikoid-
Konzentrationen (>10®M) keine MIF-Sekretion vorliegt (Bucala 1996b).

MIF zirkuliert im humanen Serum normalerweise in einer Konzentration (5-7ng/ml)
(Leech et al. 1999), die im Bereich des Glukokortikoids Cortisol (~3ng/ml) liegt. Dies
bedeutet, dass der Baseline-Status von MIF zu Glukokortikoiden eine ,aktive®
Balance zwischen pro-und anti-inflammatorischen Effekten ist. Genau wie bei
Glukokortikoiden steigen die MIF-Konzentrationen vielfach bei Stress, Entziindung
oder Infektion (Bernhagen et al. 1998).

Am Ort einer Entziindungsreaktion oder im Lymphknoten wird MIF lokal von
Makrophagen oder T-Zellen produziert. Es wirkt den hemmenden Effekten der
Glukokortikoide entgegen, die notwendigerweise als ein wesentlicher Teil der
Stressantwort des Wirtes produziert werden. Somit ermdglicht das lokal produzierte
MIF den Aufbau einer primaren Immunantwort. Andererseits weist die Ausschittung
von MIF durch die Hypophyse darauf hin, dass der Wirt ebenfalls die umfassenden
anti-inflammatorischen Eigenschaften der Glukokortikoide, die auf dem
zirkulierenden systemischen Level auftreten, gegenregulieren kann (Bucala 1996a).
Da MIF bei hohen Glukokortikoid-Konzentrationen nicht induziert wird und dann auch
nur eine reduzierte gegenregulatorische Kraft hat, ist anzunehmen, dass ein
regulatorischer ,Escape - Mechanismus* existiert, der den Wirt gegen
UberschieBende Entziindungsreaktionen assoziiert mit lebensbedrohendem Trauma
oder Infektion, schitzt (Bucala 1996b).

Zusatzlich zu seinen proinflammatorischen und immunologischen Funktionen spielt
MIF auch eine wesentliche Rolle in Zellwachstum und —differenzierung. In Bezug
auf Tumorentstehung konnte die Erh6hung der MIF mRNA Expression im
Brustkarzinom (Bini et al.1997) und in Lymphknotenmetastasen des
Prostatakarzinoms (Meyer-Siegler & Hudson 1996) nachgewiesen werden. Die
Beteiligung von MIF an Tumorwachstum und Neovaskularisierung konnte in
mehreren in vivo und in vitro Studien an Lymphomzellen (Chesney et al.1999),
Melanomzellen (Shimizu et al.1999a) und Kolonkarzinomzellen (Ogawa et al. 2000)
bestatigt werden. Zudem ist die MIF mRNA Expression ebenfalls als Antwort auf den
Jransforming growth factor (TGF)-B, ,basic fibroblast growth factor® (bFGF) und den
.platelet-derived growth factor® (PDGF) erhéht (Nishihira 2000). MIF kann also direkt
oder im Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren Tumorzellwachstum

induzieren.
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Ein wichtiger Weg, Gber den MIF in die Tumorentstehung eingreifen kann, ist die
Beeinflussung des Tumor-Suppressor-Gens p53 (Hudson et al.1999). Dieses Gen
spielt eine SchllUsselrolle in der Verhinderung der Tumorentstehung. MIF hat die
Fahigkeit, die Aktivitat des Tumor-Suppressor-Gens p53 zu unterdriicken und damit
die p53-vermittelte Apoptose zu verhindern, wodurch sich die Lebensdauer von
Zellen verlangert (Mitchell et al. 2002). Diese Eigenschaft von MIF kdnnte ein
wesentlicher Mechanismus sein, durch den MIF zu der Pathologie verschiedener
entzindlicher Erkrankungen beitragt. Wahrend der Immunreaktion wird die zellulare
Immunantwort durch spezielle gegenregulatorische MaBnahmen kontrolliert; hierzu
zahlen Apoptose und programmierter Zelltod. So fuhrt mangelnde Apoptose von
aktivierten Makrophagen zu einer verlangerten Immunantwort an Entziindungsorten
(Baugh & Bucala 2002). Aber die verhinderte Apoptose kénnte auch zu einer
Tumorentstehung beitragen. Einige chronisch-entziindliche Erkrankungen sind mit
einer m@glichen malignen Entartung assoziiert (z.B. Kolonkarzinom bei Colitis
ulcerosa oder Morbus Crohn, Osophaguskarzinom bei Refluxésophagitis bzw.
Barrett-Syndrom, Magenkarzinom nach Helicobacter pylori-Infektion). So veranlasst
Helicobacter pylori das Magenepithel zur Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, unter anderem MIF. Dieses wiederum bindet an CD74, welcher wahrend
einer Infektion mit H.pylori vermehrt auf der Oberflache von gastrischen Epithelzellen
zu finden ist, und fihrt Gber eine Hemmung von p53 zu gesteigerter Zellproliferation
des gastrischen Epithels und somit zur Entstehung einer mdglichen Préakanzerose
(Beswick et al. 2006).

MIF ist Erkenntnissen zufolge auch in die Regulation der Wundheilung involviert: In
Wundheilungsprozessen, beispielsweise nach einer Einstichsverletzung der Kornea
(Matsuda et al.1997) oder nach Schadigung der Haut durch ultraviolette Strahlung
(Shimizu et al.1999b), ist eine erhéhte MIF mRNA Expression zu finden, und die
Gabe von anti-MIF Antikdérper verzdgert die Heilung von Wunden (Abe et al. 2000).
Traumapatienten mit multiplen Verletzungen wiesen gegentiber gesunden
Kontrollpersonen um das 14fache erhéhte MIF-Konzentrationen im Plasma auf (Joshi
et al. 2000). Es wurde hierbei jedoch keine Korrelation zwischen der Schwere der
Verletzungen und den MIF-Werten festgestellt.

MIF tritt auch als Angiogenesefaktor bei der Tumorentstehung in Erscheinung.
Nach Gabe von Anti-MIFAntikérpern kommt es zu einer Reduktion der
GefaBneubildungen und des Tumorwachstums in vivo (Ogawa et al. 2000). Auch bei
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Lymphomen kann experimentell durch Applikation von Anti-MIF-Antikérpern eine
signifikante Reduktion des Tumorwachstums und der Neovaskularisierung erreicht
werden (Chesney et al.1999). MIF wurde in dieser Studie in tumorassoziierten
Endothelzellen gefunden und scheint fir die mikrovaskulare Endothelzellproliferation
notwendig zu sein. Die Verabreichung von anti-MIF monoklonalen Antikdrpern
reduzierte signifikant das Wachstum und die GefaBneubildung eines B-Zell-
Lymphoms in M&usen. Die Studie belegte auBerdem, dass mikrovaskulare
Endothelzellen MIF Protein produzieren und dessen Aktivitat zur Proliferation in vitro
bendtigen. Eine Behandlung von Mausen mit anti-MIF monoklonalem Antikérper war
mit einer dramatischen Reduktion sowohl der Anzahl als auch der Durchmesser der

neugeformten BlutgefaBe assoziiert.

1.3.4 MIF in Entziindungsprozessen
1.3.4.1 Ubersicht

MIF stellt eine wesentliche Komponente der Entziindungsreaktion des Wirtes dar.
Das Zytokin wird sehr schnell von Immunzellen ausgeschuttet, die mikrobiellen
Produkten ausgesetzt sind oder wahrend antigen-spezifischer Aktivierung (Calandra
& Roger 2003). Studien, die sich auf der Grundlage von MIF-spezifischen
Antikérpern, rekombinantem MIF oder Mausen mit fehlendem MIF mit der Rolle von
MIF in Entzindungsprozessen beschéaftigten, konnten zeigen, dass MIF direkt oder
indirekt die Produktion oder Ausschittung einer groBen Anzahl von
proinflammatorischen Molekilen férdert, inklusive Zytokinen wie TNF-a, IFN-y, IL-1,
IL-2, IL-6,IL-8 (Calandra et al.1994; Calandra & Bucala 1995), Stickoxid (Bernhagen
et al.1994b) und mehreren Matrix-Metalloproteinasen (Onodera et al. 2002).
AuBerdem induziert MIF den Cyclooxygenase-2-Weg und férdert somit die Produkte
des Arachidonsaurestoffwechsels wie z.B. Prostaglandin E, (Mitchell et al.1999).
Stimuli flr die MIF-Sekretion sind bakterielle Endo- und Exotoxine, TNF-a, IFN-v, IL-
5, C5a und Malariapigment; IL-13 und IL-6 haben offensichtlich keinen Einfluss
(Calandra et al.1994). MIF wiederum induziert die TNF-a-Sekretion durch
Makrophagen, was bedeuten kdnnte, dass MIF und TNF-a ihre jeweilige Produktion

in einer reziproken, proinflammatorischen Schleife vermehren. Hierdurch kénnten sie
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zusammen die akute, proinflammatorische Immunantwort verstarken (Calandra et
al.1994).

Makrophagen sind nicht nur Zielzellen von lokal durch T-Lymphozyten oder
systemisch von der Hypophyse produziertem MIF, sondern auch selbst eine wichtige
Quelle der MIF-Produktion in vivo. Im Durchschnitt enthalt ein Makrophage 0,1-1pg
an immmunreaktivem, praformierten MIF, was in etwa dem Inhalt von T-Zell-Linien
entspricht. Das von Makrophagen sezernierte MIF, das durch einen
proinflammatorischen Stimulus ausgeschuttet wird, koordiniert zusammen mit TNF-o
und anderen Zytokinen die Immunantwort gegen Infektion und Gewebeinvasion.
Das von der Hypophyse produzierte MIF dient als ein vom ZNS hergeleitetes
Stresssignal, das das Immunsystem in Voraussicht eines drohenden invasiven
Stimulus aktiviert (Calandra et al.1994).

1.3.3.2 Angeborenes und adaptives Imnmunsystem

Erstmals wurde MIF als ein von aktivierten T-Lymphozyten freigesetztes Zytokin
entdeckt. Trotz dieser urspringlichen Verbindung zur spezifischen Immunabwehr ist
bislang wenig tber die Rolle von MIF im adaptiven Inmunsystem (,adaptive
immunity“) bekannt. T-Zellen schutten kontinuierlich MIF aus. Mitogene,
Tetanustoxin, CD3-spezifischer Antikérper, TSST1 (,toxic shock syndrome protein®)
und Glukokortikoide stimulieren die Freisetzung von MIF aus T-Zellen. Die
Stimulierung von T-Zellen mit anti-CD3-Antikérpern oder Superantigen induziert eine
MIF mRNA-Expression und Proteinsekretion (Bacher et al.1996; Calandra et
al.1998). Mdglicherweise Uber eine autokrine Schleife, unterstiitzt MIF die Aktivierung
und die Proliferation von T-Zellen und die Produktion von IL-2 (Bacher et al.1996).
Wird aus T-Zellen stammendes MIF mit spezifischen anti-MIF-Ak neutralisiert,
werden dadurch sowohl die anti-CD3- und Superantigen- induzierte IL-2-Sekretion
gehemmt als auch die T-Zell-Proliferation um 40-60% reduziert. Zudem hemmt MIF
regulatorische Effekte auf zytotoxische CD8 T-Zellen und reguliert das ,lymphocyte
trafficking” (Abe et al. 2001). Unter diesem Begriff versteht man das 'routing' von
Lymphozyten, sodass sie die Blutbahn an der richtigen Stelle und zur richtigen Zeit
verlassen, und ihre Abwehraufgaben entsprechend wahrnehmen kénnen.

MIF ist ebenfalls eine notwendige Komponente bei der antigen-induzierten
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T-Zellaktivierung und Antikérperproduktion in B-Lymphozyten. In vivo hindert die
Behandlung von M&usen mit anti-MIF-Ak die T-Zell-Proliferation und reduziert die
antigen-spezifische 1gG-Produktion (Bacher et al.1996).

MIF erscheint als ein wichtiges Zytokin in der Hypersensitivitatsreaktion vom
verzigerten Typ (,Delayed-type hypersensitivity reaction“). Diese Reaktion wird allein
durch die zelluldre Immunfunktion vermittelt, humorale Antikérper sind nicht beteiligt.
Sowohl Th1- als auch Th2 — T-Zellen sekretieren MIF, jedoch ist die Ausschittung
vor allem in aktivierten Th2-Zellen erhéht. Zytokine, die von Th1-Zellen ausgeschuttet
werden, wie z.B. IFN-y, IL-1, TNF-a, IL-12, haben ihre zirkadianen Spitzenwerte im
menschlichen Vollblut wahrend des spaten Abends und dem friihen Morgen,
wahrend MIF als ein Th2-Zytokin den H6chststand zwischen 6 und 9 Uhr und den
Tiefststand zwischen 0 und 3 Uhr hat, mit einer viermal héheren Konzentration am
Hochst - als am Tiefststand. Der MIF-Peak fallt mit dem Plasmakortikoid-Peak
zusammen oder folgt ihm (Petrovsky et al. 2003).

Im angeborenen Immunsystem (,innate immunity®) konnten MIF in zahlreichen
Untersuchungen viele wichtige Funktionen nachgewiesen werden.

Sehr geringe Konzentrationen an gram-positiven Exotoxinen sind bereits starke
Stimuli der MIF-Ausschittung durch Makrophagen (Froidevaux et al. 2001). MIF ist in
die Aktivierung von Makrophagen, Hypophysenzellen und T-Zellen einbezogen durch
die Exotoxine ,toxic shock syndrome protein“ (TSST-1) aus Staphylokokkus aureus
und durch das ,streptococcal exotoxin A“ (SPEA). Beide Toxine induzieren die MIF-
Freisetzung aus Makrophagen, und zwar bereits bei Konzentrationen im Attogramm-
Bereich (10™'®). Die Schwelle fiir die MIF-Freisetzung nach TSST-1 Stimulierung ist
niedriger als fur die T-Zell-Zytokine IL-2 und IFN-y. Auch hier folgt die MIF-
Produktion einer glockenférmigen Kurve: Hohe Konzentrationen an TSST-1 oder
SPEA (>1ng/ml), LPS (>100ng/ml) oder Glukokortikoide (>107M) stimulieren keine
MIF-Freisetzung aus Makrophagen (Calandra et al.1998).

TSST-1 agiert auch als ein T-Zell-Superantigen und induziert somit die Aktivierung
einer groBen Unterfraktion an T-Zellen in einer antigen-unabhangigen Art und Weise
(Bernhagen et al.1994a). Indem man die MIF-Aktivitat mit neutralisierenden
Antikdérpern blockt, wird die T-Zell-Aktivierung durch TSST-1 reduziert. Dies ist in
Ubereinstimmung mit vorherigen Beobachtungen, dass MIF eine Rolle in der T-Zell-
Aktivierung spielt (Froidevaux et al. 2001).
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Im Vergleich zu Wildtyp-Zellen sind Makrophagen, denen MIF fehlt, hyporesponsiv
gegenlber Endotoxin und gram-negativen Bakterien, was sich in einer deutlichen
Reduktion von NF-«xB Aktivitat und Zytokin-Produktion duBert. Im Gegensatz dazu
zeigen Makrophagen, denen MIF fehlt, normale Antworten auf gram-positive
Bakterien (Gruppe der A-Streptokokken, Streptokokkus aureus, Streptokokkus mitis)
und Peptidoglykan, was darauf hinweist, dass die mangelhafte Antwort auf LPS und
gram-negative Bakterien beschrankt ist (Calandra et al. 2003).

Endotoxine sind Hauptvirulenzfaktoren von gram-negativen Bakterien. Wenn
Makrophagen mit LPS stimuliert werden, setzen sie MIF frei. Die LPS-Konzentration,
die benétigt wird, um die MIF mRNA-Expression in Makrophagen nach oben zu
regulieren, ist mindestens zwei Zehnerpotenzen niedriger als diejenige, die die
TNFo- Expression induziert. Die MIF-Produktion als Antwort auf steigende
Konzentrationen an bakteriellen Toxinen folgt einer glockenférmigen Kurve, die bei
hohen LPS-Konzentrationen abnimmt. Dieses kénnte ein Schutzmechanismus des
Wirtes sein, um den schéadlichen Effekten von tberméaBiger MIF-Freisetzung
vorzubeugen. Vergleichsweise wird angenommen, dass die exzessive Produktion
von TNFa bei schweren bakteriellen Infektionen die Kaskade von Ereignissen
initiiert, die zum septischen Schock fihrt und oft in Organversagen und Tod resultiert
(Bernhagen et al.1998).

Obgleich MIF bei alleiniger Injektion keinen Schock induziert, verschlimmern hohe
Dosen von rekombinantem MIF letale Endotoxamie und Escherchia-coli-Sepsis,
wenn sie zusammen mit LPS oder E.coliin Mause injiziert werden. Hohe Gewebs-
und zirkulierende Level an MIF wurden in Mausen mit Sepsis gefunden.
Neutralisierende MIF-Antikérper reduzierten die Produktion von TNFa und retteten
die Mause vor einem letalen endotoxischen Schock oder einer Sepsis, welche durch
E.coli oder eine CLP (caekale Ligation und Punktion) induziert worden war. Die
Mdoglichkeit, diese Tiere zu retten, besteht sogar 8 Stunden nach CLP, was eine MIF-
Gabe als anti-Sepsis-Therapie ermdglichen kénnte (Calandra et al. 2000).

Auch das von der Hypophyse produzierte MIF tragt signifikant zu dem im Serum
gemessenen MIF bei. Die Serum-Konzentrationen an MIF, die nach LPS-
Verabreichung gefunden wurden, sind mit jenen vergleichbar, die bei den
klassischen Hypophysen-Hormonen nach jeweiliger Stimulierung gemessen wurden
(cirka 50-500 ng/ml). Die MIF-Sekretion der Hypophyse erreicht 8 bis 20 Stunden
nach LPS-Gabe ihren H6hepunkt. Sie folgt im Gegensatz zur MIF-Freisetzung der
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Makrophagen (2h nach LPS) keiner glockenférmigen Kurve. Dies bedeutet, dass das
zentrale MIF, das mehrere Stunden nach dem initialen, peripheren Makrophagen-
MIF ausgeschittet wird, nicht Gber den gleichen shut-off-Mechanismus wie im
Makrophagen reguliert wird (Bernhagen et al.1998).

In Makrophagen wird die MIF-Sekretion schon bei 10 pg/ml LPS induziert, erreicht
einen Peak bei 1 pg/ml LPS und ist bei LPS > 1ug/ml nicht mehr nachweisbar. Diese
Absenkung der MIF-Sekretion bei hohen LPS-Konzentrationen (1-10ug/ml) steht im
Gegensatz zu TNFa. Dass bereits bedeutende Mengen an MIF bei geringen
Konzentrationen von LPS ausgeschiittet werden, konnte bedeuten, dass MIF aus
Makrophagen bei Patienten mit gram-negativer bakterieller Invasion sekretiert wird
(Calandra et al.1994).

LPS und IFN-y haben einen synergistischen Effekt auf die MIF-Sekretion, die
dadurch bis auf das 1000fache erhéht wird (Bacher et al.1996; Calandra et al.1994).

1.3.4.3 MIF in entziindlichen, bakteriellen Erkrankungen

MIF ist mit der Pathogenese einer Vielzahl von entzliindlichen Krankheiten assoziiert:
- Glomerulonephritis (Lan et al.1997a; b)
- Rheumatoide Arthritis (Leech et al.1999)
- Sepsis (Calandra et al. 2000)
- Uveitis, Iridozyklitis (Kitaichi et al.1999)
- Atopische Dermatitis, Psoriasis (Shimizu et al.1997; Steinhoff et al.1999)
- Arteriosklerose (Burger-Kentischer et al. 2002)
- Otitis (Kariya et al. 2003)
- Pankreatitis (Sakai et al. 2003)
- Kolitis und Morbus Crohn (de Jong et al. 2001)
- Delayed-type hypersensitivity (Bernhagen et al.1996)

Die MIF Expression ist beispielsweise an Entziindungsorten bei rheumatoider
Arthritis erhdht (Leech et al.1999). Der MIF-Level (im Serum) lag im Durchschnitt bei
17,2 ng/ml und war signifikant hdher als bei den gesunden Kontrollpersonen

(5,1 ng/ml). Signifikant erhéhte MIF-Konzentrationen fanden sich auch in der Synovia
und fibroblastenartigen Synoviozyten. In einer tierexperimentellen Glomerulonephritis

lieBen sich gesteigerte MIF-Konzentrationen ermitteln (Lan et al.1997a; 1997b; Yang
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et al.1998). So konnte gezeigt werden, dass durch Verabreichung von MIF-
blockierenden Antikérpern die mit fortschreitender Glomerulonephritis einhergehende
Abnahme der Nierenfunktion fast vollstandig verhindert werden kann (Lan et
al.1997b). Zudem flhrte die Antikbrpergabe auch zu einer drastischen Reduktion des
Leukozyten-Infiltrates, das zur Gewebeschadigung in erheblichem Ausmaf beitragt.
Selbst bei etablierter Glomerulonephritis flhrt die Blockierung von MIF zu einer
erheblichen Verbesserung der Nierenfunktion und Abnahme des Leukozyten-
Infiltrates.

MIF wird unter anderem standig in Darm, Leber und Pankreas freigesetzt. Bei
Patienten mit Gastritis (Huang et al. 2001), Hepatitis (Bourdi et al. 2002), Pankreatitis
(Sakai et al. 2003) und entzindlichen Darmkrankheiten (Murakami et al. 2001) ist die
MIF Konzentration sowohl im Serum als auch lokal im Gewebe deutlich erhdht. Die
Blockade der MIF Aktivitat verhinderte in Tierstudien die Entzindung in
experimenteller Gastritis, Kolitis, Hepatitis und Pankreatitis (Ohkawara et al. 2005).
Bei Patienten mit Morbus Crohn, der zu der Gruppe der chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen gehért, wurden erhéhte Plasma Konzentrationen von MIF
detektiert (de Jong et al. 2001). In der Glaskorperfliissigkeit des Auges konnten
signifikant erh6hte MIF Konzentrationen bei Patienten mit aktiver Uveitis festgestellt
werden (29,7ng/ml in aktiver Uveitis zu 3,3ng/ml in inaktiver Uveitis) (Taguchi et al.
2001). Bei Patienten mit Morbus Behcet oder Sarkoidose, sytemische
Entzindungskrankheiten, die mit schwerer Uveitis einhergehen, wurden
durchschnittliche MIF Konzentrationen im Serum von 60,4 + 9,0 bzw. 27,1 + 5,6ng/ml
ermittelt. In akuten Phasen des Morbus Behget mit Exazerbation der okularen
Symptome stieg die Serum-Konzentration bis auf 80,9 = 15,4ng/ml (Kitaichi et
al.1999).

Auch an der Entwicklung der Artherosklerose ist MIF beteiligt. Die Artherosklerose ist
charakterisiert als eine chronische Entziindungsreaktion der an das Blut
angrenzenden obersten Arterienwandschicht (Intima) auf Verletzungen (,Response
to injury” Hypothese), wobei hierzu morphologische Schadigungen durch Trauma,
mechanische Verletzungen, biochemische Schadigungen durch bakterielle Toxine,
Angriff durch Viren oder Antigen-Antikérper-Reaktionen sowie biophysikalische
Verletzungen auf molekularer Ebene gehéren. MIF wird von allen Zellen der
Arterienwand wie Endothelzellen, T-Lymphozyten, Makrophagen und glatten
Muskelzellen in allen Stadien der Entwicklung der Lasion produziert. Wahrend der
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Progression der Artherosklerose ist sowohl die Produktion als auch die MIF
Immunreaktivitat erhéht (Burger-Kentischer et al. 2002). Die durchschnittliche MIF
Konzentration im Serum von Patienten mit atopischer Dermatitis ist gegentiber
Gesunden mehr als flinffach erhéht (36,4 = 3,7ng/ml zu 6,5 £ 0,45ng/ml). Es konnte
eine Korrelation von sinkenden MIF-Konzentrationen zu einer Verbesserung der
klinischen Symptome beobachtet werden (Shimizu et al.1997). Die atopische
Dermatitis ist eine chronische, juckende entzindliche Hautkrankheit, die durch eine
T-Zell-Dysfunktion, eine unterdriickte Hypersensitivitatsreaktion vom verzdégerten Typ
(,delayed type hypersensistivity“) und eine gestérte Zytokin-vermittelte Immunantwort
charakterisiert ist. Da MIF in all diese Immunvorgénge involviert ist, kbnnte MIF ein
wichtiges Protein der Immunregulation in pathophysiologischen Mechanismen der
atopischen Dermatitis sein (Shimizu et al.1997). Auch bei Patienten mit Psoriasis
kénnte MIF eine Rolle bei der Entstehung und Pathogenese spielen. Die Ursache der
Hauterscheinungen ist eine Entzlindungsreaktion der Haut, die ein GberschieBendes
Wachstum von Keratinozyten bewirkt. Es konnten an psoriatrischen Lasionen
signifikante Anstiege der MIF Immunreaktivitat in suprabasalen Keratinozyten, vor
allem der Spinalschicht, gegentber gesunder Haut beobachtet werden. Auch
Endothelzellen der Dermis der erkrankten Haut produzierten vermehrt MIF (Steinhoff
et al.1999).

Ein Vergleich zwischen Erwachsenen und Kindern mit Otitis media und Erguss
(OME) brachte die Erkenntnis, dass die MIF-Konzentration bei Kindern signifikant
hdher war als bei den alteren Probanden (Kariya et al. 2003).

Eine besonders gut untersuchte und durch mehrere Studien belegte Rolle spielt MIF
in Sepsis und septischem Schock (Lehmann et al. 2001). So ist die Konzentration im
Plasma bei Patienten mit schwerer Sepsis (12,2 ng/ml) oder septischem Schock
(17,8 ng/ml) gegentiber gesunden Kontrollpersonen (3ng/ml) deutlich erhéht
(Calandra et al.2000). Auch unterschieden sich die Plasma-Level an MIF und
Interleukin-6 von Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden der Sepsis signifikant
(Bozza et al. 2004). Somit scheint eine stark erhéhte MIF-Konzentratiion im Plasma
ein friher Indikator flr eine schlechte Prognose bei Sepsis und septischem Schock
zu sein. Die Neutralisierung der MIF-Aktivitat oder das Entfernen des MIF Gens bei
Mausen verminderte die proinflammatorische Aktivitat und verbesserte die
Uberlebenswahrscheinlichkeit (Bozza et al.1999). MIF-Antikérper konnten den Tod
sogar noch verhindern, wenn die Behandlung um bis zu 8 Stunden nach Auftreten
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der Infektion verzdgert war. Eine neueste Studie konnte einen MIF-Inhibitor, ISO-1
(1SO-1 ((S,R)-3-(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-5-isoxazole acetic acid methyl ester)),
prasentieren, der im Tiermodell protektiv gegen letale Sepsis war und die
Uberlebensrate gegentiiber einer Kontrollgruppe verdoppelten konnte (Al Abed et
al.2005). Hieraus ergibt sich die Mdglichkeit, schadliche Spatkomplikationen von MIF
in Krankheiten mit MIF-Uberschuss wie Sepsis durch Behandlungen mit ISO-1 oder
ahnlichen spezifischen MIF-Inhibitoren aufzuheben.

Mit der Rolle von MIF bei entziindlichen parodontalen Erkrankungen haben sich
bislang nur wenige Studien beschaftigt. Es deuten sich jedoch Zusammenhéange
zwischen den Eigenschaften von MIF und den Abldufen bei Gingivitis und
Parodontitis an. Zum einen besitzt MIF wesentliche proinflammatorische
Eigenschaften. AuBerdem wird MIF von Immunzellen produziert wird und spielt eine
entscheidende Rolle bei Makrophagenreaktionen gegentiber mikrobiellen Produkten.
All dies sind wichtige Anhaltspunkte zugunsten einer Rolle von MIF in entziindlichen
parodontalen Erkrankungen. So besteht in der Phase der friihen Gingivitis ein
starkes Lymphozyten- und Makrophagen-Infiltrat unmittelbar unterhalb des
Saumepithels, das bei der etablierten Gingivitis weiter proliferiert und sich im Stadium
der Parodontitis im Bindegewebe des parodontalen Halteapparates weiter nach
apikal und lateral ausbreitet (siehe Abschnitt 1.2). Auch wird im Gewebe von
Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu gesunden Probanden eine erhéhte Anzahl
an T-Suppressorzellen und zytotoxischen T-Zellen gefunden (Okada et al.1984).
Diese Zellen stellen wichtige MIF-Produktionsstatten dar.

Zytokine vermitteln den Entziindungsprozess in parodontalen Geweben und spielen
eine wichtige Rolle in seiner Verstarkung und seines Fortbestehens sowie in der
daraus folgenden Gewebezerstérung (Page 1991). MIF fordert direkt oder indirekt die
Produktion und Expression von zahlreichen Mediatoren, die auch in der Parodontitis
eine Rolle spielen, z.B. TNF, IFN-vy, IL-1p, IL-2, IL-6 und IL-8. TNF und IFN-y sind
wiederum starke Férderer der MIF-Produktion der Makrophagen (Calandra et
al.1994).

Auch begtinstigt MIF die Bildung verschiedener Matrix-Metalloproteinasen (MMPs).
Einige MMPs, beispielsweise MMP-1, -3, -8 —und -9, sind wichtige Mediatoren der
Bindegewebszerstérung bei der Parodontitis (Birkedal-Hansen et al.1993). IL-15,
TNF-o und IL-17 sind mit einer anhaltenden Uberexpression zahlreicher MMPs

assoziiert (Beklen et al. 2007).
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Die Anwesenheit von MIF im Gingivaepithel und seine Lokalisation wurden in einer
immunhistochemischen Studie untersucht (Morimoto et al. 2003). Die MIF-
Expression wurde in der Basalschicht beobachtet, wie es flur die humane Epidermis
bereits beschrieben wurde (Shimizu et al.1996). Zudem konnte die Expression von
MIF auch in allen Keratinozyten des Gingivaepithels, vor allem in der attached
Gingiva und im Saumepithel, nachgewiesen werden. Zusatzlich zu den
Entziindungsarealen wurde MIF auch in Bereichen mit hoher
Zellproliferationsaktivitat, unter anderem ausgel6st durch externe mechanische
Stimuli, detektiert. Morimoto et al. vermuteten, dass auch das Zahneputzen zu diesen
mechanischen Stimuli gehéren kénnte, da bereits Auswirkungen des Blrstens auf
parodontale Immunabwehrmechanismen nachgewiesen wurden (Horiuchi et al.
2002).

MIF kénnte somit eine wichtige Rolle im homdostatischen Prozess der parodontalen
Entziindung spielen. Die Kongruenz der proinflammatorischen Aktivitdten von MIF
mit den pathogenetischen Mechanismen der parodontalen Entziindung lasst die
Hypothese zu, dass MIF auch in der Sulkusflissigkeit zu finden sein kann. Gerade
weil die Sulkusflissigkeit mit den zahlreichen Bakterien der Mundhéhle in stdndigem
Kontakt steht und bekannt ist, dass MIF es Zellen wie Makrophagen, die die erste
Barriere des Abwehrsystems bilden, ermdglicht, schnell auf invasive Bakterien zu
reagieren, kénnte die Sulkusflissigkeit hohe Konzentrationen an MIF enthalten, um

so eine rasche Immunantwort auf eindringende Bakterien aufzubauen.

1.3.5 Korrelation MIF zu PGE;

Nur wenige Studien beschéftigen sich mit den Wegen, die zur Aktivierung von
Phospholipase A, und der Cyclooxygenase-2 und damit zu einer Steigerung der
Prostaglandin E.-Synthese durch MIF fihren (Mitchell et al. 1999; Sampey et al.
2001; Santos et al. 2004).

Um diese Zusammenhange zu verstehen, muss kurz auf die Wirkungsweise von MIF
eingegangen werden. MIF aktiviert die Extrazellularen Signalregulierten Kinasen 1
und 2 (ERK1/ERK2) — Mitglieder der Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK). Dieses geschieht zeit- und dosisabhangig Gber eine Phosphorylierung der
42/44-kDa ERK-MAP Kinasen. Der MIF-induzierte Anstieg der ERK-Aktivitat ist
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Proteinkinase A-abhangig und mit einer Steigerung der Enzymaktivitat von
zytoplasmatischer Phospholipase A2 (PLA2) assoziiert (Calandra & Roger 2003).
PLA2 liegt zum einen als sekretorische Form (sPLA2) und zum anderen als eine
Arachidonsaure-selektive zytoplasmatische Form vor (Murakami et al.1997). Diese
katalysiert die Abspaltung von Arachidonsaure aus Membranphospholipiden, was
letztlich zur Bildung von verschiedenen entziindungsférdernden Lipidmediatoren
(Prostaglandine, Leukotriene und lyso-Phospholipide) flhrt. AuBerdem ist PLA2 ein
Schlusselziel der anti-inflammmatorischen Effekte von Glukokortikoiden. Nach
Applikation von Dexamethason zu Fibroblasten der Maus wird die
Arachidonsaurefreisetzung gehemmt. Die Zugabe von rekombinantem MIF
antagonisiert die glukokorticoid-induzierte Suppression der
Arachidonsaureproduktion vollkommen (Mitchell et al.1999). Somit stellt die
ERK1/ERK2-vermittelte Induktion von PLA2 einen Mechanismus dar, durch den MIF
der immuno-suppressiven Wirkung der Steroide entgegenwirken kann.

Bei in-vitro-Versuchen mit humanen fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten
(Lfibroblast-like synoviocytes®) bei der rheumatoiden Arthritis wirkt MIF Gber einen
zusatzlichen Weg férdernd auf die Produktion von COX-2: Uber eine
Phosphorylierung der 38-kDa MAP-Kinase ERK. MIF férdert so signifikant die
intrazellularen COX-2 Proteingehalte der fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten sowie
die COX-2 mRNA. Auch die Freisetzung von PGE; aus unstimulierten fibroblasten-
ahnlichen Synoviozyten wurde durch die Zugabe von rekombinantem MIF signifikant
gesteigert (Santos et al. 2004).

Eine weitere Studie zeigt, dass MIF zusammen mit IL-1 bei der Aktivierung der
COX-2 und der Phospholipase A2 in Synoviazellen bei der rheumatoiden Arthritis
des Menschen von Bedeutung ist (Sampey et al. 2001). Rekombinantes humanes
MIF férderte in dieser Untersuchung die Phospholipase A2 -Aktivitat und die
Expression von zytoplasmatischer PLA2-mRNA, auBerdem die COX-2-Aktivitat und
die Expression von COX-mRNA. Zusatzlich zu diesem direkten Effekt auf cPLA2 und
COX-2 agierte MIF als ein essentieller Cofaktor bei der Férderung von cPLA2 und
COX-2 durch IL-1B. Durch Anti-MIF-Antikérper konnte eine IL-1B-vermittelte
Stimulierung von COX-2 und Phospholipase A2 verhindert werden. MIF hatte keinen
Effekt auf die Expression von COX-1 und auf die sekretorische PLA2.
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1.4 Ziel der Studie

Das Ziel dieser Studie war es, die klinischen und immunologischen Veranderungen
wahrend der Entwicklung einer experimentellen Gingivitis bei parodontal gesunden
jungen Probanden mit denen gesunder alterer Probanden zu vergleichen und dabei
insbesondere die MIF- (Migration Inhibitory Factor) und Prostaglandin E> -
Konzentrationen in der Sulkusflissigkeit bzw. mdgliche Korrelationen zu

untersuchen.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Probanden

An der Studie nahmen insgesamt 21 Probanden teil, die in eine Gruppe von 18 bis

30 Jahren (9 Manner, 3 Frauen) und eine Gruppe von 46 und 77 Jahren (5 Manner,

4 Frauen) aufgeteilt waren.

Als Voraussetzung flr die Teilnahme an der Studie galten folgende Kriterien:

a)
b)

h)

Die Probanden mussten allgemeinmedizinisch gesund sein.

Sie sollten Uber ein nahezu vollbezahntes Gebiss (mindestens 20 Zahne)
ohne umfangreiche prothetische Rekonstruktionen verfligen. Probanden Uber
48 Jahre mussten wenigstens 8 Zahne im Bereich von 15 bis 25 besitzen.
Die parodontale Sondierungstiefe durfte generell 4 mm nicht Gberschreiten.
Akute Entziindungszeichen, spontane Blutung, Schwellung, Schmerzen,
purulentes Exsudat oder Zahnlockerungen von Grad Il oder Ill durften nicht
vorliegen.

Es durften keine orthodontische Behandlung (z.B. Brackets) oder funktionelle
Stérungen vorhanden sein.

Eine erfolgte antibiotische Behandlung oder Therapie mit
entziindungshemmenden oder desinfizierenden Mitteln in einem Zeitraum von
sechs Monaten vor Beginn der Studie fihrte zum Ausschluss.

Eine Schwangerschaft zu Beginn der Studie war mit der Teilnahme nicht
vereinbar.

Die Probanden mussten Nichtraucher sein.

Alle Probanden wurden vor Beginn der Studie eingehend informiert und gaben ihre

schriftliche Einwilligung. Die Teilnahme an der Studie erfolgte freiwillig.

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission des Fachbereiches

Humanmedizin der Phillips-Universitat Marburg genehmigt.
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2.2 Studiendesign

Nach einer eingehenden zahnarztlichen Untersuchung wurden die Probanden zu
MundhygienemaBnahmen motiviert und instruiert, und es wurde eine professionelle
Zahnreinigung vorgenommen (Abb.7). Diese wurde bei Bedarf wiederholt, bis eine
sehr gute Mundhygiene vorlag (APl unter 20 %) (Lange 1978). AnschlieBend wurde
eine Baseline-Untersuchung durchgefiihrt. Diese umfasste die Erhebung der
klinischen Parameter und die Entnahme von Sulkusfliissigkeit. Daraufhin wurden die
Probanden aufgefordert, fir einen Zeitraum von 14 Tagen jegliche
MundhygienemaBnahmen einschlieBlich des Gebrauchs von Kaugummis und
abrasiver Nahrung zu unterlassen. Nach dieser Zeit hatte sich bei allen Probanden
eine experimentelle Gingivitis entwickelt. Die Untersuchungen wurden wiederholt und
eine eingehende professionelle Zahnreinigung mit Fluoridierung mit Motivation und
Instruktion durchgefihrt. Eine Abschlussuntersuchung erfolgte 14 Tage spéter.

parodontal Experimentelle parodontal
gesund Gingivitis gesund
prof. Zahn- ) . prof. Zahn-
reinigung keine Mundhygiene reinigung
3 Wochen 7 Tage 7 Tage 14 Tage
Screening Baseline 2. Unters. 3. Unters. Abschlussunters.
1. Unters.

Abb. 7: Zeitlicher Ablauf der Studie

2.3 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung erfolgte an allen Zahnen jeweils mesial, distal, bukkal,
palatinal bzw. lingual zu jedem Untersuchungszeitpunkt nach folgenden Kriterien:
Die Sondierungstiefen wurden mit der Parodontalsonde WHO TRS 621 bestimmt

und 30 Sekunden danach eine Blutung festgestellt.
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Die Gingivalen Rezessionen wurden von der Schmelz-Zement-Grenze bis zum
Gingivarand gemessen.

Der Attachmentlevel wurde vom Taschenboden bis zur Schmelz-Zement-Grenze
bestimmt. Lagen an Zahnen oder einzelnen Zahnflachen gingivale Rezessionen vor,
so wurde der Attachmentlevel aus gingivaler Rezession und Sondierungstiefe
berechnet.

Der Gingival Index (Lée & Silness 1963) wurde als klinische MeBmethode zur
Beurteilung des Entziindungsgrades der Gingiva benutzt. Die numerische Einteilung
erfolgt nach den Kriterien:

Grad 0 entspricht einer entzindungsfreien Gingiva

Grad 1 entspricht einer geringen Entziindung, die mit leichten Farb- und
Oberflachenveranderungen einhergeht. Keine Blutung nach Sondierung

Grad 2 entspricht einer maBigen Entziindung, die sich durch Rétung, Odem und
Hypertrophie der Gingiva sowie Blutung nach Sondierung auszeichnet.

Grad 3 entspricht einer schweren Entziindung mit starker Rétung, Hypertrophie und

Ulzerationen. Es besteht eine Tendenz zur spontanen Blutung.

Der Plaque Index (Silness & Lée 1964) bewertet den Plaquebefall und die
Plaguedicke im Zahnhalsbereich unter Berlicksichtigung des Sulkus, der
Zahnoberflache und des Gingivarandes. Die Untersuchung erfolgte mit Spiegel und
Sonde nach sorgfaltiger Trocknung mit dem Luftblaser im Zervikalbereich, ohne dass
die Plague angefarbt wurde.

Grad 0 entspricht keiner Plaque

Grad 1 entspricht einem diinnen Plaquefilm auf der Gingiva und den benachbarten
Zahnflachen, der nach Abstreichen mit der Sonde erkennbar ist.

Grad 2 entspricht einer maBigen Plaguemenge auf den Zahnflachen und entlang
des Gingivarandes, die mit dem Auge erkennbar ist.

Grad 3 entspricht sehr viel Plaque
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2.4 Immunologische Untersuchungen

Die Entnahme der Sulkusflissigkeit erfolgte jeweils an den mesialen und distalen
Flachen der 1. Molaren, Pramolaren und Frontzahnen des Oberkiefers zur Baseline-
Untersuchung sowie nach 7 und 14 Tagen der experimentellen Gingivitis. Die
Entnahmestellen wurden mit Watterollen sorgfaltig trockengelegt und zuséatzlich mit
Luftstrom getrocknet. Vorhandene supragingivale Plaque wurde vorsichtig mit
Kiretten entfernt. Sterile Papierspitzen (Firma Antaeos, Minchen) wurden zunachst
mittels einer fein justierbaren Waage (Sartorius AG, Géttingen, Deutschland)
gewogen, dann in den Sulkus eingefuhrt und dort flir 60 sec belassen. Nach
erneutem Wiegen wurden die Proben jeweils in ein steriles, im Eisbad stehendes
Eppendorf- Réhrchen, welches mit 250ul PBS-Puffer geflllt war, gegeben.
AnschlieBend wurden die ReaktionsgeféBe kurz gevotext und bis zur Auswertung
mittels spezifischer ELISAs bei -80°C eingefroren.

2.4.1. Bestimmung der Prostaglandin E; —Konzentration

Die Sulkusflissigkeit der distalen Flachen der 1. Molaren, 1.Pramolaren und 1.
Frontzahnen des Oberkiefers wurde fiir die Bestimmung der PGE, Konzentration
entnommen. Dabei wurden die jeweils sechs Proben eines Probanden pro
Untersuchung gepoolt. Die Messungen wurden mit einem PGE»-ELISA der Firma
Amersham (Amersham Pharmacia Biotech UK, Buckinghamshire, UK) durchgefihrt.
Die Messplatte wurde gebrauchsfertig, die Proben- und Waschpuffer als
Trockensubstanz geliefert und mussten nach Herstellervorgabe in doppelt
destilliertem Wasser (ddH»0) gelést werden. Konjugat und Antikérper wurden
ebenfalls nach Herstellervorgabe im Probenpuffer geldst. Eine Verdinnungsreihe
des Standards von 320 bis 2,5 wurde nach Herstellervorgabe mit dem Probenpuffer
angesetzt. Die 96-Well-Platte wurde nach Plan mit Nullwert, 50 ul des Standards und
50 ul Probe/Well als Einfachbestimmung befillt, die Proben ggf. vorher mit
Probenpuffer nach Bedarf verdinnt. Nach Zugabe von 50 ul Antikérper und 50 pl
Konjugat/Well wurde die Platte zugedeckt eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler inkubiert. Nach einer Stunde wurde die Flissigkeit abgekippt, die Platte
viermal mit dem Waschpuffer gewaschen, getrocknet, mit 150 pl des Substrates/Well
beflllt und zugedeckt dreiBig Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schuttler
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inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl 1 M
Schwefelsaure gestoppt, wobei ein Farbumschlag von blau nach gelb erfolgte. Die
Platte wurde anschlieBend sofort als Endpoint-Messung bei 450 nm abgelesen. Die
Berechnung der endgiltigen Konzentrationen erfolgte mit Hilfe einer speziellen
Excel-Tabelle.

Die Konzentrationen von PGE; fir die Standardkurve betrugen 320pg; 160pg; 80pg;
40pg; 20pg; 10pg; Spg und 2,5pg/well.

2.4.2 Bestimmung der MIF-Konzentration

Die Sulkusflissigkeit der mesialen Zahnflachen der 1. Molaren, 1.Pramolaren und 1.
Frontz&hnen des Oberkiefers wurde flr die Analyse der MIF-Konzentrationen
verwendet. Es wurde ein MIF-spezifischer Sandwich-ELISA mit rekombinantem
humanen MIF als Standard durchgeftihrt. 96-well-Platten (F96 Maxisorp NUNC-
Immuno Plate, NalgeNUNC, Rochester, New York, USA) wurden mit monoklonalem,
anti-humanem MIF Antikérper (500ug/ml, R&D Systems, Minneapolis; Minnesota,
USA) beschickt, welcher vorher 1:250 in PBS verdiinnt worden war. Die Platten
wurden Uber Nacht bei 4 °C inkubiert, um dann mit Waschpuffer (PBS/0,05% Tween)
gewaschen, mit 200ul Superblock Blocking Puffer in TBS (Pierce Chemical Co.,
Rockford, lllinois, USA) geblockt und anschlieBend wieder gewaschen zu werden.
Der MIF-Standard (10ng/ml, R&D Systems) wurde in Testmedium zu 7
verschiedenen Konzentrationen verdinnt. Jeweils 100ul Standard oder 100ul der
Proben wurden nach einem bestimmten Pipettierschema zu jedem well zugegeben.
Die Platten wurden fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert und danach mit Waschpuffer
gewaschen.

Der 2. Antikdrper, der biotinylated Anti-human MIF Antibody (50ug/ml, R&D Systems,
Minneapolis; Minnesota, USA) wurde 1:500 in TBS verdiinnt. 100ul dieses
verdinnten Antikdrpers wurden dann zu jedem well dazugegeben, die Platten
wiederum inkubiert und gewaschen.

Jeweils 100ul einer Streptavidinldsung (Streptavidin POD Konjugat 500U/ml,
Boehringer, Ingelheim, Deutschland) wurden nach vorherigem Verdinnen 1:5000 in
TBS zu jedem well zugefligt und die Platten bei 37 °C fir 30min inkubiert und
gewaschen. Eine o-Phenylenediamine 10mg Tablette (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) wurde in 10ml OPD-Puffer und 10ul H-O, (30%) aufgeldst. 100pul
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dieser OPD-L6sung wurden in jedes well gegeben, die Inkubation erfolgte fir 20min
bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 25ul 2,5 N H>SO4 (Stop Solution)
hinzugefugt.

Der Auswertung des MIF-ELISAs liegt eine Messung bei 490nm mit einer
Referenzmessung bei 630nm zugrunde. Die Berechnung der Konzentrationen
erfolgte Uber eine Standardeichkurve. Pro SF-Probe wurden zwei unabhangige
ELISA-Zyklen mit je 100pl durchlaufen und die Ergebnisse zu einem Mittelwert
verrechnet.

Die Gewichtsdifferenz der vor und nach Applikation in den Sulkus gewogenen
Papierspitze wurde in pl umgerechnet. Die Dichte wurde dabei mit 1 angenommen,
wie Giannopoulou et al. es in ihrer Veréffentlichung der Wiegemethode beschrieben
haben (Giannopoulou et al. 1992). Demnach konnte 1mg mit 1pl gleichgesetzt
werden.

Zur Quantifizierung von MIF in den Sulkusflissigkeitsproben wurde der Quotient des
zu den Papierspitzen zugegebenen PBS Puffers (250ul) dividiert durch das von den
Papierspitzen aufgenommene Volumen mit der durch ELISA bestimmten
Konzentration multipliziert. Die entsprechende Formel hierzu ist:

25@11 x: MIF-Konzentration in der Sulkusflissigkeit in ng/ml
Xc=Xx ¢: MIF-Konzentration in der eluierten Probe in ng/ml
v v: Sulkusflissigkeitsmenge in pl

2.5 Statistische Evaluation

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programmsystems SPSS
durchgefihrt. Die Hypothesen der Gleichheit der Mittelwerte zu benachbarten
Zeitpunkten wurden bei Vorliegen der Normalverteilung mit dem t-Test far
verbundene Stichproben getestet. Lag keine Normalverteilung vor, wurde ein
Wilcoxon -Test fir verbundene Stichproben angewendet. Der Test auf
Gruppenunterschiede der zwei Gruppen erfolgte mit dem t-Test der Varianzanalyse
bzw. mit dem Mann-Whitney-U-Test. Die Rangkorrelation nach Spearman wurde
angewendet, um den Zusammenhang zwischen den einzelnen Parametern zu
ermitteln. Der Korrelationskoeffizient r zeigt dabei den Grad des Zusammenhangs flir
eine entsprechende Parameterkombination an. Fir die Korrelationskoeffizienten
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wurde ein Test auf r = 0 durchgefthrt. Bei signifikanten Ergebnissen kann von einem
signifikanten Zusammenhang zwischen den Parametern ausgegangen werden.

Das Signifikanzniveau wurde auf o = 0,05 festgelegt.
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3. ERGEBNISSE

Alle im Screening ausgewahlten Probanden beendeten die Studie.

3.1 Klinische Ergebnisse

Der Plaque Index lag in der Gruppe der 18-30-Jahrigen zur Baseline-Untersuchung
nahe 0 (Abb. 8 und Tab. 2). W&hrend der experimentellen Gingivitis konnte ein
statistisch signifikanter Anstieg zwischen den einzelnen Untersuchungen beobachtet
werden. Die Zunahme war wahrend der ersten Woche starker als in der zweiten. In
der Gruppe der 46-77-Jahrigen zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg des
Plaque- Indexes im Verlauf der experimentellen Gingivitis.

Im Gruppenvergleich wurden zur Baseline-Untersuchung gesunde Verhéltnisse in
beiden Gruppen ermittelt. Die jingere Gruppe wies sowohl bei der zweiten als auch
bei der dritten Untersuchung einen niedrigeren PI-Wert auf als die altere Gruppe,
jedoch sind diese Unterschiede statistisch nicht signifikant (Abb. 9).

Die Betrachtung der einzelnen Probanden (Abb. 24 und 25 im Anhang) ergab, dass
der Plague Index bei allen Teilnehmern von einem Baseline-Wert nahe 0 wahrend
der experimentellen Gingivitis anstieg. Dabei erfolgte die Zunahme vor allem in der
ersten Untersuchungswoche. Am Tag 15 wiesen zwei Drittel der alteren Probanden

einen PI>2 auf, bei den Jingeren waren dies lediglich ein Drittel der Teilnehmer.
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Abb. 8: Plague Index: Mittelwerte der Indizes liber alle Zahne

Der t-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt signifikante Anstiege.
* signifikant p<0,05; ** sehr signifikant p<0,005; *** hoch signifikant p<0,001
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Abb. 9. Plaque Index Gruppenunterschiede

Der t-Test der Varianzanalyse auf Unterschiede der zwei Altersgruppen
zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied.
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Fir den Gingival Index konnte in der Gruppe der 18-30-Jahrigen zur Baseline-
Untersuchung ein Wert von 0,16 ermittelt werden. Wahrend der experimentellen
Gingivitis zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg zwischen den einzelnen
Untersuchungen. Die Zunahme war wahrend der ersten Woche starker als in der
zweiten. In der Gruppe der 46-77-Jahrigen wurde ebenfalls ein signifikanter Anstieg
des Gingival-Indexes im Verlauf des zweiwéchigen Experimentes festgestellt (Abb.
10 und Tab. 2).

Im Gruppenvergleich wurden zur Baseline Untersuchung gesunde Verhaltnisse in
beiden Gruppen beobachtet. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen lagen
nicht vor. Die Werte in der alteren Gruppe waren zu allen Zeitpunkten geringfligig
héher als in der jungeren (Abb. 11).

In beiden Gruppen lag bei allen Teilnehmern auBer bei zwei Probanden (Nr. 2 und
21) ein starkerer Anstieg des Gingival Indexes in der ersten Woche vor (Abb. 27 und
28 im Anhang).
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Abb.10 Gingival Index: Mittelwerte der Indizes Uiber alle Zdhne

Der t-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt signifikante Anstiege.
* signifikant p<0,05; ** sehr signifikant p<0,005; *** hoch signifikant p<0,001
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Abb.11 Gingival Index Gruppenunterschiede

Der t-Test der Varianzanalyse auf Unterschiede der zwei Altersgruppen
zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Flr das Bluten nach Sondieren (BNS) lag der Ausgangswert in der jingeren
Gruppe bei 0,15. 15 % der sondierten Flachen wiesen eine Blutung auf. Sowohl am
Tag 8 als auch amTag 15 konnte ein signifikanter Anstieg der Blutungspunkte
ermittelt werden. Fir die Gruppe der 46-77-Jahrigen wurde, ausgehend von einem
gleichen Baseline-Wert, ebenfalls eine signifikante Zunahme in beiden
Untersuchungswochen beobachtet (Abb.12).

Im Gruppenvergleich zeigten die jingeren Probanden sowohl zum zweiten als auch
zum dritten Zeitpunkt geringere Werte als die alteren. Die vorhandenen
Gruppenunterschiede waren statistisch nicht signifikant (Abb.13).

Am Tag 15 wiesen 7 von 12 der jungen Probanden (58,3%) ein BNS von mehr als
0,5 auf, d.h. es bluteten mehr als die Halfte der untersuchten Flachen beim
Sondieren. Bei den Alteren wurde dieser Wert von 8 der 9 Teilnehmer (88,9%)
Uberschritten (Abb.30 und 31 im Anhang).
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Abb.12 Bluten nach Sondieren

Der t-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt signifikante Anstiege.
* gignifikant p<0,05; ** sehr signifikant p<0,005; *** hoch signifikant(p<0,001)

O 18-30 Jahre
W 46-77 Jahre

Baseline Tag 8 Tag 15

Abb.13 Bluten nach Sondieren Gruppenunterschiede

Der t-Test der Varianzanalyse auf Unterschiede der zwei Altersgruppen
zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied.



Tab. 2: Plaque Index, Gingival Index, Bluten nach Sondieren

x= Mittelwert, SD= Standardabweichung

53

SD
0,06
0,15
0,11

Ergebnisse
Plaque Index Gingival Index Bluten nach Sondieren
18-30 Jahre  46-77 Jahre 18-30 Jahre 46-77 Jahre | 18-30 Jahre 46-77 Jahre
X SD X SD X SD X SD X SD X
Tag0 0,07 0,05 0,08 0,05 0,16 0,08 0,18 0,13 | 0,15 0,07 0,15
Tag8 1,15 052 1,28 0,28 | 1,42 024 159* 0,33 (0,33* 0,15 04"
Tag15 1,72 033 185" 0,18 | 1,98 0,17 222* 0,36 |047* 02 0,6*

t-Test fUr verbundene Stichproben auf Unterschiede zwischen den Untersuchungszeitpunkten zeigt
signifikante Anstiege in beiden Gruppen (*, p<0.05)
t-Test der Varianzanalyse auf Unterschiede zwischen den Gruppen zeigt keinen statistisch

signifikanten Unterschied

Bei den jingeren Probanden konnten im entztindungsfreien Zustand
Sondierungstiefen von 2,18 £ 0,25 erhoben werden. Wahrend der experimentellen
Gingivitis nahm dieser Parameter statistisch signifikant zu (Abb.14). In der Gruppe
der 46-77 Jahrigen lag der Baseline Wert bei 2,17 £ 0,3 und stieg im Verlauf der
Studie statistisch signifikant an (Abb.14).
Im Gruppenvergleich konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt

werden (Abb. 15).
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Abb.14 Sondierungstiefe

Der t-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt signifikante Anstiege. *
signifikant p<0,05; ** sehr signifikant p<0,005; *** hoch signifikant p<0,001
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m46-77J.
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Abb.15 Sondierungstiefe Gruppenunterschiede

Der t-Test der Varianzanalyse auf Unterschiede der zwei Gruppen zeigt keinen statistisch signifikanten

Unterschied.

3.2 Immunologische Ergebnisse
3.2.1 Prostaglandin E;

Bei der Gruppe der 18-30-Jéahrigen konnte im gesunden Zustand zur Baseline-
Untersuchung eine Konzentration von 12,7+12,62ng/ml PGE; in der Sulkusflissigkeit
gemessen werden. Nach einer Woche experimenteller Gingivits sank die
Konzentration leicht auf 10,0 £ 9,07ng/ml und stieg nach der zweiten Woche auf 17,9
+ 10,61 ng/ml an. Diese Veranderungen waren statistisch nicht signifikant.

Far die alteren Probanden wurde zur Baseline-Untersuchung eine Konzentration von
18,26 + 12,62 ng/ml ermittelt. Sowohl am Tag 8 als auch am Tag 15 konnte eine
Zunahme der Werte beobachtet werden; diese war statistisch jedoch nicht signifikant
(Abb.16 und Tab.3).

Im Gruppenvergleich wurden bei den alteren Probanden im gesunden Zustand
hdhere PGE,-Konzentrationen als bei den jliingeren erhoben. Auch wahrend der
experimentellen Gingivitis konnten fir die Gruppe der 46-77-Jahrigen héhere Werte

als fUr die jungere Gruppe festgestellt werden (Tag 15: junge Probandeni17,87
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10,61, altere Probanden 23,17 + 35,88) (Abb.17). Diese Gruppenunterschiede waren
statistisch nicht signifikant.

Bei Betrachtung der einzelnen Probanden lieB sich fir die Gruppe der 18-30-
Jahrigen eine relativ gleichméaBige Verteilung der PGE, Konzentrationen feststellen.
In der alteren Altersgruppe war der sehr hohe Werte bei Proband 16 auffallig
(>100ng/ml), was zu der hohen Standardabweichung an Tag 15 bei den élteren
Probanden fuhrte (siehe Abb 32 und 33 im Anhang).

PGE; (ng/ml)
18-30Jahre 46-77Jahre
X SD X SD
Baseline 12,7 12,62 18,26 12,62
Tag 8 10 9,07 21,3217,66
Tag 15 17,910,61 23,17 35,88

Tab. 3: Prostaglandin E;

x= Mittelwert, SD= Standardabweichung

Der Wilcoxon-Test auf Unterschiede zwischen den Untersuchungszeitpunkten zeigt keine
signifikanten Anstiege in beiden Gruppen

Der Mann-Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen zeigt keinen
statistisch signifikanten Unterschied

ng/ml

60 =

50 -

OBaseline

'|' ETag 8
OTag 15

40

20

10

18-30 Jahre 46-77 Jahre

Abb.16 Prostaglandin E,

Der Wilcoxon-Test fir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt keinen statistisch
signifikanten Unterschied-
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O 18-30Jahre
W 46-77Jahre

. |
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Baseline Tag 8 Tag 15

Abb.17 Prostaglandin E, Gruppenunterschiede

Der Mann-Whitney-U-Test auf Gruppenunterschiede der zwei Gruppen zeigt keinen statistisch signifikanten

Unterschied.

Fasst man flr Prostaglandin E; die beiden Gruppen zusammen, lasst sich im Verlauf
der zweiwdchigen experimentellen Gingivitsphase eine Zunahme der PGE;-
Konzentrationen im Sulkusfluid beobachten. Hierbei stieg die Ausgangskonzentration

von 15,5 £ 12,03ng/ml auf 20,52+25,22 ng/ml nach 14 Tagen (Abb.18).
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Abb. 18: Prostaglandin E; Gesamtkonzentration beider Altersgruppen

3.2.2 Migration Inhibitory Factor

Migration Inhibitory Factor war im gesunden Zustand zur Baseline-Untersuchung in
hohen Konzentrationen in beiden Gruppen nachzuweisen (1542,48 + 792,96 ng/ml
respektive 1503,81 + 804,27 ng/ml). In der Gruppe der 18-30-Jahrigen stieg die MIF-
Konzentration nach einer Woche der experimentellen Gingivitis auf 2194 + 1317
ng/ml und sank nach der zweiten Untersuchungswoche auf 1826 + 930,95 ng/ml. Far
den Zeitraum der gesamten Studie ergab sich damit ein Anstieg der MIF-
Konzentration fur die jingere Altersgruppe. Diese Veranderungen waren statistisch
nicht signifikant. Fur die alteren Probanden konnte am Tag 8 der experimentellen
Gingivitis eine Abnahme auf 1157+ 409,38 ng/ml festgestellt werden. Am Tag 15
betrug die MIF-Konzentration 1224 + 568 mg/ml. In der Gruppe der 46-77-Jahrigen
konnte somit ein Absinken wahrend der zweiwdchigen Gingivitis nachgewiesen
werden. Auch diese Veranderungen waren statistisch nicht signifikant (Abb.19 und
Tab.4).

Im Gruppenvergleich konnten im gesunden Zustand flr beide Altersgruppen nahezu
gleiche Ausgangswerte ermittelt werden. Bei den jingeren Probanden stieg MIF im
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Verlauf der ersten Woche der experimentellen Gingivitis an, in der Gruppe der
alteren Probanden sank die MIF-Konzentration im gleichen Zeitraum. Am Tag 8 der
experimentellen Gingivitis war dieser Gruppenunterschied statistisch signifikant.
Zum dritten Untersuchungszeitpunkt am Tag 15 war die MIF-Konzentration bei den
jungeren Probanden ebenfalls héher als die der alteren, dieser Unterschied war
jedoch statistisch nicht signifikant (Abb.20).

Bei Betrachtung der einzelnen Probanden konnten in der Gruppe der 18-30-Jahrigen
zwischen den einzelnen Teilnehmern sehr groBe Schwankungen der MIF-
Konzentration beobachtet werden. Bei 50% der jingeren Probanden war der MIF-
Wert nach der ersten Woche der experimentellen Gingivitis der héchste. Die altere
Gruppe zeigte nur geringe Schwankungen zwischen den Probanden. Hier war bei 5
von 9 Probanden (55,6%) der Baseline-Wert am héchsten (Abb. 34 und 35 im
Anhang).

MIF (ng/ml)
18-30 Jahre 46-77Jahre
X SD X SD

Baseline 1541 792,96 1503,8 804,27
Tag8 #2194 1317 *1157,2 409,38
Tag15 1826 930,95 1224,7 568,33

Tab. 4: MIF

x= Mittelwert, SD= Standardabweichung

Der Wilcoxon-Test auf Unterschiede zwischen den Untersuchungszeitpunkten zeigt keine
signifikanten Anstiege in beiden Gruppen.

Der Mann-Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen zeigt einen statistisch
signifikanten Unterschied an Tag 8 (*).
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Abb.19 MIF

Der Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt keinen statistisch
signifikanten Unterschied
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Abb.20 MIF Gruppenunterschiede

Der Mann-Whitney-U-Test auf Gruppenunterschiede der zwei Gruppen zeigt einen
statistisch signifikanten Unterschied am Tags *

59



Ergebnisse 60

3.3 Korrelationen

Die Korrelationsprutfung der klinischen Parameter ergab fur die 18-30-Jahrigen
statistisch signifikante hohe Korrelationen zwischen BNS und Gl zu allen drei
Zeitpunkten. Das Verhaltnis von BNS zu Pl zum Zeitpunkt 2 zeigte eine geringe
Korrelation, die statistisch signifikant war. AuBerdem stellte sich jeweils eine mittlere
Korrelation zwischen PGE; und Pl zum Zeitpunkt 2 und von PGE; und Gl zum
Zeitpunkt 3 dar. MIF korrelierte zu keinem Zeitpunkt mit den klinischen Parametern
(Tab.5).

FUr die altere Gruppe war eine hohe Korrelation zwischen Pl und Gl zur Baseline
nachzuweisen. Eine Korrelation von PGE, zu Gl, Pl und BNS konnte im Verlauf der
experimentellen Gingivitis nicht nachgewiesen werden. Zu den Zeitpunkten 2 und 3
lag jeweils eine mittlere bzw. hohe negative Korrelation zwischen hohen Werten flir
BNS und niedrigen far MIF vor (Tab.5).

Baseline Tag 8 Tag 15
18-30
Gl Pl BNS | MIF Gl PI BNS | MIF Gl Pl BNS | MIF
Jahre
PI r=| 0,594 0,424 0,431
p=| 0,070 0,169 0,162
BNS r=| 0697 | 0,413 0,778 | 0,595 0,747 | 0,455
p=| 0.025 | 0,236 0,003 | 0,041 0,005 | 0,137
MIF r= | 0415 | 0,212 | 0,358 -0,287 | -0,455 | -0,112 -0,336 | -0,035 | -0,294
p=| 0233 | 0556 | 0,310 0,366 | 0,138 | 0,729 0,286 | 0,914 | 0,353
PGE; r= | -0,226 | 0,042 | -0,358 | -0,127 | 0,287 | 0,601 | 0,483 | -0,014 | 0,697 | 0,188 | 0,267 | -0,418
p=] 0531 | 097 | 0310 | 0,709 | 0,366 | 0,039 | 0,112 | 0966 | 0,025 | 0,603 | 0,455 | 0,229
46-77
Jahre
PI r=| 0,771 0,494 0,662
p=| 0,015 0,176 0,052
BNS r=| 0,018 | 0,045 -0,395 | -0,449 -0,120 | 0,119
p=| 0964 | 0.909 0,293 | 0,226 0,758 | 0,760
MIF r=| 0,183 | 0,184 | -0,517 0,650 | 0,567 | -0,667 0,350 | 0,283 | -0,883
p=| 0637 | 0635 | 0,154 0,058 | 0,112 | 0,050 0,356 | 0,460 | 0,002
PGE, r= | 0233 | 0,377 | 0,233 | 0,483 | 0,417 | 0,000 | 0,300 | 0,267 | -0,050 | -0,217 | -0,317 | 0,367
p=| 0546 | 0,318 | 0546 | 0,187 | 0,265 | 1,000 | 0,433 | 0,488 | 0,898 | 0,576 | 0,406 | 0,332

Tab. 5 Korrelationen

zwischen PI, Gl und BNS: Pearsonscher Korrelationswert
zwischen MIF und PGE,: Spearmanscher Korrelationswert

r Korrelationskoeffizient
p=<0,05 signifikant r<0,2 sehr geringe Korrelation
p=<0,01 sehr signifikant r<0,5 geringe Korrelation
p<0,001  hdchst signifikant r<0,7 mittlere Korrelation

r<0,9 hohe Korrelation

r>0,9 sehr hohe Korrelation
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Baseline Tag 8 Tag 15
Gl Pl BNS MIF Gl PI BNS MIF Gl Pl BNS MIF

PI r=| 0,684 0,431 0,475

p=| 0,001 0,051 0,030
BNS r= | 0,391 0,185 0,437 0,122 0,646 0,360

p=| 0.098 0.098 0,047 0,598 0,002 0,109
MIF r= | 0,284 0,196 | -0,022 0,037 | -0,166 | -0,301 -0,151 0,008 | -0,583

p=| 0,239 0,422 0,929 0,873 0,471 0,184 0,513 0,973 0,006
PGE2 r= | -0,015 | 0,116 | -0,056 | 0,140 0,299 0,410 0,377 0,046 0,348 | -0,096 | -0,055 | 0,046

p=| 0,952 0,637 0,819 0,556 0,188 0,065 0,092 0,853 0,144 0,694 0,822

Tab. 6 Spearmansche Rangkorrelationen, Korrelationskoeffizient r und p-Wert fiir alle Probanden

Bei Betrachtung aller Probanden wurde eine statistisch signifikante mittlere bzw.
geringe Korrelation zwischen Pl und Gl zu den Zeitpunkten 1 und 3 festgestellt (r =
0,684 bzw. 0,475) (Tab.6). Fir BNS wurde in Bezug auf Gl zum Zeitpunkt 2 eine
geringe und zum Zeitpunkt 3 eine mittlere Korrelation ermittelt, die jeweils statistisch
signifikant waren (r = 0,437 bzw. 0,646). Eine Korrelation zwischen Pl und BNS war
statistisch nicht nachzuweisen. Fur Prostaglandin E> konnte zu keinem Zeitpunkt ein
Zusammenhang zu Gl, Pl und BNS beobachtet werden. Eine Korrelation von MIF zu
Gl und Pl konnte ebenso nicht nachgewiesen werden; zum Zeitpunkt 3 lag eine
negative Korrelation zwischen BNS und MIF (p<0,01) vor.

MIF und PGE> wurden ebenfalls auf mégliche Korrelationen hin untersucht. Daftr
wurden fur alle Probanden fur beide Parameter die Differenzen der Zeitpunkie zwei
und eins errechnet und diese Differenzen korreliert. Gleiches wurde fir die
Differenzen der Zeitpunkte drei und zwei durchgefthrt (Tab.11 und 12 im Anhang).
Die Spearmansche Korrelation zwischen den Differenzen der ersten beiden
Zeitpunkte der Parameter PGE, und MIF ergab r = 0,140 (p = 0,556) und war damit
nicht signifikant. Fir die Spearmansche Korrelation zwischen den Differenzen des
zweiten und dritten Zeitpunktes der Parameter PGE> und MIF wurde r = 0,046 (p =
0,853) und damit ebenfalls keine Signifikanz festgestellt. Aufgrund der beobachteten
Korrelationen kann nicht von einem zeitlichen Zusammenhang (Steigen/Fallen des
einen Parameters bewirkt ein Steigen/Fallen des anderen Parameters) der beiden
Parameter ausgegangen werden.
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4. DISKUSSION

4.1 Diskussion der Methode
4.1.1 Untersuchungszeitraum und Probandenauswahl

Die erstmals von Lée und Mitarbeitern vorgestellte experimentelle Gingivitis ist ein in
zahlreichen Studien verwendetes und verlassliches Modell fir klinische
Untersuchungen der Gingivitis (Lde et al.1965). Nach Aussetzen der gewohnten
Mundhygiene I&sst sich innerhalb von 10 - 21 Tagen eine Gingivitis experimentell
erzeugen (L6e et al. 1965). In der vorliegenden Studie war eben dieser Effekt
erwlnscht, wobei ein Zeitraum von 14 Tagen gewahlt wurde. Auch in anderen
Studien, die ebenfalls auf dem Modell der experimentellen Gingivitis basierten,
wurden die MundhygienemaBnahmen fir 14 Tage unterlassen (Cutler et al. 2000;
Sekino et al. 2005).

Untersuchungen zeigen, dass die inflammatorische Reaktion der Gingiva auf
Plaque individuell unterschiedlich sein kann und des Weiteren von zahlreichen
Faktoren (z.B. systemische, genetische, metabolische oder umweltbedingte
Faktoren) abh&ngen kann (Tatakis & Trombelli 2004). Folglich ist es bei Anwendung
des Modells der experimentellen Gingivitis besonders wichtig, méglichst viele
modifizierende Faktoren durch die Probandenauswahl auszuschlieBen. Auch in der
hier durchgeflhrten Studie hat man versucht, beeinflussende Faktoren
auszuschalten. Durch die Erhebung von Anamnese und Befund konnten
Allgemeinerkrankungen, eine Medikamenteneinnahme und das Vorhandensein von
Pradilektionsstellen fir eine Plaqueakkumulation ausgeschlossen werden. Weiterhin
waren nur Nichtraucher zu der Studie zugelassen, da verschiedene Untersuchungen
belegt haben, dass die klinischen Zeichen einer gingivalen Entzindung bei Rauchern
durch einen reduzierten Blutfluss im Mikrovaskularsystem der Gingiva und
veranderter Funktion von neutrophilen Granulozyten maskiert waren (Machuca et al.
2000; Obeid & Bercy 2000; Kinane 2001). Lie et al. zeigten in einer experimentellen
Gingivitis- Studie, dass Raucher bei gleicher Plaquemenge eine nur halb so groBBe
Blutungsneigung aufwiesen wie Nichtraucher, obgleich keine Unterschiede in der
oralen Mikroflora gefunden wurden (Lie et al.1998).

Die Voraussetzung, dass alle Probanden sowohl allgemeinmedizinisch als auch

parodontologisch gesund sein und Uber ein nahezu vollstandiges Gebiss verflgen
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mussten, gestaltete sich insbesondere in der alteren Probandengruppe als schwierig,
da in dieser Altersgruppe nur wenige Menschen die geforderten Voraussetzungen
erflillten. Dadurch erklaren sich die Notwendigkeit der Selektion der Probanden und
die geringe Probandenzahl in der vorliegenden Studie.

Zu Beginn der Studie wurden durch professionelle Zahnreinigungen bei allen
Probanden gesunde Parodontien etabliert, was durch die untersuchten klinischen
Parameter bestatigt wurde. Die klinischen Untersuchungskriterien entsprachen
internationalen Standards, wobei insbesondere die Sondierungstiefe mit Bluten nach
Sondieren, der Gingival Index nach Lée & Silness (1963) und der Plaque Index nach
Silness & Lde (1964) sehr aussagekraftig waren. Die Entwicklung der
experimentellen Gingivitis nach 14 Tagen ohne MundhygienemaBnahmen wurde

ebenfalls durch die klinischen Indizes beurteilt.

4.1.2 Klinische Untersuchungsparameter

Plaque Indizes erlauben eine graduelle Einteilung der oralen Mundhygiene. Obwohl
ein Plaque Index nicht die Gewebereaktion beschreibt, gibt er doch Auskunft tber
das Vorhandensein von Faktoren, die an der Zahn-Gingiva-Grenzflache die
Gewebereaktion beeinflussen kdnnen. Die Beurteilung bezieht sich auf die Quantitat
der Plague bzw. auf die Dicke des Plaquebelages in den zu untersuchenden
Regionen (Fischman 1986). Der Plaque Index nach Silness und Lée (1964) wurde in
der vorliegenden Studie zur Kontrolle des Plaquezuwachses eingesetzt. Er liefert fir
klinisch-wissenschaftliche Untersuchungen sehr genaue Ergebnisse und zeigt
insbesondere den Einfluss der Plaque auf die Gingivitis (Zafiropoulos et al.1991a).
Im Rahmen einer Studie wurde untersucht, ob die Ermittlung des

Plaquegewichtes gegentber der Verwendung von Plaqueindizes Vorteile hat, wobei
in dieser Untersuchung kein signifikanter Vorteil in der Bestimmung des
Plaquegewichtes festgestellt werden konnte (McCracken et al. 2006). Auch in der
hier vorliegenden Studie wurde auf die Ermittlung des Plaquegewichtes verzichtet
und ein Plaque Index ermittelt.

Der Gingival Index nach Lée und Silness (1963) erlaubt eine graduierte
Einschatzung des Entziindungsgrades der parodontalen Gewebe. Ein Gingival Index
von null bis eins entspricht weitgehend gesunden Verhaltnissen, bei Grad zwei und
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drei liegen jedoch starke Entziindungszeichen vor. Optische Anzeichen wie Rétung
und Schwellung sind klinische Zeichen der gingivalen Entziindung. Histologische
Studien haben bestatigt, dass diese sichtbaren Zeichen der Entzindung mit
bedeutenden entziindlichen Verdnderungen in der Gingiva korrelieren (Davenport et
al.1982). Der Gingival Index eignet sich allerdings nur zu einer orientierenden
Beurteilung des Entziindungsgrades und der Entziindungsbereitschaft der Gewebe
und muss immer im Zusammenhang mit anderen klinischen Befunden gesehen
werden. Die Erhebung des Gingival Indexes kann in Kombination mit weiteren
klinischen Parametern ein geeignetes Mittel fir die Erfassung von
Entziindungszeichen sein und wurde in der vorliegenden Studie mit einbezogen.

Die Blutung auf Sondierung, wie sie der Gingivalindex nach Lée und Silness
fordert, stellt einen besonders leicht und schnell zu erhebenden, objektiven
Entzindungsparameter der Gingiva dar (Newbrun 1996). Sie ist noch friiher als
Farb - und Formveranderungen der Gingiva feststellbar und im Gegensatz zu diesen
ein objektiveres Merkmal einer Entzindung. Die gingivale Blutung ist allgemein als
klinisches Zeichen gingivaler Entzindung akzeptiert (Caton et al.1988). Histologische
Studien belegen eine starkere Entziindungsreaktion in blutendem als in
nichtblutendem Weichgewebe. Allerdings korrelierte die Blutung nach Sondieren in
einigen Untersuchungen nicht mit dem histologischen Grad der Entziindung (Apse et
al.1991; Lekholm et al.1986). Um eine reproduzierbare Auskunft Gber den
Entziindungsparameter der Blutungsneigung der Gingiva zu erhalten und falsch-
positive Untersuchungsergebnisse zu vermeiden, ist es besonders entscheidend,
einen mdglichst standardisierten Sondendruck zu verwenden. Studien haben
gezeigt, dass eine Abhangigkeit zwischen aufgewendetem Sondendruck und
Blutungsindex besteht (Lang et al.1991). Durch die Verwendung einer
standardisierten Parodontalsonde sowie die Durchfihrung der Untersuchungen
durch einen einzigen gelibten Behandler sollte in dieser Studie ein mdglichst
reproduzierbarer Sondendruck ausgeibt werden.

Die Bestimmung der Sondierungstiefe stellt bei schonender Methodik mit
geeigneten manuellen Sonden eine einfache und exakte Befundung dar. In einer
Langzeitstudie gleich bleibende Sondierungstiefen deuten auf gesunde Verhéltnisse
hin. Die Messung der Zahnfleischtasche ist eine reine ,status quo“ Beschreibung, die
eine bereits abgelaufene parodontale Destruktion feststellt, jedoch aktive und
passive Entziindungsphasen nicht identifizieren kann. Bei der Bestimmung der
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Sondierungstiefe sollte bedacht werden, dass die Messung nicht unbedingt mit dem
tatsachlichen histologischen Befund der Zahnfleischtasche Gbereinstimmt, da die
Sondenspitze selten exakt den apikalsten Punkt des Taschenbodens erreicht.
Oftmals wird beim Sondieren das Sulkus - bzw. Taschenepithel durchbrochen, die
Sonde bis ins Bindegewebe vorgeschoben, und die klinische Messung flhrt somit zu
Uberhéhten Werten. Die Sondierungstiefe ist zudem von einer Vielzahl weiterer
Faktoren abhangig, wie z.B. der Sondierungskraft, Form, Durchmesser und
Einschubrichtung der Parodontalsonde sowie dem Gewebszustand. So ist
beispielsweise entziindetes Gewebe durch eine Kollagenarmut sehr weich und durch
die Sonde wesentlich leichter zu penetrieren als gesundes Parodontalgewebe. Die
Messung der Sondierungstiefe bei der experimentellen Gingivitis l1asst offen, ob der
Anstieg durch apikale Verschiebung des Taschenbodens oder durch eine
Schwellung der Gingiva verursacht wird (Lée & Silness 1963). Einige der angeflhrten
Fehlerquellen kdnnen durch die Verwendung einer standardisierten Parodontalsonde
sowie die Durchfuhrung der Untersuchungen durch einen einzigen gelbten
Behandler vermieden werden.

Die Bestimmung des klinischen Attachmentlevels hangt stark von der Messung der
Sondierungstiefe (siehe oben) und somit auch von den Ungenauigkeiten beim
Sondieren ab. Charakteristisch fir den Verlauf einer parodontalen Erkrankung ist
neben anderen Zeichen der Attachmentlevelverlust. Gemeinsam mit der Bestimmung
der Sondierungstiefe ist die Messung des klinischen Attachmentlevels trotz der
Ungenauigkeiten eine einfache und schnelle Methode, um Veranderungen im
parodontalen Gewebe aufzuzeigen.

4.1.3 Die Gewinnung der Sulkusflissigkeit

Der im Sulkus vorhandene Biofilm mit seinen Stoffwechselprodukten bewirkt noch
vor dem Ausldsen einer entzindlichen Reaktion den Austritt von Flussigkeit in Form
eines Transsudates, dessen Hauptbestandteil die interzellulare Flissigkeit bildet.
Weitere Bestandteile sind die dem Zahn und der Gingiva in diesem Bereich
anfaftenden Bakterien und deren Abbauprodukte (Zafiropoulos et al.1991b).

Im Rahmen der gingivalen Entzindungsreaktion kommt es zu einer Steigerung der

Gefasswandpermeabilitat, was zum Austritt von Blutserum in das umgebende
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Bindegewebe flhrt (Exsudat). Von dort sickert es durch das Saumepithel in den
Sulkus, wo es Substanzen des entziindlichen Prozesses aufnimmt und als
Sulkusflissigkeit schlieBlich in die Mundhéhle austritt. Die Hauptbestandteile leiten
sich in diesem Fall vom Plasma, dem Gingivagewebe (durch welches die Flissigkeit,
um in den Sulkus zu gelangen, durchtritt) und den im Gewebe und im Sulkus
befindlichen Mikroorganismen sowie deren Bestandteilen bzw.
Stoffwechselprodukten ab (Lamster et al.1985; Kornman 1987; Suido et al.1988).
Sowohl die Qualitéat als auch die Quantitat der Sulkusflissigkeit lassen demnach
Ruckschlisse auf den Entziindungszustand der Gingiva zu. Mit Hilfe verschiedener
Verfahren kann eine Beurteilung der ausgetretenen Sulkusflissigkeitsmenge
vorgenommen werden. Die Wahl der Methode richtet sich dabei in der Regel nach
dem Zweck der Untersuchung. Fir die eigentliche Gewinnung der Sulkusflissigkeit
sind in der Literatur drei M&glichkeiten beschrieben:

Bei der Auswaschmethode wird der Sulkus mit physiologischer Kochsalzlésung

gespult, die dann sofort wieder gemeinsam mit der Sulkusflissigkeit aspiriert wird.
Dieses Verfahren dient der Gewinnung von Sulkusflissigkeit mit inren zellularen
Bestandteilen. Es sind zwei verschiedene Methoden in der Literatur beschrieben
worden. Die einfachere umfasst die Eintraufelung und Re-Aspiration von
physiologischer Kochsalzlésung an der Interdentalpapille (Skapski & Lehner 1976).
Dieser Vorgang wird mehrfach wiederholt, um eine grindliche Mischung der
Transportlésung und der Sulkusflissigkeit zu gewahrleisten. Die aufwendigere
Methode setzt einen maBgefertigten Acrylstent voraus, der das parodontale Gewebe
des entsprechenden Zahnes vom Rest der Mundhéhle isolieren soll. Das Gewebe
wird dann fir 15min mit einer Salzlésung und einer peristaltischen Pumpe gespllt,
und die verdinnte Sulkusflissigkeit wird entnommen (Oppenheim 1970).

Diese Gingivawaschung erscheint sinnvoll, wenn lediglich die Anzahl und die Art der
verschiedenen Zelltypen untersucht werden sollen. Als Hauptnachteil dieser Methode
ist zu sehen, dass nicht die gesamte Sulkusflissigkeit durch das Aspirieren und Re-
Aspirieren aufgenommen wird. Dadurch ist eine genaue Quantifizierung des
Volumens oder der Zusammensetzung nicht mdglich, da ein exakter
Verdinnungsfaktor nicht bestimmt werden kann (Griffiths 2003).

Bei der Kapillar-bzw. Mikropipettenmethode wird die Sulkusflissigkeit in

Kapillarréhrchen von standardisiertem AusmalR bei standardisierter Zeit aufgesaugt

(Sueda et al.1969). Die Sulkusflissigkeit migriert durch Kapillarkrafte in das
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Réhrchen, und da der innere Durchmesser bekannt ist, kann das Volumen der
gesammelten Sulkusfliissigkeit anhand der zurtickgelegten Strecke in dem Réhrchen
genau analysiert werden. Solche Mikropipetten kommen immer dann zum Einsatz,
wenn gréBere Mengen an Sulkusflissigkeit benétigt werden bzw. vorhanden sind,
beispielsweise bei entzindetem Gewebe. Bei gesunden Verhaltnissen und
entsprechend geringer vorhandener Sulkusfliissigkeitsmenge kann es nétig sein, die
Kapillare Uber mehr als 30 min im Sulkus zu belassen, um ein ausreichendes
Volumen aufzusaugen. Dies ist weder atraumatisch fir den entsprechenden Sulkus,
noch in der Praxis am gesunden Untersuchungsort umsetzbar. Eine weitere
Komplikation dieser Methode stellt die vollstandige Herauslésung der
Sulkusflissigkeit aus der Pipette dar. Dies kann entweder Uber einen Luftstrahl, eine
Verdinnungslésung oder durch Zentrifugation erfolgen.

Die Sulkusflissigkeit wird bei der Filterpapierstreifen-Methode mit speziellen

Filterpapierstreifen aufgenommen, die flr eine bestimmte Zeit entweder auf den
Eingang des Sulkus (extrakrevikular) oder in den Sulkus (intrakrevikular) appliziert
werden. Die intrakrevikuldre Methode kann weiter unterteilt werden in die
oberflachliche Variante, wobei der Filterpapierstreifen gerade in den Eingangsbereich
des Sulkus gefuhrt wird, und die tiefe Variante, bei der der Streifen bis zum
Taschenboden appliziert wird (Abb. 21).

Abb.21. Darstellung der Positionierung der Filterpapierstreifen (Griffiths 2003)
(a) extrakrevikulare Methode

(b)“oberflachliche” intrakrevikuldre Methode

(c)“tiefe” intrakrevikulare Methode
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Die Filterpapierstreifen-Methode ist am weitesten verbreitet. Als Vorteile sind die
schnelle und einfache Handhabung sowie die - bei korrekter Anwendung- geringe
Traumatisierungsgefahr des Gewebes zu nennen.

Die mittels Filterstreifen gewonnenen Proben lassen sich mit verschiedenen

Methoden auswerten. Bei der Ninhydrin-Methode wird die Sulkusflissigkeit der

Filterpapierstreifen mit alkoholischer 0,2%iger Ninhydrinlésung blau bis violett
eingefarbt, so dass die gefarbte Strecke auf dem Filterpapierstreifen gemessen
werden kann. Die blau- violette Anfarbung wird durch die Reaktion von Ninhydrin mit
Proteinen und a- Aminoséauren der Sulkusflissigkeit erméglicht. Eine noch genauere

Markierung der Sulkusflissigkeit der Filterpapierstreifen ist méglich durch die so

genannte Fluorescein-Methode. Hierbei werden dem Probanden 2g Fluorescein zwei
Stunden vor Probenentnahme systemisch verabreicht, und die Filterpapierstreifen mit
der Sulkusfllssigkeit werden unter ultraviolettem Licht untersucht.

Um eine Verfalschung der Messergebnisse zu vermeiden, darf kein Speichel mit
dem Filterpapier aufgesogen werden (Cimasoni 1974). Die Nachteile der
Farbetechniken liegen zum einen darin, dass die unumgangliche Verzégerung der
Ausmessung des Streifens zu Verdunstung und damit zu Ungenauigkeiten des
ermittelten Volumens fuhren kann. AuBerdem verhindert die Reaktion der Farbemittel
mit den Proteinen der Sulkusflissigkeit eine weitere Laboruntersuchung der weiteren
Komponenten; die Methode beschrankt sich demnach nur auf die Messung des
Volumens.

Bei selbstfarbenden Indikatorstreifen handelt es sich um in Millimeter skalierte 1 mm

breite Teststreifen, die einen sogenannten nichtblutenden pH- abhangigen Indikator
an Cellulose gebunden enthalten. Durch steigende pH- Werte kommt es zu einer
Farbveranderung von Gelb nach Violett. Nach Applikation an den Sulkuseingang
kommt es durch die Sulkusflissigkeit zu einer Verfarbung des Streifens
entsprechend der Steighdhe, die anschlieBend mittels einer Lupe abgelesen
werden kann (Kohlbecker et al.1989).

Eine Analyse der Sulkusflissigkeitsmenge ist auch Uber die Messung der
Gewichtszunahme eines mit Sulkusflissigkeit beschickten Filterpapierstreifens
maoglich (Cimasoni et al.1988; Valazza et al.1972). Hierbei wird der Streifen vor und
nach Probenentnahme gewogen und die Differenz berechnet. Diese Wiegemethode

konnte erfolgreich angewendet werden (Condacci et al.1982; Giannopoulou et
al.1992), erfordert aber eine sehr genaue Waage, um die zum Teil sehr kleinen
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Mengen an Sulkusflissigkeit, vor allem aus einem gesunden Sulkus, zu bestimmen.
Ahnlich wie bei den vorher beschriebenen Techniken kdnnen Verdunstungseffekte

zu Ungenauigkeiten fahren.

Auch bei der hygrometrischen Bestimmung mit dem Periotron® werden spezielle

Filterpapierstreifen verwendet, mit denen die Sulkusfllissigkeit in einer vorgegebenen
Zeit aufgenommen wird. Die Volumenbestimmung der aufgenommenen
Sulkusflissigkeitsmenge erfolgt anschlieBend mit dem Periotron®- Gerat (Oraflow
Inc., Amityville, New York, USA), das Feuchtigkeitssensoren besitzt und
Flussigkeitsmengen bis in den Nanoliterbereich bestimmen kann. Das Gerat misst
dabei das gesammelte Flissigkeitsvolumen des Streifens Uber die Veranderung der
Leitféahigkeit gegenliber einem trockenen Streifen. Die Flissigkeitsmenge wird digital
in Einheiten (PU = Periotron units) angegeben, kann aber bei Bedarf durch eine
Kalibrierung des Gerates in Volumina umgerechnet werden. Bei der neuesten
Version, dem Periotron® 8000, besteht die Méglichkeit, das Gerat mit einem
Computer zu koppeln und mit der entsprechenden Software eine sofortige
Umrechnung in Volumen zu erhalten.

Es gibt mehrere Faktoren, die bei der Periotron®-Methode zu Fehlern bei der
Volumenbestimmung fihren kénnen. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass
Ublicherweise der totale Fehler im Modell gemessen wird und dieser sich aus dem
Periotron® an sich, der Verdunstung von FlUssigkeit, Raumtemperatur und -
luftfeuchtigkeit, der verwendeten Dispersierungsmethode und der flr die
Dispersierung des Volumens angewendeten Spritze zusammensetzt. Die haufigsten
geratespezifischen Fehlerquellen des Periotrons® stellen die Positionierung des
Filterpapierstreifens innerhalb der Maschine, Flissigkeitsretention an den Sensoren,
Ungenauigkeiten bei der Kalibrierung des Periotrons® und Unterschiede bei der
Viskositat und lonenkonzentration der Kalibrierungsflissigkeiten dar. In
verschiedenen Studien wurde die Fehlerhaufigkeit zwischen wiederholten
Messungen mit dem Periotron® beschrieben (Griffiths 2003). Bei Testvolumina von

0,1ul fihrte die FlUssigkeitsretention an den zwei Sensoren zu Verlusten von bis zu
8,21% (Tozum et al. 2004).
Diese an sich minimalen Fehler schlagen sich in erhéhten Prozentzahlen nieder,

wenn die Originalvolumina klein sind und somit das untere Ende der

Kalibrierungskurve des Periotrons® betroffen ist. Aus diesem Grund wird das untere
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Ende der Kalibrierungskurve als fehlerverdachtig eingestuft und das Periotron® als
ein Gerat gesehen, mit dem man nur akkurate Volumenmessungen zwischen 0,1 und
1,2ul durchfihren kann (Griffiths 2003).

Die Sulkusflissigkeitsmenge stellt, wie aus den obigen Ausflihrungen hervorgeht,
einen besonders empfindlichen Untersuchungsparameter dar. Fehlerhafte
Probenentnahmen kénnen zu einer Verfalschung des Ergebnisses der gesamten
Untersuchung fuhren. Bei allen Entnahmeverfahren der Sulkusflissigkeit kénnen die
Resultate der Analyse dadurch negativ beeinflusst werden, dass bei der Gewinnung
kapillare Mikrorisse im subepithelialen GefaBplexus entstehen. Diese
Mikroverletzungen kénnen zu einer Plasmakontaminierung der ,natirlichen®
Sulkusflissigkeit fuhren (Lamster et al.1985). Da sich die Zusammensetzung des
Plasmas von der der Sulkusflissigkeit unterscheidet, wird so das Verhaltnis von
Bestandteil zu Volumen veréandert. Gerade die in einigen friiheren Untersuchungen
verwendeten Kapillarréhrchen, die relativ groBe Standardmengen (10-20ul) lieferten,
stellten diesbezlglich keine physiologische Anndherung zur
Sulkusflissigkeitsanalyse dar (Bang et al.1972; Lamster et al.1986). Auch bei der
heute gebrauchlichen Methode mit Filterpapierstreifen kann es beim Einsetzen zu
Mikroverletzungen kommen. Um einer Traumatisierung des Gewebes und der damit
verbundenen Permeabilitatssteigerung entgegenzuwirken, sollte der Streifen am
Gingivarand angesetzt werden (Egelberg 1966). Die intrakrevikuldre Methode wird
dabei heute favorisiert (Griffiths 2003).

Auch Speichel im Bereich des Sulkuseinganges oder die fehlerhafte Applikation der
sterilen Papierspitzen kénnen die Messwerte verfalschen. Nimmt man beispielsweise
mit dem Filterpapierstreifen Plaque auf oder appliziert ihn mit Druck, wird ein zu
hohes Messerergebnis erreicht. Studien zeigen, dass die gemessenen
Sulkusflissigkeitsmengen bei Vorhandensein von supragingivaler Plaque verfalscht
werden (D'Aoust & Landry 1994). Entscheidend ist hier, nur die Sulkusflissigkeit zu
entnehmen, um die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse zu gewahrleisten.
Sowohl fir die Filterstreifen- als auch flr die Kapillarmethode ist es entscheidend,
dass die Verweildauer der Entnahmegerate eine Zeit von 120sec nicht Ubersteigt
(Curtis et al.1989). Da eine Traumatisierung des Gewebes wie oben beschrieben nie
ganzlich ausgeschlossen werden kann, soll so ein mégliches Uberproportionales
Ansteigen der Plasmakomponente vermieden werden. Bezliglich der Liegedauer der

Filterpapierstreifen im Sulkus bzw. am Sulkuseingang ist zudem zu beachten, dass
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bei langeren Verweilzeiten das Ergebnis durch Verdunstungseffekte verfalscht
werden konnte.

Zur Bestimmung der Sulkusflissigkeitsmenge wurde in dieser Studie die oben
beschriebene Wiegemethode von Filterpapierstreifen verwendet. Die Gewinnung der
Sulkusflissigkeit erfolgte an jeweils ausgewahlten Zahnen an festgelegten Punkten.
Eine Entnahme mittels Mikropipettten oder Kapillaren kam wegen der sehr kleinen
Mengen an Sulkusflissigkeit im gesunden Zustand nicht in Frage. Die dargestellten
Ungenauigkeiten bei Verwendung des Periotrons® in Bereichen von unter 0,1ul sind
fir die Bestimmung von Kleinstmengen im gesunden Sulkus nicht tolerierbar. Durch
bereits minimale Fehler bei der Messung kénnen die spater errechneten
Konzentrationen an MIF und PGE; verfalscht werden, zumal durch die kleinen
Volumina solche Fehler noch potenziert werden wirden. Die verwendete Waage
wurde vor Studienbeginn kalibriert. Die durch diese Methode ermittelten

Sulkusflissigkeitsmengen der Probanden beliefen sich zum Teil im gesunden

Zustand auf Werte kleiner 0,05ul und hatten damit in dem flr das Periotron®

kritischen Bereich gelegen.

4.1.4 Der Enzymimmunoassay

Die Enzymassaymethode vereint die hohe Spezifitdt der Antikbrper mit der
Empfindlichkeit einfacher spektrophotometrisch ausgewerteter Enzymtests. Benutzt
werden Antikérper oder Antigene, die mit hoher Wechselzahl kovalent an einfach zu
bestimmende Enzyme gebunden sind.

Das Prinzip des Enzymimmunoassays beruht auf der Konkurrenz zwischen der zu
untersuchenden Substanz, dem freien Antigen und einer bekannten Menge eines
Enzym gekoppelten Antigens, um eine limitierte Anzahl von Bindungsstellen an
einem fUr das Antigen spezifischen Antikérper (1.AK). Dieser Antikérper gebundene
Enzymligand wird immobilisiert durch einen zweiten Antikérper (2.AK). Mit dem
zweiten Antikérper ist die Mikrotiterplatte beschichtet, wie Abb.22 verdeutlicht.
Dadurch kann der ungebundene Ligand leicht abgewaschen werden.

Um die Menge an ungebundenen markierten Antigenen festzustellen, wird eine
chromogene L6sung (Tetramethylbenzin/TMB) zugesetzt. Es bildet zusammen mit
dem Enzym ein farbiges Endprodukt, wobei die Farbintensitat der Menge der zu
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untersuchenden Substanz in der Probe oder in dem Standard proportional ist. Diese
Reaktion wird durch Zugabe einer Saurelésung (1M H2SO4) beendet. AnschlieBend
wird die Absorbtion des farbigen Endproduktes bei 450 nm im Spektrometer
gemessen und ausgewertet.

Als Kontrollwerte dienen einmal Ansatze, denen nur die chromogene Lésung TMB
zugesetzt sind (Standard/B), Ansatze ohne freies Antigen (Null Standard/0) und
Ansatze, bei denen kein Antikdrper an die feste Phase adsorbiert ist (NSB). Zudem
wird eine Standardkurve mit bekannten Konzentrationen des zu untersuchenden

Antigens angefertigt.

Enzym markiertes
2.A 1.A
/ Antigen
TMB
\ +
Antigen
Stopp der Reaktion
Mikrotiterplatte opt. Dichte messen
«< > <« |
1. Inkubationszeit 2. Inkubationszeit

Abb. 22 Prinzip des ELISAs
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Kalibrierung

4.1.4.1 MIF ELISA

Der verwendetet Immunoassay wird von der Firma R&D Systems mit Hilfe eines

hoch aufbereiteten, E.coli entstammenden rekombinanten humanen MIF der Firma

kalibriert.
Sensitivitat

Die minimale detektierbare Dosis (MDD) von humanem MIF wurde in 32 Assays

ausgewertet. Sie lag im Mittel bei 0.017ng/ml und reichte von 0.007 bis 0.046ng/ml.

Spezifitat

Dieser Assay erkennt sowohl rekombinanten als auch nattrlichen humanen Migration

Inhibitory Factor. Die unten aufgelisteten Faktoren wurden auf Kreuzreaktionen mit

rekombinantem humanem MIF und mégliche gegenseitige Beeinflussung hin

untersucht. Es wurden keine signifikanten Kreuzreaktionen oder Interferenzen

festgestellt.

Recombinant
human:

ANG
ANG-2
AR
BDMF
CD4
CDao
CD40 Ligand
CNTF
CT-1
CTLA-4
Epo
Fas
GDNF
GITR
IFN-y
1o
IL-18
iL-1ra
iL-2
IL-3
iL-4
iL-5
IL-6
IL-7

Tab.7: Faktoren, die auf Kreuzreaktionen und Interferenzen mit dem MIF ELISA getestet wurden

L8
g
IL-10
iL-11
iL-12
IL-12 p40
iL-13
IL-15
IL-16
IL-17
Leptin
LiF
NT-3
NT-4
QPG
O8M
PTN
SCF
SLPI
SMDF
ThF-x
THF-{
Tpo
THAIL
TRANCE

(Quelle R&D Systems)

Recombinant
mouse:
CT-1
CTLA-4
Fas

Fas Ligand
GITR Ligand
IFN-y
L=t

L-18
iL-tra

iL-2

-3

iL-4

iL-6

iL-6

L7

iL-8

iL-10

11

iL-12

[L-12 p40
iL-13

iL-17
Leptin

LIF

QPG
OPN
OSM
SCF
TNF-e2
Tpo
TRANCE

Recombinant
ratl:
CNTF
GDNF
PNy
iL-1e
IL-1p
iL-2
L4
L6
iL-10
Leptin
MK
TMF-x

Recombinant
porcine:
L1

L1

IL-2

L4

IL-&

IL-8

iL-10

ThF-a
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Prazision (Tab.8)

Intra-assay Prazision (Prazision innerhalb eines Assays)

Drei Proben bekannter Konzentration wurden zwanzigmal auf einer Platte getestet,
um die Prazision innerhalb eines Assays zu bestimmen.

Inter-assay Prazision (Prazision zwischen verschiedenen Assays)

Drei Proben bekannter Konzentration wurden in vierzig verschiedenen Assays

getestet, um die Prazision zwischen den Assays zu bestimmen.

Intra-assay Precision Inter-assay Precision
Sample 1 2 3 1 2 3
n 20 20 20 40 40 40
Mean
(ng/mL) 0.89 2.58 5.24 0.88 2.44 5.15
Standard 1,6, 1047|020 0.08 |0.16 [0.26
deviation
CV (%) 4.5 6.6 3.8 9.1 6.6 5.0

Tab.8: Intra-und Inter-Assay Prazision (Quelle R&D Systems)
CV (%) entspricht der Standardabweichung in Prozent

4.1.4.2 PGE; ELISA

Die polyklonalen Antikérper stellen natirliche Gemische der Antikérper dar, die im
Zuge einer Immunantwort gegen verschiedene Determinanten eines Antigens von B-
Lymphozyten bzw. Plasmazellen gebildet werden. Das am haufigsten zur Erzeugung
dieser Antikérper genutzte Tier ist das Kaninchen. Aber auch von Spezies wie
Schwein, Pferd, Ziege lassen sich geeignete Seren erzeugen. Jedes dieser Tiere
besitzt jedoch eine Reihe von spontan entstandenen Antikdrpern, die Stdrfaktoren
bei den immunchemischen Reaktionen darstellen kénnen. Der Nachteil der
polyklonalen AntikGrper besteht darin, dass sie ein breites Reaktionsspektrum
besitzen, welches zu Kreuzreaktionen fihren kann.

Als Kreuzreaktion wird die Bindung eines Antikérpers an verschiedene Antigene

bezeichnet, die als gleiche oder &hnliche Epitop besitzen.
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Analysierte Stoffe Kreuzreaktionen in %
PGE; 25

PGF2, 0,04

Arachidonsaure <0,001

Tab.9: Mégliche Kreuzreaktionen des angewendeten Enzymimmunoassays fiir PGE,

Die Empfindlichkeit des Testes beziffert der Hersteller mit 2pg/ml. Aus GC-MS
basierenden Vergleichsmengen ist bekannt, dass nur geringe Mengen PGE_, und
vernachlassigbare Mengen PGE; renal ausgeschieden werden. Von daher besteht
eine hohe Genauigkeit der ermittelten PGE,-Werte.

Eine Fehlerquelle stellt die Verunreinigung der Proben durch den Speichel dar,
wodurch es zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann. Eine sorgféaltige
Trocknung der Entnahmestelle ist somit unbedingt durchzufihren.

Weiterhin ist eine sorgsame Kalibrierung der photometrischen Geratschaften von
erheblicher Bedeutung, da es sich um kleinste Konzentrationsmengen handelt.
Eine einzelne Auswertung der pro Patient entnommenen sechs Proben war im
Rahmen der Untersuchung zudem nicht mdglich, da die Mediatorkonzentrationen
ansonsten unterhalb des messbaren Bereiches gelegen hatten. Somit wurde ein
Pooling durchgefiihrt, weshalb eine Zuordnung der gemessenen Werte zu einzelnen
Parodontien nicht mehr méglich war.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die klinischen Ergebnisse der vorliegenden experimentellen Gingivitisstudie
bestatigen andere Studien, in denen keine signifikanten Unterschiede zwischen
jungeren und alteren Probanden hinsichtlich der Plagueansammlung und der daraus
resultierenden gingivalen Entziindung vorlagen (Abbas et al.1986; Winkel et
al.1987). Fransson et al. (1996) ermittelten zwar einen starkeren Anstieg des
Entzindungsgrades bei dlteren Probanden, jedoch war dieser erst in der dritten
Woche der experimentellen Gingivitis signifikant héher. Holm-Pedersen et al. (1975)
fanden gréBere Plaguemengen bei &lteren Probanden, deren klinische Untersuchung
beschrankte sich jedoch auf die unteren Inzisivi, Eckzahne und Pramolaren, an
denen sich in einem gegebenen Zeitraum generell gréBere Plaquemengen bildeten
als an anderen Zahnen (Furuichi et al.1992).
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Ein méglicher Einfluss des Alters kénnte durch die individuelle Anfalligkeit far
Parodontalerkrankungen Ubertroffen werden (Winkel et al. 1987; Abbas et al. 1986).
Die Krankheitsbereitschaft des Parodontiums kdnnte damit fir die Intensitat
parodontaler Destruktionen ausschlaggebener sein als die Lange der Zeit, wahrend
der die parodontalen Gewebe der Plaque ausgesetzt sind (Van der Velden 1984).
Demnach ware das Alter von untergeordneter Bedeutung in der Entwicklung der
frihen Gingivitis bei Personen, die keine ausgesprochene Pradisposition fir
Parodontalerkrankungen haben.

Bezlglich der PGE>-Werte in der Sulkusflissigkeit konnten in beiden Altersgruppen
im Verlauf der experimentellen Gingivitis keine signifikanten Veranderungen
beobachtet werden. Allerdings wurde tendenziell ein Anstieg in beiden Altersgruppen
mit héheren Konzentrationen fir die alteren Probanden festgestellt. Dies bestétigt
andere experimentelle Gingivitisstudien, in denen keine signifikanten Veranderungen
des PGE:; Levels beobachtet wurden (Preshaw et al.1998; Deinzer et al. 2004). Ein
signifikanter Anstieg der PGE; Level in der Sulkusflissigkeit nach 14 Tagen ohne
Mundhygiene wurde jedoch in einer eigenen Studie beschrieben (Nonnenmacher
2004). In einer weiteren Studie wurde Uber einen plétzlichen signifikanten Anstieg
der PGE; -Konzentration in der Sulkusflissigkeit in der vierten Woche der
experimentellen Gingivitis berichtet (Heasman et al.1993). Dies wurde dadurch
erklart, dass es sich nach diesem Zeitraum ohne Mundhygiene um eine chronische
EntzGndung mit charakteristischem Makrophagen-Monozyten-Infiltrat handelte und
PGE; durch diese Zellen vermehrt gebildet wurde.

Im Rahmen unseres Studiendesigns wurden zuséatzlich mukoperiostale
Gewebebiopsien der Probanden bezlglich des Vorkommens der Cyclooxygenase als
eines der Schllsselenzyme fir die Bildung von Prostaglandinen untersucht (Siegel et
al. 2007). Die Auswertung zeigte einen signifikanten Anstieg von Cox-2 im Verlauf
der experimentellen Gingivitis bei jungen und éalteren Probanden. Allerdings wurden
fr die gesunden alteren Probanden geringere Werte flir Cox-2 ermittelt. Im
Gegensatz dazu konnte in beiden Altersgruppen in der Sulkusfllssigkeit nur ein nicht
signifikanter, leichter Anstieg des PGE; Levels festgestellt werden. Die altere Gruppe
zeigte im gesunden Zustand héhere PGE; Konzentrationen als die jliingeren
Probanden. Dies verdeutlicht, dass die PGE, Konzentrationen der Sulkusflissigkeit
offensichtlich nicht mit dem Cox-2 Vorkommen im mukoperiostalen Gewebe
korrelieren. In diesem Zusammenhang ist anzunehmen, dass die PGE»-
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Konzentration bei Gingivitis nur teilweise Cox-2 abhangig ist und Cox-1 zur PGE,-
Synthese in gesunder und entzliindeter Gingiva ebenfalls beitragt. Bei den éalteren
Probanden war die Anzahl der Cox-1-positiven Langerhanszellen gegenlber den
jingeren erhéht. Die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie in der alteren Gruppe
héhere PGE, Konzentrationen in der Sulkusflissigkeit gefunden wurden, deutet
darauf hin, dass der Anteil an Cox-1 exprimiertem PGE; in der Gingiva einen
gréBeren Stellenwert einnehmen kénnte als angenommen.

In der vorliegenden Studie ist es erstmals gelungen, MIF in der Sulkusflissigkeit von
parodontal gesunden und erkrankten Probanden nachzuweisen. Im gesunden
Zustand konnten in beiden Altersgruppen vergleichbare MIF-Level in der
Sulkusflissigkeit ermittelt werden. Allerdings ist die hohe Konzentration von MIF bei
den parodontal gesunden jingeren und alteren Probanden erstaunlich. In einer
Studie wurde gezeigt, dass die konstitutive Expression von MIF in Geweben bzw.
Zellen in unmittelbarer Nahe zur externen Umgebung die rasche Detektion von
Bakterien und eine schnelle Abwehrreaktion ermdglicht (Calandra & Roger 2003).
Die Tatsache, dass die Mundhéhle kein steriles Milieu ist und das gesunde
parodontale Gewebe permanent einer Vielzahl an Bakterien ausgesetzt ist, kdnnte
somit eine Erklarung fir die hohen MIF-Werte in der Sulkusflissigkeit darstellen. In
einer immunhistochemischen Untersuchung der parodontalen Gewebe konnte
zudem gezeigt werden, dass MIF nicht nur in Entziindungsarealen, sondern auch in
Bereichen mit hoher Zellproliferationsaktivitat, vor allem nach externer Stimulation,
nachweisbar ist (Morimoto et al. 2003). In allen Keratinozyten des gingivalen Epithels
wurde MIF gefunden, im Gegensatz zur Epidermis, in der MIF nur in der Basalschicht
nachzuweisen ist. Daraus kénnten sich wichtige pathophysiologische Funktionen von
MIF im parodontalen Gewebe mit entsprechend hoher Konzentration ableiten.
Bernhagen et al. stellten 1998 fest, dass wirksame proinflammatorische MIF-
Konzentrationen in bestimmten Situationen in vivo leicht Konzentrationen im Bereich
von niedrigen Mikrogramm pro ml erreichen kdénnten.

In zahlreichen Studien konnte MIF mit entziindlichen Erkrankungen assoziiert
werden. Unsere Studienergebnisse zeigen, dass MIF auch bei Gingivitis in der
Sulkusflissigkeit nachweisbar ist. Hierbei ist die MIF-Konzentration bei den jingeren
Probanden im entziindeten Stadium statistisch signifikant héher als bei den alteren
Probanden. Ein Vergleich zwischen Erwachsenen und Kindern mit Otitis media
zeigte, dass die MIF-Konzentration im punktierten Mittelohrerguss bei Kindern
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signifikant héher war als bei den alteren Probanden (Kariya et al. 2003). Bei jungen
Meerschweinchen fand man nach intranasaler Sensibilisierung mit BCG (Bacillus
Calmette Guerin) nach 2 Wochen eine signifikant héhere MIF Produktion der aus der
Lunge abgeleiteten (lung derived) Lymphozyten als bei den alteren Tieren (Ganguly
et al.1986). Signifikante Unterschiede in der MIF-Plasma Konzentration zwischen
jungen (< 55 Jahre) und alteren gesunden Mannern (> 55 Jahre) konnten in einer
neuen Studie festgestellt werden, die die Plasmalevel von MIF bei chronischen
Schmerzpatienten und gesunden Kontrollgruppen untersuchte (Aloisi et al. 2005).
Die MIF-Konzentration war bei den jungen méannlichen Probanden um das 3,3fache
hdher als bei den alteren. Zwischen den jeweiligen weiblichen Gruppen gab es
jedoch keine Unterschiede. Junge Manner hatten héhere MIF-Konzentrationen als
die gleichaltrigen Frauen, was auf eine mégliche Korrelation zwischen MIF und
Testosteron hinweisen kdnnte. Eine geschlechtsspezifische Analyse wurde in der
vorliegenden Studie aufgrund der geringen Probandenzahl nicht durchgefihrt.

Die geringeren Konzentrationen bei élteren Probanden kénnten ein Hinweis auf eine
reduzierte Immunantwort im Alter sein. In Tier- und Human-Studien konnte gezeigt
werden, dass sowohl die humorale als auch die zellulare Immunantwort im Alter
abnehmen (Jaroslow et al.1974; Menon et al.1974; Weksler & Hutteroth 1974). Die
Beobachtungen, dass die lokale vaskulare Antwort auf Verletzungen und die
Ansammlung von Entziindungszellen in der Wunde junger Ratten héher waren als
bei alten, deuten auf eine reduzierte zellulare Immunantwort mit weniger
immunkompetenten Zellen bei den alten Tieren hin (Holm-Pedersen & Zederfeldt
1973). Bei alternden Menschen wurden eine verminderte Antwort auf Impfungen und
eine mangelhafte Synthese spezifischer Antikérper festgestellt (Kishimoto et al.1980;
Burns et al.1993). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Immunmechanismen, die
eine wichtige Rolle in der Pathogenese von entzindlichen Erkrankungen spielen,
altersabhangigen Veranderungen unterliegen.

Ein bemerkenswertes Ergebnis unserer Studie ist, dass bei den alteren Probanden
im Rahmen der experimentellen Gingivitis die Entziindungszeichen (BNS) zunehmen
und die MIF-Konzentration im Gegensatz dazu abnimmt. Diese Korrelation kénnte
auf eine Aufgabe von MIF in der Angiogenese hinweisen. MIF wurde in
tumorassoziierten Endothelzellen gefunden und scheint flr die mikrovaskulare
Endothelzellproliferation und die Regeneration des Endothels notwendig zu sein
(Chesney et al.1999). Die Unterschreitung einer bestimmten Schwelle an MIF-
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Konzentration im Endothel kdnnte diese Funktionen einschranken und bei
parodontaler Sondierung eine leichtere Blutung provozieren.

Welche Funktionen das pro-inflammatorische Zytokin MIF in der Entstehung und
Progression von entzliindlichen parodontalen Erkrankungen hat, ist zurzeit ist noch
nicht bekannt. In zuklnftigen Studien sollten bei parodontal gesunden und erkrankten
Patienten temporare Veranderungen des MIF-Levels und dessen Wechselwirkungen
mit anderen Entziindungsmediatoren naher untersucht werden. Da T-Zellen in der
Aufrechterhaltung einer balancierten Immunabwehr gegen die oralen Bakterien eine
zentrale Rolle spielen (Gemmell & Seymour 1994) und MIF auch von T-Zellen in
groBem Ausmaf produziert wird, sollte deren gegenseitige Wirkung im parodontalen
Gewebe untersucht werden. Insbesondere die Rolle von MIF als mdglicher
Gegenspieler von Glucocorticoiden (z.B. Cortisol) kdnnte ein interessanter Ansatz
sein, um die lokale Wirkung von stressinduzierten neurogenen Stimulationen auf das

entziindliche gingivale Gewebe besser zu verstehen.
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5. SCHLUSSFOLGERUNG

1. Die klinischen Parameter Gingival Index, Plaque Index und Blutung nach
Sondieren nahmen wahrend der experimentellen Gingivitis in beiden Altersgruppen
statistisch signifikant zu, mit jeweils geringfligig héheren Werten flr die Gruppe der
46-77 Jahrigen. Ein statistisch signifikanter Gruppenunterschied lieB sich nicht

ermitteln.

2. Sowohl bei den jingeren als auch bei den alteren Probanden stieg die PGE»-
Konzentration im Verlauf der Studie an, wobei die altere Gruppe zu allen Zeitpunkten
héhere Werte aufwies. Die Anstiege sowie die Gruppenunterschiede zeigten keine

statistische Signifikanz.

3. MIF konnte in der Sulkusflissigkeit nachgewiesen werden. Bei allen Probanden
fanden sich bereits im gesunden Zustand sehr hohe Konzentrationen. Wahrend der
experimentellen Gingivitis zeigte sich bei den 18-30 Jahrigen ein Anstieg, bei den
46-77 Jahrigen eine Abnahme. Der Gruppenunterschied war in der ersten Woche der

experimentellen Gingivitis statistisch signifikant.

4. Bei den alteren Probanden lag eine Korrelation von MIF zum Bluten nach
Sondieren in der experimentellen Gingivitisphase vor.

5. Eine Korrelation zwischen MIF und PGE, konnte nicht festgestellt werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der experimentellen Gingivitisstudie war die Bestimmung von MIF (Migration
Inhibitory Factor) und Prostaglandin E» in der Sulkusflissigkeit bei jingeren und
alteren Probanden.

Es nahmen insgesamt 21 parodontal gesunde Probanden teil, die in eine Gruppe von
18-30 Jahren (n=12) und eine Gruppe von 46-77 Jahren (n=9) aufgeteilt waren. Nach
Etablierung einer sehr guten Mundhygiene erfolgte zur Baseline-Untersuchung eine
klinische Untersuchung. In der SulkusflUssigkeit wurden sowohl PGE, und MIF
mittels ELISA bestimmt. AnschlieBend wurden die Patienten aufgefordert, flir einen
Zeitraum von 14 Tagen jegliche MundhygienemaBnahmen zu unterlassen. Am Tag 8
und 15 wurde die Untersuchung wiederholt. Die statistische Analyse basierte auf
dem t-Test der Varianzanalyse, Mann-Whitney-U-Test, Spearman Test, Wilcoxon-
Test und Pearsonscher Korrelation.

Im Verlauf der experimentellen Gingivitis stiegen die Werte fr die klinischen
Parameter bei allen Probanden altersunabhangig signifikant an. Die PGE: -
Konzentration nahm in beiden Altersgruppen statistisch nicht signifikant zu (18-30-
Jahrige: 12,7+12,62 ng/ml auf 17,9+10,61 ng/ml, 46-77-Jahrige: 18,26+£12,62 ng/ml
auf 23,17135,88 ng/ml) und wies zu keinem Untersuchungszeitpunkt einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen auf. MIF war zur Baseline in hohen
Konzentrationen in beiden Gruppen nachzuweisen (1542,48 + 792,96 respektive
1503,81+804,27 ng/ml). Im Verlauf der Studie stieg MIF bei den jingeren Probanden
an (+ 652,39 = 1315,58 ng/ml), wahrend bei den alteren Probanden eine Abnahme
zu beobachten war (—346,66 + 795,49 ng/ml). Der Gruppenunterschied war in der
ersten Woche der experimentellen Gingivitis statistisch signifikant.

Eine Korrelation zwischen MIF und PGE> konnte nicht nachgewiesen werden. Bei
den alteren Probanden lag eine Korrelation von MIF zu BNS in der experimentellen
Gingivitisphase vor.

Die Studie zeigt, dass MIF in der Sulkusflissigkeit von parodontal gesunden
Probanden altersunabhangig in hohen Konzentrationen vorkommt. Wahrend der
experimentellen Gingivitis stieg die MIF-Konzentration in der jingeren Altersgruppe
an. Bei den &lteren Probanden waren eine Abnahme der MIF-Konzentration und eine
Korrelation zum Anstieg des Blutens nach Sondieren feststellbar.
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9. ANHANG

9.1 Materialien und Laborgerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Gerate wurden von folgenden

Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech UK, Buckinghamshire, UK : PGE>-ELISA
Antaeos, Mlnchen, Deutschland: Sterile Papierspitzen

Boehringer, Ingelheim, Deutschland: Streptavidin POD Konjugat 500U/ml,
NalgeNUNC, Rochester, New York, USA: F96 Maxisorp NUNC-Immuno Plate
Pierce Chemical Co., Rockford, lllinois, USA: Superblock Blocking Puffer in
TBS

R&D Systems, Minneapolis; Minnesota, USA: monoklonaler, anti-humaner
MIF Antikdrper, biotinylated Anti-human MIF Antibody, MIF-Standard
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland: fein justierbare Waage, zur Verfligung
gestellt von der Abt. fir Immunologie der Universitat Marburg

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA: o-Phenylenediamine 10mg Tablette
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9.2 Tabellen und Abbildungen

@ Baseline
mTag 8
OTag 15

18-30 Jahre 46-77Jahre

Abb.23: Plaque Index

Der t-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt signifikante Anstiege.
* signifikant p<0,05; ** sehr signifikant p<0,005; *** hoch signifikant(p<0,001)

Pro1 Pro2 Pro4 Prob6 Pro9 Pro10 Pro21 Pro3 Pro5 Pro7 Pro17 Pro22

Abb.24: Plaque Index
einzelne Probanden
18-30-Jahrige

Pro = Proband
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Pro8 Pro18 Pro19 Pro20 Pro12 Pro13 Pro14 Pro15 Pro16

Abb.25: Plaque Index
einzelne Probanden
46-77-Jahrige

Pro = Proband

O Baseline
mTag 8
O Tag 15

18-30 Jahre 46-77Jahre

Abb.26: Gingival Index

Der t-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt signifikante Anstiege.
* signifikant p<0,05; ** sehr signifikant p<0,005; *** hoch signifikant(p<0,001)
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. -1

Pro1 Pro2 Pro4 Pro6 Pro9 Pro10 Pro21 Pro3 Pro5 Pro7 Pro17 Pro22

Abb.27: Gingival Index
einzelne Probanden
18-30-Jahrige

Pro = Proband

Pro8 Pro18 Pro19 Pro20 Pro12 Pro13 Pro14 Pro15 Pro16

Abb.28: Gingival Index
einzelne Probanden
46-77-Jahrige

Pro = Proband
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OBaseline
ETag 8
OTag 15

18-30 Jahre 46-77 Jahre

Abb.29: Bluten nach Sondieren

Der t-Test fiir verbundene Stichproben auf Unterschiede zu den Zeitpunkten zeigt signifikante Anstiege.
* signifikant p<0,05; ** sehr signifikant p<0,005; *** hoch signifikant(p<0,001)
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02 -

0’1 7 ﬂ
0 i

Pro1 Pro2 Pro4 Pro6 Pro9 Prol0 Pro21 Pro3 Pro5 Pro7 Pro17 Pro22

Abb.30: Bluten nach Sondieren
einzelne Probanden
18-30-Jahrige

Pro = Proband
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Proi4

Pro15

Pro16

Abb.31: Bluten nach Sondieren
einzelne Probanden
46-77-Jéhrige

Pro = Proband
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Abb. 32: Prostaglandin E,

einzelne Probanden
18-30-Jahrige
Pro = Proband
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Abb. 33: Prostaglandin E,
einzelne Probanden
46-77-Jahrige

Pro = Proband
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Abb. 34: MIF
einzelne Probanden
18-30-Jahrige

Pro = Proband
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Abb. 35: MIF
einzelne Probanden
46-77-Jahrige

Pro = Proband
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Korrelationen zwischen PGE, und MIF

Dafar wurden fir alle Probanden fir beide Parameter die Differenzen der Zeitpunkte
zwei und eins, sowie drei und zwei errechnet und diese Differenzen korreliert (Tab.10
und 11).

Tab.10 und 11: Korrelationen der Sondierungstiefen (Mittelwerte lber alle gemessenen Stellen
[mesial, distal, bukkal und palatinal bzw. lingual]) zu den MIF-Werten (nach Zahnen), resp. zu PGE,

(einmalige Messung zu jedem Zeitpunkt).

Tab.10: Spearmansche Rangkorrelationen Sondierungstiefe / MIF (nach Z&hnen)

Zeitpunkt /

Zahn ZP 1 N ZP 2 N ZP3 N
11 0,153 16 -0,456* 20 -0,157 21
14 -0,099 18 0,103 20 -0,249 20
16 -0,241 16 0,156 21 -0,231 19
21 -0,116 18 -0,110 18 -0,664** 21
24 -0,372 14 -0,316 21 0,040 20
26 0,114 13 -0,487* 20 -0,251 20
Gesamt * -0,432 19 -0,031 21 -0,079 21

* = Signifikanzniveau a <= 0,05; ** = Signifikanzniveau a <= 0,01; # = Korrelationen der Mittelwerte Uber alle Zahne.

Tab.11: Spearmansche Rangkorrelationen Sondierungstiefe / PGE, (nach Zahnen)

Zeitpunkt /

Zahn ZP 1 N ZP 2 N ZP3 N
11 -0,224 19 0,177 21 0,046 19
14 -0,149 19 -0,120 21 0,455 19
16 -0,481* 19 -0,285 21 0,175 19
21 -0,338 19 -0,306 21 0,409 19
24 -0,267 19 0,094 21 0,209 19
26 -0,104 19 0,095 21 0,491* 19
Gesamt * -0,335 19 0,047 21 0,402 19

* = Signifikanzniveau o <= 0,05; ** = Signifikanzniveau a <= 0,01; # = Korrelationen der Mittelwerte iber alle Zéhne.



Anhang 121

Es waren nur wenige signifikante Korrelationen zu beobachten, die keinem
erkennbaren Muster gehorchten. Bei der Korrelation zu PGE, dominierten tendenziell
anfangs negative Korrelationen, spater positive. Die Spearmansche Korrelation
zwischen den Differenzen der ersten beiden Zeitpunkte der Parameter PGE, und
MIF ergab r = 0,140 (p = 0,556) und war damit nicht signifikant. FUr die
Spearmansche Korrelation zwischen den Differenzen des zweiten und dritten
Zeitpunktes der Parameter PGE, und MIF wurde r = 0,046 (p = 0,853) und damit
ebenfalls keine Signifikanz festgestellt. Aufgrund der beobachteten Korrelationen
kann nicht von einem zeitlichen Zusammenhang (Steigen/Fallen des einen
Parameters bewirkt ein Steigen/Fallen des anderen Parameters) der beiden

Parameter ausgegangen werden.
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