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1 Theoretischer Hintergrund

1.1 Einleitung

Chronisch entziindliche Prozesse gelten heute als wichtiger immunpathogenetischer Faktor
bei einer Vielzahl von Erkrankungen, darunter Atherosklerose, Rheumatoide Arthritis,
Colitis Ulcerosa, Morbus Crohn, Allergien, Asthma, verschiedene neurodegenerative
Erkrankungen wie Multiple Sklerose, Krebs, etc. (Akiyama et al., 2000; Agarwal &
Marshall, 2001; Black, 2003; Mercado et al., 2003; Kay & Calabrese, 2004; Briick, 2005;
Swaab et al., 2005; Agarwal et al., 2006; Libby, 2006). Entsprechend riickt das genauere
Verstandnis der Regulation entziindlicher Prozesse ins Zentrum des Forschungsinteresses.
Psychosoziale Faktoren, z. B. Stress, gelten dabei als potentielle Moderatoren einer
entziindlichen Immunantwort (Black & Garbutt, 2002; Agarwal & Marshall, 2001; Black,
2003; Schwartz et al., 2003; Mawdsley & Rampton, 2005; Agarwal et al., 2006; Bernstein
et al., 2006; Mohr & Pelletier, 2006; Straub & Cutolo, 2006; Kern & Ziemssen, 2008). Die
Befundlage ist jedoch nicht konsistent und die Studienergebnisse zumindest teilweise
widerspriichlich. Nach wie vor werden diese Zusammenhidnge vorwiegend
tierexperimentell und / oder in vitro untersucht, zumeist werden dabei systemische Immun-
bzw. Entziindungsmediatoren analysiert. Entziindungsprozesse, die chronifizieren kdnnen,
stellen jedoch zunéchst ein auf lokales Gewebe begrenztes Geschehen dar (Tracey et al.,
2002; Hopkins, 2007, Rosas-Ballina & Tracey, 2009). Im Humanbereich werden in
experimentellen in vivo Studien zudem haufig gesunde Probanden und ihre systemische
Reaktion auf einen akuten psychologischen Stressor untersucht, d. h. es liegt kein
Entziindungsgeschehen vor. Demnach scheint die Validitdt dieser Studien hinsichtlich der
Untersuchung von Stresseffekten auf entziindliche Prozesse in mehreren Bereichen

eingeschrénkt.

Ein Forschungsmodell, welches erlaubt lokale Entziindungsprozesse unter ethisch
vertretbaren und unter dkologisch validen Bedingungen im Humanexperiment in vivo zu
erfassen, ist die plaqueinduzierte Gingivitis, d.h. die Zahnfleischentziindung. Eine

Gingivitis kann experimentell induziert werden, beim Menschen durch Unterlassung der
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Mundhygiene (Loe et al., 1965). Deinzer und ihre Arbeitsgruppe zeigten in mehreren
Arbeiten, dass ein mittelfristiger psychischer Stressor zu Verdnderungen der lokalen
Entziindungsreaktion mit einer stdrkeren proinflammatorischen Auslenkung fiihrt (Deinzer
et al., 1999; 2000a, 2004a, b; Waschul et al., 2003). Die Ergebnisse dieser Arbeiten, die
zeitliche Verldufe einer lokalen Entziindungsreaktion erfassen, zeigen, dass Stress zu einer
starker ausgepréigten lokalen Entziindungsreaktion fiihrt. Weiterhin weisen die Befunde
darauf hin, dass die Art bzw. Stirke dieser proinflammatorischen Auslenkung variiert und
zwar in Abhingigkeit vom Zeitpunkt, zu welchem Stressor und Entziindungsreaktion (in
threm Verlauf) zusammentreffen. Dies steht im Einklang mit anderen Studienergebnissen,
die Stresseffekte auf Entziindungsprozesse in ihren zeitlichen, dynamischen Aspekten

untersuchten (siehe Sorrels & Sapolsky, 2007).

Die vorliegende Arbeit untersucht den moderierenden Einfluss des Entziindungszustands
(z. B. kurzzeitig bzw. akut vs. chronisch) auf Akutstresseffekte auf die lokale, d. h.
gingivale Entziindungsreaktion und vergleicht dabei messwiederholt zwei verschiedene
Entziindungszustinde (akut entziindetes und chronisch entziindetes Gewebe). Als
Abhédngige Variable werden klinische Entziindungszeichen einer lokalen (gingivalen)
Entziindung, d. h. einer Gingivitis, sowie zwei proinflammatorische Zytokine (Interleukin-

1B und Interleukin-8) erfasst.
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1.2 Stress

Der Begriff Stress ist einerseits ein alltagssprachlicher Begriff, der fast inflationdre
Anwendung findet, zugleich ist er ein wissenschaftlicher Fachbegriff, der ausgehend von
der Physik mittlerweile in den Natur und Humanwissenschaften weite Verbreitung erféhrt.
Entsprechend vielgestaltig sind auch die Fachdefinitionen von Stress, die zudem noch
dadurch erschwert werden, dass Stress eher pars pro toto fiir ein dynamisches Geschehen
steht, als fiir einen einzelnen, klar definierbaren Zustand. Stress kann sowohl fiir eine von
auBBen einwirkende Belastung stehen als auch fiir die interne Reprisentation dieser

Belastung oder fiir die Reaktion auf die Belastung (s. Nitsch, 1981; Deinzer, 2002).

Welcher dieser Betrachtungswinkel im Vordergrund steht und was demnach im jeweiligen
Forschungskontext unter Stress verstanden wird, hdangt von der zentralen Fragestellung ab.

Grob konnen drei Forschungsstringe unterschieden werden.

Beim situationsorientierten Ansatz geht es insbesondere darum, Situationen oder
Ereignisse zu identifizieren, die im Allgemeinen als stresshaft interpretiert bzw.
wahrgenommen werden. Stress liegt in diesem Ansatz dann vor, wenn eine bestimmte
Stressreaktion ausgeldst wird. Der transaktionale Ansatz, auf der anderen Seite, analysiert
welche inneren Verarbeitungsprozesse dazu flihren, dass ein Ereignis als Stress
interpretiert wird (Lazarus & Launier, 1978). Stress ist hier ein innerer Zustand des
Organismus, dessen Vorliegen erneut iiber die Stressreaktion beobachtbar wird. Ein dritter,
reaktionsorientierter Ansatz, ist an den Reaktionen selbst interessiert, die durch ein a
priori als stresshaft definiertes Ereignis, einen Stressor, ausgelost werden. Von Stress ist
hier also die Rede, wenn der Organismus mit einem Stressor konfrontiert wird (zur
Unterscheidung der drei Forschungsstriange siehe vertiefend Nitsch, 1986; Deinzer, 2002).
Die vorliegende Arbeit verfolgt einen solchen reaktionsorientierten Forschungsansatz,
wenn sie auf immunologischer Ebene korperliche Verdnderungen infolge der Applikation

eines etablierten akuten Laborstressors untersucht.
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Die vorliegende Arbeit steht damit in der Tradition psychoneuroimmunologischer
Forschung. Sie interessiert sich fiir die Wirkungen psychischer Belastungen auf die
Immunreaktion, genauer auf Parameter der Entziindungsregulation. Eine solche Forschung
erhélt dort Bedeutung, wo eine wachsende Anzahl von Publikationen Zusammenhinge
zwischen psychischen Belastungen und entziindlichen Erkrankungen zeigen (Black &
Garbutt, 2002; Mawdsley & Rampton, 2005; Straub et al., 2005; Agarwal et al., 2006;
Kern & Ziemssen, 2008). Ein wichtiges Forschungsziel der Psychoneuroimmunologie
besteht darin, die physiologischen Vorginge, die fiir diese Zusammenhénge verantwortlich
sein konnen, besser zu verstehen. Genau diesem Ziel verschreibt sich auch die vorliegende
Arbeit, die einen bislang noch wenig beleuchteten Aspekt fokussiert: die Effekte
psychischer Belastung auf lokale Entziindungsregulationsvorgéinge in Vvivo beim

Menschen.

Zum besseren Verstindnis wird nachfolgend die Entziindungsreaktion an sich dargestellt
und die diesbeziiglich bedeutende Rolle bestimmter Entziindungsmediatoren, der Zytokine,
hinsichtlich Auslenkung und Stdrke einer Entziindungsreaktion erldutert. Wenn nicht
anders gekennzeichnet, beruft sich diese Darstellung auf géingige aktuelle

Lehrbuchliteratur (Murphy et al., 2008, Straub et al., 2006; Schiitt & Broker, 2006).
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1.3 Die Entziindungsreaktion

Komplexe Organismen weisen verschiedene Abwehrlinien gegen Noxen, d. h. schédliche
Reize (Infektionen mit mikriobiellen Erregern, Verletzungen, chemische, physikalische,
psychische Reize) auf. Das angeborene und das adaptive Immunsystem stellen solche
Abwehrlinien dar (Medzhitov & Janeway, 2000; Cone, 2001). Reagiert das Immunsystem
zum ersten Mal auf eine Noxe, so geschieht das zunéchst liber die primére Immunantwort.
Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems eliminieren das Problem innerhalb
weniger Stunden und unmerklich fiir die bewusste Wahrnehmung des Organismus. Diese
Effektormechanismen bestehen auf zelluldrer Ebene hauptséchlich aus sich im Gewebe
befindlichen Makrophagen, die je nach Gewebe teilweise leicht unterschiedliche
Eigenschaften zeigen, was zu verschiedenen Bezeichnungen gefiihrt hat (z. B. Kupffer-
Zellen der Leber, Mikrogliazellen des Gehirns oder Langerhans-Zellen der Haut). Es findet
sich mehr oder weniger immer eine groflere Anzahl ortsansédssiger Makrophagen in den
Geweben. Thre Vorldufer, die Monozyten hingegen finden sich eher in der Zirkulation, aus
der sie ins Gewebe einwandern kénnen, um dort zu Makrophagen zu differenzieren. Uber
entsprechende Rezeptoren (z. B. Toll-like Rezeptoren) erkennen diese Zellen verschiedene
pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP), die vielen mikrobiellen Erregern
gemeinsam sind (Medzihitov & Janeway, 1997; Akira et al., 2001). Ein Antigen wird
somit erkannt und phagozytiert. Ist die primdre Immunantwort nicht ausreichend, um die
Gefahr zu beseitigen, setzt die angeborene Immunitit eine Entziindungsreaktion in Gang.
Lokale Zellen (z. B. Epithelzellen und v. a. auch unspezifische Immunzellen wie
Makrophagen, im weiteren Verlauf auch zunehmend neutrophile Granulozyten) fordern
Unterstiitzung an, indem sie eine Reihe von Entziindungsmediatoren wie z. B.
proinflammatorische Lipidmediatoren (z. B. Prostaglandine, Leukotriene), pro-
inflammatorische Zytokine (z. B. Interleukine, Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-a)) und
proinflammatorische Chemokine (z. B. IL-8) freisetzen. Dies fiihrt zundchst zur Weitung
von Blutgefdflen des betroffenen Gewebes mit erhohter lokaler Durchblutung sowie zu
verlangsamtem Blutstrom. Weiter induzieren diese Vorginge Zelladhdsion, Diapedese und

Chemotaxis, d. h. es kommt zur Extravasation von Immunzellen aus dem Blutstrom in das
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betroffene Gewebe. Klinisch ist dieser Prozess gekennzeichnet durch die Hauptmerkmale

einer Entziindung: rubor (Rote), calor (Hitze), tumor (Schwellung) und dolor (Schmerz).

Weiter aktivieren Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems parallel das
adaptive Immunsystem. Antigenprédsentierende Zellen (APCs), d.h. verschiedene lokal
ansdssige dentritische Zellen, Makrophagen oder andere phagozytierende Zellen migrieren
in die Lymphknoten zur T-Zellaktivierung. T-Zellen werden zunéchst nach den von ihnen
exprimierten Oberflichenmolekiilen (CD4 bzw. CD8) unterschieden. Die CD8 T-Zelle hat
zytotoxische Eigenschaften und kann infizierte Zellen abtdten. CD4 T-Zellen, die T-
Helferzellen (TH-Zellen), haben die Aufgabe, eine eingeleitete Entziindungsreaktion zu
optimieren. Eine zunichst ,,naive CD4 T-Zelle differenziert in Abhingigkeit der bei der
Aktivierung vorhandenen Signale auf unterschiedliche Art und Weise. Dies fiihrt zu
unterschiedlichen Eigenschaften und Funktionen wie z. B. Verstirkung der priméren
Entziindungsreaktion oder Aktivierung von B-Zellen. Eine dementsprechende
Unterscheidung der TH-Zellen erfolgt hauptsdchlich nach dem von diesen Zellen
freigesetzten Zytokinspektrum. Aus tierexperimentellen Beobachtungen heraus entstand z.
B. das TH1/TH2-Paradigma (Mosman et al., 1986; siche unten). Diesbeziiglich leitende
und regulierende Signalfunktion fiir die TH-Differenzierung haben kostimulierende
Faktoren bei der Antigenprisentation und vor allem das ,,Zytokinmilieu®, welches wihrend
der angeborenen Sequenzen einer Entziindungsreaktion entsteht (Medzhitov & Janeway,

2000; Trinchieri, 2003).

1.3.1 Zytokine - die Regulatoren einer Entziindungsreaktion

Eine Reihe von Immunmediatoren wird allgemein unter dem Begriff ,,Zytokine*
subsumiert. Es handelt sich dabei um ldsliche Polypeptide mit Signalfunktion primér fiir
das Immunsystem aber auch fiir andere Korpersysteme. Sie werden vorwiegend von
Immunzellen aber auch von anderen Korperzellen (z. B. Epithelzellen, Fibroblasten,
Keratinozyten) produziert und freigesetzt. Sie konnen in verschiedene Unterklassen

unterteilt werden, wie z. B. Interferone, Interleukine, Chemokine, koloniestimulierende
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Faktoren und Wachstumsfaktoren. Zu wesentlichen Teilen agieren sie lokal in auto- bzw.
parakriner Form, unter bestimmten Bedingungen auch endokrin. In jedem Fall ist ihre
Wirkung von der Bindung an membranstindige Rezeptoren an anderen Zellen bzw. an
l16sliche Zytokinrezeptoren abhidngig. Die zytokininduzierte Aktivierung von Immunzellen
variiert dabei mit dem Zytokinmuster oder ,,Zytokincocktail®, den die Zellen empfangen.
Die so aktivierten Zellen reagieren mit der Produktion weiterer 16slicher Mediatoren, die je
nach Zusammensetzung und Konzentrationen der Cocktailzutaten exzitatorischen oder
inhibitorischen Signalcharakter fiir weitere Effektormechanismen besitzen. In ihrem
Zusammenspiel wirken Zytokine pleiotrop, redundant, synergistisch oder auch
antagonistisch. Thnen kommt eine besondere Rolle bei der Kontrolle und Koordination
einer Immunantwort zu. Dabei bestimmt offensichtlich das im lokalen Mikromilieu
vorherrschende Zytokinspektrum maBgeblich die Richtung, Stirke und Dauer einer

Entziindungsreaktion.

Zur Zytokinfreisetzung kommt es zundchst im Zuge der unspezifischen / angeborenen
Immunantwort. Bereits hier kann das Zytokinspektrum eher entziindungsfordernd
(proinflammatorisch) oder entziindungshemmend (antiinflammatorisch) sein. Die Richtung
héngt hierbei vom Antigenprofil bzw. der PAMP-Struktur ab und der dadurch erfolgenden
Aktivierung entsprechender Rezeptoren der Zellen der unspezifischen Immunantwort.
Dabei produzieren Monozyten / Makrophagen, neutrophile Granulozyten und NK-Zellen
z.B. vorwiegend proinflammatorische Zytokine wie IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a,
Chemokine wie IL-8, MIP-1 oder MIF und Interferone wie IFN-y. Mastzellen, eosinophile
Granulozyten produzieren dagegen eher antiinflammatorische Zytokine wie 1L-4, IL-5, IL-

10 oder TGF".

Der im Zuge der unspezifischen Immunantwort freigesetzte Zytokincocktail bestimmt in

der Folge mit, welche Zellpopulationen im Verlauf der adaptiven Immunantwort besonders

' Der Korrektheit halber muss hier erwahnt werden, dass die allseits iibliche Unterteilung von Zytokinen in
pro- und antiinflammatorische Zytokine vereinfachend ist. Abhéngig von einer Reihe von Faktoren kann ein
einzelnes Zytokin einmal pro- und ein andermal antiinflammatorische Eigenschaften annehmen (Cavaillon,
2001). Der Ubersichtlichkeit halber und weil die Einteilung in pro- vs. antiinflammatorisch die
Hauptfunktion der betreffenden Zytokine skizziert, wird sie im Folgenden dennoch beibehalten.
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in Erscheinung treten (TH1, TH2, TH17, B-Zellen, etc.). Je nachdem, welche dies sind,
kommt es wiederum zur Freisetzung bestimmter Zytokinmuster, die ebenfalls grob in pro-
und antiinflammatorisch wirksame Muster unterschieden werden konnen. Antigenprofile
bakterieller und viraler Erreger fiihren beispielsweise in der unspezifischen Immunantwort
zu einer starken Freisetzung von IL-12 durch die antigenprésentierende Zelle (APC). Dies
gilt als ein zentraler Trigger flir die Ausbildung einer durch THI-Zellen dominierten
adaptiven Immunreaktion. Die durch TH1-Zellen freigesetzen Zytokine (insb. IL-2, IFN-y,
TNF-a) wirken proinflammatorisch (Trinchieri, 2003) und férdern ihrerseits wiederum die
Freisetzung weiterer proinflammatorisch wirksamer Zytokine (z.B. IL-18, IL-8, TNF-a)
durch Immunzellen der unspezifischen Immunitit (z. B. NK-Zellen, Makrophagen,

Neutrophile).

Im Gegensatz zu Bakterien oder Viren fiihrt das Antigenprofil von Parasiten oder toxischer
Substanzen zur erhohten Ausschiittung von IL-4 durch die APC, was die Ausprigung einer
TH2-Antwort wahrscheinlich macht. In deren Folge kommt es zu vermehrter Freisetzung
von z. B. IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 (Fearon & Locksley, 1996; Agarwal & Marshall,
2001; Diehl & Rincon, 2002; Trinchieri, 2003). Hierdurch kommt es zur Aktivierung von
B-Zellen (neben den T-Zellen der zweite groBe Arm des adaptiven Immunsystems) mit
zunehmender Bildung spezifischer Antikorper. Auch durch die B-Zellen werden Zytokine

freigesetzt, die wiederum in die Entziindungsregulation eingreifen konnen.

Eine weitere flir die Entziindungsregulation beim Menschen zentrale Zellgruppe sind die
TH17 Zellen. Fiir diese erst in jiingerer Zeit genauer untersuchten T-Zellgruppe spielt die
Freisetzung immunregulatorisch und proinflammatorisch wirksamer Zytokine wie z.B. IL-
23, IL-17, IL-6, IL-1B und TGF-3 eine Rolle (Boniface et al., 2008; McGeachy & Cua,
2008; Gaffen &  Hajishengallis, 2008). Eine proinflammatorische oder
antiinflammatorische Auslenkung einer Immunantwort hingt von der aktuellen Balance
der verschiedenen an der Immunreaktion beteiligten Zellpopulationen und den durch sie
freigesetzten Zytokinprofilen ab. TH1- und TH2-Reaktionen scheinen sich beispielsweise

gegenseitig zu hemmen und damit auch zu regulieren.
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Es ist also das komplexe Wechselspiel der an der Immunantwort beteiligten Zellen und
Zytokine, das dariiber entscheidet, ob, in welchem Ausmal und fiir welchen Zeitraum ein
Reiz eine Entziindungsreaktion ausldst. Eine Disbalance der verschiedenen Komponenten
wird dabei als wesentlicher Faktor fiir immunpathogenetische Prozesse angesehen, zu
denen eine Reihe von chronisch entziindlichen Erkrankungen zéhlen (Maggi, 1998;
Akahoshi et al., 1999; Schulze-Koops et al., 2001). Bevor hierauf das nichste Kapitel
ndher eingeht, werden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten proinflammatorischen

Zytokine IL-1B und IL-8 etwas genauer beschrieben:

1.3.1.1 Interleukin-1p

IL-1pB gilt als multifunktionelles Zytokin mit starken proinflammatorischen Eigenschaften.
Es wird sehr stark mit entziindlicher Gewebsschidigung in Verbindung gebracht und ist
auch bekannt als der stirkste osteoklastenaktivierende Faktor im menschlichen
Organismus (Dewhirst et al., 1985; Dinarello, 1996, 1998). In der Blutbahn findet sich
unter normalen Umstidnden kein IL-1P, es agiert primdr lokal. Unter entziindlichen
Bedingungen allerdings fordert IL-1B systemische Entziindungsreaktionen wie z. B. die
Akute-Phase-Reaktion mit Freisetzung entsprechender Proteine wie CRP aus der Leber
und induziert Fieber. IL-1p entfaltet seine Wirkung hiufig zusammen mit anderen
Zytokinen. Als die Hauptquellen von IL-1B gelten Makrophagen / Monozyten, Neutro-
phile, B-Zellen, und auch Endothel- und Epithelzellen setzen IL-18 frei. Durch die
Freisetzung von IL-1B wird die Prostaglandin- und Leukotriensynthese gefordert.
Weiterhin stimuliert es die Proliferation von T- und B-Lymphozyten. Zusammen mit TNF-
a induziert IL-1B die Expression von Adhidsionsmolekiilen und fordert somit die
Extravasation von Zellen sowie die Freisetzung von IL-8 (Ishikawa & Miyazaki, 2005;
Haringman et al.,, 2005; Baggiolini & Clark-Lewis, 1992). Aufgrund der potentiell
schiadigenden Effekte von IL-1B auf den Organismus wird seine Aktivitdt streng
kontrolliert. Zu den korpereigenen Blockademechanismen gehort z. B. der IL-1
Rezeptorantagonist (IL-1RA), der eine Bindung von IL-1B an entsprechende
Zellrezeptoren verhindert (Lennard, 1995). IL-1B wird bei einer Vielzahl chronisch

entziindlicher ~ Erkrankungen (neurodegenerative  Erkrankungen, Atherosklerose,
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Parodontitis, usw.) als pathogenetischer Faktor angesehen (Griffin, 2006; Tansey et al.,
2007; McMahon & Hahn, 2007; Church et al., 2008; Elenkov et al., 2008;).

1.3.1.2 Interleukin-8

IL-8 ist ein Chemokin (Baggiolini, 1989). Chemokine bilden genaugenommen eine
Unterform der Zytokine. Ihre Besonderheit liegt in ihren chemotaktischen Eigenschaften,
die ihre bedeutende Rolle hinsichtlich der Verteilung von Immunzellen innerhalb des
Korpers ausmachen. Sie stellen mafBigebliche Regulatoren entziindlicher Prozesse dar,
indem sie die Migration von Immunzellen ins betroffene Gewebe fordern und die
Zellextravasation induzieren. Entsprechend tragen sie deutlich zur Zusammensetzung des
entziindlichen Infiltrats bei (Rollins, 1997; Baggiolini, 1998). Dysregulierte
Chemokinfreisetzung stellt einen pathophysiologischen Mechanismus dar, der zur
Entstehung von chronisch entziindlichen Erkrankungen fiihren kann (Baggiolini, 2001;
Gerard & Rollins, 2001; Haringman et al, 2004; Charo & Ransohoff, 2006). Chemokine
werden grob in zwei Klassen unterteilt: CC- und CXC-Chemokine. Sie unterscheiden sich
primér dadurch, dass sie auf verschiedene Arten von Immunzellen wirken (Rollins, 1997;
Haringman et al, 2004). IL-8 als typisches CXC-Chemokin hat starke
proinflammatorische Eigenschaften (Bruch-Gerharz et al., 1996) mit vornehmlicher
Wirkung auf Neutrophile aber auch auf andere Immunzellen, indem es diese Zellen aus der
Blutbahn ins betroffene Gewebe fiihrt (Baggiolini et al., 1995; Gerszten et al., 1999). Im
Zusammenspiel mit anderen Zytokinen wirkt IL-8 entgegen der Apoptose von
Neutrophilen und verldngert deren Lebenszeit (Ishikawa & Miyazaki, 2005). IL-8 wird
auch mit neoplastischen Prozessen in Verbindung gebracht, was auf seine
angiogenetischen Eigenschaften zuriickzufiihren ist (Xie, 2001; Brat et al., 2005; Strieter et
al., 2005). In vitro Studien zeigen IL-8-assozierte Tumorprogression z. B. bei Lungenkrebs
und Melanom (Zhu et al., 2004; Huang et al., 2002). Bei einer Reihe von entziindlichen
Erkrankungen finden sich erhdhte Konzentrationen von IL-8 (z. B. Atherosklerose;
Simonini et al., 2000; Libby, 2006) darunter auch Gingivitis und Parodontitis (Gamonal et
al., 2000, 2001; Zhang et al., 2002). Studien an tierexperimentellen Modellen zur
Atherosklerose zeigen aullerdem, dass IL-8-neutralisierende Antikorper die Entwicklung

einer akuten Entziindung hemmen kénnen (Mukaida et al., 1998).
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1.3.2 Chronisch entziindliche Erkrankungen und Immunregulation

Chronisch entziindliche Prozesse gelten heute als zentraler pathogenetischer Faktor bei
einer Vielzahl von Erkrankungen wie Atherosklerose, Rheumatoide Arthritis, Colitis
Ulcerosa, Morbus Crohn, Parodontitis, Allergien, Asthma, verschiedene neurodegenerative
Erkrankungen wie Multiple Sklerose und Krebs etc. (Black & Garbutt, 2002; Kinane &
Lappin, 2002; Mercado et al., 2003; Kay & Calabrese, 2004; Briick, 2005; Swaab et al.,
2005; Agarwal et al., 2006; Libby, 2006). Sie sind oft durch einen dhnlichen Verlauf
gekennzeichnet, bei welchem stabile Krankheitsphasen unterbrochen werden und es zu
Exazerbationen und/oder Progression des Krankheitszustands kommt (LeResche &

Dworkin, 2002; Straub & Besedovsky, 2003).

Immunpathogenetische Faktoren, die diesen Erkrankungen zugrunde liegen, werden gerne
im adaptiven Immunsystem gesucht. So wird z. B. das TH1/TH2-Konzept seit seiner
Entwicklung oft zur Erkldrung fiir viele chronisch entziindliche Erkrankungen
herangezogen, bei welchen entweder die eine oder andere Subpopulation zu dominieren
scheint (Agarwal & Marshall, 2001; Neurath et al., 2002; Gemmell & Seymour, 2004).
Eine THI1-Dominanz mit iiberschiefenden proinflammatorischen Reaktionen, Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen und Zellen des angeborenen Immunsystems mit vorwiegend
proinflammatorischer Ausrichtung (z. B. Makrophagen, Neutrophilen, dentritische Zellen)
und entsprechender Gewebsdestruktion wurde bisher z. B. bei Autoimmunerkrankungen
vermutet (z. B. bei Rheumatoider Arthritis). Im Gegensatz dazu scheint eine TH2-
Dominanz mit entsprechendem Zytokinprofil (IL-4, IL-5, IL-13 etc.) bei z. B. atopischen
Erkrankungen zu dominieren. Diese auf der Basis von tierexperimentellen Daten
gewonnenen Hypothesen zur TH1/TH2-Balance bei verschiedenen Erkrankungen scheinen
allerdings der Komplexitit der TH-vermittelten Immunreaktion im Humanbereich nicht
gerecht zu werden (Boniface et al.,, 2008; McGeachy & Cua, 2008, Gaffen &
Hajishengallis, 2008). Die erst seit einigen Jahren bekannten zusétzlichen TH-Zellen-
Subpopulationen (z. B. TH17 oder regulatorische T-Zellen) ergidnzen und modifizieren die
bisherigen Annahmen iiber eine jeweilige TH1 oder TH2 Dominanz bei verschiedenen

pathophysiologischen Zustidnden. Seit der Entdeckung von IL-23 vor ca. flinf Jahren
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riickte eine neue Art von TH-Zelllinie in den Vordergrund (Boniface et al., 2008), die
sogenannten TH17-Zellen (nach dem von diesen Zellen freigesetzten Leitzytokin IL-17).
Ihre vermutete Rolle bei entziindlichen Erkrankungen des Menschen entspricht teilweise
der, die bisher einer TH1-Dominanz zugeschrieben wurde. Gerade im Hinblick auf die als
autoimmun angesehene entziindlichen Erkrankungen gewinnen TH17-Zellen zunehmend
an Bedeutung. Ein wesentlicher Unterschied einer durch diese Zellen dominierten
Reaktion gegeniiber einer TH1 dominierten Reaktion besteht darin, dass es iiber eine
TH17-Aktivierung auch zu Aktivierung von B-Zellen kommt mit Produktion von
Antikorpern. Bisher wurde eine starke Involvierung von B-Zellen eher einer TH2-Reaktion
und somit einem eher antiinflammatorisch Reaktionsprofil zugeschrieben. Das
Zytokinspektrum einer TH17-Reaktion beinhaltet dabei starke proinflammatorische
Auslenkungen (z. B. durch Freisetzung von IL-1B; Boniface et al., 2008; McGeachy &
Cua, 2008; Pernis, 2009). In diesem Kontext konnten B-Zellen eine bedeutende Rolle
spielen, sie gelten als prominente Quelle fiir IL-1f (Gemmell & Seymour, 2004). Als
weitere fiir chronisch entziindliche Prozesse bedeutsame T-Zellsubpopulationen gelten die
regulatorischen T-Zellen, deren Zytokinprofil hauptsichlich durch TGF-B und IL-10
gekennzeichnet ist und deren Aktivierung starke immunsupprimierende Effekte mit sich

bringt (Neurath et al., 2002).

Auch die theoretischen Annahmen zur Atiologie der Gingivitis und Parodontitis wandeln
sich unter Beriicksichtigung aktueller immunologischer Erkenntnisse. Erkenntnisse hierzu
spielen fiir die vorliegende Arbeit deshalb eine zentrale Rolle, weil diese am Modell der
Gingivitis die Effekte von Stress auf die lokale Freisetzung proinflammatorischer
Leitzytokine analysiert (N&heres hierzu weiter unten). Auch fiir entziindliche
Parodontalerkrankungen wurde von einigen Autoren fiir lange Zeit eine THI1/TH2
Disbalance als ursichlich angenommen mit einem Uberwiegen von TH1 bei der Gingivitis
und TH2 bei der Parodontitis (Gemmell & Seymour, 2004). Die durchaus uneinheitliche
Befundlage lie allerdings auch hier Zweifel an diesem Konzept aufkommen (Kidd, 2003).
Andere TH-Zellpopulationen wurden als bedeutsam diskutiert, allen voran die TH17-
Population, zu deren Zytokinprofil unter anderem IL-1B zdhlt (Gaffen & Hajishengallis,

2008). Dies ist auch insofern plausibel, als schon lange bekannt ist, dass dem
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proinflammatorisch wirksamen IL-1f eine zentrale Rolle bei der entziindlichen

Gewebsdestruktion, die eine Parodontitis kennzeichnet, zukommt (s. unten).

1.3.3 Aktuelle Entwicklungen in der Erforschung der Entziindungsregulation

Nachdem jahrelang die adaptive Immunantwort und die dort angesprochenen TH-
Zellpopulationen fokussiert wurden, um ein besseres Verstindnis der Immunregulation zu
erhalten, scheint heute dem angeborenen Immunsystem wieder mehr Zuwendung zuteil zu
werden. Ganz offensichtlich reicht die Betrachtung der Zellen des adaptiven
Immunsystems nicht aus, um gesunde und pathologisch verdnderte Immunregulationen zu
verstechen. Moglicherweise hilft es, wieder mehr die Zellen der angeborenen
Immunantwort ins Visier zu nehmen, iiber die zweifelsohne ebenso Regulations- und damit
moglicherweise auch Dysregulationsprozesse eingeleitet werden. Zugleich geraten wieder
mehr die eigentlichen Steuerungsinstrumente der Immunreaktion, die Zytokine und andere
Entziindungsmediatoren selbst, und ihre Eigenschaften ins Visier der Forschung.
SchlieBlich werden auch diesen pro-, antiinflammatorische oder (gegen-)regulatorische
Eigenschaften zugeschrieben. Zentrale Indikatoren einer proinflammatorischen
Ausrichtung der Immunreaktion auf einen Reiz stellen hierbei IL-1B und IL-8 dar, zwei
Zytokine, die zunichst im Zuge der angeborenen Immunantwort freigesetzt werden, und

dann auch im Zuge einer TH17-Reaktion.

Die Immunregulation unterliegt auch Einfliissen auBerhalb des Immunsystems wie z. B.
genetischer Veranlagung, Umwelterfahrungen, Verhalten, usw. Auch psychischer Stress
gilt heutzutage als potentiell dysregulierender Faktor einer Immun- bzw.
Entziindungsreaktion. Die vorliegende Arbeit untersucht solche Stresseffekte. Ein
systematischer Vergleich zweier Arten gingivaler Entziindungen und ihre lokale Reaktion
auf Stress stellen den Hauptteil der in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen dar. Neben
klinischen Entziindungszeichen werden dabei die proinflammatorischen Zytokine IL-1f3
und IL-8 erfasst. Neu an diesem Ansatz ist nicht nur, dass Stresseffekte auf

unterschiedliche Entziindungszustinde verglichen werden. Auch zeichnet sich die
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vorliegende Arbeit dadurch aus, dass die Immunparameter nicht in der Blutbahn sondern
direkt am Ort der Entziindung und damit auch einem wesentlichen Teil der
Entziindungsregulation erfasst werden. Bevor hierauf aber genauer eingegangen wird,
befasst sich das nédchste Kapitel mit den bisherigen Erkenntnissen zu den Auswirkungen

von Stress auf die Entziindungsregulation.
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1.4 Stress und Entziindung

Kommt es zu einem Stressereignis, vollzieht sich eine ganze Kaskade von physiologischen
Verdnderungen, die eine Vielzahl von korperlichen Systemen betreffen kdnnen (u. a. im
Nerven-, Herz-Kreislauf-, Hormon- und Immunsystem). Psychoneuroimmunologische
Forschung analysiert die Interaktionen von drei ,,Supersystemen®: dem Nervensystem, dem
endokrinen System und dem Immunsystem (Tada, 1997; Ader & Kelley, 2007; Straub et
al., 2006). Nerven- und Immunsystem interagieren u. a. auf endokrinem Weg, durch
Zellmigration immunkompetenter Zellen in das ZNS oder durch symphatische bzw.
parasympathische sowie viszerale bzw. somatische Efferenzen und Afferenzen
(Besedovsky & Rey, 1996; Straub et al., 2005; Dantzer et al., 2008; Rosas-Ballina &
Tracey, 2009). Immunzellen weisen Rezeptoren fiir Neurotransmitter und Hormone auf
ebenso wie Neurone Rezeptoren fiir Zytokine besitzen (Sanders, 2001; Sanders & Straub,

2002; Pongratz & Sanders, 2006).

Eine Reihe von Ubersichtsarbeiten fassen die Forschungsarbeiten aus diesem Bereich
zusammen, die in den letzten 20 Jahren -eindrucksvoll gezeigt haben, dass
Immunreaktionen durch Stress bzw. Stressmediatoren beeinflusst werden kdnnen (s. Maier
& Watkins, 1998; Elenkov et al., 2000; Agarwal & Marshall, 2001; Black, 2003; Glaser &
Kiecolt Glaser, 2005; Straub et al., 2005). Sie haben zudem komplexe Mechanismen

aufgezeigt, tiber welche Nerven-, Hormon- und Immunsystem miteinander interagieren.

Die Forschung konzentrierte sich zunédchst auf Einfliisse des sympathoadrenomedulldren
Systems und der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse (HHNA) als zwei
zentrale regulatorische Systeme mit Effekten auf viele andere korperliche Prozesse. So
wurde gezeigt, dass Organe des Immunsystems (z. B. Thymus, Lymphknoten usw.) stark
sympathisch innerviert sind (v. a. lber Noradrenalin und Neuropeptid-Y). Befunde
tierexperimenteller Studien und von in vitro Studien zeigen, dass nach Freisetzung von
Katecholaminen aus den sympathischen Nervenendigungen in die Lymphorgane, diese an
von Immunzellen exprimierten Adrenorezeptoren binden. Uber diese Wege konnen

Katecholamine die Lymphozytenproliferation und —migration sowie die Produktion und
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Sekretion von Zytokinen beeinflussen (Elenkov et al., 2000). Auch andere Neuropeptide,
wie z. B. Substanz P scheinen mafgeblich an der Immunregulation gerade im entziindeten
Gewebe beteiligt zu sein (Harrison & Geppetti, 2001; Gross et al., 2007; Rosenkranz et al.,
2007).

Im Hinblick auf die klassischen Stresshormone, die Katecholamine und die Produkte der
HHNA, wurde lange Zeit davon ausgegangen, dass sie immunsuppressiv wirken.
Mittlerweise scheint es plausibler anzunehmen, dass, wenn {iberhaupt, nicht die gesamte
Immunfunktion unterdriickt wird, sondern funktionelle Teilsysteme der Immunitét
verdndert werden. So scheinen Katecholamine durch Stimulation von B-Adrenorezeptoren
(B-ARs) die Ausbildung einer THI-Antwort bzw. die Produktion entsprechender
proinflammatorischer Zytokine (IL-12, TNF-a, IL-1, IL-6, usw.) zu hemmen und
(teilweise dadurch) eine TH2-Antwort zu fordern (Elenkov et al., 2000, 2005; Sanders &
Straub, 2002; Godbout & Glaser, 2006; Sanders & Kavelaars, 2007). Hinsichtlich der
Effekte einer aktivierten HHNA zeigen sich dhnliche Befunde. Glukokortikoide aus der
Nebennierenrinde entfalten ihre Wirkung hauptsidchlich durch ihren Einfluss auf das
Zytokinspektrum und scheinen ebenso proinflammatorische Aktivitdt zu unterdriicken und
die Auspragung einer TH2-Antwort zu fordern (Agarwal & Marshall, 1998, 2001; Harbuz
et al., 1997; Elenkov, 2004; Godbout & Glaser, 2006; Tait et al., 2008). Uber solche
biologische Mechanismen soll der Organismus vor einer iiberschiefenden systemischen
inflammatorischen Reaktion und deren potentiell schidlichen Auswirkungen auf den

Korper geschiitzt werden (Elenkov & Chrousos, 2002).

Doch gibt es zunehmend Widerspriiche. Stress wird ndmlich auch mit TH1-Stimulation
und einer verstarkten proinflammatorischen Ausrichtung der Immunantwort in Verbindung
gebracht. Erkrankungen, die als autoimmun angesehen werden, sind durch eine
iiberschieende Entziindungsreaktion und einer THI1-Dominanz gekennzeichnet. Bei
diesen Erkrankungen wird héufig eine Koinzidenz beobachtet zwischen psychischem
Stress und Exazerbationen (Solomon & Moos, 1964; Al’Abadie et al., 1994; Harbuz et al.,
1997; Elenkov & Chrousos, 2002; Jessop et al., 2004; Straub et al., 2005; Kern &

Ziemssen, 2008). Im Tierexperiment konnte nachgewiesen werden, dass Glukokortikoide
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nicht ausschlieBlich eine TH1-unterdriickende Wirkung (McEwen et al., 1997; Spencer et
al., 2001), sondern auch proinflammatorische Effekte mit sich bringen kénnen (Elenkov et

al., 2005; Munhoz et al., 2006, de Pablos et al., 2006, Frank et al., 2007).

Stresswirkungen auf die Entziindungsreaktion scheinen also nicht einseitig nur
immunsuppressiv zu wirken, vielmehr scheint es eine Reihe von Faktoren zu geben, die die
Richtung und Stirke von Stresseffekten auf entziindliche Prozesse beeinflussen konnen.
Fir Glukokortikoide werden solche Faktoren jiingst in einer Ubersichtsarbeit

zusammengefasst (Sorrells & Sapolsky, 2007).

Im Hinblick auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit stehen dabei drei solcher
Faktoren im Vordergrund: Die Wirkungen von akutem Stress (im Gegensatz zu
chronischem Stress), b) die Bedeutung der Betrachtung lokaler Verinderungen (im
Gegensatz zu systemischen Verdnderungen), sowie c¢) die Bedeutung des zeitlichen
Zusammenhangs zwischen Stress und Entziindungsgeschehen. Der zuletzt genannte
Faktor wird in der vorliegenden Arbeit experimentell untersucht, indem Akutstresseftekte

auf verschiedene lokale Entziindungszustiande verglichen werden.

1.4.1 Moderatoren von Stresswirkungen auf die Entziindungsreaktion

Die wissenschaftliche Untersuchung von Stresseffekten auf das Immunsystem und die
Interpretation der Studienergebnisse ist eine Geschichte der Missverstidndnisse. Es blieben
nidmlich dabei bisher und bleiben auch immer noch zu viele moderierende Faktoren auBer
Acht. Dazu gehoren z. B. Dosis-Wirkungs-Zusammenhénge. So konnen Glukokortikoide
und auch Katecholamine je nach Dosis pro- bzw. antiinflammatorische Effekte mit sich
bringen (De Kloet et al., 1998; Straub et al., 2005; Sorrells & Sapolsky, 2007). Im Hinblick
auf die Interpretation vieler Studienergebnisse beziiglich der Effekte von Stress oder
Stresshormonen auf das Immunsystem und seinen Funktionen ist es daher bedeutend
zwischen pharmakologischen (i. d. R. hohen und meist eher regulierenden) und

physiologischen bzw. endogenen (i. d. R. eher geringen und meist -echer
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immunstimulierenden) Konzentrationen von Stresshormonen zu unterscheiden (Straub et

al., 2005).

Weiterhin  ist die Dauer eines  Stressors bzw. die Dauer erhohter
Stresshormonkonzentrationen eine bedeutende moderierende Variable (Sorrells &
Sapolsky, 2007). In der Literatur finden sich hierzu unterschiedliche Unterteilungen von
Stressoren nach ihrer Dauer: z. B. akut, wiederholt akut (subakut) oder chronisch (Black,
2003; Segerstrom & Miller, 2004); akut, subchronisch (kiirzer als ein Monat) oder
chronisch (Agarwal & Marshall, 2001). Experimentelle Daten zu Effekten von
chronischem Stress stammen ausschlieBlich aus Tierexperimenten. Im Humanbereich wird
chronischer Stress im quasiexperimentellen Untersuchungsdesign hdufig durch die Pflege
chronisch erkrankter ~Angehdriger (z. B. Alzheimer-Demenz Patienten) oder
Arbeitslosigkeit operationalisiert. Im Gegensatz zu chronischen Stressoren und ihren
Auswirkungen auf Immunfunktionen, sind die Auswirkungen von akutem psychischem
Stress auf systemische Immunparameter auch im Humanexperiment oft untersucht. Akuter
Stress wird dabei i. d. R. durch Redeparadigmen (6ffentliche Rede / Rede vor einer
Videokamera) und / oder Kopfrechenaufgaben induziert (Dickerson & Kemeny, 2004;
Segerstrom & Miller, 2004; Steptoe et al., 2007). Wahrend weiterhin davon ausgegangen
wird, dass chronischer Stress eher antiinflammatorisch wirkt, scheint akuter und zeitlich
begrenzter Stress eher proinflammatorisch zu wirken (Straub et al., 2005; Dhabhar, 2002).
Zu diesem Ergebnis kommt auch eine Metaanalyse von 293 Studien, die Stresseffekte auf
verschiedene Immunfunktionen von Menschen untersuchte (Segerstrom & Miller, 2004).
Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen eines akuten psychischen Stressors
auf Entzlindungsprozesse am Menschen, daher sollen Befunde aus Humanstudien zu
Akutstresswirkungen auf verschiedene Immunparameter nachfolgend etwas genauer

dargestellt werden.

1.4.1.1 Akutstresseffekte auf Immun- bzw. Entziindungsparameter beim Menschen

Segerstrom & Miller (2004) begutachteten in ihrer Metaanalyse 84 Akutstressstudien am
Menschen, die zwischen 1960 und 2001 durchgefiihrt wurden. Der Grofteil der Studien

untersuchte dabei stressinduzierte Verdanderungen der Anzahl verschiedener Immunzellen
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oder die Funktionen dieser Zellen in vitro (z. B. NK-Zellen, Granulozyten, TH-Zellen, B-
Zellen, usw.). Weniger Studien untersuchten stressinduzierte Verdnderungen systemischer
Konzentrationen von Immunglobulinen oder Zytokinen. Die Analyse ergab, dass akuter
Stress v. a. fiir das angeborene Immunsystem aktivierend wirkt. Grof3e Effektstirken
zeigten sich im Hinblick auf die Anzahl der NK-Zellen und Granulozyten, die als Reaktion
auf den Stressor anstiegen. Ahnliches zeigte sich fiir funktionale Aspekte wie der Aktivitit
von NK-Zellen. Beziiglich Verdanderungen verschiedener Zytokine scheint akuter Stress
die systemischen Konzentrationen von IL-6 zu erhdhen. Kein Effekt zeigte sich fiir IL-1f.
Eine andere Metaanalyse von Steptoe et al., (2007) beinhaltet 30 Humanstudien (1993-
2006), die Effekte von akutem Stress auf systemische Immun- bzw.
Entziindungsmediatoren, v. a. Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-q,
IFN-y analysierten. Dabei wurden die Zytokinkonzentrationen entweder in Vvivo im
Serum/Plasma erfasst oder nach Zellstimulation in vitro. In 16 dieser Studien setzte sich
die jeweilige Stichprobe aus gesunden Ménnern oder Frauen zusammen, die anderen
Studien untersuchten klinische Gruppen (Patienten mit Rheumatoider Arthritis, Multiple
Sklerose, kardiovaskuldren Erkrankungen, Psioriasis, Depression, Brustkrebs).
Metaanalysen wurden fiir zirkulierendes IL-6 (insgesamt 19 Studien), TNF-a (insgesamt
12 Studien) und IL-1B (5 Studien) durchgefiihrt und ergaben robuste Effekte fiir
stressinduzierte Anstiege von IL-6 und IL-1f, nicht fiir TNF-a. Die anderen genannten
Zytokine wurden in zu wenigen Studien untersucht, um eine Metaanalyse durchzufiihren.
Studien, die an klinischen Gruppen durchgefiihrt wurden, zeigen teilweise eine verdnderte
Immunreaktion auf akuten Stress, teilweise unterscheiden sich Patienten nicht von den
Kontrollprobanden.

Insgesamt sprechen diese Metaanalysen fiir immunstimulierende Effekte von akutem
Stress. Hinsichtlich der Zytokine sollte allerdings beachtet werden, dass dieser Effekt im
Falle von IL-6 robust zu sein scheint. Fiir IL-1B kommen die beiden Metaanalysen zu
unterschiedlichen Ergebnissen, moglicherweise aufgrund der geringen Anzahl der Studien,
die dieses Zytokin untersuchten. Hinsichtlich TNF-a zeigte sich kein einheitliches
Reaktionsmuster auf Akutstress. Dies gilt auch fiir eine Reihe anderer Zytokine (z. B. IL-8,

IL-2), die zudem in nur wenigen Studien untersucht wurden.
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Ein moglicher Grund fiir diese vielfdltigen Befunde und daraus resultierender Unklarheit
konnte der Tatsache geschuldet sein, dass der Schwerpunkt der Forschungsarbeiten auf
systemischen Immun- bzw. Entzlindungsparametern liegt. Sicherlich, ,,...in humans as
well as animals the blood ist the only easily accessible immune compartment® (Dhabhar &
McEwen, 1996, S. 1680), doch Entziindung ist zunédchst ein lokales Geschehen und es ist
bekannt, dass viele der untersuchten Entziindungsmediatoren (z. B. Zytokine) zunéchst
primir lokal agieren und eine Kommunikation mit zentralen Strukturen bereits auf dieser
lokalen Ebene erfolgen kann ohne Einbezug des ganzen Systems (Dantzer et al., 2000;

Konsman et al., 2000).

Und tatsdchlich fdllt bei genauerer Betrachtung auf, dass lokales und systemisches

Entziindungsgeschehen nicht das gleiche darstellen.

1.4.1.2 Lokal vs. systemisches Entziindungsgeschehen - Die Bedeutung der Analyse
lokaler Entziindungsparameter

Ein weiterer wichtiger Moderator ist demnach das untersuchte Kompartiment, d. h. ob die
Immunparameter systemisch im Blut oder lokal im Gewebe und in welchem Gewebe
erfasst werden. Die Literatur zeigt, dass nur wenige Humanstudien Auswirkungen
psychischer Faktoren auf lokales Entziindungsgeschehen in vivo untersuchen, der
Schwerpunkt liegt eher auf systemischen Indikatoren (siche Segerstrom & Miller, 2004;
Steptoe et al., 2007). Diese Fokussierung auf systemische Immunparameter geht daher
einher mit einer deutlichen Validitdtseinschrankung, ist doch Entziindungsgeschehen, das
chronifizieren kann, zunichst immer ein lokal begrenztes Geschehen (Tracey, 2002;
Hopkins, 2007). Lokale regulierende Faktoren beherrschen zunichst das Geschehen.
Hierzu zéhlen neben den Zytokinen und den im Gewebe befindlichen Immunzellen auch
die lokale Innervierung und die lokale Freisetzung von Neurotransmittern, und —peptiden

(Rosas-Ballina & Tracey, 2009).

Stressmediatoren, von denen gezeigt werden konnte, dass sie systemisch die Freisetzung
verschiedener Immunmediatoren reduzieren, konnen lokal, d.h. im Gewebe durchaus

gegensitzliche Effekte zur Folge haben (Calgagni & Elenkov, 2006). Dhabhar und
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Kollegen konnten in mehreren Arbeiten zeigen, dass eine kurzfristige stressinduzierte
Reduzierung bestimmter Immunzellen in der Zirkulation (z.B. NK-Zellen, Monozyten, T-
und B-Zellen) einhergeht mit einer Umverteilung von Immunzellen aus der Zirkulation in
bestimmte Organe bzw. Gewebe hinhein (Dhabhar & McEwen, 1996; Dhabhar, 2002).
Immunzellen (Monozyten, T-Zellen, NK-Zellen usw.), die eine Abwehrlinie gegen eine
Noxe darstellen, verlassen unter Stress die Zirkulation, um in das Gewebe einzuwandern,
welches am ehesten bedroht wird, den sogenannten ,battle-stations* (Dhabar, 2002,
Viswanathan & Dhabhar, 2005). Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass ein kurzer
akuter psychologischer Stress die Chemotaxis fordert, indem er die Expression zelluldrer
und intrazelluldrer Adhdsionsmolekiile induziert (Mills et al., 1996; Goebel et al., 2000;
Redwine et al., 2003; Heinz et al., 2003). Bei diesen Vorgédngen spielen sicherlich nicht
nur Immunzellen eine Rolle, sondern auch andere Korperzellen wie z. B. Epithel- und
Endothelzellen, Keratinozyten. Es konnte gezeigt werden, dass auch diese Zellen Zytokine
und v. a. Chemokine freisetzen und dadurch zur Initiierung einer Entziindungsreaktion
beitragen (Bruch-Gerharz et al., 1995; Kotani et al., 2002; Seeger et al., 2002; Willenberg
et al., 2008).

Verkompliziert wird das Bild weiterhin dadurch, dass ein und dieselbe Zellpopulation
offensichtlich unterschiedlich auf Stressmediatoren reagiert, je nachdem, in welchem
Gewebe sie sich aufhdlt. So exprimieren zirkulierende Monozyten primér f-ARs, wéihrend
die im Gewebe ausdifferenzierten Makrophagen mehr a-ARs als B-ARs exprimieren. Eine
a-adrenerge Stimulation scheint proinflammatorische Signalfunktion zu besitzen (Johnson
et al., 2005), die demnach unter Stress im Gewebe deutlich stirker ausgelenkt sein miisste
als in der Zirkulation (Straub et al., 2005). Selbst wenn die genaue Bedeutung dieser
Befunde fiir die lokale Immunregulation noch nicht verstanden ist, zeigen sie doch
deutlich, dass auf der Basis von zirkulierenden Immunparametern oder von in vitro
stimulierten Immunzellen, die aus der Blutbahn isoliert wurden, ein Riickschluss auf lokale

immunregulatorische Prozesse kaum mdglich ist.

Untersuchungen von Stresseffekten auf lokales Entziindungsgeschehen scheinen demnach
unumgénglich zu einem besseren Verstindnis, dariiber wie Stress dort zu dysregulierten

Immunprozessen fiihren kann. Experimentelle Humanstudien, die Stresseffekte auf lokale
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Immunprozesse untersuchen gibt es kaum. Einige Studien betrachten die Zusammenhinge
zwischen chronischem Stress und der Immunologie lokaler Wundheilungsprozesse in
einem humanen in vivo Modell (Kiecolt-Glaser et al., 1995, 2005; Glaser et al., 1999;
Yang et al., 2002; Broadbent et al., 2003; Roy et al., 2005). Es zeigten sich dabei negative
Zusammenhidnge zwischen wahrgenommenem Stress und der lokalen Immunreaktion bzw.
—funktion (u. a. geringere Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-

6, IL-8, TNF-a).

Im Gegensatz zu einem solch sterilen lokalen Entziindungsprozess untersuchten Deinzer
und Mitarbeiter Stresseffekte auf lokale Entziindungsprozesse am Modell der
experimentellen Gingivitis, welches auch in der vorliegenden Arbeit Gegenstand der
Untersuchung ist (Deinzer et al., 1999, 2000a, 2004; Waschul et al., 2003). Das Modell der
Gingivitis erlaubt unter experimentellen Bedingungen die Analyse von Stresseffekten auf
die lokale Entziindung, d. h. der Gingivitis, die eine Reaktion des Organismus auf
pathogene Erreger darstellt und sich kennzeichnet durch die typischen Entziindungszeichen
(Rotung, Schwellung, Erwdrmung und erhdhte Blutungsneigung, Schmerzempfindlichkeit,
erhohte Bildung verschiedener proinflammatorischer Zytokine, vermehrter Einstrom von
Zellen der angeborenen und spéter auch adaptiven Immunitéit ins Gewebe (sieche Kapitel
1.3)). Das Modell der Gingivitis ermdglicht es, eine lokale Entziindungsreaktion auf
mikrobielle Erreger am Menschen in vivo zu untersuchen. Die Ergebnisse der Studien, die
Stress- und Entziindungszusammenhinge an diesem Modell untersuchten, deuten auf eine
durch Stress erzeugte Erhdhung proinflammatorischer Aktivitdt (u. a. hohere lokale
Konzentrationen von IL-1p) innerhalb des lokalen Entziindungsgeschehens hin (Deinzer et
al., 1999, 2000a, 2004; Waschul et al., 2003). Sie weisen allerdings auch auf einen
(weiteren) moderierenden Faktor hin, der die inflammatorische Auslenkung beeinflussen
konnte und der in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen und nachfolgend erldutert werden

soll. Dies ist der Zeitpunkt des Zusammentreffens von Stressor und Entziindungsreaktion.

1.4.1.3 Zeitpunkt des Zusammentreffens von Stress und Entziindungsreaktion
Entziindungsregulation und Stressreaktionen sind beide zeitlich dynamische Prozesse. Die

Auslenkungen der an diesen Prozessen beteiligten Variablen kénnen im zeitlichen Verlauf
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der Regulation unterschiedliche Richtungen annehmen. Je nachdem, wann im Verlauf
einer Entzlindungsreaktion der Stressor einsetzt, kann es moglicherweise zu pro- oder
antiinflammatorischen Effekten kommen. Aus tierexperimentellen Studien zu
(glukokortikoid-induzierten) Stresseffekten auf entziindliche Prozesse ist die Bedeutung
des Faktors Zeit seit lingerem bekannt (Fleshner et al., 1998; Viswanathan et al., 2005;
Sorrells & Sapolsky, 2007). Dabei verdndert sich die entziindliche Auslenkung in
Abhidngigkeit vom Zeitpunkt der Antigenstimulation in Relation zum Stressor oder der
Gabe von Stresshormonen. Auch im Humanbereich gibt es solche Befunde, die darauf
hindeuten, dass es bei =zeitlicher Koinzidenz von Stress und Antigenpridsentation
(Akutstress in Kombination mit Impfung) zu einer stirker ausgeprigten systemischen
proinflammatorischen Auslenkung kommt. In einer doppelblinden und placebo-
kontrollierten Studie zeigen Ménner als Reaktion auf eine Typhusimpfung eine gesteigerte
systemische IL-6-Produktion, wenn sie kurz darauf einer akuten Stresssituation ausgesetzt
wurden (Brydon et al., 2009). Auch Frauen zeigen unter Akutstressbedingungen kurz vor
einer Grippeimpfung eine gesteigerte Antikorperproduktion als Reaktion auf die Impfung
(Edwards et al., 2006).

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zu den Auswirkungen von Examenstress auf die
lokale Entziindungsreaktion liefern eben solche Hinweise (Deinzer et al., 1999, 2000a;
Waschul et al., 2003). Als Stressor diente dabei die Erste Arztliche Vorpriifung, die zu
erhohter subjektiver Belastung flihrt, welche iiber mehrere Wochen anhilt, aber wenige
Tage nach der letzten Priifung wieder mit der, der Kontrollprobanden vergleichbar
(Deinzer et al., 2000b, Waschul et al., 2003). Die Gingivitis wurde {iber das Unterlassen
der Mundhygiene (und damit eine erhohte Erregerlast an der Gingiva durch
Plaqueakkumulation) induziert, nachdem zuvor durch Professionelle Zahnreinigung ein
entziindungsfreier Zustand hergestellt worden war (Paradigma der sog. experimentellen
Gingivitis). Im Verlauf der drei bis vier Wochen Plaqueakkumulation stellen sich dabei
sowohl klinische Entziindungszeichen der Gingivitis ein, als auch ein erhohter IL-1B3-
Spiegel im gingivalen Sulkus, ein Zustand, der seine hochste Auslenkung etwa 3 Wochen
nach Beginn der experimentellen Gingivitis erfdhrt. Betrachtet man die Richtung der

Stresseffekte, so zeigten die Examensgruppen im Vergleich zu Kontrollen in allen Studien
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eine verstirkte proinflammatorische Auslenkung der lokalen Entziindungsreaktion, d. h.
hohere gingivale Konzentrationen von IL-1B. Allerdings zeigen sich auch differenzielle
Effekte hinsichtlich des Verlaufs dieser verdnderten Entziindungsreaktion in Abhéngigkeit
vom Zeitpunkt des Beginns der experimentellen Gingivitis, d. h. der Plaqueakkumulation
innerhalb der Stressperiode. In Deinzer et al. (2000a) begann die experimentelle Gingivitis
am ersten Tag nach Beendigung der Examensphase und es zeigte sich ein signifikanter
Haupteffekt Stress in Form eines deutlich stirkeren Anstiegs des sulkuldren IL-1f in der
Examensgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei Deinzer et al. (1999) begann die
exp. Gingivitis eine Woche vor Beendigung der Examensperiode. Hier zeigte sich der
gleiche Haupteffekt, allerdings war der Effekt deutlich groBer. Anders verhielt es sich, als
die Plaqueakkumulation mitten in der Examensphase startete und somit Stress und
Plaqueakkumulation fiir mehrere Wochen gemeinsam vorlagen (Waschul et al., 2003). In
diesem Fall zeigte sich eine Stress-Geschlechts-Interaktion. Wihrend bei den untersuchten
Frauen der Stresseffekt auf IL-1P erhalten blieb, blieb er bei den Ménnern véllig aus.
Insgesamt betrachtet weisen diese Befunde auf die Bedeutung der zeitlichen Beziehung
zwischen Stressprovokation und Entziindungsinduktion als weiterer Moderator der
immunologischen Stressreaktion hin.

Folgt demnach eine Entziindungsinduktion auf einen Stressor bzw. auf die Gabe von
Stresshormonen sprechen im Gegensatz zu den bisherigen Annahmen Human- und

Tierstudien fiir eine proinflammatorische Wirkung von Stress.

Und welche Effekte bringen Stressoren mit sich, die auf ein bereits vorhandenes
Entziindungsgeschehen treffen? Befunde aus immunohistologischen Untersuchungen legen
nahe, dass sich Art und Ausmal} der Entziindung (z. B. akut vs. chronisch) durch
strukturelle Verdnderungen der Innervierung des betroffenen Gewebes unterscheiden
konnen. Bei Autoimmunerkrankungen wie z. B. der Rheumatischen Arthritis hat sich
gezeigt, dass chronisch entziindetes Gewebe eine geringere Dichte an f-AR im Gegensatz
zu a-AR aufweist. Zusétzlich kann es im chronisch entziindeten Gewebe zu einem Verlust
von sympathischen Nervenfasern kommen, wodurch dann gleichzeitig sensorische
Nervenfasern (v. a. SP'-Nervenfasern) dominieren (Miller et al., 2000; Straub, 2006;

Koeck et al., 2009). Katecholamine konnten somit moglicherweise ihre potentiell
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antiinflammatorische Wirkung nicht mehr adidquat entfalten und zusammen mit der
Dominanz von a-AR gar als ein lokales proinflammatorisches Signal wirken (Straub et al.,

2005).

Die vorliegende Arbeit wendet sich daher dieser Frage zu und untersucht die moderierende
Wirkung des Entziindungszustands auf Akutstresseffekte in einem humanen in vivo
Modell ciner lokalen Entziindung. Bei diesem humanen in vivo Modell handelt es sich

um die plaqueinduzierte Gingivitis, die im ndchsten Kapitel genauer erldutert wird.
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1.5 Stresseffekte auf lokale Entziindungsprozesse am Modell der plaque-

assoziierten Gingivitis

1.5.1 Atiopathogenese von Gingivitiden und Parodontiden

Die Gingiva bildet zusammen mit dem Desmodont, dem Wurzelsegment und dem
Alveolarknochen das Parodont, den Zahnhalteapparat. Das Saumepithel, der Teil der
Gingiva, der direkt am Zahn anliegt sowie gingivales Gewebe um den gingivalen Sulkus,
der Furche zwischen Zahn und Zahnfleisch, sind bedeutende Bereiche, wenn es um
immunologische Abwehrmechanismen gegen eindringende mikrobielle Erreger geht.

Bei persistierender Plaqueakkumulation auf der Zahnfliche kommt es zur Herausbildung
einer lokalen Entziindungsreaktion, einer Gingivitis, die auf das betroffene gingivale
Gewebe beschrinkt, d.h. lokal ist. Die aktuell geschdtzte Priavalenz der Gingivitis ist
duBlerst hoch und betrdgt ca. 90% in der Bevdlkerungsgruppe der 35-44-jdhrigen in
Deutschland (Hoffman, 2006). Ein solcher Entziindungszustand kann iiber Jahre hinweg
anhalten, ohne zu weitreichenden Beschwerden zu fithren. Eine Gingivitis ist auch
vollstdndig reversibel, d .h. gingivale Gesundheit kann in der Regel durch vollstindige
Entfernung der Plaque wiederhergestellt werden. Eine Gingivitis kann aber auch
progredieren und zum Abbau der desmodontalen Faserbiindel und des Alveolarknochens
fiihren. Ein Entziindungszustand, der, da er nun den gesamten Zahnhalteapparat betrifft, als
Parodontitis bezeichnet wird. Klinisch manifestiert sich eine Parodontitis in den meisten
Féllen als eine chronisch entziindliche, liber Jahre hinweg progredierende Erkrankung, die
ebenso wie andere chronisch entziindlichen Erkrankungen gekennzeichnet ist, durch
Perioden der Stagnation und Perioden der Exazerbationen (Mercado et al., 2003; Le
Resche & Dworkin, 2002). Die Pathogenese einer Parodontitis und speziell der Ubergang
von einer Gingivitis in eine Parodontitis ist bislang nicht vollstindig geklédrt. Neben der
Rolle bakterieller Virulenzfaktoren wird mehr die Wirtsreaktion selbst bzw. eine gestorte
Entziindungsregulation aber auch weitere Vulnerabilititsfaktoren wie Stress oder Rauchen

diskutiert (Kornman et al., 1997; Gemmel & Seymour, 2004).
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Manche Studien geben Hinweise, die fiir eine Dominanz von TH2-Zellen in parodontalen
Lisionen sprechen (Yamazaki et al., 1997; Lappin et al., 2001), andere wiederum finden
gleiche Anteile beider Subgruppen (Berglundh et al., 2002). Untersuchungen verschiedener
Zytokine sind ebenso uneinheitlich und zeigen einmal eine vermehrte Genexpression sowie
Produktion proinflammatorischer und TH1-Zytokine (Takeichi et al., 2000; Salvi et al.,
1998) ein anders Mal ein verstirktes TH2-Zytokinprofil (Seymour et al., 2001). In
ungewohnlicher Einheitlichkeit zeigt aber eine Vielzahl von Studien einen Zusammenhang
zwischen der lokalen Konzentration von IL-1p und dem parodontalen Entziindungszustand
(Toker et al., 2008; Yiicel et al., 2008; Fitzsimmons et al., 2009; siche Barksby et al.,
2007). Es sind u. a. diese Befunde und die o. g. Widerspriichlichkeiten zu TH1/TH2
Dominanz, die heute dazu fithren, dass davon ausgegangen wird, dass die Parodontitis
moglicherweise eine TH17-dominierte Erkrankung sein konnte (Gaffen & Hajishengallis,
2008). Eine Reihe von wichtigen Erkenntnissen zur Atiopathogenese parodontaler
Entziindungen entstammen Untersuchungen mit dem bereits seit 40 Jahren etablierten
Modell der experimentellen Gingivitis (Loe et al., 1965), das auch in dieser Arbeit

angewandt wird und daher an dieser Stelle genauer erldutert wird.

1.5.2 Experimentelle Gingivitis

Unter ,,experimenteller Gingivitis* versteht man das gezielte und kontrollierte Provozieren
einer gingivalen Entzlindungsreaktion. Ausgehend von einem gingival und parodontal
gesunden Zustand wird filir einen bestimmten Zeitraum (hochstens vier Wochen) die
Mundhygiene unterlassen. Die dadurch entstehenden Anlagerungen mikrobieller Plaque
am Zahnfleischrand beantwortet der Organismus mit einer lokalen Entziindungsreaktion,
der Gingivitis. Diese manifestiert sich klinisch zunichst in einer Rotung, nach wenigen
Tagen dann aber auch in einer erh6hten Blutungsneigung nach drucklosem Sondieren. Ein
solcher Entziindungszustand ist nach Wiederaufnhahme der Mundhygiene innerhalb von
wenigen Tagen vollstindig reversibel. Das Modell der experimentellen Gingivitis (Loe et
al., 1965) wird bereits seit liber 40 Jahren in der zahnmedizinischen Forschung genutzt, um

parodontale Entziindungsprozesse zu erfassen. Dabei kann das klinische Ausmal} einer
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Gingivitis leicht anhand standardisierter und validierter Beurteilungsverfahren erfasst
werden. Lokale immunologische Entziindungsindikatoren kdnnen in der Sulkusfliissigkeit
bestimmt werden (Daten hierzu siehe unten).

Im Humanversuch darf die Unterlassung der Mundhygiene aus ethischen Griinden
allerdings vier Wochen nicht iiberschreiten. Bei ldngeren Phasen der Plaqueakkumulation
wire das Risiko flir irreversible Schiddigungen des Parodontiums oder der
Zahnhartsubstanz (Karies) zu groB. Umgekehrt ist davon auszugehen, dass sich
Parodontitiden erst auf der Basis einer (aufgrund unzulénglicher hiuslicher Mundhygiene)
wesentlich langeren Plaquepersistenz und einer entsprechend deutlich ldnger anhaltenden
Gingivitis entwickeln. Es stellt sich daher die Frage, inwieweit eine experimentelle
Gingivitis mit einer chronischen Gingivitis vergleichbar ist. Moglicherweise représentiert
die experimentelle Gingivitis eher einen Zustand akuter Entziindung, wihrend die
chronische Gingivitis eher einem chronischen Entziindungszustand entspricht. Da es die
chronische Gingivitis ist, aus welcher sich eine Parodontitis entwickelt, wire es von
Vorteil zu wissen, inwieweit sich diese beiden Zustinde (experimentelle vs. chronische
Gingivitis) dhneln bzw. unterscheiden, und zwar sowohl im Basalzustand als auch in ihrer
Reaktion auf einen Stressor.

Genau dies zu analysieren, ist das Ziel der vorliegenden Arbeit. Bevor aber genauer auf
diese Fragestellung eingegangen wird, fassen die folgenden beiden Abschnitte Daten zur
Analyse lokaler Immunparameter im Sulkus gingivalis sowie Befunde zum

Zusammenhang zwischen Stress und Parodontalerkrankungen zusammen.

1.5.3 Analyse der lokalen Immunantwort im Sulkus-Fluid des Sulkus
Gingivalis

Ein zentraler Vorteil der Analyse von Stresseffekten auf Entziindungsreaktionen am
Modell der Gingivitis besteht darin, dass sich hier die lokale Entziindungsregulation im
Humanversuch minimal-invasiv und messwiederholt erfassen ldsst. Im Sulkus gingivalis
sammelt sich permanent Sulkus-Fluid, ein Transsudat bzw. bei Entziindungen ein Exsudat

des umliegenden Gewebes (Delima & Van Dyke, 2003). In dieser Fliissigkeit befinden sich
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nachweislich zahlreiche Immun- bzw. Entziindungsmediatoren, die als Indikatoren des
Entziindungszustands gelten, darunter eine Reihe von Zytokinen (z. B. IL-1p, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a, TGF-B, MIP-1, etc.; Lamster & Grbic, 1995; Griffiths,
2003; Lamster & Ahlo, 2007).

Zudem weist eine Vielzahl von Studien einen Zusammenhang zwischen einzelnen dieser
Parameter und dem klinischen Zustand des Parodonts im Lings- und im Querschnitt nach.
So zeigen Patienten mit Parodontitis in der Regel hohere Konzentrationen
proinflammatorischer Zytokine, speziell IL-1p, als Patienten mit Gingivitis oder gesunde
Kontrollprobanden (Yiicel et al., 2008; Figueredo et al., 2008; Orozco et al., 2006; Emingil
et al., 2005, 2004; Faizuddin et al., 2003; Gamonal et al., 2001). Vergleiche vor und nach
einer PA-Behandlung zeigen &hnliche Ergebnisse mit einem Konzentrationsabfall
proinflammatorischer Zytokine nach der Behandlung (Thunell et al., 2009; Toker et al.,
2008; Tsai et al., 2007; Gamonal et al., 2000). Humanstudien am Modell der
experimentellen Gingivitis zeigen im Verlauf der Plaqueakkumulation eine Zunahme
klinischer ~ Entziindungszeichen  bzw. einen  Anstieg  proinflammatorischer
Immunmediatoren, v. a. IL-1B (Kinane et al., 1992; Heasman et al., 1993; Nylander et al.,
1993; Johnson et al., 1997; Deinzer et al., 1999, 2000a, 2004b; Fransson et al., 1999;
Biesbrock & Yeh, 2000; Gonzales et al., 2001; Tsalikis et al., 2002; Zhang et al., 2002;
Giannopolou et al, 2003; Waschul et al., 2003; Nonnenmacher et al., 2009)

Interessant ist, dass die lokalen Konzentrationen vieler der im Sulkus-Fluid erfassten
Zytokine die Konzentrationen, die im Serum gemessen werden, um etwa den Faktor 1.000
iibersteigen. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die im Serum beobachteten Befunde
nur schwer auf die Prozesse im Gewebe iibertragen werden konnen. Ein Nachteil der
Analyse von Parametern im Sulkus-Fluid besteht darin, dass nur sehr geringe
Probenmengen gewonnen werden konnen. Damit bleibt auch die Anzahl von Parametern,
die im Sulkus-Fluid zu einem Messzeitpunkt erfasst werden kdnnen, begrenzt, greift man
nicht auf teure Multiarray-Verfahren zuriick, die fiir diese Dissertation nicht zur Verfiigung

standen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher zwei wichtige proinflammatorische Zytokine

analysiert: IL-18 und IL-8. Von IL-1B war bereits bekannt, dass es in engem
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Zusammenhang mit dem klinischen parodontalen Entziindungsgeschehen steht und auf
psychische Belastungen reagiert. Vorangegangene Untersuchungen von Deinzer und
Mitarbeiter (Waschul et al., 2003) hatten aulerdem gezeigt, dass ein Anstieg von IL-1p im
Sulkus-Fluid nicht von einem Anstieg des IL-1-Rezeptorantagonisten begleitet wird, so
dass zumindest auf dieser Ebene eine Gegenregulation nicht zu beobachten war. Mit IL-8
sollte ein Parameter der friihen, angeborenen Immunantwort analysiert werden, nachdem
die Analysen der immunologischen und psychoimmunologischen Studien der vergangenen
Jahre gezeigt haben, dass eine reine Fokussierung auf die Parameter der adaptiven
Immunantwort offensichtlich eine zu starke Begrenzung darstellt, um Mechanismen der
Entziindungsregulation verstehen zu konnen (s. die Diskussion zu TH-Zellpopulationen

weiter oben).

1.5.4 Befundlage zu Stress und Parodontalerkrankungen

Das Heranziehen des Gingivitis-Modells in dieser Arbeit rechtfertigt sich insbesondere,
wenn bereits andere Studien einen Zusammenhang zwischen Stress und
Parodontalerkrankungen nahe legen. Fiir akademischen Stress und den immunologischen
Verlauf einer experimentellen Gingivitis existieren Befunde aus der eigenen
Arbeitsgruppe, die weiter oben schon ausfiihrlicher erldutert wurden (Deinzer et al., 1999,
2000a,b, 2004, Waschul et al., 2003). Aber auch fiir die Parodontitis legt eine Reihe von
Untersuchungen einen Zusammenhang zu Stress nahe. Hierzu gehodren zahlreiche
Querschnittsstudien und wenige Léngsschnittstudien aus dem Humanbereich (siehe
Boyapati & Wang, 2007; Le Resche & Dworkin, 2002). In Querschnittuntersuchungen
konnte ein Zusammenhang zwischen der parodontalen Gesundheit und verschiedenen
psychosozialen Faktoren aufgezeigt werden. Neben allgemeinem Stresserleben gilt dies
auch fiir kritische Lebensereignisse (Green et al., 1986; Monteiro da Silva et al., 1996;
Croucher et al., 1997), Arbeitsbelastungen und Qualitit der Ehe (Marcenes & Sheiham,
1992; Linden et al., 1996), finanzielle Sorgen (Genco et al., 1999), Angste und Depression
(Monteiro da Silva et al., 1996; Vettore et al., 2003; Johannsen et al., 2006, 2007; Rosania
et al., 2009), Copingverhalten (Genco et al., 1999; Wimmer et al., 2002, 2005). In
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Langsschnittstudien konnte zudem gezeigt werden, dass bei hoheren Arbeitsbelastungen
ein hoherer parodontaler Schaden in den Folgejahren zu erwarten ist (Linden et al., 1996)
und dass fehlende soziale Unterstiitzung und hiufiger Ausdruck von Arger das
Parodontitisrisiko erhohen (Merchant et al., 2003). Noch eindriicklicher zeigen
tierexperimentelle Studien, dass Stress und Stressmediatoren die entziindliche
Degeneration des Parodonts fordern konnen. Ausgesprochen systematisch hat hier die
Gruppe von Breivik (Breivik et al.,, 2000a,b, 2005) die Effekte verschiedener
Stresshormone auf eine experimentell induzierte Parodontitis untersucht und gezeigt, dass
eine erhohte Verfligbarkeit von Cortisol den parodontalen Breakdown beschleunigt. In
anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass heftiger Dauerstress bei Ratten und
Maiusen zu einer vermehrten Zerstorung des Zahnhalteapparates fiihrt (Gupta et al., 1960;

Takada et al., 2004).

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass die parodontale Entziindungsregulation
stresssensitiv ist. Damit eignet sich die Gingivitis auch aus dieser Hinsicht in besonderer

Weise als Modell fiir psychoimmunologische Untersuchungen.

Doch zunehmend wird auch deutlich, dass man nicht allgemein von den Effekten von
Stress auf das Immunsystem sprechen kann im Sinne einer einheitlichen Ausrichtung und
Starke dieser Effekte. Vielmehr hdangen diese offensichtlich von einer Reihe von Faktoren
ab, die bereits oben diskutiert wurden. Die Bedeutung des zeitlichen Zusammenhangs
zwischen Stress und Entziindung, d. h. der Zeitpunkt des Zusammentreffens von
Entziindungsreiz und psychischer Belastung wird in dieser Arbeit experimentell

untersucht.
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1.6 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit macht sich zum Ziel, zu einem besseren Verstindnis der
komplexen Zusammenhédnge zwischen Stress und Entziindungsregulation beizutragen. Thre
besondere Relevanz erhilt diese Aufgabenstellung aufgrund der Tatsache, dass chronisch
entziindliche Prozesse eine zentrale Rolle in der Pathogenese einer Vielzahl von

Erkrankungen darstellen.

Eine  Entziindungsreaktion stellt zundchst einmal eine Anpassungsreaktion des
Organismus dar, die darauf abzielt, einen schidlichen Reiz zu entfernen und die
urspriingliche Integritdt des Korpers wieder herzustellen. Diese Aufgabe iibernimmt das
Immunsystem mit seinen verschiedenen Zellpopulationen. Zytokine, Immunbotenstoffe,
sind dabei die wesentlichen Regulatoren, die die Tatigkeit der verschiedenen
Zellpopulationen aufeinander abstimmen. Stérungen in dieser Abstimmung, also in der
Entziindungsregulation, werden als wichtige Ursache fiir die Entstehung pathogener

chronisch entziindlicher Prozesse gesehen.

Seit vielen Jahren liegt der Fokus der immunologischen Forschung hinsichtlich des
Storungsorts vor allem in der Ausbalancierung zweier Zellpopulationen der adaptiven
Immunantwort, den T-Helferzellen (TH) vom Typ eins und zwei (TH1 und TH2). Eine
Reihe von widerspriichlichen Befunden und die Entdeckung zusétzlicher Zellpopulationen
hat eine Erweiterung dieses Konzeptes bedingt. Insbesondere TH17-dominierte
Immunreaktionen, geraten so ins Zentrum des Interesses. Sie sind gekennzeichnet durch
ein stark proinflammatorisches Reaktionsprofil, bei welchem IL-1B ein Leitzytokin

darstellt, das selbst stark proinflammatorische Eigenschaften besitzt.

Allerdings mehren sich auch Hinweise darauf, dass die Prozesse der
Entziindungsregulation, und vor allem auch der —dysregulation, moglicherweise schon mit
der frithen angeborenen Immunantwort auf eine Noxe einsetzen und nicht erst bei der

spateren adaptiven Immunantwort. Eine Signalfunktion fiir eine solche friihe
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Immunantwort besitzt z. B. das Chemokin IL-8, das mit seinen starken chemotaktischen

Eigenschaften zugleich in hohem Mafe proinflammatorisch wirkt.

Psychoneuroimmunologische Forschung hat mittlerweile eine jahrzehntelange Tradition.
Sie hat unter anderem aufgezeigt, wie das zentrale Nervensystem direkt {iber neuronale
Verbindungen und indirekt auf endokrinem Wege das Immunsystem und damit auch die
Entziindungsregulation beeinflussen kann. Wesentliche Moderatoren sind hierbei die
Stresshormone Cortisol, Adrenalin und Noradrenalin, einige Neuropeptide (darunter
Neuropeptid Y und Substanz P) sowie die jeweiligen Rezeptoren, die von den Zellen des
Immunsystems exprimiert werden. Wéhrend psychoimmunologische Forschung zum
Zusammenhang von Stress und Entziindung zunichst von einer generell
entziindungsddmpfenden Wirkung von Stress ausging, zeigt sich im Verlauf der Jahre
jedoch ein wesentlich komplexeres Bild. So verdndert sich mit zunehmender Chronizitit
einer Entziindung nicht nur die Innervation des Gewebes hinsichtlich der Art und der
Menge der innervierenden Nervenfasern, auch die Exprimierung der entsprechenden
Rezeptoren auf den Immunzellen variiert. Bei der Analyse von Stresseffekten auf die
Entzlindungsregulation muss also deutlich unterschieden werden, wann Stress und
Entziindungsgeschehen aufeinander treffen, ob im nichtentziindeten Zustand, im Stadium

einer akuten Entziindung oder bei einer persistierenden bzw. chronischen Entziindung.

Auf einen weiteren wesentlichen Punkt, den es zu beachten gilt, weisen neuere
immunologische und neuroimmunologische Forschungen hin: Stressinduzierte
Verdnderungen in der Blutbahn oder in der Reaktion von Immunzellen, die der Blutbahn
entnommen wurden, miissen mitnichten reprisentativ sein fiir die Verdnderungen, die
parallel hierzu im Gewebe, am Ort einer Entziindung selbst stattgefunden haben. So
exprimieren im Blut zirkulierende Monozyten andere Rezeptoren als die ausdifferenzierten
Makrophagen im Gewebe, auch erfolgt die Freisetzung der meisten Zytokine, darunter IL-
1B und IL-8 eher parakrin in das entziindete Gewebe als endokrin in die Blutbahn, worauf
schon die vielfach hoheren Zytokinkonzentrationen im Gewebe hinweisen. Die wenigsten
psychoimmunologischen Studien zur Entziindungsregulation untersuchen aber die Effekte

von Stress auf Verdnderungen im entziindeten Gewebe selbst.
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Am Modell der experimentellen Gingivitis hat dies vor einigen Jahren die hiesige
Arbeitsgruppe begonnen und festgestellt, dass diese durch eine ldngerfristige Belastung
proinflammatorisch ausgelenkt werden kann, im Sinne einer erhohten Freisetzung von IL-
1B in den Sulkus gingivalis. Die Stirke des Effektes variierte hier, wie zu vermuten, mit
dem Zeitpunkt des Zusammentreffens von Stress und Entziindungsreiz. Ahnliche Daten
fehlen fiir die Wirkungen von Akutstress. Lediglich in einer Arbeit wurden die Effekte
ciner akuten Belastung auf IL-1B im Sulkus gingivalis bei einer seit vier Wochen
bestehenden experimentellen Gingivitis untersucht (Deinzer et al., 2004).

Die vorliegende Arbeit sucht nun die dort gewonnenen Erkenntnisse zu den Effekten von
Stress auf die Entziindungsregulation zu erweitern. Analysiert werden die Effekte von
akutem Stress auf die beiden sulkuldren Zytokine IL-1f und IL-8, die beide eine
proinflammatorische Auslenkung der Immunantwort signalisieren. Dabei werden
unterschiedliche Entziindungszustinde miteinander verglichen. Die (relativ kurz
bestehende) experimentelle Gingivitis und die wesentlich langer existierende chronische
Gingivitis. Da bislang noch nichts dazu bekannt ist, ob und in wiefern sich diese beiden
Zusténde hinsichtlich ihres Zytokinprofils unterscheiden, erfolgt im Rahmen dieser Arbeit

auch dieser Vergleich.

Damit untersucht die vorliegende Arbeit zunéchst die folgenden Fragestellungen:

1. Inwieweit unterscheidet sich klinisch und immunologisch (gemessen an den lokalen
Konzentrationen von IL-1B und IL-8) eine experimentelle von einer chronischen

Gingivitis? (Studie 1)

2. Inwieweit unterscheiden sich die Effekte von Stress auf sulkulédres IL-1 und IL-8 bei

den beiden Entziindungszustinden? (Studie 2)

Gepriift wird die Hypothese, dass sich die beiden Zustinde sowohl im unstimulierten

Zustand als auch hinsichtlich der Wirkungen von Stress unterscheiden.
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Aufgrund der Ergebnisse zu den ersten Fragestellungen, erfolgt danach noch die Priifung

einer zusitzlichen Fragestellung:

3. Hat eine akute Stressbelastung bei chronischer Gingivitis eine stirkere

proinflammatorische Wirkung im Sinne einer erhdhten Freisetzung der Zytokine IL-8

und IL-1B?
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2 Empirische Studien

Die vorliegende Arbeit setzt sich aus insgesamt drei Studien zusammen. Studie 1 diente
der Priifung der Annahme, dass sich eine vierwdchige experimentell induzierte Gingivitis
von einer unter natiirlichen Bedingungen vorkommenden chronischen Gingivitis klinisch
wie auch immunologisch unterscheidet. Dazu wurden im randomisierten
Untersuchungsdesign an zwei Gruppen (experimentelle vs. chronische Gingivitis) im
Verlauf einer vierwochigen Untersuchungsperiode einmal wochentlich klinische und
immunologische Parameter erhoben. Am Ende dieser vier Wochen erfolgte ein statistischer
Vergleich dieser beiden gingivalen Entziindungszustinde. Zu Klérung der Frage, inwieweit
die Dauer der jeweiligen Entziindung Stresseffekte auf die lokale Entziindungsreaktion
moderiert, erfolgte in Studie 2 die Analyse von Akutstresseffekten auf diese beiden
Entziindungszustinde. Dazu unterliefen die Gruppen von Studie 1 am Ende der
vierwOchigen Untersuchungsphase an zwei aufeinander folgenden Untersuchungstagen
eine Ruhe vs. Stressbedingung. Im Rahmen dieser jeweils vierstiindigen
Laboruntersuchung wurden die immunologischen Parameter messwiederholt erfasst, d. h.
es fanden eine Préstress- und drei Poststressmessungen statt. Auf der Basis der Ergebnisse
von Studie 2 kam es zur Durchfiihrung von Studie 3, in der gepriift wurde, ob die
chronische Gingivitis nicht nur im Vergleich zur experimentellen Gingivitis, sondern auch
fiir sich allein genommen die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine steigert. Im
Folgenden werden die fiir alle Studien giiltigen methodischen Grundlagen erldutert, bevor
dann die einzelnen Studien mit ihren methodischen Details, Ergebnissen und Diskussion

dargestellt werden.
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2.1 Allgemeine Methoden

2.1.1 Studienteilnehmer

Studienteilnehmer waren ménnliche und weibliche Studierende. Die Rekrutierung der
Probanden erfolgte iiber Aushdnge, die iiber den Campus verteilt wurden und iber

Internetanzeigen auf der Homepage der Universitét.

2.1.1.1 Einschlusskriterien

Um eine Randomisierung der beiden Untersuchungsgruppen ,akute vs. ,,chronische*
Entziindung zu ermoglichen, galt als Einschlusskriterium fiir alle Studienteilnehmer das
Vorhandensein einer plaqaue-assoziierten Gingivitis an mindestens fiinf von sechs
untersuchten Papillen. Eine plaque-induzierte Gingivitis wurde dann angenommen, wenn
die Papille eine Blutungsreaktion auf druckloses Sondieren zeigte und an den an das

Zahnfleisch angrenzenden Flidchen des Zahnes Plaqueanlagerungen sichtbar waren.

2.1.1.2 Ausschlusskriterien

Aufgrund potentieller Einfliisse auf die gingivale Gesundheit und aufgrund ethischer
Erwédgungen kamen verschiedene Ausschlusskriterien zum Tragen. Diese Kriterien wurden
durch eine zahnmedizinische Untersuchung und {iber ein anamnestisches Interview

abgeklart und beinhalteten folgende Punkte:

* Verdacht auf eine parodontale Erkrankung (Taschentiefe von mehr als 3,5 mm
und/oder gingivale Rezessionen

= Aktuelle kieferorthopadische oder zahnmedizinische Behandlung

= Unbehandelte Karies

= Defekte Fiillungen

= Erkrankungen des Immunsystems

= Aktuelle Infektionen jeglicher Art

= Akute allergische Reaktionen (z. B. Heuschnupfen)
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= Gegenwirtige oder vergangene neurologische oder psychiatrische Erkrankungen

= Schwangerschaft

= Rauchen von mehr als 5 Zigaretten pro Tag

= Drogenmissbrauch

= RegelmiBige Einnahme von Medikamenten (einschl. Kalziumantagonisten,
Antikonvulsiva, immunstimulierende bzw. —ddmpfende Substanzen

= FEinnahme von Antibiotika oder fiebersenkenden Mitteln innerhalb der letzten sechs
Wochen vor Studienbeginn bis Studienende

= Anhaltende psychische Belastung innerhalb der sechs Wochen vor den
Stressexperimenten (z. B. Vorbereitung auf ein Examen)

= Akute psychische Belastung an den Tagen der Stressexperimente selbst (z. B.

Priifungen, Klausuren, etc.)

2.1.2 Unabhingige Variable: Gingivaler Entziindungszustand

Die Studienteilnehmer wurden den Stufen der Unabhéngigen Variablen ,,gingivaler
Entziindungszustand“ (experimentelle Gingivitis vs. chronische Gingivitis) randomisiert
zugeordnet. Dabei wurde die Randomisierung von einer Person durchgefiihrt, die nicht in
die Datenerhebung involviert war. Lose mit der entsprechenden Untersuchungsbedingung
befanden sich in undurchsichtigen verschlossenen Briefumschldgen, welche in einer nicht

einsehbaren Box aufbewahrt wurden, aus der fiir jeden Probanden ein Los gezogen wurde.

2.1.2.1 Experimentelle Gingivitis

Vor der Induktion der experimentellen Gingivitis wurde zundchst gingivale
Entziindungsfreiheit hergestellt. Nach einer professionellen Zahnreinigung zur Entfernung
jeglicher Plaque erhielten die Probanden Anweisungen zu Optimierung ihrer haduslichen
Mundhygiene (modifizierte Basstechnik; Verwendung von Zahnseide). Die diesbeziigliche
Compliance der Versuchspersonen wurde bis Studienbeginn zwei Mal wdchentlich
kontrolliert. Bei diesen Kontrolluntersuchungen wurde, wenn nétig, die

Mundhygieneinstruktion erneut wiederholt und evtl. Plaque erneut entfernt. Alle
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Probanden zeigten zum Zeitpunkt des Studienbeginns vollkommene gingivale Gesundheit.
Versuchspersonen, die zu diesem Zeitpunkt an einer der zu untersuchenden Stellen auch
nur eine Blutungsreaktion nach Sondieren zeigten, wurden von der Teilnahme

ausgeschlossen.

Nach Herstellung gingivaler Gesundheit begann die vierwochige Phase der
kontinuierlichen Plaqueakkumulation zur Induktion einer experimentellen Gingivitis. Ab
diesem Zeitpunkt unterlieBen die Probanden fiir einen Zeitraum von vier Wochen jegliches
Mundhygieneverhalten. Bei den in dieser Zeit stattfindenden Kontrollterminen zweimal
wochentlich wurden die Frontzdhne der Studienteilnehmenden gereinigt, so dass die
Plaqueakkumulation nach auflen nicht sichtbar war, was die Akzeptanz dieser

Untersuchungsbedingung erhohte.

2.1.2.2 Chronische Gingivitis

Wenn hier von einer chronischen Gingivitis gesprochen wird, so geschieht dies, um einen
anhaltenden permanenten entziindlichen Prozess zu beschreiben, der im Falle der
Gingivitis aufgrund permanent vorhandener Antigenbelastung gegeben ist. Eine Ermittlung
der genauen Dauer dieses Entziindungsprozesses ist wie bei jeder anderen chronisch
entziindlichen Erkrankung, nicht moglich, jedoch gibt es gute Griinde von einem
chronischen Entziindungsgeschehen auszugehen. Die Pravalenz der Gingivitis bei 35-44-
jéhrigen Personen in der deutschen Bevdlkerung wird auf ca. 90% geschétzt (Hoffmann et
al., 2006), obwohl die meisten Menschen mindestens einmal tiglich ihre Z&dhne reinigen.
Dies deutet auf mangelnde Mundhygienefdhigkeiten hin und tatséchlich konnte gezeigt
werden, dass wenn Studierende gebeten wurden ihre Zdhne bestmdglich zu putzen, danach
noch immer Plaque vorzufinden war und zwar an ca. 80% der Stellen, die an die Gingiva
angrenzen (Granrath, 2008, unveroffentlichte Daten). Es ist also anzunehmen, das Plaque
wenn einmal vorhanden iiber lange Zeit bestehen bleibt, wenn sie nicht durch
professionelle Maflnahmen entfernt wird.

Die Probanden dieser Untersuchungsgruppe erfiillten alle das Einschlusskriterium, d. h.
das Vorliegen einer plaque-induzierten Gingivitis ermittelt iiber Plaque-Index und

Blutungsreaktionen. Sie blieben hinsichtlich ihrer bestehenden Gingivitis (s.
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Einschlusskriterium) vollig unbehandelt und wurden instruiert, ihre Mundhygiene wie
bisher durchzufiihren. Da diese Mundhygiene auch bislang die Anlagerung von Plaque am
Gingivarand und die Entstehung einer Gingivitis erlaubt hatte, bestand die Gingivitis {iber
die Dauer der Untersuchung hinweg fort. Damit représentierte diese Gruppe die unter
natiirlichen Bedingungen vorkommende unbehandelte plaque-assoziierte Gingivitis. Auch
diese Gruppe durchlief die zweimal wochentlich stattfindenden Kontrolluntersuchungen,

allerdings ohne jegliche Intervention (z. B. Plaqueentfernung).

2.1.3 Abhiingige Variablen: sulkulires IL-1p und sulkuliires IL-8

Die beiden Abhédngigen Variablen, lokales, d. h. sulkuldres IL-1B und sulkuldres IL-8
wurden im Sulkus-Fluid (SF) erfasst.

Die Tageszeiten der SF-Entnahmen wurden intraindividuell konstant gehalten. Des
Weiteren wurden die Studienteilnehmer instruiert, mind. vier Stunden vor
Untersuchungsbeginn aufzustehen; drei Stunden vor einer Untersuchung nicht zu rauchen,
nichts zu essen oder zu trinken (bis auf Wasser) und im Zeitraum von 24 Stunden vor einer
Untersuchung keine exzessive korperliche Betétigung auszufiihren sowie Alkoholkonsum

zu vermeiden.

Das Sulkus-Fluid wurde mesio-bukkal und disto-bukkal sowie mesio-palatinal und disto-
palatinal an den Zihnen 15, 16, und 25, 26 mittels genormter Filterpapierstreifen
(Periopaper®, Harco, New York, NY, U.S.A.) entnommen. Die entsprechenden Zihne
wurden zuvor zahndrztlich trocken gelegt, um eine Speichelkontamination zu vermeiden.
Ein zuvor markiertes Periopaper® wurde 1 mm in den gingivalen Sulkus eingefiihrt. Die
Verweildauer wurde standardisiert auf 30 Sekunden festgelegt, da in Voruntersuchungen
bei kiirzerer Verweildauer nur sehr geringe Volumina im unteren Kalibrierungsbereich des
Periotron® gesammelt werden konnten, Zeitrdume iiber 30 Sekunden dagegen eine
Verdunstung befiirchten lieBen (Cimasoni, 1983). Die quantitative Bestimmung der
aufgenommenen Fliissigkeitsmenge erfolgte mit Hilfe des Periotron® 8000 (Harco, New

York, NY, U.S.A.), das zuvor mit Serum unter Zuhilfenahme einer Hamilton-Spritze (0-1
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ul) in 0,1pl-Schritten mit Standardvolumina von 0,1-0,9 pl geeicht wurde. Die
Kalibrierung wurde mit Humanserum entsprechend dem Herstellervorschlag und dem
Vorgehen in anderen Studien (Cimasoni, 1983; Griffith et al., 1992; Rudin et al., 1970)
vorgenommen. Jedes Volumen wurde je fiinfmal auf ein Periopaper® appliziert, die
entsprechenden Periotron®-Werte notiert und eine Standardkurve auf Grundlage einer
quadratischen Funktion berechnet. An jedem Untersuchungstag erfolgte eine erneute
Kalibrierung (siehe Deinzer et al., 1999). Im sofortigen Anschluss an die Messung wurde
der weiBle Teil (Filterpapier) des Periopaper® abgeschnitten und mit den {ibrigen
Filterstreifen eines Quadranten und 800 pl PBS-Puffer (mit 0,1% Albumin) in einem auf
Eis gelagerten Eppendorf-Gefdfl gesammelt. Das Gefdll mit den 16 Filterpapierstreifen
wurde dann bei 3000 U/Min fiir 3 Minuten gekiihlt zentrifugiert, die Probe auf
Mikrogefille (Eppendorf) mit einem Fassungsvermdgen von 0,5 ml aliquotiert und mittels
CO,-Schnee innerhalb von 5 Minuten nach der Zentrifugation tiefgefroren und bis zur
weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt. Die verdiinnten SF-Proben wurden nach dem
Auftauen auf IL-1p und IL-8 mit kommerziell erhéltlichen Sandwich-ELISAs (Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, Illinois, USA) analysiert und die Konzentrationen iiber den
Verdiinnungsfaktor, welcher sich aus der entnommenen Probenmenge und dem Volumen
des Diluenten (800 pl) ergab, berechnet. Die Inter- und Intra-Assayvariationen dieser
ELISAs liegen bei unter 10%, die Sensitivitdt betrdgt < 1pg/ml. Voruntersuchungen hatten
eine Wiederfindungsrate von 90-110% fiir dieses Entnahme- und Analyseprotokoll
ergeben. Alle SF-Proben einer Person wurden jeweils auf ein und derselben ELISA-Platte
untersucht. Die Personen, welche die biochemischen Analysen vornahmen, waren

gegeniiber der Zugehdrigkeit der Proben zu den Untersuchungsgruppen verblindet.

2.1.4 Kontrollvariablen: klinische Entziindungszeichen

Zur Uberpriifung des klinischen Zustands der Gingiva wurden die klinischen
Entziindungszeichen Plaque und Blutung erfasst. Sichtbare Plaque wurde mittels des
Plaque-Index nach Sillness & Loe (modifiziert nach Rateitschak und Mitarbeiter
(Rateitschak et al., 1989) erhoben, die gingivale Blutungsneigung iiber den Papillen-



Empirische Studien
Allgemeine Methoden 42

Blutungs-Index nach Saxer & Miihlemann (modifiziert nach Rateitschak und Mitarbeiter
(Rateitschak et al., 1989). Die Untersuchung erfolgte immer durch ein und dieselbe Person,
die zuvor an einer anderen mit der Erhebung dieser Parameter vertrauten Person kalibriert

worden war.

2.1.5 Statistische Datenanalyse

Die Statistische Datenanalyse erfolgte mit dem Softwarepaket SPSS 15. Fiir alle
inferenzstatistischen Verfahren wurde ein Signifikanzniveau von 5% angelegt. Um die
Daten auf Normalverteilung zu priifen, wurden Kolmogorof-Smirnov-Goodnes-of-Fit-
Tests berechnet. Sofern nichts anderes berichtet wird, war die
Normalverteilungsvoraussetzung erfiillt. Zur Priifung der Varianzgleichheit bei t-Tests
wurde der Levene’s Test berechnet und im Fall der Varianzungleichheit die entsprechende
Teststatistik fiir ungleiche Varianzen herangezogen. Bei Varianzanalysen mit
Messwiederholung wurden grundsdtzlich Greenhouse-Geisser korrigierte Statistiken
berechnet und die Original-Freiheitsgrade gemeinsam mit dem Greenhouse-Geisser €
(sofern abweichend von 1) berichtet. Als Effektstirkemalle wurde bei Varianzanalysen das
particlle m?> und bei t-Tests das Effektstirkema3 d nach Cohen (1992) mit 95%
Vertrauensintervall (CI 95%) berechnet.

2.1.6 Ethik

Alle Studienteilnehmer wurden vor Studienbeginn ausfiihrlich iiber Studieninhalte und
Studiendesign informiert und gaben ihr schriftliches Einverstdndnis. Das Studienprotokoll
entspricht den Richtlinien der WHO (Declaration of Helsinki) und wurde von der 6rtlichen

Ethikkommission (Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf) positiv begutachtet.
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2.2 Studie 1 — experimentelle vs. chronische Gingivitis

Studie 1 verfolgte die Fragestellung, ob der Zustand einer chronischen Gingivitis mit dem
Zustand einer iiber vier Wochen wihrenden experimentellen Gingivitis immunologisch und
klinisch vergleichbar ist. Eine solche Vergleichbarkeit wird in der parodontologischen
Literatur gelegentlich unterstellt, wenn davon gesprochen wird, dass nach drei bis vier
Wochen experimenteller Gingivitis eine etablierte Gingivitis vorldge (z. B. Rateischak et
al., 1989). Bislang fehlen aber Studien, die diesen Zustand mit dem einer chronischen

Gingivitis im kontrollierten randomisierten Design vergleichen.

2.2.1 Spezifische Methoden Studie 1

2.2.1.1 Probanden
An dieser Studie nahmen 26 Studierende teil, die randomisiert auf die Gruppen
experimentelle Gingivitis (6 Ménner, 7 Frauen) vs. chronische Gingivitis (7 Ménner, 6

Frauen) verteilt wurden.

2.2.1.2 Untersuchungsablauf

Spétestens eine Woche vor Beginn der Verlaufsmessungen wurden die Studienteilnehmer
nach dem unter 2.1.2 erlduterten Randomisierungsverfahren auf die beiden Unter-
suchungsgruppen zugeordnet.

Die Datenerhebung erfolgte mit dem Beginn (Tag 0) der Phase der experimentellen
Gingivitis in beiden Gruppen parallel, wochentlich bis zum Abschluss der Phase der
experimentellen Gingivitis nach vier Wochen. Das Studienprotokoll mit Erhebungs-
zeitpunkten, d. h. Probenentnahme zeigt Tabelle 2.2.1. In fritheren Untersuchungen hatten
sich Hinweise darauf ergeben, dass die Adherence, d. h. die Einhaltung der Instruktionen
hinsichtlich der Bedingungen der experimentellen Gingivitis (keine Mundhygiene) bei nur
wochentlichen Untersuchungen mdéglicherweise gering ist (Waschul et al., 2003). Daher
wurden die Probanden in der vorliegenden Studie zweimal wdchentlich einbestellt, wobei

nur einmal wochentlich (d. h. zu jedem zweiten wochentlichen Termin) eine umfassende
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Untersuchung stattfand. Zu den anderen Terminen erfolgte lediglich eine grobe Sichtung
der Plaqueanlagerungen sowie bei den Probanden mit experimenteller Gingivitis die

Entfernung der Plaque an den Frontzidhnen.

Tabelle 2.2.1: schematischer Versuchsablauf Studie 1

Tag -14 bis -10 7 -3 0 |3 |7 |10 |14 |17 |21 |24 ‘27
EG PZR Hygiene Experimentelle Gingivitis (Plaqueakkumulation durch
Unterlassung der Mundhygiene)
CG Chronische Gingivitis (besteht mindestens bereits seit Studienaufnahme)
Klinik ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° .
SF ° ° ° ° .

Abkiirzungen: EG: Gruppe ,experimentelle Gingivitis“; CG: Gruppe ,chronische Gingivitis*; PZR:
Professionelle Zahnreinigung; SF: Sulkusfluidentnahme; Klinik: Erfassung von Plaque- und Blutungsindex.
Jeder Punkt (o) symbolisiert den Tag einer Datenerhebung.

2.2.1.3 Statistische Datenanalyse

Zur Klérung der Forschungshypothese, ob sich die beiden Entziindungszustinde
(experimentelle Gingivitis vs. chronische Gingivitis) nach vier Wochen experimenteller
Gingivitis unterscheiden, erfolgte ein Gruppenvergleich hinsichtlich der klinischen
Entziindungszeichen und der Konzentrationen von IL-1B und IL-8 zu diesem Zeitpunkt
mittels t-Test bzw. bei Voraussetzungsverletzungen nonparametrisch mit exakten Tests.
Zur Uberpriifung der zeitlichen Stabilitit des jeweiligen Entziindungszustands iiber die vier
Wochen hinweg wurden fiir beide Entziindungszustdnde separate Varianzanalysen mit den

Faktoren Zeit (5) und Geschlecht berechnet.
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2.2.2 Ergebnisse Studie 1

Das mittlere Alter der Probanden mit experimenteller Gingivitis betrug 26,23 + 4,4 Jahre,
das der Probanden mit chronischer Gingivitis 23,77 + 3,5 Jahre. Die beiden Gruppen
unterschieden sich diesbeziiglich nicht signifikant voneinander [t(24) = 1.580; p = 0.127].
Die Abbildungen 2.2.1 bis 2.2.4 zeigen die Verdnderungen der klinischen und

immunologischen Parameter im Verlauf der vierwochigen Untersuchung.

2.2.2.1 Unterschiede zwischen experimenteller und chronischer Gingivitis am Ende
der vierwochigen Untersuchungsperiode

Der Gruppenvergleich nach vier Wochen erbrachte folgende Ergebnisse: Die Gruppen
zeigten keine Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der blutenden Stellen [t(24) = 0.959; p
= 0.347; d = 0.38 (CI95%: -0.399; 1.15)]. Im Hinblick auf stirkere Blutungsreaktionen
(PBI von 3 und 4) zeigten in der EG-Gruppe drei Probanden (1m; 2w) solche Reaktionen,
in der CG-Gruppe war dies bei fiinf Probanden (5w) der Fall. Innerhalb der CG-Gruppe
resultierte ein signifikanter Geschlechtsunterschied [¢*(2)=9.479, exaktes p = 0.005].
Innerhalb der Frauen zeigte sich ein fast signifikanter Unterschied zwischen den Gingivitis-
Gruppen [¥*(3) = 7.635, exaktes p = 0.063] bei den Méannern war dies nicht der Fall
(exaktes p = 0.462). In der EG-Gruppe zeigten alle Probanden an allen 16
Untersuchungsstellen deutliche Plaqueakkumulation (PI >1). In der CG-Gruppe betraf die
Plaqueakkumulation (PI >1) im Mittel 13,6 Stellen (Standardabweichung von £3). Der
Gruppenvergleich hinsichtlich der Anzahl der Stellen mit Plaque ergab einen signifikanten

Unterschied [t(24)=2.713; p=0.019; d= 1.06 (CI95%: 0.243; 1.89)].
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Abbildung. 2.2.1. Anzahl der Stellen mit Plaque.

Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der Anzahl der Stellen mit Plaque
(erfasst iiber Plaqueindex (PI)) an insgesamt 16 Untersuchungsstellen bei
experimenteller Gingivitis (EG; N = 6m, 7w) und bei chronischer Gingivitis (CG;
N = 7m, 6w) im Verlauf der vierwochigen Untersuchungsperiode
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Abbildung 2.2.2. Anzahl der blutenden Stellen.
Mittelwerte und Standardfehler der Anzahl blutender Stellen (erfasst iiber Papillen-
Blutungs-Index (PBI)) an insgesamt 16 Untersuchungsstellen bei experimenteller
Gingivitis (EG; N = 6m, 7w) und bei chronischer Gingivitis (CG; N = 7m, 6w) im
Verlauf der vierwochigen Untersuchungsperiode.
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Hinsichtlich der sulkuldren Konzentrationen von IL-1B (siehe Abb. 2.2.3) unterschieden
sich die Gruppen nach vier Wochen signifikant [t(24) = 2.258; p=0.037; d=0.89 (CI95%:
0.08; 1.7)]. Dabei zeigte die EG-Gruppe hohere Konzentrationen am Ende der EG-Periode
als die CG-Gruppe (25.96 £ 12.83 ng/ml vs. 16.94 + 6.55 ng/ml). Auch die in Abb. 2.2.4
dargestellten Konzentrationen des sulkuldren IL-8 unterschieden sich signifikant zwischen
den Gruppen [t(24)=2.137; p=0.043; d= -0.84 (CI95%: 0.41; -1.64)]. Allerdings wies hier
die EG-Gruppe geringere Konzentrationen auf als die CG-Gruppe (84.61 + 43.20 ng/ml vs.
54.32 £27.30 ng/ml).

45
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Abbildung 2.2.3. Sulkulédres IL-1§ (ng/ml). Mittelwerte und Standardfehler der
Mittelwerte der Konzentrationen von sulkuldrem IL-1B bei experimenteller
Gingivitis (EG; N = 6m, 7w) und bei chronischer Gingivitis (CG; N = 7m, 6w) im
Verlauf der vierwochigen Untersuchungsperiode.
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Abbildung 2.2.4. Sulkulires IL-8 (ng/ml). Mittelwerte und Standardfehler der
Konzentrationen von sulkuldrem IL-8 bei experimenteller Gingivitis (EG; N = 6m,
7w) und chronischer Gingivitis (CG; N = 7m, 6w) im Verlauf der vierwdchigen
Untersuchungsperiode.

2.2.2.2 Analyse von Verinderungen iiber die Zeit bei experimenteller und
chronischer Gingivitis

Zur Uberpriifung der Stabilitéit der jeweiligen Entziindungszustinde wurden fiir jede der
beiden Gingivitisgruppen eine Varianzanalyse mit Messwiederholung und den Faktoren

Zeit und Geschlecht berechnet.

Innerhalb der Gruppe mit experimenteller Gingivitis ergaben sich signifikante Zeiteffekte
fiir die Anzahl der blutenden Stellen [F(4/44) = 11.027; p < 0.001; n* = 0.50; £ = 0.697]
sowie fiir die Konzentrationen der beiden Zytokine IL-1p [F(4/44) = 5.445; p< 0.001; n?> =
0.33; €=0.718] und IL-8 [F(4/44) = 14.18; p < 0.001; n>= 0.56; £ = 0.347]. Die Anzahl der
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Stellen mit Plaque wurde aufgrund fehlender Varianz an den letzten drei Messzeitpunkten
innerhalb der EG-Gruppe (siehe 2.2.1) keiner Varianzanalyse unterzogen. Fiir die
Konzentrationen des sulkuldren IL-1fB ergab sich eine tendenziell signifikante Interaktion
Geschlecht x Zeit [F(4/44) = 2.621; p = 0.069; n* = 0.19; &=0.718], fiir die anderen
Parameter ergaben sich keine signifikanten Geschlechtseffekte bzw. Interaktionen mit dem
Faktor Geschlecht (alle p > 0.17).

Innerhalb der Gruppe mit chronischer Gingivitis zeigten sich weder fiir die klinischen noch
fir die immunologischen Parameter signifikanten Zeiteffekte: Plaqueakkumulation
[F(4/44) = 1.858; p = 0.168; n? = 0.14; £ = 0.625], Blutungsreaktionen [F(4/44) = 1.064; p
=0.395; 1> = 0.09; £ = 0.668], IL-1B [F(4/44) = 2.447; p = 0.09; n* = 0.18; £ = 0.668] und
IL-8 [F(4/44) = 0.842; p=0.467; * = 0.07; € = 0.640].
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2.2.3 Diskussion Studie 1

Ziel von Studie 1 war es im randomisierten kontrollierten Design zwei Arten gingivaler
Entziindungszustinde (experimentelle vs. chronische Gingivitis) miteinander zu
vergleichen. Diese beiden Entziindungszustéinde spiegeln die gingivale Wirtsantwort auf
pathogene Keime wieder, doch es stellt sich die Frage, ob diese jeweiligen Wirtsreaktionen
tatsdchlich vergleichbar sind. Bei genauer Betrachtung der entsprechenden Bedingungen,
unter denen sich die jeweilige gingivale Entziindungsreaktion herausbildet, unterscheiden
sich experimentelle und chronische Gingivitis in zumindest drei wesentlichen Aspekten.
Einer experimentellen Gingivitis-Periode geht eine ProphylaxemaBnahme zur Entfernung
jeglicher Plaque voraus. Diese Mallnahme gleicht einem Eingriff in das lokale
Regulationssystem und verdndert moglicherweise per se die Wirtsantwort auf die
nachfolgende Plaqueakkumulation. Ein solcher Eingriff fehlt bei der chronischen
Gingivitis. Weiterhin wird bei der experimentellen Gingivitis die Mundhygiene eingestellt,
entweder vollstindig oder zumindest an den Stellen, die untersucht werden. Menschen mit
einer chronischen Gingivitis hingegen putzen sich in der Regel durchaus die Zdhne, auch
wenn es ihnen nicht gelingt, die vorhandene Plaque komplett zu entfernen. SchlieBlich ist
eine experimentelle Gingivitis aus ethischen Griinden in ihrer Dauer begrenzt. Um
eventuelle bleibende Schidden zu vermeiden, sollte nach spdtestens 28 Tagen die
Mundhygiene wieder hergestellt werden. Die chronische Gingivitis hingegen besteht in der
Regel fiir einen wesentlich lingeren Zeitraum (wahrscheinlich héufig iiber Jahre). Zu
klaren war in der vorliegenden Studie, ob diese unterschiedlichen Rahmenbedingungen fiir
die Entstehung und Aufrechterhaltung einer Gingivitis auch Auswirkungen auf die

immunologische Zusammensetzung des Sulkus-Fluid haben wiirden.

Tatsdchlich ergab der Vergleich dieser beiden gingivalen Entziindungszustinde klinisch
wie auch immunologisch deutliche Unterschiede. Bei der chronischen Gingivitis waren
weniger Stellen mit Plaque besiedelt, wiesen aber gleich viele Stellen wie bei der
experimentellen Gingivitis eine erh6hte Blutungsneigung auf, wobei bei Frauen der Gruppe
mit chronischer Gingivitis eine Tendenz zu stirkeren Blutungsreaktionen zu beobachten

war. Hinsichtlich der sulkuldren Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine IL-
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1B und IL-8 waren ebenfalls signifikante Unterschiede zu beobachten mit einer hoheren
Konzentrationen von IL-13 und einer geringeren Konzentrationen von IL-8 in der Gruppe
mit experimenteller Gingivitis verglichen mit der Gruppe mit chronischer Gingivitis. Das
Modell der experimentellen Gingivitis, welches in dieser Form in einer Reihe von Studien
analysiert wurde (Kinane et al., 1992; Heasman et al., 1993; Nylander et al., 1993; Johnson
et al., 1997; Deinzer et al., 1999, 2000a, b; Fransson et al., 1999; Biesbrock & Yeh, 2000;
Gonzales et al., 2001; Tsalikis et al., 2002; Zhang et al., 2002; Giannopolou et al, 2003;
Waschul et al., 2003; Nonnenmacher et al., 2009) stellt demnach keinen Zustand dar, der
mit einer unter natiirlichen Bedingungen vorkommenden und in der Klinik hiufig

beobachtbaren chronischen Gingivitis, vergleichbar ist.

Der zeitliche Verlauf der experimentellen Gingivitis zeigte sich in dieser Studie &hnlich
wie auch in anderen Studien (Kinane et al., 1992; Heasman et al., 1993; Deinzer et al.,
1999, 2000, 2004; Johnson et al., 1997; Gonzales et al., 2001; Zhang et al., 2002; Waschul
et al.,, 2003) mit einer deutlichen Zunahme von Plaque und Blutungsneigung und einem
Anstieg von IL-1B. Deskriptiv zeigt sich dabei kein kontinuierlicher Anstieg des IL-1f3.
Vielmehr zeigen gerade die Frauen erhebliche Schwankungen {iber die Zeit, die dann auch
in einer tendenziell signifikanten Zeit x Geschlecht- Interaktion resultieren.
Diskontinuierliche Verldufe der Verdnderung von IL-1B unter experimenteller Gingivitis
lassen sich auch bei fritheren Studien erkennen (z. B. Kinane et al., 1992; Heasman et al.,
1993; Deinzer et al., 2000; Gonzales et al., 2001; Waschul et al., 2003). Diese Befunde
weisen darauf hin, dass die IL-1B-Konzentrationen im Verlauf einer experimentellen
Gingivitis starken Schwankungen unterworfen sein konnen, was die Identifikation
zusatzlicher Einflussgrofen auf deren Konzentration (z.B. Stresseffekte) erschweren

konnte.

Bemerkenswert ist auch der Verlauf von IL-8 unter der experimentellen Gingivitis. Hier
zeigt sich eine rapide Abnahme der Konzentration nach Beginn der Plaqueakkumulation
mit danach konstant niedrigen Werten. Dieser Befund entspricht einer Beobachtung von
Zhang et al. (2002), die nach drei Tagen Plaqueakkumulation ebenfalls einen rapiden,

wenn auch nicht signifikanten Konzentrationsabfall dieses Zytokins berichten. Mehrere
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Mechanismen sind denkbar, iiber die es zu einer solchen plaqueinduzierten Reduzierung
der sulkulédren IL-8-Konzentration kommen kann. So ist z. B. aus in vitro Studien bekannt,
dass bestimmte Keime der Plaque (z.B. Porphyromonas gingivalis) die Fahigkeit gingivaler
Epithelzellen beeintrachtigen konnen, IL-8 zu produzieren (sog. Chemokinparalyse;
Darveau et al., 1998; Huang et al., 2001; Ji et al., 2007). Eine vergleichbare Reduzierung
von IL-8 wurde auch bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen unter Helicobacter
pylori beobachtet (Stromberg et al., 2003; 2005; Marks et al., 2006). Dabei wurde als eine
mogliche Ursache eine erhohte Aktivitit regulatorischer T-Zellen diskutiert (Stromberg et
al., 2005). Eine andere Ursache fiir eine solche Reduzierung der IL-8-Freisetzung konnte
darin liegen, dass die Produktion von IL-8 durch andere, (gegen-)regulatorische Zytokine
gehemmt bzw. unterdriickt wird. Dies konnte in vitro z. B. fiir IL-4, IL-10, IL-13 gezeigt
werden, die eine LPS-stimulierte Freisetzung von IL-8 durch neutrophile Granulozyten
inhibieren (Wertheim et al., 1993; Kasama et al., 1994; Meda et al., 1994). Neutrophile, die
eine bedeutende Quelle fiir IL-8 darstellen, konnten auch selbst fiir eine solche Hemmung
verantwortlich sein, da mit zunehmender Dichte an neutrophilen Zellen diese Zellen selbst
die IL-8-Produktion hemmen. SchlieBlich wire auch denkbar, dass bestimmte Signale, die
fiir eine Produktion und Freisetzung von IL-8 notwendig sind, fehlen. Die Synthese von IL-
8 wird z. B. durch IL-1p und TNF-a mediiert (Scapini et al., 2001). Es konnte also auch
moglich sein, dass als Gegenregulat steigender proinflammatorischer Zytokine auch
entsprechende Antagonisten, z. B. 16sliche Rezeptoren fiir TNF-a vermehrt ausgeschiittet
werden und somit die biologische Aktivitdt dieser Zytokine reduziert wird, was einen

entsprechenden Abfall von IL-8 erklaren konnte.

Im Gegensatz zur experimentellen Gingivitis erweist sich die chronische Gingivitis als ein
iiber die Zeit stabiler Zustand. Weder hinsichtlich der klinischen Parameter noch
hinsichtlich der beiden erfassten Zytokine zeigten sich signifikante Verdnderungen iiber die
Zeit. Im Vergleich zur experimentellen Gingivitis zeigt die chronische Gingivitis geringere
IL-1B und erhohte IL-8-Konzentrationen. Wie aus klinischen Untersuchungen bekannt ist,
sind chronisch entziindliche Erkrankungen héufig durch stabile Verldufe gekennzeichnet,
die durch Exazerbationen unterbrochen werden konnen, d. h. es kommt zu

iiberschiefenden lokalen Entziindungsreaktionen (Mercado et al., 2003). Gerade die
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gegeniiber der experimentellen Gingivitis erhohten IL-8-Spiegel konnten einen Hinweis
darauf sein, dass mit zunehmender Chronifizierung des Entziindungsgeschehens die 1L-8-
Konzentrationen steigen. Tatsdchlich zeigen verschiedene Befunde, dass die Schwere der
Symptomatik chronisch entziindlicher Erkrankungen mit der Konzentration von IL-8
assoziiert ist (Mazzuchelli et al., 1994; Daig et al., 1996; Gamonal et al., 2000, 2001;
Kraan et al., 2000; Mittermaier et al., 2004; Straub et al., 2005).

Zusammengefasst zeigt der Vergleich von experimenteller vs. chronischer Gingivitis, dass
sich diese beiden Entziindungszustdnde auch nach vier Wochen experimenteller Gingivitis
immunologisch wie auch klinisch unterscheiden. Damit kann die erste
Forschungshypothese angenommen werden. Interessant ist dabei, dass sich nicht nur
quantitative Unterschiede hinsichtlich der Zytokinkonzentrationen zeigen. Dies wire ein
Ergebnis, das mdglicherweise allein durch die Dauer des Entziindungsprozesses zu
erkldren wire. Stattdessen unterscheiden sich die beiden Zustdnde insofern auch qualitativ,
als bei der chronischen Gingivitis zwar erhohte Werte des proinflammatorischen Zytokins
IL-8 aber zugleich reduzierte Werte des proinflammatorischen Zytokins IL-1f beobachtet
wurden. Dies konnte bedeuten, dass sich das jeweilige Entziindungsgeschehen ganz
unterschiedlich gestaltet und unterschiedlichen Regulationsmechanismen unterliegt. Dies
priift die folgende Studie, die die Effekte von akutem Stress auf die beiden Zytokine bei

experimenteller und chronischer Gingivitis untersucht.
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2.3 Studie 2 - Entziindungszustand als Moderator der immunologischen
Stressreaktion

Wie einleitend in Kapitel 1.3 dargelegt, kann psychischer Stress eine Immunreaktion
provozieren. In Studie 2 soll nun gekliart werden, ob der Entziindungszustand diese in
diesem Fall lokale immunologische Stressreaktion beeinflusst. Auf einen solchen
moderierenden Einfluss weisen frithere Studien hin (siehe 1.4.1.3). Hier werden sie im
randomisierten und kontrollierten Untersuchungsdesign am Menschen untersucht. Gepriift

wird die Hypothese, dass Stresseffekte vom Entziindungszustand moderiert werden.

2.3.1 Spezifische Methoden Studie 2

2.3.1.1 Probanden
Untersucht wurden die Probanden von Studie 1. Die unter 2.1.2. bis 2.1.4 beschriebenen

Variablen wurden um folgende erginzt:

2.3.1.2 Unabhiangige Variable: Stress- vs. Ruhebedingung

Die Stress- vs. Ruhebedingung dauerte jeweils 30 Minuten und wurde im
Messwiederholungsdesign an zwei aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt. Die
Abfolge der jeweiligen Bedingung wurde dabei randomisiert und gegenbalanciert. Das
Protokoll entspricht dem von Deinzer et al. (2004) und hat sich als zuverldssige Methode
zu Provokation einer endokrinen Stressreaktion bewéhrt (Deinzer et al., 2004; Kleineidam,
1996). Die beiden jeweiligen Bedingungen wurden von zwei verschiedenen
Versuchsleitern ~ durchgefiihrt, die zudem verblindet waren beziiglich des
Gingivitiszustands. Bis zu den Untersuchungstagen hatten die Versuchspersonen lediglich
die Information, dass eine psychologische Aufgabe auszufiihren sei und wussten
dementsprechend auch nicht, welche der beiden Bedingungen sie an den jeweiligen Tagen

erwartete.
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Stressbedingung

Die Stressinduktion erfolgte in einem Beobachtungslabor (ca. 24m?) durch die
Antizipation, die Vorbereitung und das Halten einer Rede vor einer Videokamera. In der
Mitte des Beobachtungslabors befand sich ein Tisch mit einem Stuhl, auf dem die
Versuchsperson saf}. Zwei Meter vor dem Tisch stand eine professionelle TV-Kamera,
zwei weitere kleine steuerbare Kameras waren an jeweils einer der oberen Raumecken
gegeniiber des Tisches angebracht und eine dritte befand sich an der oberen Mitte der
Wand hinter dem Tisch. Neben dem Beobachtungslabor war ein kleiner Raum mit einer
Monitoranlage, von der aus die Versuchsperson iiber die Kameras vom Versuchsleiter
beobachtet wurde. Der Zugang zum Beobachtungslabor fiihrte durch diesen benachbarten
Monitorraum, so dass die Probanden beim Betreten des Labors die Beobachtungsanlage
sehen konnten. Zu Beginn jeder Stressphase betrat die Versuchsleitung den
Beobachtungsraum und leitete die jeweilige Phase iiber eine entsprechende Instruktion ein.
Um eine hochstmogliche Standardisierung der Interaktion zwischen Versuchsleiter und —
person zu erhalten, wurden alle Instruktionen vorgelesen. Die Fokussierung der steuerbaren
Kameras auf die Versuchsperson erfolgte liber die gesamte Dauer der Stressbedingung zu

standardisierten Zeiten.

Antizipation der Rede (10 Minuten):

Die Stressbedingung begann mit der Antizipation der Aufgabe, eine Rede zu halten. Die
Versuchsleitung fithrte die  Versuchsperson durch den Monitorraum in das
Beobachtungslabor und bat sie, am Tisch Platz zu nehmen. Die Versuchsperson erhielt nun
eine kurze Information iiber den Inhalt der Aufgabe, die darin bestiinde, eine Rede
vorzubereiten und anschlieBend vor der Kamera zu halten, weitere Informationen wiirden

noch folgen.

Vorbereitung der Rede (10 Minuten):

Nach 10 Minuten war die Antizipationsphase beendet, die Versuchsleitung betrat erneut
den Beobachtungsraum und informierte den Probanden iiber das Thema der Rede (,,Meine
positiven und negativen Eigenschaften, wie ich sie selbst sehe, beurteile und wie sie sich

auf mein Leben ausgewirkt haben®). Die Versuchsperson wurde instruiert, eine Rede von
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genau 10 Minuten Dauer vorzubereiten und dariiber informiert, dass die Rede spiter auf
Video aufgezeichnet und hinsichtlich Inhalt und Form ausgewertet werden wiirde.
AuBerdem seien beim Halten der Rede gewisse Kriterien einzuhalten, die die
Versuchsperson auf einer Informationstafel vorfand, welche ihr ausgehidndigt wurde
(,,Strukturieren Sie Thre Rede! Begriinden Sie Ihre Ansichten! Achten Sie auf klare und
genaue Formulierungen! Sprechen Sie in ganzen Sitzen! Sprechen Sie deutlich! Sprechen
Sie in normaler Lautstirke und Tonlage! Sprechen Sie in normaler Geschwindigkeit!
Kontrollieren Sie Thre Mimik und Gestik!“).

Nach dieser Instruktion und dem Uberreichen der Informationstafel stellte die
Versuchsleitung einen Timer auf den Tisch, die die ab jetzt noch verbleibende
Vorbereitungszeit anzeigte, forderte die Versuchsperson auf, mit der Redevorbereitungen
zu beginnen und verlieB das Beobachtungslabor. Fiir die Vorbereitung waren keine

Hilfsmittel (z. B. Papier und Stift) erlaubt und verfiigbar.

Halten der Rede (10 Minuten):

Nach Ablauf der Vorbereitungszeit betrat die Versuchsleitung erneut das Labor, forderte
die Versuchsperson nun auf, sich vor die Kamera zu stellen und fokussierte diese auf das
Gesicht der Versuchsperson. Die Versuchsleitung verlie§ darauthin wieder den Raum und
forderte die Versuchsperson vom benachbarten Monitorraum aus per Mikrophon dazu auf,
mit der Rede zu beginnen und zwar mit den negativen Eigenschaften. Unabhingig von der
Qualitdt der Rede unterbrach die Versuchsleitung zwei Minuten nach Beginn der Rede die
Versuchsperson iiber das Mikrophon, erinnerte an die Kriterien, die bei der Rede
einzuhalten seien, wiederholte diese noch einmal und fordert den Probanden dazu auf, noch
einmal von vorne zu beginnen. Nach insgesamt 10 Minuten wurde dem Probanden

mitgeteilt, dass die Redezeit vorbei sei und er sich wieder setzen konne.

Ruhebedingung
Unter der Ruhebedingung saflen die Probanden 30 Minuten ungestort in einem gemiitlich
eingerichteten Raum mit Couch und Couchtisch und hatten Gelegenheit, bereitliegende

Comics zu lesen.
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2.3.1.3 Kontrollvariablen: Stimmung, Speichelcortisol, Sulkus-Fluid-Volumen

Zur Uberpriifung, ob die Stressbedingung, d. h. ob das Halten einer Rede vor einer
Videokamera eine psychische und korperliche Stressreaktion verursacht, wurden die

psychische Befindlichkeit und das Speichelcortisol erfasst.

Psychische Befindlichkeit

Zur Erfassung der psychischen Befindlichkeit gaben die Probanden auf jeweils 10 cm
langen visuellen Analogskalen (VAS) fiir verschiedene Eigenschaftworter an, wie stark
dieses jeweilige Eigenschaftswort ihre aktuelle Stimmung reflektierte. Bei den
Eigenschaftswortern handelt es sich um angestrengt, gestresst, hilflos, bedroht, angespannt,
ausgeliefert, verdrgert und verunsichert. Die Erfassung der Stimmung erfolgte zu insgesamt

vier Messzeitpunkten (vor Ruhe vs. Stressbedingung, unmittelbar sowie 45 und 90 Minuten

danach).

Endokrine Stressreaktion

Zur Erfassung der endokrinen Stressreaktion wurden Speichelproben entnommen. Dazu
wurden die Studienteilnehmer aufgefordert, ihren Speichel im Mund zu sammeln und dann
in ein Gldschen zu spucken. Dieser Vorgang dauerte fiir jede Speichelprobe drei Minuten.
Nach der Speichelsammlung wurde der Speichel im Gldschen mit Salivetten (Sarstedt)
aufgenommen. Dieses Vorgehen diente der besseren weiteren Handhabung der
Speichelproben, die zur weiteren Analyse bei -20° gelagert wurden. Die Cortisol-
konzentrationen wurden iiber einen kommerziell verfiigbaren Luminessenz Assay (IBL-
International, Hamburg, Deutschland) ermittelt mit einer Intraassay-Variation von < 7.8

und einer Interassayvariation von 6.2 bis 11.5%.

Sulkus-Fluid -Volumen
Um auszuschlieen, dass mogliche Stresseffekte auf die sulkuldre Zytokinkonzentrationen
auf bloBe Verdnderungen des Sulkus-Fluid-Volumens zuriickzufiihren sind, wurde dieser

Parameter zusétzlich analysiert.
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2.3.1.4 Untersuchungsablauf

Am Ende der vierwochigen Untersuchungszeit folgten die Stressexperimente, d. h. die
Probanden aus den beiden Gingivitis-Gruppen durchliefen die akute Laborstressbedingung
(Rede vor der Kamera). Dabei mussten zwei Frauen aus der Gruppe mit experimenteller
Gingivitis von der Analyse ausgeschlossen werden, da eine davon am Tag vor der
Stressapplikation starken familidren Belastungen ausgesetzt war und die andere wéhrend
der Ruhebedingung im Labor einschlief.

Der Untersuchungsablauf gliederte sich in eine Baselinephase, durch die stabile
Ausgangswerte erreicht werden sollten, die Stress vs. Ruhephase und eine Erholungsphase.
Dabei waren die Personen, die SF entnahmen gegeniiber der Versuchsbedingung (Stress vs.
Ruhe) verblindet. Die Versuchsleitung der Stressexperimente unterschied sich auBerdem
von der Versuchsleitung der Ruhebedingung. Den genauen Ablauf mit den

Erhebungszeitpunkten fiir die verschiedenen Variablen zeigt Tabelle 2.3.1.

Tabelle 2.3.1: Zeitlicher Ablauf der Stress- vs. Ruhebedingung an den beiden aufeinander-
folgenden Untersuchungstagen (Stress vs. Ruhe).

Zeit (min) | -30 | -15 0 15 30 45 60 75 920 105 | 120 | 135
Phase Pristress Stress vs. Ruhe Poststress
SF . . . .
Klinik °
Cortisol ° ° ° ° ° ° ° ° ° °
VAS . . ° °

Abkiirzungen: SF: Sulkusfluidentnahme; Blutung: Blutungsindex; Cortisol: Speichelprobe fiir Cortisol-
bestimmung; VAS: visuelle Analogskalen; Jedes x symbolisiert eine Datenerhebung; Rot unterlegter
Zeitraum: Zeitraum (30min) der Stress vs. Ruhesituation. Jeder Punkt (o) symbolisiert den Tag einer
Datenerhebung.

2.3.1.5 Statistische Datenanalyse

Die statistischen Analysen fiir alle Parameter erfolgten liber Kovarianzanalysen mit den
Faktoren Stress (Stress- vs. Ruhebedingung), Zeit (drei Poststresszeitpunkte), Gingivitis
(experimentelle vs. chronische Gingivitis) und Geschlecht. Die in der Baselinephase

erhobenen Werte gingen als Kovariate in die Analysen ein. Zusétzlich erfolgte eine
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separate Analyse der Pristresswerte auf Unterschiede an den Stress- vs. Ruhetagen mittels

t-Test flir abhéngige Daten.

Fiir alle Daten wurden zunichst die Eingangsvoraussetzungen wie Normalverteilung sowie
Varianzhomogenitét gepriift, die, wenn nicht explizit erwéhnt, fiir alle Daten gegeben
waren. Zur besseren Ubersicht erfolgt die Darstellung der biologischen Parameter fiir
Minner und Frauen separat. Eine deskriptive Statistik der Daten fiir entsprechende

Gruppenmittelwerte und Standardabweichungen befindet sich im Anhang.



Empirische Studien

Studie 2 - Entziindungszustand als Moderator der immunologischen Stressreaktion 61

2.3.2 Ergebnisse Studie 2

Aufgrund des Ausschlusses von zwei Frauen (siehe oben) gingen in die Datenanalyse 11
Probanden (6 Ménner und 5 Frauen) mit experimenteller Gingivitis und 13 Probanden (7
Minner und 6 Frauen) mit chronischer Gingivitis ein. Das durchschnittliche Alter der
Probanden mit experimenteller Gingivitis betrug 26,4 Jahre (+ 4,8), das der Probanden mit
chronischer Gingivitis 23,8 Jahre (+ 3,5). Die beiden Gruppen unterschieden sich
diesbeziiglich nicht signifikant voneinander [t(22) = 1.538; p = 0.142].

2.3.2.1 Kontrollvariablen

Psychische Befindlichkeit

In Abbildung 2.3.1 sind die subjektiven Einschédtzungen der psychischen Befindlichkeit an
den beiden Untersuchungstagen (Stress vs. Ruhe) dargestellt. Der Faktor Gruppe
(experimentelle vs. chronische Gingivitis) ging nicht in die Analysen mit ein, da keine
diesbeziiglichen Effekte auf die Stimmung zu erwarten sind. Zwei Befindlichkeitsitems
wiesen an den Messzeitpunkten 75 min und 120 min nach Stressinduktion keine
Normalverteilung auf. Aus diesem Grund sind diese Messzeitpunkte von der
kovarianzanalytischen Analyse ausgeschlossen. Die Auswertung der jeweiligen Items
wurde mit dem Zwischensubjektfaktor Geschlecht und dem Innersubjektfaktor Stress
(Stress vs. Ruhe) durchgefiihrt. Die Analyse ergab fiir alle Befindlichkeitsparameter
hochsignifikante Haupteffekte fiir den Faktor Stress [alle F >16.290; alle p < 0.001; alle n?
> (.43]. Bei nur einem Item (,,ausgeliefert”) ergab die Analyse eine leichte Tendenz fiir
eine Stress x Geschlechts Interaktion (p=0.09). Fiir alle anderen Items fanden sich keinerlei
signifikante Geschlechtseffekte oder Stress x Geschlechts Interaktionen [alle F < 1.450;
alle p > 0.241; alle n? < 0.07]. In Tabelle 2.3.2 sind die Effektstirken d der Items zu den
einzelnen Messzeitpunkten dargestellt. Da sich bei den mehrstufigen Varianzanalysen
keine signifikanten Haupteffekte oder Interaktionen mit dem Faktor Geschlecht ergaben,
erfolgt die grafische Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 2.3.1 der Ubersicht halber

iiber alle Probanden hinweg.
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Abbildung 2.3.1. Stresseffekte auf die psychische Befindlichkeit. Mittelwerte und
Standardfehler der Mittelwerte der psychischen Stressreaktion der Probanden (N = 13m;
11w) an den beiden Untersuchungstagen (Ruhe vs. Stress) vor, unmittelbar nach (30 min)
sowie 45 Minuten (75 min) und 90 Minuten (120 min) nach Stress.



Empirische Studien

Studie 2 - Entziindungszustand als Moderator der immunologischen Stressreaktion 63

Tabelle 2.3.2:

Effektstirken d der

unterschiedlichen Messzeitpunkten fiir alle Probanden.

Stimmungsunterschiede

Stress

Ruhe zu den

Effektstirken d (mit 95% Vertrauensintervallen)

pristress 30 min 75 min 120 min

angestrengt  -0.08 [-0.59;0.91] 0.86 [0.26;1.45] -0.02 [-0.18;0.55]  -0.11 [-0.27;0.46]
gestresst -0.14 [-0.30;0.43] 1.05 [0.87;1.66] 0.04 [-0.13;0.60] 0.01 [-0.15;0.57]
hilflos -0.13 [-0.30;0.43] 0.57 [0.40;1.15] 0.09 [-0.08;0.65] 0.03 [-0.13;0.60]
bedroht -0.04 [-0.21;0.52] 0.26 [0.10;0.83] 0.05[-0.12;0.61]  -0.02 [-0.18;0.54]
angespannt  -0.13 [-0.29;0.44] 0.88 [0.70;1.48] 0.04 [-0.12;0.61]  -0.02 [-0.18;0.55]
ausgeliefert  -0.10 [-0.27;0.46] 0.53 [0.36;1.10] 0.09 [-0.07;0.66] 0.04 [-0.12;0.61]
verirgert -0.06 [-0.22;0.51] 0.45[0.28;1.02] 0.04 [-0.12;0.60] 0.01 [-0.16;0.57]
verunsichert -0.04 [-0.20;0.53] 0.64 [0.47;1.22] 0.06 [-0.11;0.62] 0.00 [-0.16;0.57]

Endokrine Stressreaktion

Die Erfassung des Speichelcortisols erfolgte zur Uberpriifung und Validierung des
Stressprotokolls. Die Speichelcortisolkonzentrationen sind in Abbildung 2.3.2 dargestellt.
Eine Kovarianzanalyse mit Messwiederholung und den Faktoren Stress, Zeit, Gingivitis
und Geschlecht ergab hoch signifikante Haupteffekte fiir die Faktoren Stress [F(1/19) =
23.703; p < 0.001; n?> = 0.56] und Zeit [F(8/152) = 23.295; p < 0.001; n?> = 0.55; ¢ = 0.214]
sowie eine signifikante Stress x Zeit Interaktion [F(8/152) = 13.905; p < 0.001; 1> =0.42; ¢
= 0.171]. Fiir die Faktoren Geschlecht und Gingivitis fanden sich weder signifikanten
Haupteffekte (alle F < 0.3; alle p > 0.590; alle n?> < 0.02) noch Interaktionen (alle F <0.82;
alle p > 0.46; alle n?> < 0.04).



Empirische Studien

Studie 2 - Entziindungszustand als Moderator der immunologischen Stressreaktion

64

50
—&— Ruhe Manner
—@— Stress Manner
40 -
©
£
c
= 30 -
[e]
2
=
[e]
[z}
o 20 -
£
R
[
Q
(2]
10 4
0 T T T T T T T T T T
-15 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Minuten nach Stressbeginn
50
—@&— Ruhe Frauen
—@— Stress Frauen
40
©
£
c
= 30 A
[]
2
t
[e]
3}
o 20 -
<
L
[}
Q.
()
10
0 T T T T T T T T T T

-15 0 15 30 45 60 75 90 105 120

Minuten nach Stressbeginn

Abbildung 2.3.2. Stresseffekte auf das Speichelcortisol bei Minnern (N=13;
oben) und Frauen (N=11; unten). Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte
der Speichelcortisolkonzentrationen an den beiden Untersuchungstagen (Ruhe vs.
Stress). Stressdauer von Minute 0 bis Minute 30.
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Sulkus-Fluid-Volumen
Tabelle 2.3.3 zeigt die Pristresswerte des Sulkus-Fluid-Volumens fiir Médnner und Frauen
an den beiden Untersuchungstagen (Ruhe vs. Stress) in den beiden Gingivitis-Gruppen.

Abbildung 2.3.3 stellt die Poststressverldufe dar.

Tabelle 2.3.3: Prastresswerte des Sulkus-Fluid-Volumen (ul) an den beiden Untersuchungstagen
(Ruhe vs. Stress) bei experimenteller Gingivitis (EG; N = 6m, 5w) oder chronischer Gingivitis
(CG; N ="T7m, 6w).

Ruhe (M +5) Stress (M +£5) t p
EG
Mainner 3.38+0.21 3.01 £0.33 1.819 0.129
Frauen 3.26 £ 0.51 3.11+0.43 0.592 0.586
CG
Maénner 2.20+0.73 2.47+0.44 -1.176 0.284
Frauen 2.90 £ 0.83 2.18£0.49 3.514 0.017

Die Kovarianzanalyse mit Messwiederholung ergab keine signifikanten Haupteffekte oder
Interaktionen der Faktoren Stress, Gingivitis, Geschlecht und Zeit (alle F < 2.275, alle
p>.145, allen? < 0.11).
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Abbildung 2.3.3 Sulkus-Fluid-Volumen (ul) bei Minnern (oben) und Frauen
(unten). Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte des SF-Volumens an den
beiden Untersuchungstagen (Ruhe vs. Stress) bei experimenteller Gingivitis (EG; N =
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6m, 5w) und bei chronischer Gingivitis (CG; N = 7m, 6w).
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2.3.2.2 Stressinduzierte Verinderungen von sulkulirem IL-f und IL-8

Sulkulires IL-14

Die Préstresskonzentrationen von sulkuldrem IL-1f sind in Tabelle 2.3.4 dargestellt.
Abbildung 2.3.4 zeigt die Differenzwerte Stress-Ruhe der Poststresskonzentrationen des
sulkuldren IL-1B in den jeweiligen Gingivitis-Gruppen. Eine Kovarianzanalyse mit
Messwiederholung und den Faktoren Stress, Gingivitis, Geschlecht und Zeit ergab einen
hochsignifikanten Zeiteffekt [F(2/38) = 21.154; p = 0.000; n? = 0.53; ¢ = 0.704] sowie
signifikante Interaktionen Stress x Gingivitis [F(1/19)=4.907; p = 0.039; n?>=0.21], Zeit x
Gingivitis [F(2/38) = 4.448; p = 0.033; n> = 0.19; € = 0.704] und Stress x Zeit [F(2/38) =
4.566; p = 0.021; n> = 0.20; € = 0.881]. Die 3-fache Interaktion Stress x Zeit x Geschlecht
zeigte eine tendenziell signifikantes Ergebnis (p=0.054). Dariiber hinaus ergaben sich keine

weiteren Effekte (alle F < 2.300, alle p>.144, allen><0.11).

Tabelle 2.3.4: Prastresswerte von sulkuldrem IL-1B an den beiden Untersuchungstagen (Ruhe vs.
Stress) bei Ménnern und Frauen mit experimenteller Gingivitis (EG; N = 6m, 5w) oder mit
chronischer Gingivitis (CG; N = 7m, 6w).

Ruhe (M +£5) Stress (M £ s) t p
EG
Minner 2421 +17.93 25.51 £13.65 -0.490 0.645
Frauen 17.47 £ 7.04 18.13 £10.59 -0.099 0.926
CG
Minner 13.72 £7.31 13.75+4.21 -0.019 0.985

Frauen 13.42 £ 5.58 11.53+£2.90 1.173 0.294
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Abbildung 2.3.4. Akutstresseffekte auf sulkulires IL-1p bei Minnern (oben)
und Frauen (unten). Mittlere Differenzwerte Stress-Ruhe und Standardfehler der
mittleren Differenzwerte der Poststresskonzentrationenen von sulkuldrem IL-1p bei
experimenteller Gingivitis (EG; N = 6m, 5w) und bei chronischer Gingivitis (CG;
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Sulkulires IL-8

Die Priastresskonzentrationen von sulkulirem IL-8 sind in Tabelle 2.3.5 dargestellt.
Abbildung 2.3.5 zeigt die Poststresskonzentrationen von IL-8. Eine Kovarianzanalyse mit
Messwiederholung und den Faktoren Stress, Gingivitis, Geschlecht und Zeit zeigte auller
einer signifikanten Interaktion Zeit x Gingivitis [F(2/38) = 4.521, p=0.021,1*=0.19, ¢ =
0.913] keine signifikante Effekte (alle F < 2.585, alle p>.123, alle n? < 0.130).

Tabelle 2.3.5: Prastresswerte von sulkuldrem IL-8 an den beiden Untersuchungstagen (Ruhe vs.
Stress) bei Ménner und Frauen mit experimenteller Gingivitis (EG; N = 6m, 5w) oder mit

chronischer Gingivitis (CG; N = 7m, 6w).

Ruhe (M % 5) Stress (M % s) t P
Exp. Gingivitis
Maénner 56.21 +33.03 78.56 £27.02 -3.089 0.027
Frauen 67.36 £ 19.47 59.60 + 42.81 0.321 0.765
Chron. Gingivitis
Miénner 103.96 £41.71 83.95+21.26 1.596 0.162
Frauen 115.68 + 130.59 100.45 +71.92 0.400 0.705
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Abbildung 2.3.5. Akutstresseffekte auf sulkulires IL-8 bei Minnern (oben)
und Frauen (unten). Mittlere Differenzwerte Stress-Ruhe und Standardfehler der
mittleren Differenzwerte der Poststresskonzentrationenen von sulkuldrem IL-1f bei
experimenteller Gingivitis (EG; N = 6m, 5w) und bei chronischer Gingivitis (CG;
N = T7m, 6w).
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Tabelle 2.3.6 stellt zusammenfassend die Effektstirken der Unterschiede zwischen
experimenteller und chronischer Gingivitis hinsichtlich der immunologischen

Stressreagibilitét (Differenz Stress-Ruhe) zu den drei Poststresszeitpunkten dar.

Tabelle 2.3.6: Effektstirken d der Unterschiede in den sulkuldren Konzentrationen von IL-18 und
IL-8 zwischen chronischer Gingivitis (CG; N = 7m, 6w) und experimenteller Gingivitis (EG; N =
6m, 5w) hinsichtlich der Stresseffekte (Differenzen Stress-Ruhe) an den drei poststress-
Messzeitpunkten.

Effektstirken d [mit 95% Vertrauensintervallen|

CG vs. EG

IL-1B IL-8

Minner Frauen Minner Frauen

0 min poststress  0.90 [-0.24;2.05] 0.41[-0.33;1.61] 0.56 [-0.07;1.76] 0.48 [-0.26;1.68]
45 min poststress 0.02 [-0.59;1.11] 0.54 [-0.20;1.75] 0.25 [-0.36;1.35] 0.89[0.10;2.14]
90 min poststress 0.22 [-0.39;1.31] 0.27 [-0.46;1.46] 0.58 [-0.05;1.70] 0.64 [-0.11;1.86]
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2.3.3 Diskussion Studie 2

Ziel von Studie 2 war die Analyse des Entziindungszustands als potentiellem Moderator
von Stresseffekten auf die lokale Entziindungsreaktion. Dazu durchliefen die
Studienteilnehmer im randomisiert-gegenbalancierten Untersuchungsdesign an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen eine Stress- vs. Ruhebedingung. Der in der vorliegenden
Arbeit angewandte akute Laborstressor erwies sich erneut als duBerst effektiver Stressor
(siehe Deinzer et al., 2004a). Im Vergleich zur Ruhebedingung fiihrte das Halten einer
Rede vor einer Videokamera zu starken psychischen Reaktionen sowie deutlichen
Anstiegen der Konzentrationen des Speichelcortisols aller Studienteilnehmer unabhéngig
von Geschlecht und Gingivitis. Da sich keine Effekte auf die Sulkus-Fluid-Volumina
einstellten, kann davon ausgegangen werden, dass Verdnderungen der sulkuldren
Zytokinkonzentrationen nicht auf verdnderte Sulkus-Fluid-FlieBraten zuriickgefiihrt

werden konnen (Lamster & Grbic, 1995).

Die Analyse von Stresseffekten auf die lokale Entziindungsreaktion ergab angesichts
signifikanter Haupteffekte und Interaktionen, dass der Entziindungszustand die
Stresseffekte moderiert. Die vorliegenden Daten weisen auf eine stirkere
proinflammatorische Ausrichtung von Stresseffekten bei chronischer Gingivitis im
Vergleich zu experimenteller Gingivitis hin. Die Effektstdrken erreichen dabei mittlere bis

groBe Werte, Ménner und Frauen weisen etwas unterschiedliche Zeitverldufe auf.

Dieser Befund ergidnzt das Ergebnis von Studie 1, indem er zeigt, dass sich die beiden
untersuchten Entziindungszustinde nicht nur im basalen Zustand unterscheiden, sondern
sich zusitzlich auch durch eine unterschiedliche Stressreagibilitit auszeichnen. Wie bereits
in der Diskussion von Studie 1 vermutet, ergibt sich demnach auch eine unterschiedliche

Regulation dieser beiden Zustdnde unter Stimulationsbedingungen.

In der Gruppe mit experimenteller Gingivitis zeigen die deskriptiven Daten einen Abfall
von IL-1P in der Stress- im Vergleich zur Ruhebedingung. Nach dem Befund von Deinzer

et al. (2004a) stellt dies zundchst ein widerspriichliches und nicht erwartetes Ergebnis dar.
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Dort fiihrte der gleiche akute Laborstressor in einer Gruppe nach vierwdchiger
experimenteller Gingivitis zu signifikanten Anstieg von sulkuldrem IL- (Deinzer et al.,
2004a). Eine Erklarung dafiir konnte in einem unterschiedlichen methodischen Vorgehen
hinsichtlich der Durchfiihrung der experimentellen Gingivitis liegen. In der vorliegenden
Arbeit bestand diese in einer vollstindigen Unterlassung der Mundhygiene wohingegen sie
in der Vorgéngerstudie im Split-Mouth-Design durchgefiihrt wurde, d. h. die Probanden
unterlieBen die Mundhygiene nicht vollstindig, sondern nur an zwei Quadranten. An den
anderen Quadranten wurde eine normale Mundhygiene aufrecht erhalten. In der
vorliegenden Studie kam es innerhalb der ersten Woche nach Unterlassung der
Mundhygiene, zu einer deutlichen Plaqueakkumulation, die alle 16 Untersuchungsstellen
betraf. Dies war in der Studie von Deinzer et al. (2004a) nicht der Fall, sondern die
Probanden wiesen tatsdchlich eine geringere Plaqueakkumulation auf, von der nicht alle
untersuchten Stellen betroffen waren. Es wire demnach denkbar, dass diese Methode zu
einem Entziindungszustand fiihrte, der sich von der experimentellen Gingivitis der
vorliegenden Arbeit unterscheidet. Somit konnte der vermeintliche Widerspruch zu diesen
Daten durchaus widerspiegeln, was das Hauptergebnis der vorliegenden Studien ist:
Unterschiedliche  Entziindungszustinde  bewirken auch eine  unterschiedliche

immunologische Stressreagibilitit.

Interessant an den vorliegenden Befunden ist die stiarkere proinflammatorische Auslenkung
der Stressreaktion innerhalb der Gruppe mit chronischer Gingivitis. Im Vergleich zur
experimentellen Gingivitis, die eine artifiziell herbeigefiihrte Entziindung widerspiegelt,
stellt die chronische Gingivitis ein Entzlindungsgeschehen dar, welches unter natiirlichen
Bedingungen ent- und besteht und der Entwicklung einer Parodontitis vorausgeht. Aus
klinischer Sicht ist demnach dieser Entziindungszustand wesentlich relevanter. Die
beobachtete stirkere proinflammatorische Auslenkung der Stressreaktion bei chronischer
Gingivitis stellt womdglich einen Mechanismus dar, iiber welchen der Zusammenhang
zwischen Stress und Parodontitis vermittelt wird. Die Frage, ob diese durch Stress
verursachte proinflammatorische Auslenkung fiir sich alleine Bestand hat oder sich nur im
Vergleich zur experimentellen Gingivitis zeigt, kann allerdings durch die vorliegende

Studie 2 nicht eindeutig beantwortet werden: Die Testpower reicht bei einer
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Stichprobengréfle von 13 Personen nicht aus, um die hier beobachteten Effektstirken
statistisch bedeutsam erscheinen zu lassen. Tatséchlich ergibt eine Kovarianzanalyse mit
Messwiederholung, die sich auf die Gruppe mit chronischer Gingivitis beschrinkt, ein
empirisches Signifikanznivieau von p=0.09 fiir den Haupteffekt Stress und die Abhdngige
Variable IL-8. Um die Testpower zu erhdhen, wurde daher in einer weiteren Studie die
Gruppe mit chronischer Gingivitis um weitere 12 Probanden ergénzt, um diese dann
gemeinsam mit den Probanden mit chronischer Gingivitis aus Studie 2 hinsichtlich der

Effekte von Stress auf die lokalen Zytokinkonzentrationen auszuwerten.
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2.4 Studie 3 - Akutstresseffekte bei chronischer Gingivitis

2.4.1 Spezifische Methoden Studie 3

Studie 3 fasst die Probanden mit chronischer Gingivitis aus Studie 2 und 12 zusitzlich
erhobene Probanden (6 Minner und 5 Frauen) mit chronischer Gingivitis (Einschluss-
kriterium), die ebenfalls der Stress- und der Ruhebedingung ausgesetzt wurden, zusammen.
Das methodische Vorgehen bei der Erhebung der zusétzlichen Probanden entspricht dem
Protokoll von Studie 1 und 2 hinsichtlich Ein- und Ausschlusskriterien, dem Ablauf der
Stressexperimente sowie der statistischen Auswertung. Lediglich die Beobachtungszeit war
kiirzer. Da sich in Studie 1 gezeigt hat, dass die chronische Gingivitis ein klinisch wie
immunologisch stabiler Zustand ist, wurde die Beobachtungsphase vor den
Stressexperimenten auf 10 Tage beschréinkt. In dieser Zeit wurde alle zwei Tage iiberpriift,
ob sich der Entziindungszustand als stabil erwies. Dies war bei allen Probanden insoweit
erfillt, als sie konstant {iber diesen Untersuchungszeitraum hinweg, das

Einschlusskriterium (fiinf von sechs Papillen mit positivem Blutungsnachweis) erfiillten.
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2.4.2 Ergebnisse Studie 3

Die 12 zusitzlich erhobenen Probanden hatten ein durchschnittliches Alter von 23,7 Jahre
(= 2,7). Eine Analyse der an diesen Probanden erhobenen Kontrollvariablen
(Befindlichkeit, endokrine Stressreaktion und SF-Volumen) ergab erwartungsgemif
gleiche Befunde wie bereits Studie 2. Nachfolgend wird diesbeziiglich die Inferenzstatistik
berichtet ohne eine grafische Darstellung der jeweiligen Variablen (deskriptive Statistik fiir

entsprechende Mittelwerte mit Standardabweichungen sieche Anhang).

2.4.2.1 Kontrollvariablen

Psychische Befindlichkeit

Eine Kovarianzanalyse mit den Faktoren Stress und Geschlecht ergab fiir alle
Befindlichkeitsparameter signifikante Haupteffekte fiir den Faktor Stress [alle F > 7.020;
alle p <0.027; alle n* > 0.43]. Kein signifikanter Haupteffekt zeigte sich fiir den Faktor
Geschlecht (alle F < 3.158; alle p > 0.110; alle n?> < 0.25). Dies gilt auch fiir Stress x
Geschlechtsinteraktionen (alle F < 0.725; alle p > 0.415; alle n?> < 0.08).

Endokrine Stressreaktion

Alle Probanden zeigten eine deutliche Stressreaktion. Die kovarianzanalytische
Auswertung mit den Faktoren Stress, Zeit und Geschlecht ergab signifikante Haupteffekte
fiir die Faktoren Stress [F(1/9) = 39.408; p < 0.001; n?>=8.14] und Zeit [F(8/72) = 11.256; p
=0.002; n? = 0.56; € = 0.197] sowie eine signifikante Stress x Zeit Interaktion [F(8/72) =
9.889; p =0.001; n? = 0.52; € = 0.241]. Fiir die Faktoren Geschlecht und Gingivitis fanden
sich weder signifikante Haupteffekte (alle F < 0.295; alle p > 0.55) noch signifikante
Interaktionen (alle F <0.890; alle p > 0.43).

Sulkus-Fluid-Volumen

Eine Kovarianzanalyse der SF-Volumenwerte mit den Faktoren Stress, Zeit und Geschlecht
ergab keine signifikanten Haupteffekte (alle F < 2.880; alle p > 0.10; alle n?>< 0.24) und
keine signifikanten Interaktionen (alle F < 0.735; alle p > 0.465; alle n? < 0.08).



Empirische Studien

Studie 3 - Akutstresseffekte bei chronischer Gingivitis 77

2.4.2.2 Stressinduzierte Verinderungen von sulkulirem IL-1f und IL-8

Sulkuliires IL-18

Eine Kovarianzanalyse mit Messwiederholung und den Faktoren Stress, Geschlecht und
Zeit ergab fur IL-1pB einen hochsignifikanten Haupteftekt Zeit [F(1,44) = 19.873, p < 0.001,
n? = 0.48, ¢ = 0.854] und keine weiteren Haupteffekte oder Interaktionen (alle F < 1.1, alle
p>0.365). Tabelle 2.4.1 zeigt die Préstresskonzentrationen von IL-1f, Abbildung 2.4.1 die

Differenzwerte Stress-Ruhe zu den drei Poststresszeitpunkten.

Tabelle 2.4.1: Pristresskonzentrationen von sulkuldrem IL-1f (N = 14m, 11w) an den beiden
Untersuchungstagen (Ruhe vs. Stress).

Ruhe (M +£5) Stress (M <) t p
Miénner 14.62 + 6.48 13.97 £5.98 0.299 0.770
Frauen 18.37 £ 10.58 12.44 +3.20 2.104 0.062

10

I IL-1 Manner
I |L-1 Frauen
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Minuten nach Stressbeginn

Abbildung 2.4.1. Akutstresseffekte auf sulkulires IL-1B bei chronischer
Gingivitis. Mittlere Differenzwerte Stress-Ruhe mit Standardfehler der mittleren
Differenzen der Poststresskonzentrationenen von sulkulirem IL-18 an den
jeweiligen Untersuchungstagen (Ruhe vs. Stress; N = 14m, 11w).



Empirische Studien

Studie 3 - Akutstresseffekte bei chronischer Gingivitis 78

Sulkuliires IL-8

Die Priastresskonzentrationen von sulkulirem IL-8 sind in Tabelle 2.4.2 dargestellt.
Abbildung 2.4.2 zeigt die Differenzwerte Stress-Ruhe zu den drei Poststresszeitpunkten.
Eine Kovarianzanalyse mit Messwiederholung und den Faktoren Stress, Geschlecht und
Zeit ergab einen signifikanten Haupteffekt Stress [F(1,22) = 4.507, p = 0.045, n* = 0.17)
und keine weiteren Haupteffekte oder Interaktionen (alle F < 1.39, alle p>0.20).

Tabelle 2.4.2: Pristresskonzentrationen von sulkulirem IL-8 (N = 14m, 11w) an den beiden
Untersuchungstagen (Ruhe vs. Stress) bei chronischer Gingivitis.

Ruhe (M +£5) Stress (M £s) T P
Mainner 101.20 £ 61.33 95.05+46.13 0.354 0.729
Frauen 130.05+113.34 108.51 £53.65 0.823 0.430
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Abbildung 2.4.2. Akutstresseffekte auf sulkulires IL-8 bei chronischer
Gingivitis. Mittlere Differenzwerte Stress-Ruhe mit Standardfehler der mittleren
Differenzen der Poststresskonzentrationenen von sulkuldrem IL-8 an den
jeweiligen Untersuchungstagen (Ruhe vs. Stress; N = 14m, 11w).
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Tabelle 2.4.3: Effektstirken d der Stresseffekte (Differenzen Stress-Ruhe) in den sulkuldren
Konzentrationen von IL-1B und IL-8 bei chronischer Gingivitis (N=14m, 11f) an den drei
poststress-Messzeitpunkten.

Effektstirken d [mit 95% Vertrauensintervallen]

IL-18 IL-8

Minner Frauen Minner Frauen

0 min poststress  -0.18 [-0.92;0.56] -0.29[-0.65;0.55] 0.25 [-0.03;0.99] 0.27[-0.09;1.11]
45 min poststress -0.01[-0.29;0.73] -0.12 [-0.48;0.72] 0.17[-0.11;0.92] 0.21[-0.15;1.05]
90 min poststress -0.02[-0.30;0.72] -0.22 [-0.58;0.62] -0.03 [-0.31;0.71] 0.40[0.03;1.24]
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2.4.3 Diskussion Studie 3

In dieser Studie zeigt sich, dass die im Vergleich zur experimentellen Gingivitis
beobachtete stirkere proinflammatorische Reaktion auf Stress aus Studie 2 auch fiir sich
genommen Bestand hat. Akuter Stress bewirkt eine Steigerung der Konzentrationen von
IL-8 im Sulkus-Fluid. Mehrere Mechanismen sind hierfiir denkbar. So konnte in vitro
gezeigt werden, dass Adrenalin oder [B-Adrenozeptoren-Agonisten eine stimulierte
Produktion von IL-8 durch verschiedene Zellen erhohen (Linden, 1996; Kavelaars et al.,
1997; Chi et al., 2004). Im vorliegenden Falle ist eine solche ,,de-novo“-Produktion fiir den
dritten Poststresszeitpunkt denkbar, zu welchem die Frauen eine sehr deutliche Erh6hung
der IL-8-Konzentrationen aufweisen. Hinsichtlich der Anstiege unmittelbar nach Stress
scheint eine solche ,,de-novo“-Produktion allerdings unwahrscheinlich, da der Zeitraum
hierfiir zu kurz ist. Denkbar wiére hier, dass akuter Stress zur Freisetzung von bereits
produziertem und gespeichertem IL-8 fiihrt. Fiir verschiedene Zytokine (z. B. TNF-a, IL-
4), darunter auch IL-8, konnte nachgewiesen werden, dass sie in den Kernen verschiedener
Zellen (Mastzellen, Granulozyten, Endothelzellen) in gespeicherter Form vorhanden sind
(Frangogiannia et al., 1998; Utgaard et al., 1998; Oynebraten et al., 2004; Spencer et al.,
2006). Die Degranulation und Freisetzung von Zytokinen kdnnen hier durch Neuropeptide
wie lokales CRH oder Substanz P induziert werden (Elenkov et al., 2006). Die Applikation
eines akuten Stressors von 30-miniitiger Dauer fiihrte bei Ratten zu Degranulation von
Mastzellen des Herzens, welche iiber CRH und SP vermittelt wurde (Pang et al., 1998;
Singh et al., 1999). Demnach konnte eine neuropeptiderge Stimulation von IL-8
speichernder Zellen ein Mechanismus sein, iiber welchen akuter Stress eine
Konzentrationssteigerung von IL-8 im Sulkus-Fluid bewirken kann. Studien mit
Parodontitis-Patienten zeigen, dass diese im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden
hohere sulkuldre Konzentrationen von SP aufweisen (Linden et al., 1997; Pradeep et al.,
2009), die nach einer Parodontitis-Behandlung signifikant abfallen (Lundy et al., 2000;
Pradeep et al., 2009). Die Konzentrationen von SP im Sulkus-Fluid korrelieren dabei mit
der Stirke einer Parodontitis (Pradeep et al., 2009) sowie mit sulkuldrem IL-8 und IL-1
(Hanioka et al., 2000).
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Hinsichtlich IL-1p waren dem IL-8 vergleichbare Effekte nicht zu beobachten. Es zeigten
sich keine signifikanten Verdnderungen, deskriptiv fielen die sulkuldren Konzentrationen
in der Stressbedingung leicht ab. Insofern besteht auch hier ein Trend, der wie bereits
zuvor innerhalb der experimentellen Gingivitis-Gruppe eine eher stressinduzierte
Reduzierung der sulkuldren IL-1B-Konzentrationen andeutet, jedoch in beiden Féllen in
keiner Form signifikant. Allgemein ist die Befundlage zu Stresseffekten auf IL-1 duf3erst
heterogen. Stresseffekte konnen in verschiedene Richtungen gehen oder gar nicht
beobachtet werden (Elenkov et al., 2000; Segerstrom & Miller, 2004). Die Produktion von
IL-1B kann durch viele Faktoren beeinflusst werden. Das vorherrschende lokale
Zytokinmilieu mag hier eine Rolle spielen. Von anderen Zytokinen wie z. B. IL-10 konnte
gezeigt werden, dass es die Produktion von IL-1p wie auch TNF-o hemmen kann (Bogdan
et al., 1992; Kontoyiannis et al., 2001; Ledeboer et al., 2002) und die LPS-induzierten
Anstiege in den Konzentrationen von IL-1f oder TNF-a durch IL-10 reduziert werden
konnen (Bodgan et al., 1992; Ledeboer et al., 2002). Wie bereits oben diskutiert ist
Entziindungsgeschehen nicht gleich Entziindungsgeschehen. Die vorliegende Arbeit hat
gezeigt, dass der Entziindungszustand eine moderierende Variable fiir Stresseffekte
darstellt. Umso wichtiger erscheint es demnach, sich verschiedene Entziindungszustéinde
genauer anzuschauen, z. B. auch durch die Erhebung weiterer Zytokine und anderen

Entziindungsmediatoren und die Analyse ihrer Verdnderungen iiber die Zeit.
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3 Gesamtdiskussion und Ausblick

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Effekte eines akuten Stressors auf lokale
Entziindungsprozesse am Modell der Gingivitis, welches die messwiederholte Erfassung
lokaler Entziindungsparameter in vivo am Menschen erlaubt. Der Fokus der Arbeit lag
dabei auf der Analyse von Stresseffekten auf zwei verschiedene lokale
Entziindungszustinde (zeitlich begrenzte vs. chronische Entziindung), wobei gepriift
wurde, ob ein solcher Unterschied die Stresseffekte moderiert. Bei den hier untersuchten
gingivalen Entziindungszustinden handelt es sich um die experimentelle Gingivitis, ein
Modell, das in der Zahnmedizin seit vielen Jahren genutzt wird, um eine Gingivitis
experimentell kontrolliert zu untersuchen und die chronische Gingivitis, die unter

natiirlichen Bedingungen entsteht und iiber einen weitaus langeren Zeitraum besteht.

Studie 1 zeigte bei einer Analyse des Verlaufs der klinischen und immunologischen
Parameter iiber einen Zeitraum von vier Wochen, dass sich diese beiden
Entziindungszustinde hinsichtlich der Wirtsantwort auf mikrobielle Plaque qualitativ und
quantitativ unterscheiden. In der experimentellen Gingivitis weisen die sulkuldren
Konzentrationen von IL-1B deutliche Fluktuationen auf, vor allem bei den Frauen zeigte
sich eine hohe Variabilitidt, wohingegen die IL-8-Konzentrationen innerhalb der ersten
Woche stark abfallen und im weiteren Verlauf auf diesem Niveau verweilen. Im Vergleich
dazu zeichnet sich die chronische Gingivitis durch einen relativ stabilen Verlauf der
klinischen wie auch der immunologischen Parameter aus, mit geringeren sulkuldren

Konzentrationen von IL-1[ und leicht erhéhten Konzentrationen von IL-8.

Es konnte demnach gezeigt werden, dass sich die zwei untersuchten gingivalen
Entziindungszustinde im basalen Zustand, hier untersucht nach einem Zeitraum von vier
Wochen, unterscheiden. Die Frage, ob experimentelle und chronische Gingivitis dariiber
hinaus auch eine unterschiedliche Stressreagibilitidt aufweisen, wurde in Studie 2 gepriift,
indem die Beeinflussbarkeit dieser beiden Zustinde durch einen akuten psychischen
Stressor untersucht wurde. Diese Fragestellung fokussiert einen Aspekt, der in der jlingeren

psychoneuroimmunologischen Forschung verstirkt Beachtung findet: die zeitliche
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Dynamik der Interaktionen zwischen Nerven- und Immunsystem. So zeigen eine Reihe
tierexperimenteller Studien, dass die Freisetzung proinflammatorischer
Entziindungsmediatoren davon abhingt, in welchem zeitlichen Verhiltnis Stress bzw. die
Applikation von Stresshormonen und die Entziindungsreaktion stehen. Akuter und
chronischer Stress bzw. die Verabreichung entsprechender Stresshormone einige Zeit vor
einer Entziindungsreaktion bewirkt z. B. eine stirkere proinflammatorische Auslenkung
derselben (Smith et al., 2004; Sorrells & Sapolsky, 2007; Frank et al., 2010). In der
Humanforschung zeigen die Daten von Deinzer und Kollegen, dass die sulkuldre II-1[-
Freisetzung sich unterscheidet, je nachdem in welcher Phase einer lidngeren
Examensperiode mit einer Plaqueakkumulation begonnen wird (Deinzer et al., 1999,

2000a; Waschul et al., 2003).

Die vorliegende Analyse von Stresseffekten bestitigte die Annahme, dass der
Entziindungszustand tatsdchlich Akutstresseffekte auf die lokale Entziindungsreaktion
moderiert. Demnach ist auch aus psychoimmunologischer Sicht Entziindungsgeschehen
nicht gleich Entziindungsgeschehen, sondern es gilt zwischen unterschiedlichen
Entziindungsgeschehen zu unterscheiden (z. B. akut und kurzfristig vs. chronisch und
langfristig). Dies wird unter anderem dann bedeutend, wenn es darum, geht Stresseffekte
auf Entziindungsreaktionen zu untersuchen. Ganz offensichtlich folgen diese nicht
einheitlichen Prinzipien, sondern fallen je nach Art der Entziindung ganz unterschiedlich

aus.

Die chronische Gingivitis erfahrt durch Stress im Vergleich zu experimentellen Gingivitis
eine proinflammatorische Auslenkung. Dies stellt insofern einen interessanten Befund dar,
da es chronische Entziindungsprozesse sind, die als zentraler pathogenetischer Faktor bei
einer Vielzahl von Erkrankungen gelten (Black & Garbutt, 2002; Kinane & Lappin,
2002; Mercado et al., 2003; Kay & Calabrese, 2004; Briick, 2005; Swaab et al., 2002;
Agarwal et al., 2006; Libby, 2006) und psychischer Stress als ein potentiell
dysregulierender Faktor einer chronischen Entziindungsreaktion diskutiert wird (Straub et
al., 2005; Kern & Ziemsen, 2008). Allerdings blieb in Studie 2 offen, ob die chronische

Gingivitis per se auf Stress mit einer proinflammatorischen Auslenkung der untersuchten
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Zytokine reagieren wiirde, oder ob sich dies nur im Kontrast zur experimentellen Gingivitis
darstellen lieBe. Aus diesem Grunde wurden in einer weiteren Erhebung (Studie 3)
zusitzliche Probanden mit chronischer Gingivitis erhoben, um die Teststirke einer solchen
Analyse zu verbessern. Tatsdchlich zeigte sich ein signifikanter stressinduzierter Anstieg

der sulkuldren IL-8-Konzentrationen, welcher kleine bis mittlere Effektstirken erreichte.

Auch wenn die plaque-assoziierte Gingivitis eine eher harmlose entziindliche Erkrankung
darstellt, zeigen die Daten, dass es sich dabei um einen lokalen chronisch entziindlichen
Prozess handelt, welcher durch Stress beeinflusst werden kann. Interessant wire es, wenn
sich dieser Befund auch auf andere chronisch entziindliche Erkrankungen (z. B.
Rheumatoide Arthritis, Parodontitis, Morbus Crohn usw.) iibertragbar lieBe. Alle diese
Erkrankungen zeigen eine positive Assoziation zwischen lokalen bzw. systemischen
Konzentrationen von IL-8 und der Krankheitsschwere bzw. —progression (Gamonal et al.,
2000, 2001; Daig et al., 1996; Kraan et al., 2000; Mazzuchelli et al., 1994; Mittermaier et
al., 2004; Straub et al., 2005). Zudem sind alle diese Erkrankungen auch mit Stress
assoziiert (Herrmann et al., 2000; Bernstein et al., 2006; Genco et al., 1999). Betrachtet
man die biologischen Funktionen von IL-8, kann der in dieser Arbeit beobachtete
stressinduzierte Anstieg sulkuldrer Konzentrationen von IL-8 bei chronischer Gingivitis als
proinflammatorisches Signal betrachtet werden. Auch wenn dieses fiir sich alleine
genommen moglicherweise zu kurz ist, um eine Progression der Entziindung
herbeizufiihren, ist davon auszugehen, dass es als ein destabilisierendes Moment im
pathologischen Geschehen wirken kann. So betrachtet konnen die vorliegenden Daten ein
Hinweis darauf sein, dass die in der Literatur beobachteten Zusammenhénge zwischen
Stress und entziindlichen Erkrankungen (Herrmann et al., 2000; Bernstein et al., 2006;
Genco et al., 1999) auch iiber einen stressinduzierten lokalen Anstieg von IL-8 vermittelt
werden konnen. In der vorliegenden Arbeit wurden als immunologische Parameter zwei
Zytokine analysiert, die beide proinflammatorische Eigenschaften besitzen, von denen das
eine (IL-8) primir mit der angeborenen Immunitdt, das andere (IL-1PB) auch mit der
adaptiven Immunantwort (Th17) in Verbindung gebracht wird. Die unterschiedliche
Auslenkung dieser Zytokine unter verschiedenen Stimulationsbedingungen weist auf die

Komplexitit der Regulationsmechanismen hin. Die beobachteten Zytokine représentieren
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allerdings nur einen kleinen Ausschnitt eines sehr komplexen lokalen
Entziindungsgeschehens. Um ein umfangreicheres Verstindnis der Entziindungsregulation
und der Stresswirkungen darauf zu erhalten, sollte das Parameterspektrum in zukiinftigen
Studien deutlich erweitert werden. Vor allem interessant sind dabei die bereits eingangs
dieser Arbeit ausfiihrlich diskutierten regulatorischen und Leitzytokine der
unterschiedlichen TH-Zellpopulationen wie IL-2, IL-4, IL10, IL12, IL-17 oder IL-23. Die
Analyse eines solchen Zytokinspektrums erfordert allerdings den Einsatz von
Multiplexverfahren, mit denen die multiple Analyse mehrerer Parameter aus einer Probe
gelingen kann; fiir multiple Einzelanalysen ist die Probenmenge, die dem Sulkus
entnommen werden kann, zu gering, hier muss eine Beschrinkung auf einige wenige
Parameter, wie in der vorliegenden Arbeit, erfolgen. Multiplexverfahren sind erst seit
jingerer Zeit etabliert und standen fiir die vorliegende Arbeit auch aus Kostengriinden
nicht zur Verfiigung. In kiinftigen Studien sollten entsprechende Verfahren, die
mittlerweile auch preiswerter geworden sind, benutzt werden, um noch mehr {iiber

Stresswirkungen auf die komplexe Regulation von Entziindungsvorgédngen zu lernen.

Die in der immunologischen und psychoimmunologischen Forschung iiblichen geringen
Stichprobengréfen, wie sie auch in dieser Studie vorlagen, sind immer auch geeignet, die
Aussagekraft der Daten in Frage zu stellen. Zum einen konnen Zweifel an der statistischen
und internen Validitit der Daten angemeldet werden: geringe Stichprobengréfien
reduzieren die Teststirke der statistischen Verfahren und konnen damit vor allem eine
falschliche Ablehnung der Forschungshypothese (Fehler 1. Art) nach sich ziehen. In der
vorliegenden Studie konnten allerdings die meisten Forschungshypothesen angenommen
werden. Dies kann unter anderem auf die Anwendung strenger Ein- und
Ausschlusskriterien zurlickgefiihrt werden, die eine Homogenisierung der Stichprobe und
damit (liber die Reduzierung der Fehlervarianz) eine Steigerung der Effektstirke bewirkt
haben. Alle Studienteilnehmer waren junge und nach eigenen Angaben gesunde
Studierende und somit in vielerlei Hinsicht vergleichbar (Anzahl der Stellen mit Gingivitis,
keine parodontale Erkrankungen, keine sonstigen systemischen Erkrankungen, Alter,
Bildung, Raucherstatus und psychische Belastungen). Zur Kontrolle weiterer unbekannter

Storfaktoren erfolgte die Gruppenzuteilung zusétzlich durch Randomisierung. Gemeinsam
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mit der Homogenisierung trug dies zur Steigerung der internen Validitit der Studien bei.
Es sind kaum Alternativerklarungen fiir die beobachteten Effekte denkbar. Die so
vollzogene Optimierung der statistischen und internen Validitdt ging allerdings zu Lasten
der externen Validitdt, die von einer heterogeneren Stichprobe profitiert hétte. Insofern
muss die Ubertragbarkeit der Daten auf andere und heterogenere Stichproben in weiteren

Studien gepriift werden.

Die Homogenisierung der Stichprobe hat noch einen weiteren Nachteil: durch die
Varianzreduzierung ist eine valide Analyse weiterer psychosozialer Korrelate der
Stressreagibilitdt nicht moglich. Eine solche konnte vor allem interessant sein hinsichtlich
der Stresseffekte auf IL-8, die nur bei chronischer Gingivitis gefunden wurden. Studien
zeigen, dass eine in vitro stimulierte Freisetzung von IL-8 durch Monozyten positiv
korreliert mit Depressionswerten sowie mit wahrgenommenen Stress und negativer
Emotionalitét (Suarez et al., 2003, 2004; Marsland et al., 2007). Weiterhin wurden negative
Zusammenhdnge zwischen sozialer Unterstiitzung und der monozytiren IL-8-Produktion
beobachtet (Kiecolt-Glaser et al., 2002; Marsland et al., 2007). Zukiinftige Studien sollten
priifen, inwieweit sich solche Zusammenhédnge auch zu lokal in vivo stimulierten IL-8-

Konzentrationen zeigen lassen.

Obgleich es interessant wire, auch die experimentelle Gingivitis weiter zu analysieren, fiel
in dieser Arbeit — bei begrenzten Forschungsmitteln - die Wahl auf eine vertiefende
Analyse der chronischen Gingivitis. Maligeblich war hierbei, dass dieser
Entziindungszustand die hohere externe Validitdt aufweist und auch klinisch eine héhere
Relevanz besitzt. Gegen eine weitere Analyse der experimentellen Gingivitis sprach auch
die geringe Stabilitit der dort beobachteten Zytokinkonzentrationen und ihre grof3e
interindividuelle Variabilitéit, die sich nicht nur in dieser Arbeit sondern auch in vielen
anderen Studien gezeigt hat (Kinane et al., 1992; Heasman et al., 1993; Deinzer et al.,
2000; Gonzales et al., 2001; Waschul et al., 2003). Dies stellt die Grundannahme in Frage,
dass die experimentelle Gingivitis ein wohl definierter Entziindungszustand ist. Vielmehr
entsteht der Eindruck, dass ein interindividuell vergleichbarer Zustand hier in wesentlich

geringerem Malle vorliegt als bei gingivaler Gesundheit oder eben bei einer chronischen
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Gingivitis. Dennoch kann die Analyse der experimentellen Gingivitis Sinn machen und
zwar dort, wo es genau um die interindividuelle Variabilitdit in der frithen
Entziindungsantwort geht — diese Aufzukldren stand allerdings nicht im Fokus der

vorliegenden Arbeit.

In dieser Arbeit wurden die Effekte einer akuten psychischen Belastung analysiert. Zur
Anwendung kam ein Laborstressor, der zwar sozialen Leistungsstress wie er auch in
natiirlichen Settings vorkommt, simuliert, aber dennoch eine geringere Realititsnihe
aufweist, als natiirliche akute Belastungen, wie beispielsweise Konfliktgesprache mit
Vorgesetzten oder Priifungsbelastungen. Mindestens hinsichtlich seiner Effekte auf die
Cortisolfreisetzung entspricht dieser Laborstressor allerdings alltagsndheren Situationen, so
dass hier eine Ubertragbarkeit angenommen werden kann. Unklar bleibt im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen allerdings, welche Effekte eine langerfristige psychische
Belastung auf die Entziindungsregulation hat. Fiir IL-1 und experimentelle Gingivitis
liegen hier zwar bereits Daten vor (Deinzer et al., 1999, 2000a; Waschul et al., 2003).
Effekte von langfristigen Belastungen auf chronische Gingivitis wurden bislang allerdings
noch nicht untersucht. Zukiinftige Studien sollten sich dieser Frage zuwenden, zumal sich
hier moglicherweise weitere Aufschliisse zum Zusammenhang zwischen Stress und der

Exazerbation chronischer Entziindungszustinde ergeben wiirden.

Die vorliegende Arbeit hat den Entziindungszustand als Moderatorvariable von
Stresseffekten auf lokale Entziindungsparameter analysiert. Sie hat hierfiir das Modell der
Gingivitis herangezogen, das die Analyse lokaler Entziindungsparameter minimal-invasiv
im Messwiederholungsdesign beim Menschen erlaubt. Zunéchst besitzen die vorliegenden
Daten daher auch nur Aussagewert fiir die gingivale Entzlindungsregulation. Nicht geklart
ist, ob und inwieweit sich die hier gewonnenen Daten auch auf andere chronisch
entziindliche Erkrankungen iibertragen lassen. Auch wenn von einem grundlegenden
Prinzip der Entziindungsregulation ausgegangen werden muss, so dass von daher eine
Ubertragbarkeit anzunehmen wire, zeigen gerade die Daten der vorliegenden Arbeit doch
auch, wie vorschnell eine solche Annahme sein kann. Ganz offensichtlich greifen

psychische Faktoren unterschiedliche Entziindungszustinde auch unterschiedlich an — ob
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dies nur hinsichtlich der Chronizitdt der Entziindungszustdnde gilt oder auch hinsichtlich
ithrer Lokalitét bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschung. Allerdings erlauben nur wenig
andere Entziindungszustinde in vergleichbar einfacher Weise die messwiederholte Analyse
lokaler Entziindungsparameter. Hier kann die Forschung am Modell der chronischen
Gingivitis erste Anhaltspunkte tiber Messzeitpunkte und —parameter liefern, die dann in der
aufwindigeren Forschung an anderen Erkrankungen iiberpriift werden konnen. Es bietet
sich an, am Modell der chronischen Gingivitis zu iiberpriifen, ob sich Personen, die an
einer anderen chronischen entziindlichen Erkrankung leiden, von diesbeziiglich Gesunden
in der gingivalen Entziindungsregulation unterscheiden. Das Modell der chronischen
Gingivitis konnte sich in einem solchen Fall eignen, differentielle Faktoren zu
identifizieren, die moglicherweise auch Hinweise auf &dtiopathogenetische Mechanismen

bei der Entstehung chronisch entziindlicher Erkrankungen liefern.

Zusammenfassend ist es mit der vorliegenden Arbeit erstmals im experimentellen Design
gelungen, den Entziindungszustand als Moderatorvariable der lokalen immunologischen
Stressreaktion zu identifizieren. Weiterhin wurde gezeigt, dass akuter psychischer Stress
bei Vorliegen einer chronischen Gingivitis eine verstirkte Freisetzung des
proinflammatorischen Zytokins IL-8 in den Sulkus gingivalis bewirkt. Damit ist ein Weg
aufgezeigt worden, wie Stress in das chronische Entziindungsgeschehen eingreifen kann.
Die Tatsache, dass entsprechend proinflammatorische Effekte fiir die experimentelle
Gingivitis nicht zu beobachten waren, unterstreicht, wie wichtig es ist, den
Entziindungszustand als Moderatorvariable der immunologischen Stressreaktion in
zukiinftigen psychoimmunologischen Studien zu kontrollieren und genau zu

dokumentieren.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht den moderierenden Einfluss des Entziindungszustands
(z. B. kurzzeitig bzw. akut vs. chronisch) auf die lokale immunologische Stressreaktion
auf einen akuten psychischen Stressor. Es wird dabei ein Forschungsmodell aus der
Zahnmedizin angewendet, welches erlaubt, lokale Entziindungsprozesse unter ethisch
vertretbaren und unter 6kologisch validen Bedingungen im Humanexperiment in vivo
messwiederholt zu erfassen: die plaqueinduzierte Gingivitis. Es erfolgte ein
systematischer ~ Vergleich von  zwei  verschiedenen  Entziindungszustinden
(experimentelle Gingivitis vs. chronische Gingivitis) iiber einen Zeitraum von vier
Wochen. Alle Studienteilnehmer wiesen an den zu untersuchenden Stellen eine
Gingivitis auf (Einschlusskriterium). Die Gruppenzuordnung erfolgte randomisiert. Nach
Herstellung gingivaler Entziindungsfreiheit unterlieB die Gruppe ,.experimentelle
Gingivitis“ fliir den  Untersuchungszeitraum von vier Wochen jegliches
Mundhygieneverhalten. Die Gruppe ,,chronische Gingivitis* fuhr damit fort wie bisher.
Als Entziindungsparameter wurden in den durchgefiihrten Studien klinische
Entziindungszeichen (iiber Papillen-Blutungs-Index und Plaque-Index) einer gingivalen
Entziindung und zwei proinflammatorische Zytokine (Interleukin (IL)-1p und IL-8) im
Sulkus-Fluid erfasst. Erwartungsgemd ergab der Vergleich klinische und
immunologische Unterschiede. Dabei zeigte sich die chronische Gingivitis als ein relativ
stabiler Zustand. Die wochentlich erfassten Parameter wiesen im Gegensatz zur
experimentellen Gingivitis keine signifikanten Schwankungen auf. Am Ende der
vierwdchigen experimentellen Gingivitis unterschieden sich die Gruppen hinsichtlich
Plaque sowie in den sulkuldren Konzentrationen von IL-1p und IL-8 mit geringeren IL-
1B- und hoheren IL-8-Konzentrationen bei chronischer im Vergleich zu experimenteller
Gingivitis.

Zur Uberpriifung, ob der Entziindungszustand die immunologische Stressreaktion
moderiert, wurde eine Stress vs. Redebedingung (6ffentliche Rede vs. Ruhe) im
Messwiederholungsdesign durchgefiihrt, die jeweilige Abfolge der beiden Bedingungen
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurde dabei randomisiert und gegenbalanciert.
Neben den sulkuldren Zytokinen wurde das Speichelcortisol sowie die psychische
Befindlichkeit der Probanden messwiederholt erfasst. Die Probanden zeigten eine
deutliche psychische und endokrine Stressreaktion auf den akuten Laborstressor.
Hinsichtlich der lokalen immunologischen Reaktion zeigten sich nach dem Stress
signifikante Gruppen- und Zeitinteraktionen, die darauf hinweisen, dass die
immunologische Stressreaktion moduliert wird und zwar in Abhédngigkeit vom
Entziindungszustand. Insbesondere bei chronischen gingivalen Entziindungsprozessen
fiihrte der hier angewandte Laborstressor zu einem signifikanten Anstieg der sulkuldren
Konzentrationen von IL-8, was ein proinflammatorisches Signal innerhalb
pathologischem Entziindungsgeschehen darstellen konnte.

Mit der vorliegenden Arbeit wird somit erstmals an einem experimentellen
Humanmodell in vivo gezeigt, dass der Entziindungszustand als Moderatorvariable der
lokalen immunologischen Stressreaktion wirkt. Weiterhin ldsst sich zeigen, dass akuter
Stress beim Vorliegen einer chronischen Gingivitis eine verstirkte Freisetzung des
proinflammatorischen Zytokins IL-8 in den Sulkus gingivalis bewirkt. Damit ist ein Weg
aufgezeigt worden, wie Stress in das Entziindungsgeschehen eingreifen kann.
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Summary

The present studies were objected to analyze in controlled experiments whether different
inflammatory conditions modulate the local immunological stress response in a human
model of local inflammation, i.e. plaque-associated gingivitis. Two local inflammatory
conditions were compared, i.e. experimental gingivitis vs. chronic gingivitis over a
period of four weeks. Subjects were all students and eligible for study participation when
they showed clinical signs of plaque-associated gingivitis (plaque and bleeding response)
in at least five of six papillae under study. When included in the study students were
randomly assigned to either an experimental gingivitis group or a persistent, i.e. chronic
gingivitis group. In the experimental gingivitis group gingival health had been
established by a prophylactic intervention (plaque removal) at least 10 days prior to study
onset. At the beginning of the experimental gingivitis period, students were instructed to
refrain from any oral hygiene procedures for a period of four weeks. The chronic
gingivitis group represented the common clinical condition of naturally occurring
untreated plaque-associated gingivitis. This group continued with its oral health
behaviour as usual.

The clinical symptoms of gingival inflammation (via Papillary-Bleeding-Index and
Plaque-Index) as well as two proinflammatory cytokines (Interleukin (IL-)1p and IL-8)
in gingival crevicular fluid were measured weekly within this period. As expected the
group comparison revealed significant differences with regard to clinical signs and
cytokine concentrations. The chronic gingivitis turned out as a fairly stable condition. In
contrast to the experimental gingivitis group the parameters did not show any significant
variation over the four week period. After the experimental gingivitis period groups
differed with regard to plaque and the crevicular concentrations of IL-1B and IL-8 with
higher IL-1B concentrations and lower IL-8 concentrations in the experimental gingivitis
group compared to chronic gingivitis.

In order to prove if immunological stress responses are modulated by different
inflammatory conditions, e.g. acute vs. chronic, stress effects on experimental and
chronic gingivitis were compared. Stress (public speech) vs. control condition was run in
a crossover design. They were applied on two consecutive days in a randomized
counterbalanced order. Crevicular fluid, saliva samples and mood were assessed
repeatedly. Students showed significant psychological and endocrine stress responses to
the acute stressor. With regard to cytokine responses I found significant interaction of
group and time, showing that the immunological stress response indeed is modulated by
the inflammatory state. Chronic gingivitis showed a stress induced increase of crevicular
concentrations of IL-8, possibly indicative for a proinflammatory signal at sites of
ongoing inflammation.

In clonclusion the present studies show that subjects in different gingivitis condition are
not comparable with respect to clinical and immunological parameters. It further shows
that the local immunological stress response is modulated by the inflammatory condition
and that immunological stress responses can be quite different under acute or chronic
inflammatory conditions. To understand more about stress effects on inflammation it thus
seems very important to take account of the present inflammatory condition.
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Deskriptive Statistik Studie 2

Deskriptive Statistik Studie 2 TL-18 (ng/ml)

Gingivitis Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung

Exp. mannlich  vor Kontrollbedingung 6 24,214 17,933
Ging.

? unmittelbar nach Ruhe 6 21,736 13,086

45 Minuten nach Ruhe 6 9,884 6,356

90 Minuten nach Ruhe 6 8,571 4,553

vor Stress 6 25,512 13,649

unmittelbar nach Stress 6 14,336 12,525

45 Minuten nach Stress 6 10,052 7,113

90 Minuten nach Stress 6 7,893 5,692

weiblich vor Kontrollbedingung 5 17,470 7,036

unmittelbar nach Ruhe 5 12,792 4,518

45 Minuten nach Ruhe 5 9,581 6,280

90 Minuten nach Ruhe 5 5,876 2,508

vor Stress 5 18,133 10,591

unmittelbar nach Stress 5 11,422 5,957

45 Minuten nach Stress 5 7,360 4,418

90 Minuten nach Stress 5 5,973 4,409

Chron. mannlich vor Kontrollbedingung 7 13,715 7,310
Ging.

unmittelbar nach Ruhe 7 12,147 4,960

45 Minuten nach Ruhe 7 7,966 4,458

90 Minuten nach Ruhe 7 8,096 4,849

vor Stress 7 13,751 4,211

unmittelbar nach Stress 7 10,419 3,248

45 Minuten nach Stress 7 8,231 3,850

90 Minuten nach Stress 7 8,176 4,416

weiblich vor Kontrollbedingung 6 13,416 5,577

unmittelbar nach Ruhe 6 8,738 3,669

45 Minuten nach Ruhe 6 7,006 1,538

90 Minuten nach Ruhe 6 5,391 3,040

vor Stress 6 11,528 2,900

unmittelbar nach Stress 6 9,386 2,920

45 Minuten nach Stress 6 8,109 3,885

90 Minuten nach Stress 6 6,959 6,045
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Deskriptive Statistik Studie 2 IL-8 (ng/ml)

Gingivitis _Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung
Exp. mannlich  vor Kontrollbedingung 6 56,208 33,033
Ging. unmittelbar nach Ruhe 6 77,516 48,762
45 Minuten nach Ruhe 6 88,544 57,000

90 Minuten nach Ruhe 6 106,065 37,307

vor Stress 6 78,561 27,024

unmittelbar nach Stress 6 80,641 50,721

45 Minuten nach Stress 6 82,604 55,778

90 Minuten nach Stress 6 95,079 45,523

weiblich vor Kontrollbedingung 5 67,359 19,468
unmittelbar nach Ruhe 5 52,983 16,301

45 Minuten nach Ruhe 5 70,431 26,518

90 Minuten nach Ruhe 5 75,588 18,881

vor Stress 5 59,603 42,807

unmittelbar nach Stress 5 57,785 13,502

45 Minuten nach Stress 5 54,655 16,403

90 Minuten nach Stress 5 83,385 22,179

Chron. mannlich  vor Kontrollbedingung 7 103,955 41,709
Ging. unmittelbar nach Ruhe 7| 100,605 43,307
45 Minuten nach Ruhe 7 95,468 53,561

90 Minuten nach Ruhe 7 105,566 55,492

vor Stress 7 83,948 21,255

unmittelbar nach Stress 7 126,619 58,790

45 Minuten nach Stress 7 102,878 24,411

90 Minuten nach Stress 7 117,457 37,224

weiblich vor Kontrollbedingung 6 115,683 130,590
unmittelbar nach Ruhe 6 93,307 64,652

45 Minuten nach Ruhe 6 95,672 54,600

90 Minuten nach Ruhe 6 76,475 43,502

vor Stress 6 100,446 71,920

unmittelbar nach Stress 6 137,346 147,427

45 Minuten nach Stress 6 118,389 84,013

90 Minuten nach Stress 6 118,145 94,976
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Deskriptive Statistik Studie 3

Deskriptive Statistik psych. Befindlichkeit (VAS) - (zusitzlich erhobene Probanden Studie 3)

Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung
mannlich angestrengt
Ruhe mzp1 7 2,4571 2,18240
mzp2 7 ,3571 ,21492
mzp3 7 1,7429 1,67616
mzp4 7 1,9000 1,98410
angestrengt
Stress mzp1 7 3,6286 2,27648
mzp2 7 6,6000 1,49666
mzp3 7 2,2000 1,64215
mzp4 7 2,4714 2,24923
weiblich angestrengt
Ruhe mzp1 5 1,7800 1,31034
mzp2 5 ,2400 ,08944
mzp3 5 ,6600 ,97622
mzp4 5 ,4200 ,38987
angestrengt
Stress mzp1 5 1,5200 1,16490
mzp2 5 6,5200 3,09225
mzp3 5 1,0200 ,55408
mzp4 5 1,2400 1,08074

Deskriptive Statistik psych. Befindlichkeit (VAS) - (zusitzlich erhobene Probanden Studie 3)

Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung
mannlich gestresst Ruhe mzp1 7 1,100 0,400
mzp2 7 0,571 0,774
mzp3 7 0,629 0,395
mzp4 7 0,614 0,348
gestresst Stress mzp1 7 2,143 1,580
mzp2 7 6,686 2,082
mzp3 7 1,300 0,833
mzp4 7 1,014 0,689
7
weiblich  gestresst Ruhe mzp1 5 1,260 0,971
mzp2 5 0,280 0,084
mzp3 5 0,660 0,654
mzp4 5 0,560 0,371
gestresst Stress mzp1 5 1,200 0,604
mzp2 5 6,320 2,485
mzp3 5 1,780 2,110
mzp4 5 0,680 0,444
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Deskriptive Statistik Studie 3

Deskriptive Statistik Stimmung (VAS) - (zusiitzlich erhobene Probanden Studie 3)

Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung
mannlich hilflos Ruhe mzp1 7 0,700 0,574
mzp2 7 0,386 0,212
mzp3 7 0,614 0,552
mzp4 7 0,400 0,231
hilflos Stress mzp1 7 1,529 0,890
mzp2 7 5,157 3,452
mzp3 7 0,957 0,447
mzp4 7 0,486 0,334
7
weiblich  hilflos Ruhe mzp1 5 1,080 0,876
mzp2 5 1,080 1,117
mzp3 5 1,040 0,615
mzp4 5 0,660 0,336
hilflos Stress mzp1 5 1,600 2,528
mzp2 5 5,240 3,518
mzp3 5 2,080 1,985
mzp4 5 1,020 0,581

Deskriptive Statistik Stimmung (VAS) - (zusiitzlich erhobene Probanden Studie 3)

Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung
mannlich bedroht Ruhe mzp1 7 0,543 0,276
mzp2 7 0,343 0,172
mzp3 7 0,600 0,396
mzp4 7 0,371 0,189
bedroht Stress mzp1 7 0,386 0,241
mzp2 7 2,314 1,877
mzp3 7 0,543 0,387
mzp4 7 0,286 0,107
weiblich  bedroht Ruhe mzp1 5 0,620 0,835
mzp2 5 0,260 0,134
mzp3 5 0,320 0,228
mzp4 5 0,260 0,089
bedroht Stress mzp1 5 0,400 0,158
mzp2 5 1,560 1,422
mzp3 5 1,460 2,150
mzp4 5 0,380 0,164
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Deskriptive Statistik Studie 3

Deskriptive Statistik Stimmung (VAS) - (zusiitzlich erhobene Probanden Studie 3)

Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung
mannlich angespannt
Ruhe mzp1 7 1,557 1,550
mzp2 7 0,657 0,793
mzp3 7 1,143 1,628
mzp4 7 0,857 0,516
angespannt
Stress mzp1 7 2,571 2,308
mzp2 7 7,329 1,499
mzp3 7 1,857 0,842
mzp4 7 1,443 1,147
weiblich angespannt
Ruhe mzp1 5 1,460 1,043
mzp2 5 0,600 0,316
mzp3 5 0,700 0,707
mzp4 5 0,820 0,545
Angespannt
Stress mzp1 5 2,640 2,350
mzp2 5 7,480 1,789
mzp3 5 2,540 2,906
mzp4 5 1,760 1,078
Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung
mannlich ausgeliefert
Ruhe mzp1 7 1,000 1,514
mzp2 7 0,457 0,387
mzp3 7 0,871 1,224
mzp4 7 0,343 0,181
ausgeliefert
Stress mzp1 7 1,171 0,665
mzp2 7 3,871 2,813
mzp3 7 0,643 0,331
mzp4 7 0,457 0,326
weiblich  ausgeliefert
Ruhe mzp1 5 2,700 2,587
mzp2 5 0,500 0,406
mzp3 5 1,720 1,226
mzp4 5 1,220 1,163
Ausgeliefert
Stress mzp1 5 1,620 1,766
mzp2 5 4,500 0,596
mzp3 5 2,240 1,734
mzp4 5 1,960 1,644
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Deskriptive Statistik Studie 3

Deskriptive Statistik Stimmung (VAS) - (zusiitzlich erhobene Probanden Studie 3)

Geschlecht N Mittelwert Standardabweichung
mannlich verargert
Ruhe mzp1 7 0,486 0,273
mzp2 7 0,329 0,250
mzp3 7 0,457 0,282
mzp4 7 0,457 0,237
verargert
Stress mzp1 7 0,486 0,297
mzp2 7 1,543 1,586
mzp3 7 0,486 0,273
mzp4 7 0,443 0,315
weiblich  Veréargert
Ruhe mzp1 5 0,260 0,152
mzp2 5 0,300 0,158
mzp3 5 0,260 0,241
mzp4 5 0,280 0,192
verargert
Stress mzp1 5 0,240 0,134
mzp2 5 2,920 2,308
mzp3 5 1,380 1,556
mzp4 5 0,300 0,187
Geschlecht N Mittelwert Standardabweichung
mannlich verunsichert
Ruhe mzp1 7 0,914 0,949
mzp2 7 0,829 1,006
mzp3 7 0,414 0,195
mzp4 7 0,429 0,160
verunsichert
Stress mzp1 7 1,214 1,084
mzp2 7 5,971 3,421
mzp3 7 0,514 0,339
mzp4 7 0,571 0,407
weiblich  verunsichert
Ruhe mzp1 5 1,180 0,817
mzp2 5 0,480 0,383
mzp3 5 0,400 0,308
mzp4 5 0,520 0,390
verunsichert
Stress mzp1 5 2,400 2,699
mzp2 5 5,200 3,391
mzp3 5 1,540 1,903
mzp4 5 0,600 0,418
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Deskriptive Statistik Cortisol (nmol/l) - (zusitzlich erhobene Probanden Studie 3)

Geschlecht N Mittelwert | Standardabweichung

mannlich R_1 7 10,646 6,467
R 2 7 10,509 8,630
R 3 7 10,708 9,885
R 4 7 9,003 5,294
R 5 7 10,122 8,658
R_6 7 7,598 2,880
R 7 7 7,930 3,064
R 8 7 7,843 4,366
R 9 7 5,233 2,476
R_10 7 6,984 3,429
S_1 7 11,332 10,267
S 2 7 7,197 6,256
S_3 7 15,447 14,415
S_ 4 7 28,230 18,744
S 5 7 20,052 7,996
S_6 7 13,223 6,754
S_ 7 7 12,856 5,823
S_8 7 12,254 7,921
S 9 7 8,550 3,490
S_10 7 8,662 3,230

weiblich  R_1 5 13,455 9,498
R 2 5 8,952 4,718
R 3 5 8,338 4,305
R 4 5 9,060 4,425
R 5 5 8,170 1,737
R 6 5 5,370 0,829
R 7 5 6,359 1,701
R_8 5 5,513 1,153
R 9 5 3,597 1,052
R_10 5 4,210 0,950
S_1 5 10,009 4,602
S 2 5 7,814 3,228
S_3 5 14,261 5,232
S_ 4 5 21,963 7,439
S 5 5 19,528 5,153
S_6 5 13,039 4,360
S_7 5 11,546 1,144
S_8 5 10,894 1,208
S 9 5 6,629 1,907
S_10 5 7,908 0,994
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Deskriptive Statistik Studie 3

Deskriptive Statistik IL-18 (ng/ml) — Studie 3 (chronische Gingivitis)

Standardab-
Geschlecht N Mittelwert weichung
mannlich  vor Kontrollbedingung 14 14,624 6,478
unmittelbar nach Ruhe 14 13,339 5,505
45 Minuten nach Ruhe 14 8,498 3,883
90 Minuten nach Ruhe 14 7,783 3,752
vor Stress 14 13,973 5,980
unmittelbar nach Stress 14 11,948 4,701
45 Minuten nach Stress 14 8,419 3,261
90 Minuten nach Stress 14 7,654 3,861
weiblich  vor Kontrollbedingung 1" 18,370 10,581
unmittelbar nach Ruhe 1 12,745 7,840
45 Minuten nach Ruhe 11 9,524 6,086
90 Minuten nach Ruhe 1" 9,087 7,164
vor Stress 11 12,436 3,196
unmittelbar nach Stress 1 10,297 2,877
45 Minuten nach Stress 11 8,652 3,544
90 Minuten nach Stress 11 7,197 4,525

Deskriptive Statistik IL-8 (ng/ml) — Studie 3 (chronische Gingivitis)

Standardab-
geschlecht N Mittelwert weichung
mannlich  vor Kontrollbedingung 14 101,199 61,328

unmittelbar nach Ruhe 14 102,892 36,668
45 Minuten nach Ruhe 14 93,831 49,166
90 Minuten nach Ruhe 14 111,775 62,315
vor Stress 14 95,051 46,130
unmittelbar nach Stress 14 117,861 50,291
45 Minuten nach Stress 14 105,193 46,155
90 Minuten nach Stress 14 109,561 45,528
weiblich  vor Kontrollbedingung 11 130,054 113,344
unmittelbar nach Ruhe 1 102,601 74,455
45 Minuten nach Ruhe 11 104,939 49,470
90 Minuten nach Ruhe 1" 93,760 40,862
vor Stress 1" 108,514 53,648
unmittelbar nach Stress 11 136,433 110,815
45 Minuten nach Stress 1 121,179 64,424
90 Minuten nach Stress 11 126,936 77,953




