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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Mundhohle stellt einerseits den kranialsten Abschnitt des Verdauungsapparates dar
(KONIG et al., 2011), andererseits ist sie aber auch eines der wichtigsten Organe, mit dem
Hunde ihre Umwelt ,,begreifen®. So dienen die Organe der Mundhdhle des Hundes zum
Aufnehmen von Nahrung und Gegenstanden, zur Fellpflege, der Kommunikation, als
»Waffen“ bei der Jagd oder in kdmpferischen Auseinandersetzungen (LOGAN, 2006;
FAHRENKRUG, 2007). Von besonderer Bedeutung fiir die Gesundheit der Mundhéhle ist
die Gesundheit des Zahnhalteapparates, welcher die Zahne in den kndchernen Alveolen von
Ober- und Unterkiefer verankert. Dennoch weisen (ber 80 % der adulten Hunde
behandlungswirdige Erkrankungen der Mundhohle und in 60 % der Félle eine parodontale
Erkrankung auf (KYLLAR und WITTER, 2005; FAHRENKRUG, 2007; NIEMIEC, 2008).
Die Parodontitis ist eine progressiv verlaufende, entziindliche Erkrankung des Zahnhalte-
apparates, bei der es zu dessen Zerstérung und letztendlich zum Verlust des betroffenen
Zahnes kommt (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006; FAHRENKRUG, 2007). Eine
Parodontitis im fortgeschrittenen Stadium kann zu Schmerzen und Problemen bei der
Futteraufnahme fiihren (HARDHAM et al., 2005). Da es sich jedoch um eine schleichende,
progressiv verlaufende Erkrankung handelt, werden Verénderungen bei der Futteraufnahme,
im Verhalten der Tiere oder Foetor ex ore vom Besitzer oft erst in einem fortgeschrittenen
Stadium festgestellt (EICKHOFF, 2005).

Auch in der Humanmedizin ist die Parodontitis eine haufige Erkrankung (ALBANDAR et al.,
1999; ALBUQUERQUIE et al., 2012). Auf Grund der &hnlichen Klinik und Pathogenese ist
der Hund, und insbesondere der Beagle, ein héufig eingesetztes Tiermodell der
humanmedizinischen Parodontitisforschung. Zudem sind Hunde, anders als andere
Tiermodelle, wie beispielsweise Primaten, unkompliziert in Haltung und Umgang (OZ und
PULEO, 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012).

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie von Proteinasen, die beim Abbau der
extrazelluldren Matrix eine wichtige Rolle spielen (STERNLICHT und WERB, 2001; VISSE
und NAGASE, 2003). Ihre Gegenspieler sind die TIMPs, die ,.Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases” (BREW et al., 2000; BAKER et al., 2002; VISSE und NAGASE, 2003;
BREW und NAGASE, 2010). Humanmedizinische Untersuchungen zeigen, dass Matrix-
Metalloproteinasen bei der Parodontitis zur Zerstdrung der Kollagenfasern des Zahnhalte-
apparates beitragen (LEE et al., 1995; KUBOTA et al., 1996; TERVAHARTIALA et al.,
2000; MARCACCINI et al., 2009). Untersuchungen von MARCACCINI und Mitarbeitern

(2009) lassen zudem schlussfolgern, dass parodontale Erkrankungen durch eine gesteigerte
1



1 EINLEITUNG

Konzentration zirkulierender Matrix-Metalloproteinasen zu einem proinflammatorischen
Zustand flhren, der flr kardiovaskuldre und andere systemische, chronisch-entziindliche
Erkrankungen prédisponiert. Somit stellt die lokale Therapie einer Parodontitis auch eine
ProphylaxemalRnahme gegenuber systemischen Erkrankungen dar.

Bislang gibt es jedoch nur wenige Untersuchungen, die sich mit der Rolle der Matrix-
Metalloproteinasen bei der Parodontitis des Hundes befassen.

In der vorliegenden Arbeit soll durch immunhistologische Untersuchungen die Hypothese
gepruft werden, dass es bei der Parodontitis des Hundes abhangig vom Schweregrad der
Erkrankung zu einer gesteigerten Expression von MMPs und zu einer verminderten
Expression von TIMPs in der gingivalen Schleimhaut kommt.

Ein Fernziel dieser Arbeit ist die therapeutische Anwendung der gewonnenen Erkenntnisse.
Da Matrix-Metalloproteinasen einen entscheidenden, gewebszerstérenden Faktor bei der
Parodontitis darstellen, ist ihre Inhibition ein interessanter Therapieansatz.
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2 Literaturibersicht

2.1 Anatomie der Mundhohle, der gesunden und erkrankten Gingiva, der Zédhne und
des Zahnhalteapparates des Hundes

2.1.1 Anatomie der Mundhohle

Die Mundhéhle stellt den kranialsten Abschnitt des Verdauungsapparates dar (KONIG et al.,
2011). Die in die Mundhohle aufgenommene Nahrung wird, bevor sie abgeschluckt wird,
mittels Zahnen, Zunge und Speicheldriisen zerkleinert und eingespeichelt (THOME, 2004;
SALOMON, 2008; LIEBICH, 2010; KONIG et al., 2011). Knochern begrenzt wird die
Mundhohle von Anteilen des Os incisivum, des Os palatinum, der Maxilla und der
Mandibula. Die Begrenzung nach rostral wird durch die Lippen gebildet, nach lateral durch
die Wangen, nach dorsal durch den harten Gaumen und nach ventral durch die Zunge bzw.
den sublingualen Mundhdhlenboden. Kaudal schlieSt sich, durch das Gaumensegel ab-
getrennt, die Schlundkopfhdhle an (THOME, 2004). Die Zahnbdgen von Ober- und Unter-
kiefer unterteilen die Mundhohle in das Cavum oris proprium (eigentliche Mundhéhle) und
das Vestibulum oris (Mundhohlenvorhof). Das Cavum oris proprium und das Vestibulum oris
stehen kaudal der letzten Backenzahne in Verbindung (THOME, 2004; SALOMON, 2008;
KONIG et al., 2011). Die Mundhéhle wird von kutaner Schleimhaut ausgekleidet. In ihrer
Tela submukosa finden sich die serdsen oder mukdsen Lippen- und Backendriisen. Die
Glandulae sublingualis, mandibularis und parotis geben ihr Sekret durch eigene Ausfiihrungs-
génge in die Mundhéhle ab (THOME, 2004; SALOMON, 2008; KONIG et al., 2011). Die
Mundschleimhaut des Hundes ist meist blass rosa, sie kann aber auch teilweise oder voll-
standig dunkel pigmentiert sein (THOME, 2004). Die Gingiva (Zahnfleisch) stellt eine Modi-
fikation der Mundschleimhaut dar, die die Alveolarfortsitze von Ober- und Unterkiefer be-
deckt. Es handelt sich um eine driisenlose Schleimhaut mit einem sehr regenerationsfahigen,
mehrschichtigen, geringgradig verhornten Plattenepithel (SALOMON, 2008; LIEBICH,
2010; KONIG et al., 2011).

Waéhrend sich bei dolichozephalen (langschédeligen) Hunderassen die Mundhdhle als lang
und schmal darstellt, ist sie bei brachyzephalen (kurzschédeligen) Rassen kurz und breit
(THOME, 2004).
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2.1.2 Histologische Anatomie der gesunden Gingiva

Die Mundschleimhaut geht an der mukogingivalen Grenzlinie in die Gingiva, das
Zahnfleisch, tber. Sowohl die Mundschleimhaut als auch die Gingiva setzen sich aus einem
mehrschichtigen Plattenepithel und der darunter befindlichen, bindegewebigen Lamina
propria zusammen. Das Epithel der Mundschleimhaut ist unverhornt, das Epithel der Gingiva
hingegen ist, je nach Lokalisation und mechanischer Belastung, ortho- bis parakeratinisiert.
Das orthokeratinisierte mehrschichtiges Plattenepithel der Mundhéhle umfasst das Stratum
basale, das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und das Stratum corneum. Die Zellen
des Stratum corneum enthalten anstelle von Zellkern und Zellorganellen zahlreiche
Keratinfilamente. Das parakeratinisierte mehrschichtige Plattenepithel besitzt, anders als das
orthokeratinisierte Epithel, kein Stratum granulosum, die Zellen des Stratum corneums ent-
halten sowohl Zellkerne als auch Keratin. Das orthokeratinisierte mehrschichtige Platten-
epithel ist somit dicker und mechanisch widerstandsfahiger als das parakeratinisierte
(STEINIGER et al., 2010).

Das Epithel der Gingiva ist Uber eine ausgeprégte Papillenbildung mit der Lamina propria eng
verbunden. Die Gingiva wird in die freie Gingiva (Gingiva marginalis) und in die apikal
davon gelegene befestigte Gingiva (Gingiva alveolaris) unterteilt. Zwischen der
Schmelzoberflache des Zahnes und der freien Gingiva befindet sich der Sulcus gingivalis. Der
Boden des Sulcus gingivalis wird durch das Saumepithel ausgekleidet, welches die Gingiva
koronal der Schmelz-Zement-Grenze in Form eines epithelialen Attachments mit dem Zahn
verbindet. Das Saumepithel geht in das meist unverhornte Sulkusepithel (ber, welches
wiederum labial bzw. bukkal des Gingivalsaums (Margo gingivalis) in das Gingivaepithel
libergent. Die Lamina propria der Gingiva marginalis wird durch Kollagenfaserbiindel
stabilisiert, die Gingiva alveolaris ist Uber horizontal verlaufende Kollagenfaserbundel
unverschieblich mit dem Alveolarknochen verbunden (STEINIGER et al., 2010). In der
Humanmedizin gilt eine Sondierungstiefe des Sulcus gingivalis von bis zu 2 mm als
physiologisch, beim Hund wird je nach Rasse und Zahn eine Sondierungstiefe von 1-3 mm als
physiologisch angesehen (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006; STEINIGER et al., 2010).
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2.1.3 Allgemeiner Aufbau der Zahne

Die Z&hne sind aus drei mineralisierten Substanzen, dem Zahnbein, dem Schmelz und dem
Zement, aufgebaut (THOME, 2004; GORREL, 2006; SALOMON, 2008; KONIG et al.,
2011).

Das Zahnbein wird auch Dentin oder Elfenbein genannt. Dentin ist von gelb-weiRer Farbe
und wird lebenslang von Odontoblasten als Grundlage des Zahnes gebildet (THOME, 2004;
GORREL, 2006; SALOMON, 2008; KONIG et al., 2011).

Der Schmelz wird auch als Enamelum, Email oder Adamantin bezeichnet. Er ist die harteste
Substanz des Korpers, von weiler Farbe und wird von den ektodermalen Enameloblasten
(Adamatoblasten, Ameloblasten) gebildet (THOME, 2004; EICKHOFF, 2005; SALOMON,
2008; LIEBICH, 2010; KONIG et al., 2011). Der Schmelz bildet einen 1-3 mm dicken,
kappenartigen Uberzug auf den schmelzhdckrigen Zahnen der Karnivoren. Das Schmelz-
oberhautchen (Schmelzkutikula) bildet seinerseits einen Uberzug auf dem Schmelz (THOME,
2004; SALOMON, 2008).

Das Zement (Cementum) bedeckt die Zahnwurzel und bildet zusammen mit dem Ligamentum
periodontale (Wurzelhaut) und dem Alveolarknochen einen Teil des Zahnhalteapparates
(THOME, 2004; LIEBICH, 2010; KONIG et al., 2011). Zahnzement wird von den Zemento-
blasten gebildet (THOME, 2004; SALOMON, 2008; KONIG et al., 2011).

Jeder Zahn besitzt eine Zahnkrone (Corona dentis), eine Zahnwurzel (Radix dentis) und einen
Zahnhals (Collum dentis, Cervix dentis). Die Zahnkrone stellt den freien Teil des Zahnes dar.
Die Zahnwurzel ist in der Alveole (Zahnfach) des Kieferknochens verankert. Zahnkrone und
Zahnwurzel werden durch den Zahnhals voneinander abgegrenzt. Dieser ist in die Gingiva
(Zahnfleisch) eingebettet (THOME, 2004; SALOMON, 2008; LIEBICH, 2010; KONIG et al.,
2011).

Die vier Flachen der Zahnkrone werden als labial bzw. bukkal (zum Vestibulum oris hin
gerichtet), lingual (zum Cavum oris proprium hin gerichtet), distal (nach kaudal hin gerichtet)
und mesial (nach rostral hin gerichtet) bezeichnet. Die Kauflache wird als Facies occlusalis
bezeichnet (SALOMON, 2008; KONIG et al., 2011).

Die Zahnhohle (Pulpahdhle, Cavum dentis) ist von Dentin ausgekleidet. Sie enthélt die Zahn-
pulpa (Pulpa dentis), welche aus lockerem Bindegewebe, BlutgefdRen und Nerven besteht
(THOME, 2004; GORREL, 2006; SALOMON, 2008; LIEBICH, 2010; KONIG et al., 2011).
Uber den Wurzelkanal (Canalis radicis dentis) mit seiner Wurzelgffnung (Foramen apicale
dentis) treten BlutgefaBe und Nerven in die Pulpahohle ein (siehe Abbildung 1; SALOMON,
2008; LIEBICH, 2010; KONIG et al., 2011).
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2.1.4 Anatomie der Zahne des Hundes

Der Hund besitzt schmelzhdckrige Wurzelzéhne mit abgeschlossenem Wachstum. Es handelt
sich um brachyodonte Z&hne mit kurzer Zahnkrone und langer Zahnwurzel. Der Zahnbogen
des Unterkiefers ist enger als der des Oberkiefers, so dass eine Anisognathie vorliegt. Es
handelt sich um ein sekodontes, schneidendes Gebiss (secare, lat. = schneiden), bei dem beim
Kieferschluss die Zéhne des Oberkiefers an der Labial- bzw. Bukkalflache des Unterkiefers
vorbeigleiten. Die Anatomie des Kiefergelenkes lasst zudem nur Bewegungen des Unter-
kiefers in vertikaler Richtung zu (THOME, 2004; EICKHOFF, 2005; SALOMON, 2008).
Das Gebiss eines adulten Hundes umfasst 42 Z&hne. Die vier Quadranten von Ober- und
Unterkiefer besitzen je drei Schneidezéhne (Dentes incisivi) sowie einen Eck- oder Fangzahn
(Dens caninus). Die Backenzahne werden in Pramolaren und Molaren unterschieden. Jeder
Quadrant besitzt vier Pramolaren, die Oberkieferquadranten jeweils zwei Molaren und die
Unterkieferquadranten jeweils drei Molaren (THOME, 2004; SALOMON, 2008; KONIG et
al., 2011).

Die Zahnformel furr das Gebiss eines adulten Hundes l&sst sich folgendermalen darstellen:
31 1C 4P 2M

31 1C 4P 3M
(THOME, 2004; SALOMON, 2008).

= 42 Zdhne

Bei den Schneidezéhnen, den Eckzdhnen und dem P; von Ober- und Unterkiefer handelt es
sich um einwurzelige Zahne (THOME, 2004; SALOMON, 2008; KONIG et al., 2011). Der
P, und P3 von Ober- und Unterkiefer sowie der Unterkiefer-P4 sind zweiwurzelige Zéhne
(THOME, 2004; SALOMON, 2008). Der P4 des Oberkiefers wird auch als ReiBzahn (Dens
sectorius) bezeichnet. Dieser kraftige Zahn besitzt drei Wurzeln. Der Reilzahn des Unter-
kiefers ist der My, er besitzt zwei Wurzeln (THOME, 2004; SALOMON, 2008; KONIG et al.,
2011). Der M des Unterkiefers ist ebenfalls ein zweiwurzeliger Zahn, der M3 besitzt nur eine
Wourzel. Bei M; und M, des Oberkiefers handelt es sich jeweils um dreiwurzelige Zahne
(THOME, 2004; SALOMON, 2008).

Das Milchgebiss umfasst 28 Zahne. Der Zahnwechsel vollzieht sich im Alter von drei bis
sieben Monaten (THOME, 2004; EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006; SALOMON, 2008;
KONIG et al., 2011).
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2.1.5 Anatomie des Zahnhalteapparates

Der Zahnhalteapparat, das Parodontium, dient der VVerankerung des Zahnes in der Alveole. Er
setzt sich aus der Gingiva, dem Ligamentum periodontale (Periodont, Desmodont,
parodontales  Ligament, Wourzelhaut, Sharpey-Fasern), dem Zement und dem
Alveolarknochen zusammen (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006; SALOMON, 2008;
LIEBICH, 2010).

Zwischen dem Wurzelzement des Zahnes und dem Alveolarknochen befindet sich der
Parodontalspalt (Desmodontalspalt). Durch die lebenslange Zementproduktion verengt dieser
sich mit zunehmendem Alter (EICKHOFF, 2005).

Der Zahn ist ausgehend von seinem Wurzelzement Uber die dreidimensional angeordneten
Sharpey-Fasern in der Alveole aufgehangt. Die Sharpey-Fasern bilden die Wurzelhaut (Liga-
mentum periodontale). Diese Art der Aufhdngung ermdglicht eine geringgradige Beweglich-
keit des Zahnes in seinem Zahnfach (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006; SALOMON, 2008;
LIEBICH, 2010). Man spricht hier auch vom sogenannten desmodontalen Attachment
(EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006).

Bei den Fasern des Zahnhalteapparates handelt es sich um kollagene Fasern und
Oxytalanfasern. Die kollagenen Fasern bestehen uberwiegend aus Kollagen Typ | und zu
einem geringeren Teil aus Kollagen Typ Il (EICKHOFF, 2005).

Schmelz

Dentin
Gingiva Pulpahéhle
Alveolarknochen

Parodontalspalt
mit Sharpey-Fasern

Zement

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Zahnes mit seinem parodontalen Halte-
apparat (Abbildung modifiziert nach EICKHOFF, 2008).
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2.2 Parodontitis beim Hund

Der Begriff der Parodontalerkrankung ist eine Sammelbezeichnung fiir plaqueinduzierte,
entziindliche Erkrankungen des Zahnhalteapparates (GORREL, 2006). Die Parodontologie
umfasst Erkrankungen des Zahnhalteapparates, also Erkrankungen von Zahnwurzel und
Alveole, parodontalem Faserapparat, der Gingiva sowie Beeintrachtigungen der Blut- und
Nervenversorgung des Zahnes (FAHRENKRUG, 2007).

Uber 80 % der adulten Hunde und Katzen weisen behandlungsbediirftige Erkrankungen im
Bereich der Mundhéhle, insbesondere des Zahnhalteapparates, auf (FAHRENKRUG, 2007;
NIEMIEC, 2008).

KYLLAR und WITTER (2005) untersuchen insgesamt 408 Hunde auf Lokalisation und
Schweregrad dentaler Erkrankungen. Entsprechende Verdnderungen lassen sich bei 85,3 %
der untersuchten Tiere feststellen. 61,3 % der Tiere weisen Zahnstein und 60,0 % eine
parodontale Erkrankung auf. In 33,8 % der Falle fehlen Zé&hne, in 5,9 % findet eine
unphysiologische Abnutzung der Z&hne statt. Karidse oder tumordse Verénderungen sowie
eine Schmelzhypoplasie treten vereinzelt auf.

In einer postmortalen Studie von HAMP und Mitarbeitern (1984) weisen 83,3 % der unter-
suchten Hunde Zahnstein auf, bei 63,6 % lasst sich eine Parodontitis marginalis feststellen,
karidse Veranderungen bei 19,8 % und Zahnwurzelresorptionen bei 17,9 %.

Zahnstein ist somit die hdufigste Verénderung und die Parodontitis die héufigste
Erkrankung in der Mundhéhle des Hundes (HAMP et al., 1984; KYLLAR und WITTER,
2005). Vergleicht man Hunde unterschiedlicher Rassen und GroRen, so fallt auf, dass kleine
Hunderassen, wie beispielsweise der Zwergpudel, héaufiger und schwerwiegender von
Parodontitis betroffen sind als mittelgroe und groRe Rassen. Ebenso nimmt die Haufigkeit
und Schwere von Parodontalerkrankungen mit zunehmendem Alter zu. Die Zéhne des
Oberkiefers sind haufiger betroffen als diejenigen des Unterkiefers, kaudale Pramolaren und
Molaren wiederum hdaufiger als die rostraleren Zadhne (HAMP et al., 1984; HARVEY et al.,
1994; KYLLAR und WITTER, 2005). Die labiale bzw. bukkale Zahnflache ist
schwerwiegender von Parodontitis und Zahnsteinbildung betroffen als die Lingual- bzw.
Palatinalflache, Unterschiede zwischen rechter und linker Kieferhélfte koénnen nicht
festgestellt werden. Eine Korrelation zwischen dem AusmaR des vorhandenen Zahnsteins und
dem Schweregrad einer parodontalen Erkrankung kann nicht in allen Fallen festgestellt
werden. Der Verlust von Zdhnen ldsst sich hingegen vor allem an parodontal erkrankten
Lokalisationen beobachten. Sowohl an Ober- und Unterkiefer sind die ersten Pradmolaren
gefolgt von den Schneidezéhnen als erste betroffen (KYLLAR und WITTER, 2005).

8
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KYLLAR und WITTER (2005) fiihren das hdufigere Auftreten und den friiheren Beginn
parodontaler Erkrankungen bei kleinen Hunderassen auf eine genetische Prédisposition und
das haufigere Vorliegen einer Malokklusion zurtick.

Zudem sind die Auswirkungen des Verlustes von Alveolarknochen aufgrund einer
parodontalen Erkrankung bei einem kleineren Kiefer gravierender. Es kommt friiher zu einer
erhéhten Beweglichkeit der Zhne, zu Furkationsbefall und gesteigerter Plaqueakkumulation
(HARVEY et al., 1994).

Eine Parodontitis kann je nach Schweregrad zu Problemen bei der Futteraufnahme und
Gewichtsverlust, zu chronischen Schmerzen, Verlust von Z&hnen und sogar zu
pathologischen Frakturen von Maxilla oder Mandibula fihren (HARDHAM et al., 2005).
Weitere mdgliche Folgen sind oronasale Fistelbildung, endoparodontale La&sionen,
Ubergreifen von Entziindungsprozessen auf die Augenumgebung oder eine Osteomyelitis
(NIEMIEC, 2008). Dennoch bleibt dem Besitzer die Entwicklung einer parodontalen
Erkrankung oftmals verborgen, da betroffene Tiere trotz hochgradiger Befunde eine
ungestorte Futteraufnahme und ein unauffélliges Allgemeinbefinden zeigen konnen. Bei
diesen Tieren ist Halitosis oft das einzige vom Besitzer bemerkte Symptom bzw. der
Vorstellungsgrund beim Tierarzt (WHYTE et al., 2013).

Die Entwicklung einer Parodontalerkrankung ist stets ein polyfaktorielles Geschehen (VAN
DYKE und DAVE, 2005; FAHRENKRUG, 2007). Eine wichtige Rolle spielt die bakterielle
Besiedlung der Mundhéhle, die Bildung von Plaque und die daraus resultierenden entziind-
lichen Reaktionen (GORREL, 2006). Ob sich bei einem Individuum jedoch eine parodontale
Erkrankung entwickelt, héngt wvon weiteren Faktoren, beispielsweise bestehenden
systemischen Grunderkrankungen, einer genetischen Disposition und der individuellen
Immunantwort ab (VAN DYKE und DAVE, 2005).

Zunachst kommt es zur Entstehung einer Gingivitis, einer Zahnfleischentziindung. Hieraus
kann sich bei ausbleibender Therapie eine Parodontitis entwickeln. Durch entziindliche
Reaktionen kommt es dann zu einer progressiven Zerstérung des parodontalen Faserapparates
und des Alveolarknochens. Der Zahn verliert somit seine Anhaftung am Parodont
(Attachmentverlust) und geht letztendlich verloren (GORREL, 2006).

Bei einer Gingivitis handelt es sich um eine reversible Entziindung des Zahnfleisches ohne
Zerstorung oder Verlust des Ligamentum periodontale. Eine Parodontitis hingegen ist eine
irreversible entziindliche Erkrankung des gesamten Zahnhalteapparates, bei der es zu dessen
Zerstdrung kommt (GORREL, 2006).
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Eine Gingivitis oder Parodontitis entwickelt sich priméar aufgrund der Akkumulation von
Plaque auf der Zahnoberflache (GORREL, 2006).

Die Plaquebildung vollzieht sich in zwei aufeinanderfolgenden Schritten: Sobald ein
wachsender Zahn Kontakt zum Mundhéhlenmilieu bekommt, wird er von einer amorphen
Schicht aus Speichelproteinen und Glykoproteinen (berzogen, dem sogenannten
Zahnpellikel. Der Zahnpellikel veréndert die Spannungs- und Ladungszustande auf der
Zahnoberflache. Bestimmte Bakterien (Streptococcus sanguis, Actinomyces viscosus etc.)
kdnnen sich nun am Zahnpellikel festsetzen. Sie produzieren extrazelluldre Polysaccharide,
die es anderen Bakterien ermdglichen, an der Zahnoberflache anzuhaften, diese zu besiedeln
und sich hier zu vermehren. Bei den nun entstehenden Plaquebeldgen handelt es sich um
einen Biofilm aus Bakterien, bakteriellen Stoffwechselprodukten, Speichelbestandteilen,
normalen Abbauprodukten der Mundhohle und eventuell auch Epithel- und Entziindungs-
zellen. Auf einer plaquefreien Zahnoberflache kann es innerhalb weniger Minuten zur ersten
Plaqueakkumulation kommen. Die Plaquebildung beginnt supragingival und schreitet dann in
den gingivalen Sulcus fort (GORREL, 2006).

Solange die Gingiva gesund ist, setzen sich die Plaquebelédge vorwiegend aus aeroben und
fakultativ anaeroben Keimen zusammen. Bei einer Gingivitis breiten sich die Plaquebeldge
jedoch subgingival aus. Der Sauerstoff wird durch die vorhandenen aeroben Keime
verstoffwechselt, das Redoxpotential sinkt, so dass sich ein ideales Milieu fiir Anaerobier
entwickelt. Die Zahl der aeroben Bakterien bleibt zwar konstant, die Menge an Anaerobiern
nimmt jedoch zu, so dass diese bei einer Parodontitis iberwiegen (GORREL, 2006).
Weiterhin unterscheidet man zwei Theorien zur plaqueinduzierten Parodontitisentwicklung:
die unspezifische und die spezifische Plaguehypothese. Da bei vielen Parodontitiden die
Plaque- und somit die Bakterienbelastung mit den pathologischen Verdnderungen korreliert,
geht die unspezifische Plaguehypothese von einem direkten Zusammenhang aus. Da aber
nicht jede Gingivitis in eine Parodontitis miindet, wurde spater zudem die spezifische
Plaquehypothese aufgestellt, die davon ausgeht, dass sich eine Parodontitis durch spezifische
Pathogene entwickelt (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006).

HARDHAM und Mitarbeiter (2005) identifizieren Porphyromonas salivosa, Porphyromonas
denticanis und Porphyromonas gulae als die wichtigsten parodontopathogenen Keime des
Hundes. Insgesamt isolieren sie 26 Spezies sogenannter ,,schwarzpigmentierter anaerober
Bakterien“ (Black-Pigmented Anaerobic Bacteria, BPAB) aus den parodontalen Taschen von
an Parodontitis erkrankten Hunden. Neben weiteren Porphyromonas ssp. finden sich

Bacteroides denticanium, Tanerella forsythensis, Peptostreptococcus ssp. und andere.
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Porphyromonas gingivalis, der wichtigste pathogene Keim bei der humanen Parodontitis,
findet sich unter den kaninen Isolaten hingegen nicht.

Die Mundhohle des Hundes ist, ebenso wie die des Menschen, jedoch auch
physiologischerweise von einer Vielzahl von Mikroorganismen besiedelt. SENHORINO und
Mitarbeiter (2012) zeigen, dass die subgingivalen Plaquebeldge sowohl von parodontal
erkrankten als auch von parodontal gesunden Hunden von Porphyromonas gulae,
Fusobacterium nucleatum und Fusobacterium canifelium besiedelt sind. Porphyromonas
macacae kann nur bei erkrankten Tieren isoliert werden. Bei den erkrankten Tieren kommt
zudem Porphyromonas gulae héufiger vor, ansonsten finden sich Kkeine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen erkrankten und gesunden Tieren. Antimikrobielle
Resistenzen finden sich nur vereinzelt.

STURGEON und Mitarbeiter (2013) fuihren an sechs dental und parodontal gesunden Hunden
unterschiedlicher Rasse und Herkunft mittels ,,High-Throughput“-Pyrosequenzierung der 16S
rRNA eine Untersuchung zum physiologischen oralen Mikrobiom des Hundes durch. Ins-
gesamt konnen sie 181 Genera nachweisen. Bei 39,2 % der untersuchten Sequenzen handelt
es sich um Porphyromonas, ebenfalls h&ufig kommen Fusobacterium (4,5 %),
Capnocytophaga (3,8 %), Derxia (3,7 %), Moraxella (3,3 %) und Bergeyella (2,7 %) vor.
Anders als in den beiden zuvor genannten Studien kénnen STURGEON und Mitarbeiter
(2013) bei fiinf von sechs Hunden Porphyromonas gingivalis nachweisen. Treponema spp.
und Actinomyces viscosus, die beide ebenfalls mit parodontalen Erkrankungen assoziiert sind,
finden sich bei fiinf bzw. zwei Hunden.

Die Lipopolysaccharid-Struktur (LPS) von Porphyromonas gingivalis beeinflusst in huma-
nen gingivalen Fibroblasten die Expression von MMP-3 (HERATH et al., 2013). In humanen
Monozyten fordert Porphyromonas gingivalis die Aktivierung und Expression von MMP-9,
was wiederum zur gesteigerten Migration der Monozyten fiihrt (ZHOU et al., 2012).

Bei Zahnstein handelt es sich um eine Ansammlung von mineralisierten Plaquebelégen,
Futterbestandteilen, Epithelzellen und Leukozyten (EICKHOFF, 2005). Die Oberkiefer-
molaren, der vierte Pramolar (P4) und die Canini sind héufig die zuerst und am stérksten
betroffenen Zdhne (HAMP et al., 1984). Die oralen Selbstreinigungsmechanismen kdnnen an
der Bukkalflache der Oberkieferzéhne nur eingeschréankt wirken und zudem sezerniert die
Glandula parotis in das Vestibulum des Oberkiefers (EICKHOFF, 2005).

Der Speichel ist beim Karnivoren im Vergleich zum Menschen alkalischer, so dass es schnel-
ler zur Zahnsteinbildung kommt (LEGEROS und SHANNON, 1979; EICKHOFF, 2005;

11



2 LITERATURUBERSICHT

HARVEY, 2005). Bei einem pH-Wert von 7 bis 8 sinkt das Loslichkeitsprodukt, so dass an
der Zahnkrone Kalziumphosphat, Kalziumkarbonat und Magnesiumphosphat ausfallen. Es
kommt zur Mineralisation der Plaquebeldge (EICKHOFF, 2005). Beim Hund Uberwiegt
Kalziumkarbonat (LEGEROS und SHANNON, 1979; EICKHOFF, 2005), bei der Katze
Karbonat-Hydroxylapatit (EICKHOFF, 2005). Wie HAMP und Mitarbeiter (1984) zeigen,
findet sich an 83,3 % der von ihnen untersuchten Hundegebisse Zahnstein. Haufig handelt es
sich nur um geringe Mengen, die jedoch mit steigendem Alter der Tiere zunehmen. In fort-
geschrittenen Féllen kénnen auch die Zahnwurzeln fast vollstandig von Zahnstein bedeckt
sein.

Auf der subgingivalen Wurzeloberflache entstehen aus Zahnstein und Sulkusflissigkeit zu-
dem extrem harte Konkremente (EICKHOFF, 2005; FAHRENKRUG, 2007). Zahnstein
behindert das gingivale Attachment, Konkremente die Anheftung der desmodontalen Fasern
(EICKHOFF, 2005).

Zahnstein spielt bei der Entstehung einer Parodontalerkrankung jedoch nur eine sekundére
Rolle. Durch die raue Oberfliche wird die Anhaftung weiterer bakteriell besiedelter
Plaguebel&ge begiinstigt, allein durch seine Rauigkeit wird aber keine Gingivitis oder Paro-
dontitis ausgeldst (WAERHAUG, 1956; EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006).

Bei der Plaque- und Zahnsteinentstehung spielen hygienische und erndhrungsbedingte
Probleme eine wichtige Rolle. Durch Erndhrung mit Fertigfutter hat der Haushund in der
Regel unzureichende Gelegenheit, die Zdhne von Nahrungsresten zu befreien. Durch Selbst-
reinigungsmechanismen allein kann die Anhaftung von Plaque und Zahnstein nicht verhindert
werden. Selbstreinigungsmechanismen sind Trinkwasser, Speichelfluss, Zungenreiben und
Wangenreiben. Im Zahnsulkus wirkt die reinigungs- und immunaktive Sulkusflussigkeit.
Beim Wildkaniden sind durch die relativ langen Absténde zwischen den Beutefdngen und den
kurzen Zeitrdumen der Nahrungsaufnahme die Phasen der Selbstreinigung relativ lang. Der
Haushund wird jedoch regelmdRig gefittert, stdndig kommt es zum Nachschub
plaqueférdernder Substanzen, die Phasen der Selbstreinigung sind relativ  kurz
(FAHRENKRUG, 2007).

Zahnfehlstellungen und brachygnathe Schadelformen, die zur Bildung enger Nischen zwi-
schen den Zahnen fiihren und raue Oberflachen durch Schmelzbeschadigungen fordern eben-
falls die Ablagerung von Plaque und Zahnstein (FAHRENKRUG, 2007).

In der Humanmedizin gibt es ferner Untersuchungen, die eine genetische Disposition fiir die
Entwicklung einer Parodontitis belegen (NARES, 2003; KINANE et al., 2005; YOSHIE et

al., 2007). In der Veterindrmedizin gibt es zwar bislang noch keine entsprechenden
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Untersuchungen, doch aufgrund der Ahnlichkeiten zwischen der humanen und der kaninen
Parodontitis liegt die Vermutung nahe, dass es auch hier eine genetische Komponente gibt
(ALBUQUERQUE et al., 2012).

Prophylaxemanahmen gegeniiber Plaque- und Zahnsteinbildung sowie der Entwicklung
bzw. dem Voranschreiten einer parodontalen Erkrankung sind regelmaRiges Reinigen der
Zahne sowie Futtermittel, die den Kauvorgang und somit die mechanische Reinigung unter-
stiitzen (LOGAN, 2006; CAPIK, 2010).

Bei bereits parodontal erkrankten Tieren ist eine Zahnsanierung in Narkose angezeigt.
Hierbei werden Plaquebeldge und Zahnstein mittels Ultraschallscaler entfernt (Scaling).
Besonders dicke supragingivale Beldge konnen manuell mittels Zahnsteinentfernungszange
entfernt werden, subgingivale Beldge mithilfe einer subgingivalen Kirrette (Deep Scaling).
Um eine Neubildung von Zahnbeldgen zu verzdgern, missen freiliegende Wurzelflachen
gegléttet (Root Planning) sowie Zahnkrone und Zahnhals poliert werden. Pseudotaschen
durch entziindlich-6dematdse oder hyperplastische Gingiva konnen entfernt werden
(Gingivektomie, Gingivoplastik). Bei bereits vorhandener Gingivaretraktion und horizontalem
Knochenabbau kann eine Lappenplastik durchgefiihrt werden. Ein sehr kosten- und
zeitaufwéandiges Verfahren ist die gelenkte Geweberegeneration, bei der mithilfe
korpereigener Enzyme und Zytokine der Knochenaufbau und die Regeneration von
Parodontalfasern angeregt werden (STAUDACHER, 2011). Bei einer hochgradigen
Parodontitis mit irreversiblen Befunden missen nicht erhaltbare Z&hne extrahiert werden. Die
nicht-chirurgische und chirurgische Therapie von Parodontalerkrankungen kann zudem
unterstiitzt werden durch Chelatbildner (z.B. Natriumhexametaphosphat), das lokal wirksame
Antiseptikum Chlorhexidin, Plague-Aggregationshemmer, lokale und systemische Antibiose,
nicht-steroidale Antiphlogistika, antibakterielle patientenspezifische Vakzine oder Knochen-
ersatzmaterialien (STAUDACHER, 2011).

JOHNSTON und Mitarbeiter (2011) untersuchen den Effekt eines 2 %-igen Clindamycin-
hydrochloridgels, dass in die parodontalen Taschen von an Parodontitis erkrankten Hunden
appliziert wird. Es kann gezeigt werden, dass die Kombination einer professionellen Zahn-
reinigung und einer nicht-chirurgischen Parodontalbehandlung mit der Applikation des
Clindamycinhydrochloridgels zu einer Verbesserung des Gingivitisindex und zur Ver-
ringerung der parodontalen Taschentiefe fiihrt.

PETERS und Mitarbeiter (2012) untersuchen die Auswirkungen einer Immunisierung von
Hunden mit natiirlicher und rekombinanter Lysindecarboxylase (LDC), einem bakteriellen

Stoffwechselprodukt, das die gingivale epitheliale Barriere schadigt. Die subkutane Immuni-
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sierung fihrt zu einem starken IgG-Anstieg im Serum, die intranasale Immunisierung zu
einem schwachen Anstieg von IgA. Im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zeigen die immuni-
sierten Tiere eine geringere Gingivitisentwicklung. Die Autoren sehen die Immunisierung mit
rekombinanter LCD somit als vielversprechenden Ansatz zur Gingivitisprophylaxe an.

Zur Friiherkennung von parodontalen Erkrankung haben MARRETTA und Mitarbeiter (2012)
eine Pilotstudie zur Messung von organischen Schwefelverbindungen mittels Teststreifen an
Hunden durchgefiihrt. Die ersten Ergebnisse lassen dieses Verfahren als objektives, sowie am
wachen Tier einfach und schnell durchfiihrbares Screeningverfahren erscheinen, anhand
dessen Ergebnis die weitere Diagnostik und Therapie geplant werden kann.

2.2.1 Pathomorphologische Veranderungen bei der Gingivitis und Parodontitis

Eine Gingivitis ist gekennzeichnet durch Odematisierung, Rétung, Schmerzhaftigkeit und
erhohte Blutungsneigung des Zahnfleisches (EICKHOFF, 2005). Durch die entziindliche
Schwellung des Zahnfleischrandes wird der physiologische Sulcus gingivalis zur patho-
logischen Pseudozahnfleischtasche (FAHRENKRUG, 2007). Eine Pseudozahnfleischtasche
ist eine durch Gingivahyperplasie oder —6dem verursachte supraalveoldre Tasche. Die Sondie-
rungstiefe ist zwar erhoht, es liegen jedoch weder Attachmentverlust noch alveolére
Osteolysen vor (EICKHOFF, 2005).

In der Pseudotasche kommt es zu einem Teufelskreis aus verminderter Selbstreinigungs-
funktion, verstérkter Retention von Nahrungsresten, Plagueansammlung, Unterhaltung und
Exazerbation der Entziindung. Bei einem gesunden Organismus kann das Immunsystem der
Mundhéhle die Gingivitis lokal begrenzen und zundchst die Entwicklung einer destruktiven
Parodontitis verhindern. Im Alter oder bei Allgemeinerkrankungen kann aber eine latente
Gingivitis zu einer manifesten Gingivitis werden. Innerhalb von Tagen oder sogar nur Stun-
den kann es dann zur progressiven Zerstorung des Zahnhalteapparates kommen
(FAHRENKRUG, 2007).

Die Parodontitis entsteht aus der chronischen Gingivitis. Im Rahmen der Zerstérung des
Zahnhalteapparates kommt es zum Verlust des desmodontalen Attachments. Die parodontalen
Fasern 16sen sich von der Zahnoberflache, es kommt zu alveoldren Osteolysen. Die Pseudo-
zahnfleischtasche wird somit zur pathologisch vertieften, echten Zahnfleischtasche. In den
Zahnfleischtaschen bilden sich Granulationsgewebe und Konkremente. Die entziindliche
Destruktion des Zahnhalteapparates schreitet weiter fort. Haufig kommt es zum Sekretstau
mit parodontaler Abszedierung. Im weiteren Verlauf folgen Zahnlockerung und
-ausfall (FAHRENKRUG, 2007). Klinisch diagnostiziert wird eine echte parodontale Tasche
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durch Sondierung und radiologischen Nachweis des Knochenabbaus. Eine intraalveolére
Knochentasche kann ein- bis vierwandig sein (EICKHOFF, 2005).

Die Parodontitis ist eine zyklisch verlaufende Erkrankung. Aktive Erkrankungsschiibe mit
Gewebszerstorung und inaktive Phasen folgen wiederkehrend aufeinander. In den inaktiven
Phasen schreitet die Gewebszerstdrung zwar nicht weiter voran, die Entzindung im
gingivalen Gewebe persistiert jedoch, es kommt zu keinem Heilungsprozess. Diese Ruhe-
periode kann langere Zeit andauern (GORREL, 2006). In den aktiven Erkrankungsphasen
vermehren sich vor allem die parodontopathogenen, gram-negativen Anaerobier
(EICKHOFF, 2005).

2.2.2 Histologische Anatomie der erkrankten Gingiva

Die Zellpopulation der gesunden Gingiva besteht zu 65 % aus Fibroblasten. Zudem findet
sich eine geringe Anzahl von neutrophilen Granulozyten und mononukleéren Zellen (ZAPPA,
1995).

Bei der Pathogenese der Gingivitis wird in die initiale L&sion, die Frihlésion und die
etablierte L&sion unterschieden, welche in eine Parodontitis Ubergehen kann (ZAPPA,
1995; MORGENROTH et al., 1996).

Bei der initialen Lasion handelt es sich um eine akute Entziindungsreaktion, die sich innerhalb
von 2-4 Tagen als Antwort auf die Ansammlung von Plaque entwickelt. Es kommt zu einer
Vaskulitis und zum verstérkten Einwandern von neutrophilen Granulozyten in das Saum-
epithel und den Sulcus gingivalis. Die Zerstérung von Kollagenfasern beginnt, das entziind-
liche Infiltrat nimmt etwa 10 % des subepithelialen Bindegewebes ein. Nach 4-7 Tagen ent-
wickelt sich aus der initialen L&sion die Frihl&sion. Es kommt zum verstérkten Verlust von
Kollagenfasen. Das entziindliche Infiltrat wird dominiert von Lymphozyten, enthalt aber auch
neutrophile Granulozyten, Makrophagen, Plasmazellen und Mastzellen. Aus der Frihldsion
geht, nach variabler Dauer, die etablierte L&sion hervor. Das Entziindungszellinfiltrat wird
nun durch Plasmazellen dominiert, welche sich perivaskuldr und in der tieferen Lamina
propria ansammeln. Es kommt zum weiteren Verlust von Kollagenfasern. Der Ubergang zu
einer Parodontitis ist gekennzeichnet durch das Ubergreifen der Prozesse auf den
Alveolarknochen. Das Entziindungszellinfiltrat wird weiterhin durch Plasmazellen dominiert
(ZAPPA, 1995; MORGENROTH et al., 1996).
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2.2.3 Auswirkungen einer Parodontitis auf die allgemeine Gesundheit

In der Humanmedizin gibt es zahlreiche Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen
schlechter Mundhygiene und systemischen Erkrankungen, wie z.B. kardiovaskulédren
Erkrankungen, Diabetes mellitus, Fruhgeburten, Osteoporose oder respiratorischen
Erkrankungen herstellen. Dieser Zusammenhang beruht zum einen auf gemeinsamen
Risikofaktoren, zum anderen aber auch auf direkten Kausalzusammenh&ngen (CULLINAN et
al., 2009). Ausgehend von der Mundhdhle kann es zu transienten Bakteridmien kommen. In
den meisten Féllen verlaufen diese symptomlos oder mit subfebrilen Temperaturen. Es kann
aber auch zur Absiedlung von Mikroorganismen in verschiedenen Organen kommen und
schwerwiegende Erkrankungen, wie Myokarditiden oder Endokarditiden, zur Folge haben.
Besonders gefédhrdet sind Patienten mit bereits vorgeschadigten oder kiinstlichen
Herzklappen, an denen sich Mikroorganismen bevorzugt absiedeln (THODEN VAN
VELZEN et al., 1984; VAN WINKELHOFF und SLOTS, 1999).

PAVLICA und Mitarbeiter (2008) zeigen in einer postmortalen Studie an 44 Zwerg- und Toy-
Pudeln einen Zusammenhang zwischen dem AusmaR einer parodontalen Erkrankung und der
Wahrscheinlichkeit pathologischer Verédnderungen der Mitralklappe, der Leber und der Nie-
ren. GLICKMAN und Mitarbeiter (2009) kénnen zeigen, dass es beim Hund einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Schweregrad einer Parodontitis und dem Risiko,
eine  kardiovaskuldre Erkrankung, beispielsweise eine Endokarditis oder eine
Kardiomyopathie, zu entwickeln, gibt.

Im Gegensatz dazu kénnen PEDDLE und Mitarbeiter (2009) jedoch bei 76 Hunden mit nach-
gewiesener bakterieller Endokarditis keinen Zusammenhang mit dem Vorliegen einer
parodontalen Erkrankung oder einem zuvor durchgefiihrten chirurgischen Eingriff in der
Mundhohle feststellen.

RAWLINSON und Mitarbeiter (2011) stellen fest, dass ein zunehmender Schweregrad einer
parodontalen Erkrankung beim Hund mit Verdnderungen von systemischen Entziindungs-
markern und den Nierenparametern einhergeht. Beispielsweise kommt es, abhéngig vom
Schweregrad einer Parodontitis, nach Therapie zu einem Riickgang der Konzentration des C-
reaktiven Proteins.
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2.2.4 Prognose

Bei einer Gingivitis handelt es sich um eine Entziindung des Zahnfleischrandes ohne
Gewebszerstorung. Bei entsprechender Therapie kann es zur vollstdndigen Ausheilung
kommen. Bei der Parodontitis kommt es hingegen zu einer progressiven Zerstorung des
Zahnhalteapparates. Das weitere Fortschreiten einer Parodontitis kann durch adaquate
Therapie zwar verhindert werden, der bereits bestehende Schaden ist jedoch nicht reversibel
(EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006; FAHRENKRUG, 2007).

2.3 Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und ihre Inhibitoren

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) werden auch Matrixine genannt. Es handelt sich hierbei
um Proteinasen, die beim Abbau der extrazelluldren Matrix eine wichtige Rolle spielen
(STERNLICHT und WERB, 2001; VISSE und NAGASE, 2003).

Die Expression der MMPs wird auf Ebene der Transkription, durch Aktivierung ihrer pro-
Formen und durch endogene Inhibitoren reguliert (SBARDELLA et al., 2012). Hierbei spie-
len Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine, Interaktionen zwischen Zelle und extrazellularer
Matrix bzw. zwischen Zellen untereinander eine Rolle (NAGASE und WOESSNER, 1999;
BREW et al., 2000).

Die MMPs iiben ihre enzymatische Funktion an der Zelloberflache oder im Extrazellularraum
aus. Die wichtigsten endogenen Inhibitoren sind die sogenannten ,,Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases® (TIMPs) und az-Makroglobulin. Die TIMPs sind die wichtigsten Inhibi-
toren im Gewebe, ap-Makroglobulin und andere Inhibitoren erfiillen ihre Funktion plasma-
tisch und in Gewebsfliissigkeiten (BREW et al., 2000; BAKER et al., 2002; VISSE und
NAGASE, 2003).

Sowohl die MMPs als auch die TIMPs konnen von einer Vielzahl an Zellen produziert
werden. Unter anderem spielen Epithel- und Endothelzellen, Fibroblasten, Chondrozyten,
Osteoklasten und Leukozyten eine Rolle (BOSMAN und STAMENKOVIC, 2003;
ALLDINGER, 2009).

2.3.1 Familie der Matrix-Metalloproteinasen

Im Jahr 1962 entdeckten GROSS und LAPIERE ein kollagenolytisches Enzym, das bei der
Involution des Kaulquappenschwanzes eine Rolle spielt. Dieses Enzym ist das erste Mitglied
der Familie der Metalloproteinasen, das entdeckt wurde (GROSS und LAPIERE, 1962;
STERNLICHT und WERB, 2001; SOMERVILLE et al., 2003). Die Zahl der bislang be-
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kannten Matrix-Metalloproteinasen wird - je nach Quelle - mit 23 bis 26 angegeben, wobei
nicht alle bekannten MMPs beim auch Menschen vorkommen (IYER et al., 2012; SHI et al.,
2012; SHUMANN MOSS et al., 2012). SBARDELLA und Mitarbeiter (2012) geben die Zahl
der beim Menschen vorkommenden MMPs mit mindestens 24 an. Daneben kommen auch bei
Nicht-Vertebraten, beispielsweise bei Drosophila, bei Caenorhabditis elegans oder dem
Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) zahlreiche MMPs vor (WADA et al., 1998;
MAIDMENT et al., 1999; LLANO et al., 2000; STERNLICHT und WERB, 2001).

2.3.2 Einteilung der Matrix-Metalloproteinasen

Bei den MMPs handelt es sich um Endopeptidasen, das heifit, sie spalten ihre Substrate an
nicht-randstadndigen Peptidbindungen. Die wichtigsten Endopeptidasen sind die Metallo-
proteinasen, die Serinproteinasen, die Cysteinproteinasen und die Aspartylproteinasen. Diese
Klassifikation erfolgt auf Grundlage ihrer katalytischen Mechanismen und ihrer Inhibitoren.
Aufgrund von Sequenzunterschieden werden die Metalloproteinasen in fiinf Superfamilien
unterteilt (STERNLICHT und WERB, 2001). Eine dieser Superfamilien ist die Metzincin-
Superfamilie. Ihre Mitglieder zeichnen sich durch ein hochkonserviertes Motiv aus drei
Histidinresten aus, die im katalytischen Zentrum ein Zinkion binden, sowie eine konservierte
Methioninschleife unterhalb des katalytischen Zentrums (STOCKER et al., 1995;
STERNLICHT wund WERB, 2001). Das Zinkbindemotiv der Metzincine lautet
HEBXHXBGBXHZ. H steht fiir Histidin, E fir Glutaminsdure, G fiir Glycin, B ist ein
hydrophober Rest, X ein variabler Rest, Z eine familienspezifische Aminoséure. Basierend
auf der familienspezifischen Aminosaure Z werden die Metzincine in vier Multigenfamilien
unterteilt: Die Matrix-Metalloproteinasen, die Serralysine, die Astacine und Adamalysine
(STOCKER et al., 1995; STERNLICHT und WERB, 2001).

RAWLINGS und Mitarbeiter (2010) untergliedern die Familie M10 des Metalloproteinasen-
Clans (MA) in die Subfamilien der MMPs (M10A), der Serralysine (M10B) und der
Fragilysine (M10C). In enger Verwandtschaft zu den MMPs steht die Familie M12, die sich
wiederum in die Subfamilien der Astacine (M12A) und Adamalysine (M12B) unterteilt.
Grundlage dieser Verwandtschaft ist die bei den Enzymen dieser Familie vorkommende
»~Metzincin-Faltung® eine als ,,met-turn“ bezeichnete, konservierte Proteinstruktur (BODE et

al., 1993; WOESSNER, 2002; ALLDINGER, 2009).
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Zunachst wurden die Matrix-Metalloproteinasen aufgrund ihrer Substratspezifitat eingeteilt.
Tabelle 1 zeigt eine Auswahl an MMPs, die in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und
Matrilysine unterteilt werden konnen. Dazu kommen die membranverankerten und weitere,

nicht in dieses Schema passende MMPs.

Tabelle 1: Einteilung einer Auswahl an Matrix-Metalloproteinasen aufgrund ihrer
Substratspezifitat (nach VISSE und NAGASE, 2003)

Kollagenasen MMP-1, -8, -13 und -18
Gelatinasen MMP-2 und -9
Stromelysine MMP-3, -10 und -11
Matrilysine MMP-7 und -26

Diese relativ einfache Einteilung wird auch heute noch héufig verwendet (z.B. bei
SBARDELLA et al., 2012).

Tatsachlich ist es jedoch so, dass sich die Substratspezifitaten der verschiedenen MMPs (iber-
lappen. Die aktuelle Klassifikation der MMPs in acht Gruppen orientiert sich an ihrem Struk-
tur- und Doménenaufbau (ALLDINGER, 2009; SBARDELLA et al., 2012). Grundsétzlich
unterscheidet man zwischen den in den Extrazellularraum sezernierten MMPs (Gruppe 1-5)
und den an der Zellmembran verankerten MMPs (Gruppe 6-8; ALLDINGER, 2009).

Tabelle 2 zeigt die Einteilung der bislang bei Vertebraten bekannten Matrix-

Metalloproteinasen in Strukturklassen sowie eine Auswahl ihrer Synonyme und Substrate.
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Tabelle 2: Einteilung der bislang bei Vertebraten bekannten Matrix-Metalloproteinasen
in Strukturklassen sowie Nennung einer Auswahl ihrer Synonyme und Substrate (nach
ALLDINGER, 2009)

MMP | Synonym (Auswahl) | Extrazelluldre-Matrix-Substrate (Auswahl)

1) MMPs mit einfacher Himopexin-Doméne:

MMP-1 Kollagenase-1, Kollagen Typ 1, 2, 3, 7, 8, 10, 11, Gelatine,
Interstitielle Kollagenase Fibronektin, basisches Myelinprotein (myelin basic
protein, MBP), Vitronektin, Laminin, Aggrekan
MMP-3 Stromelysin-1, Kollagen Typ 2, 3, 4, 5, 9, MBP, Gelatine, Elastin,
Transin-1 Fibronektin, Vitronektin, Laminin
MMP-8 Kollagenase-2, Kollagen Typ 1,2 3, Aggrekan
Neutrophile Kollagenase
MMP-10 Stromelysin-2, Kollagen Typ 3, 4, 5, Gelatine, Elastin, Fibronektin,
Transin-2 Aggrekan
MMP-12 Metalloelastase, Kollagen Typ 1, 4, MBP, Gelatine, Elastin,
Makrophagen-Elastase Fibronektin
MMP-13 Kollagenase-3 KollagenTyp 1, 2, 3, 4,5, 9, 10, 11, Gelatine,
Fibronektin, Aggrekan, Perlekan, Tenascin
MMP-18 Kollagenase-4 (Xenopus) Kollagen Typ 1 (Ratte)
MMP-19 RASI-1 (rheumatoid arthritis Kollagen Typ 1, 4, Gelatine, Laminin, Entaktin,
synovial inflammation) Aggrekan
MMP-20 Enamelysin Amelogenin, Aggrekan
MMP-22 CMMP (Chicken MMP, Gallus) | Casein, Gelatine
MMP-27 Nicht bekannt

2) Gelatine-bindende MMPs:

MMP-2 Gelatinase A, Kollagen Typ 1, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 14, Gelatine,
72-kDa Gelatinase, Fibronektin, Elastin, Entaktin, Laminin, Tenascin,
72-kDa Typ 4 Kollagenase MBP

MMP-9 Gelatinase B, Kollagen Typ 4, 5, 7, 10, 11, 14, Gelatine, Elastin,

92-kDa Gelatinase,
92-kDa Typ 4 Kollagenase

MBP, Vitronektin, Laminin, Aggrekan, Versikan

3) MMPs mit minimaler Domane:

MMP-7 Matrilysin, Kollagen Typ 1, 2, 3, 4, 5, Gelatine, MBP, Elastin,
Matrin, Fibronektin, Vitronektin, Laminin
PUMP 1 (putative
metalloproteinase)

MMP-26 Matrilysin-2, Kollagen Typ 4, Gelatine, Fibronektin, Vitronektin
Endometase
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Fortsetzung Tabelle 2:

MMP Synonym (Auswahl)

Extrazelluldre-Matrix-Substrate (Auswahl)

4) Furin-aktivierte, sezernierte MMPs:

MMP-11 Stromelysin-3

Gelatine, Fibronektin, Laminin

MMP-28 Epilysin, Neurolysin

Casein

5) MMPs mit Vitronektin-dhnlichen Einschiiben

MMP-21 | Homolog des Xenopus XMMP | Nicht bekannt

6) Typ 1-transmembrane MMPs:

MMP-14 MT1-MMP, Kollagen Typ 1, 2, 3, Gelatine, Fibronektin, Tenascin,
MT-MMP-1 Laminin

MMP-15 MT-2-MMP, Fibronektin, Tenascin, Entaktin, Laminin, Aggrekan
MT-MMP-2

MMP-16 MT-3-MMP, Kollagen Typ 1, 3, Gelatine, Fibronektin, Vitronektin
MT-MMP-3

MMP-24 MT-5-MMP, Fibronektin, Gelatine, Chondroitin-Sulfat-
MT-MMP-5 Proteoglykan (CSP)

7) Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPl)-verankerte MMPs:

MMP-17 MT-4-MMP, Gelatine
MT-MMP-4

MMP-25 MT-6-MMP, Kollagen Typ 4, Gelatine, Fibronektin, CSP
MT-MMP-6

8) Typ 2-transmembrane MMPs:

MMP-23 cysteine array —-MMP (CA-

MMP)

Gelatine
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In ihrer Gesamtheit kénnen die Matrix-Metalloproteinasen nahezu alle Proteine der extra-
zelluldren Matrix spalten. Die enzymatische Aktivitdt der MMPs beschréankt sich aber nicht
auf die extrazelluldare Matrix. Zu ihren Substraten gehdren zahlreiche weitere biologisch
bedeutsame Molekiile (STERNLICHT und WERB, 2001; SOMERVILLE et al., 2003;
RODRIGUEZ et al., 2010; SBARDELLA et al., 2012). So beeinflussen Matrix-
Metalloproteinasen die Zellproliferation, —migration und Apoptose, sie spielen eine Rolle bei
Wachstumsvorgéngen und der Embryogenese, bei der Angiogenese, bei immunologischen
und entziindlichen Prozessen, sowie dem Wachstum und der Metastasierung von Tumoren.
Andere Proteasen beeinflussen Matrix-Metalloproteinasen entweder direkt oder durch
Inhibition ihrer Inhibitoren (RODRIGUEZ et al., 2010; SBARDELLA et al., 2012). Bereits
aktivierte MMPs sind zudem an der Aktivierung von pro-MMPs beteiligt (SOMERVILLE et
al., 2003; VISSE und NAGASE, 2003). Zahlreiche Wachstumsfaktoren, beispielsweise TGF-
B (Transforming Growth Factor-p), FGF-1 (Fibroblast Growth Factor-1), IGF-1 (Insulin-like
Growth Factor-1), TNF-o (Tumornekrosefaktor-a) oder HB-EGF (Heparin-Binding
Epidermal Growth Factor-like Growth Factor) kdnnen von Bestandteilen der extrazelluldren
Matrix direkt oder via Wachstumsfaktor-Bindeproteinen gebunden werden. Erst die MMP-
vermittelte Spaltung dieser Bindung aktiviert die jeweiligen Wachstumsfaktoren (FOWLKES
et al., 1994; FOWLKES et al., 1995; WHITELOCK et al., 1996; IMAI et al., 1997; MANES
et al., 1997; SOMERVILLE et al., 2003). Andererseits kdnnen MMPs Wachstumsfaktoren
durch proteolytische Spaltung auch inaktivieren. Dies betrifft beispielsweise Stromal Cell-
derived Factor-1, SDF-1 (MCQUIBBAN et al., 2001; SOMERVILLE et al., 2003).

2.3.3 Struktureller Aufbau der Matrix-Metalloproteinasen

Die Mitglieder der Familie der Matrix-Metalloproteinasen zeichnen sich durch eine
konservierte Moleklstruktur aus. Die meisten MMPs werden in den Extrazellularraum
sezerniert, die ,,Membrane-Type MMPs“ (MT-MMPs) sind jedoch in der Zellmembran
verankert (SOMERVILLE et al., 2003; VISSE und NAGASE, 2003).

Alle MMPs besitzen eine N-terminale Signalsequenz (Préd-Domane), eine Pro-Domane und
eine katalytische Domaéne. Diese drei Domanen bilden die minimale MMP-Struktur. Mit
Ausnahme der MMPs mit minimaler Doméne (Gruppe 111) kommen weitere Strukturen, wie
die ,,hinge-Region®, die Haimopexin-&hnliche Doméne, die Furin-Spaltungsstelle, Vitronektin-
dhnliche Einschiibe und bei den ,,Membrane-Type MMPs* Strukturen zur Verankerung in der
Zellmembran hinzu (NAGASE und WOESSNER, 1999; STERNLICHT und WERB, 2001;
VISSE und NAGASE, 2003; ALLDINGER, 2009; TALLANT et al., 2010).
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Matrix-Metalloproteinasen werden als Pra-Pro-Enzyme synthetisiert und die meisten von
ihnen als inaktive Pro-Enzyme sezerniert (NAGASE und WOESSNER, 1999; STERNLICHT
und WERB, 2001). Die Pra-Domadne ist eine N-terminale Signalsequenz, die der Trans-
lokation zum endoplasmatischen Retikulum dient und noch intrazellular abgespalten wird
(STERNLICHT und WERB, 2001).

Auf die Pra-Doméne folgt die Pro-Doméne, ein Pro-Peptid aus ca. 80 Aminosauren, das die
Pro-MMPs von den aktiven MMPs unterscheidet. Das Cystein der Pro-Domdne bindet das
Zink-Ton der katalytischen Doméne als vierter Ligand, erst der ,,Cysteine-switch“ fiihrt zur
Aktivierung des Proenzyms (VAN WART und BIRKEDAL-HANSEN, 1990; NAGASE und
WOESSNER, 1999). Das ,,Cysteine-switch“-Motiv aller MMPs besitzt die konservierte Se-
guenz PRCGXPD. Eine Ausnahme bildet lediglich MMP-23. Ihr fehlt das ,,Cysteine-switch*-
Motiv (NAGASE und WOESSNER, 1999; VELASCO et al., 1999; VISSE und NAGASE,
2003).

Nun folgt die katalytische Doméne, die aus ca. 170 Aminosduren besteht und das Zinkbinde-
motiv sowie die Methioninschleife enthdlt (BODE et al., 1993; NAGASE und WOESSNER,
1999). Ferner enthdlt die katalytische Doméne ein strukturelles Zink-lon und zwei bis drei
Kalzium-lonen, welche fir die Stabilitdt des Molekils und die Expression der enzymatischen
Aktivitat nétig sind (NAGASE und WOESSNER, 1999). Die katalytische Doméne ist fir die
Substratspezifitat der MMPs verantwortlich (STERNLICHT und WERB, 2001; OVERALL,
2002).

MMP-2 und -9 besitzen in ihrer katalytischen Domane zusatzlich drei Fibronektin Typ 2 —
ahnliche Domanen. Diese sind verantwortlich flir deren elastolytische Aktivitat und spielen
eine wichtige Rolle bei der Bindung und Spaltung von Gelatine durch MMP-2 und -9 bzw.
von Kollagen Typ IV durch MMP-2 (MURPHY et al., 1994; SHIPLEY et al., 1996; VISSE
und NAGASE, 2003; TALLANT et al., 2010).

Auf die katalytische Doméne folgen am C-terminalen Ende die sogenannte ,hinge“-Region
sowie die Hdmopexin-dhnliche Domine. Die ,,hinge*“-Region und die Hadmopexin-ahnliche
Doméne fehlen bei den MMPs mit minimaler Domane MMP-7 und -26 (STERNLICHT und
WERB, 2001; ALLDINGER, 2009).

Die ,,hinge“-Region der einzelnen MMPs ist unterschiedlich lang, beeinflusst deren Substrat-
spezifitdt sowie die Stabilitit der MMPs gegenuber Autoproteolyse (STERNLICHT und
WERB, 2001; ALLDINGER, 2009).

Die Ha&mopexin-ghnliche Doméne besteht aus ca. 210 Aminoséduren. lhre Form ist flach-
elliptisch mit einer vierfligeligen pB-Propeller-Struktur (GOMIS-RUTH et al., 1996;
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NAGASE und WOESSNER, 1999). Die Hamopexin-dhnliche Domane ist bei den
Kollagenasen fiir die Spaltung dreifach-helikaler interstitieller Kollagene wichtig (MURPHY
et al,, 1992a; BODE, 1995; NAGASE und WOESSNER, 1999). MMP-2 benétigt die
Hé&mopexin-&hnliche Doméne fiir die MMP-14 —vermittelte Aktivierung von proMMP-2 an
der Zelloberfliche (MURPHY et al., 1992b; STRONGIN et al., 1995; NAGASE und
WOESSNER, 1999). MMP-23 besitzt anstelle der H&mopexin-ahnlichen Doméne den
»cystein array®, eine Cystein- und Prolin-reiche Sequenz, sowie eine Interleukin-1-Rezeptor-
ahnliche bzw. Immunglobulin-dhnliche Doméne (NAGASE und WOESSNER, 1999;
VELASCO et al., 1999; STERNLICHT und WERB, 2001; ALLDINGER, 2009).

Bei der Gruppe der ,,Membrane-Type MMPs“ werden Typ 1-transmembrane MMPs,
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-verankerte MMPs und Typ 2-transmembrane MMPs
unterschieden. Erstere besitzen ein extrazellulares aminoterminales Ende, eine einzelne
transmembrane Doméne und ein kurzes, zytoplasmatisch gelegenes C-terminales Ende. Die
GPl-verankerten MMPs besitzen als Ankersignal eine C-terminale hydrophobe Region. Die
bislang einzige Typ 2-transmembrane MMP ist MMP-23. Hier liegt das aminoterminale Ende
intrazellular (STERNLICHT und WERB, 2001; SOMERVILLE et al., 2003; ALLDINGER,
2009).

Tabelle 3 zeigt schematisch den Aufbau der Matrix-Metalloproteinasen.
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Tabelle 3: Schematischer Aufbau der Matrix-Metalloproteinasen (nach ALLDINGER,

2009)
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Legende zu Tabelle 3:
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2.3.4 Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen

MMPs werden als inaktive Proenzyme synthetisiert. Im Proenzym wird das Zink-lon der
katalytischen Doméne von einer Cysteinsulfhydrylgruppe der Pro-Doméne gebunden (VAN
WART und BIRKEDAL-HANSEN, 1990; NAGASE und WOESSNER, 1999;
STERNLICHT und WERB, 2001). Im Rahmen der Aktivierung wird die Pro-Doméne
proteolytisch abgespalten und somit die Bindung zwischen Cystein und Zink geldst. Man
spricht von ,,Cysteine-switch“. Die abgespaltene Thiol-Gruppe (-SH) wird durch ein Wasser-
molekil ersetzt, welches die Peptidbindungen der MMP-Substrate angreifen kann (VAN
WART und BIRKEDAL-HANSEN, 1990; STERNLICHT und WERB, 2001).

Der ,,Cysteine-switch® kann durch die Protease Plasmin, durch bereits aktivierte MMPs,
durch Konformationsanderungen und in vitro auch durch Behandlung mit diversen
Chemikalien induziert werden (VAN WART und BIRKEDAL-HANSEN, 1990; LIINEN,
2001; SOMERVILLE et al., 2003; VISSE und NAGASE, 2003).

Die meisten pro-MMPs werden zellulér sezerniert und erst im Extrazellularraum aktiviert.
Eine Ausnahme stellt beispielsweise proMMP-2 dar, das an der Zelloberflache aktiviert wird
(VISSE und NAGASE, 2003). Hierbei bilden MMP-14 (= MT1-MMP) und TIMP-2 einen
Komplex, der die H&dmopexin-&hnliche Doméne von proMMP-2 bindet und zu dessen Akti-
vierung fihrt (MURPHY et al., 1992b; STRONGIN et al., 1995; NAGASE und
WOESSNER, 1999; STERNLICHT und WERB, 2001).

Eine weitere Ausnahme stellen die MMPs mit Furin-Spaltungsstelle dar. Dies sind Furin-
aktivierte, sezernierte MMPs (Gruppe 4) und die ,,Membrane-Type-MMPs*“. Sie werden
bereits intrazellular durch Furin proteolytisch aktiviert (PEI und WEISS, 1995;
STERNLICHT und WERB, 2001).

2.3.5 Tissue Inhibitoren der Metalloproteinasen (T1MPs)

,»Tissue Inhibitors of Metalloproteinases* (Tissue Inhibitoren der Metalloproteinasen, TIMPS)
sind endogene Inhibitoren der MMPs und in der Lage, diese im Verhéltnis 1:1 zu binden
(BREW et al., 2000; VISSE und NAGASE, 2003). Es handelt sich hierbei um eine sehr alte,
eukaryotische Proteingruppe (BREW et al., 2000). Bei Vertebraten sind vier TIMPs bekannt:
TIMP-1, -2, -3 und -4 (BREW et al., 2000; BAKER et al., 2002; VISSE und NAGASE, 2003;
IYER et al., 2012). Unter pathologischen Bedingungen verdndert sich das MMP-TIMP-
Verhéltnis im Gewebe (VISSE und NAGASE, 2003).

TIMPs besitzen eine N- und eine C-terminale Doméne. Die N-terminale Domé&ne besteht aus

ca. 125, die C-terminale Domane aus ca. 65 Aminosauren. Jede Domane besteht aus drei
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Schleifen und besitzt je drei konservierte Disulfidbriicken (WILLIAMSON et al., 1990;
MURPHY et al., 1991; BREW et al., 2000; BAKER et al., 2002; VISSE und NAGASE,
2003; BREW und NAGASE, 2010; SBARDELLA et al., 2012). Die verschiedenen TIMPs
unterscheiden sich in ihrer Sequenz und Glykosilierung. Ihr Molekulargewicht betrégt ca. 21
kDa (BREW et al., 2000; BAKER et al., 2002). Beim Menschen findet sich eine Sequenz-
Ubereinstimmung der vier TIMPs von ca. 40 % (BREW und NAGASE, 2010; SBARDELLA
etal., 2012).

TIMP-1, -2 und -4 werden als ldsliche Proteine sezerniert, kdnnen aber auch an
zellmembrangebundene Proteine binden. TIMP-3 ist als unldsliches Protein an extrazellulére
Matrix-Komponenten gebunden (LECO et al., 1994; BAKER et al., 1998; YU et al., 2000;
BAKER et al., 2002).

Die N-terminale Domane ist als separate Einheit gefaltet und fir die Hemmung der MMPs
verantwortlich (MURPHY et al., 1991; VISSE und NAGASE, 2003). Die vier TIMPs unter-
scheiden sich in ihrer Affinitat zu den verschiedenen MMPs (BREW et al., 2000; BREW und
NAGASE, 2010). Soweit bislang bekannt, kdnnen jedoch alle TIMPs alle MMPs hemmen.
Eine Ausnhahme stellt lediglich TIMP-1 dar, das MMP-14 nicht hemmt (MURPHY et al.,
1991; WILL et al., 1996; VISSE und NAGASE, 2003).

Die biologische Funktion von TIMPs beschréankt sich jedoch nicht nur auf die Hemmung der
MMPs. Auch Mitglieder der Peptidasenfamilien der ADAMs (A Disintegrin And
Metalloproteinase) und ADAMTS (ADAM with Thrombospondin type-1 motif) werden von
ihnen inhibiert (BREW und NAGASE, 2010).

Die Uberexpression der TIMPs hemmt das Tumorwachstum (BAKER et al., 1999; BREW et
al., 2000; VISSE und NAGASE, 2003; HUA et al., 2011). Andererseits kénnen TIMP-1, -2
und -4 die Apoptose von Tumorzellen auch verhindern (HUA et al., 2011). TIMP-1 und -2
fordern zusétzlich die Erythropoese (DOCHERTY et al., 1985; STETLER-STEVENSON et
al., 1992; BREW et al., 2000) und das Zellwachstum (HAYAKAWA et al., 1992;
HAYAKAWA et al., 1994; VISSE und NAGASE, 2003). TIMPs konnen die Angiogenese
hemmen, pro- und anti-apoptotisch wirken und die Ausbildung von nervalen Synapsen
beeinflussen (BREW und NAGASE, 2010; SBARDELLA et al., 2012). Diese biologischen
Funktionen der TIMPs finden unabhéngig von ihrer Féhigkeit, MMPs zu hemmen, statt
(HAYAKAWA et al., 1994; CHESLER et al., 1995; BREW et al., 2000; BREW und
NAGASE, 2010).

Da Matrix-Metalloproteinasen bei einer Vielzahl von Erkrankungen eine Rolle spielen, liegt

der Gedanke nahe, endogene TIMPs therapeutisch nutzbar zu machen. Hierbei zeigen sich
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jedoch eine mangelnde pharmakologische Stabilitdt, eine inadequate Gewebspenetration
sowie Probleme bei der systemischen Applikation der makromolekularen TIMPs. Ebenfalls
negative Auswirkungen hat ihre mangelnde Selektivitét in ihrer Funktion als MMP-, ADAM-
und ADAMTS-Inhibitoren. Dazu kommt teilweise eine paradoxe Stimulation des Tumor-
wachstums durch TIMPs (OVERALL und LOPEZ-OTIN, 2002; SHI et al., 2012).

2.3.6 Weitere Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen

ap-Makroglobulin ist der Hauptinhibitor der MMPs in Gewebsflissigkeiten und im Plasma
(BAKER et al., 2002; ALLDINGER, 2009). a,-Makroglobulin ist ein Protein, das aus vier
nahezu identischen, durch Disulfidbricken verbundenen Doménen besteht. Das Molekular-
gewicht betragt 772 kDa (BAKER et al., 2002). Hauptsyntheseort ist die Leber, doch auch
andere Zellen, z.B. Makrophagen, sind zur Synthese fahig (SOTTRUP-JENSEN und
BIRKEDAL-HANSEN, 1989; BAKER et al., 2002). ap-Makroglobulin hemmt nicht nur die
MMPs, sondern auch eine Vielzahl anderer Proteinasen. Hierbei wird die sogenannte ,,bait-
Region“ der ap-Makroglobuline proteolytisch gespalten, was zu einer Konformationsanderung
und Bindung der Proteinase durch kovalente Transacetylierung filhrt (SOTTRUP-JENSEN
und BIRKEDAL-HANSEN, 1989; BAKER et al., 2002).

Bei RECK (Reversion inducing Cysteine-rich protein with Kazal motifs) handelt es sich
um ein membrangebundenes Glykoprotein, dass MMP-2, -9 und -14 inhibiert und somit die
Invasivitat und Metastasierung von Tumoren hemmt (TAKAHASHI et al., 1998; OH et al.,
2001; BAKER et al., 2002).

Es gibt eine Reihe von Proteinen, die Sequenzen mit Ahnlichkeiten zur N-terminalen Doméne
der TIMPs aufweisen, sogenannte NTR-Module (Netrin-Module). Zu nennen sind hier die
Netrine, die ,,Secreted Frizzled-related Proteins“ (SFRPs) und die PCOLCEs (Type |
Procollagen C-proteinase Enhancer Proteins). Netrine beeinflussen durch Chemotaxis das
Auswachsen von Axonen, PCOLCEs fordern die Aktivitat des ,,Bone Morphogenetic Protein-
1“ (BMP-1) und die SFRPs spielen unter anderem eine Rolle bei der Skelettentwicklung.
Aufgrund ihrer NTR-Module kommen sie als potentielle  MMP-Inhibitoren in Frage
(BANYAI und PATTHY, 1999; BAKER et al., 2002).

Ein weiterer MMP-Inhibitor ist TFPI-2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor-2). Es handelt
sich um einen Serinproteinaseinhibitor, der aus drei Doménen mit je drei Disulfidbriicken
besteht und so in seiner Struktur ebenfalls an die TIMPs erinnert. TFPI-2 bildet Co-Prézipitate
mit MMP-1, -2, -9, -13 und proMMP-2. Als Inhibitor der extrazellularen Matrix-
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Degradierung spielt TFPI-2 somit eine Rolle bei chronisch entziindlichen Erkrankungen, der
Avrteriosklerose und Krebserkrankungen (HERMAN et al., 2001; BAKER et al., 2002).

Auch Thrombospondin-1 und -2 sind MMP-Inhibitoren (BAKER et al., 2002; EGEBLAD
und WERB, 2002). Thrombospondin-1 hemmt die Aktivierung von proMMP-2 und -9 (BEIN
und SIMONS, 2000; RODRIGUEZ-MANZANEQUE et al., 2001). In anderen Unter-
suchungen wird aber auch eine gesteigerte Aktivierung von MMP-2 und -9 durch
Thrombospondin-1 nachgewiesen (TARABOLETTI et al., 2000). Thrombospondin-2 bildet
mit MMP-2 Komplexe, bevor es zur Scavenger-Rezeptor-vermittelten Endozytose kommt
(YANG et al., 2001).

2.3.7 Matrix-Metalloproteinasen und ihre Rolle bei verschiedenen Erkrankungen in der
Human- und Tiermedizin

Aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitét spielen die MMPs eine wichtige Rolle beim Abbau
von extrazellularer Matrix im Rahmen der Gewebsresorption. Doch MMPs sind auch am
Zellzyklus, an der Zellmigration, an Wachstum und Entwicklung, an der Apoptose, bei ent-
zundlichen und antientziindlichen Vorgdngen sowie an zahlreichen weiteren biologischen
Vorgéangen beteiligt (LEI et al., 1996; PILCHER et al., 1997; MCQUIBBAN et al., 2000;
VISSE und NAGASE, 2003; SBARDELLA et al., 2012).

Bei einer Reihe von humanen Erkrankungen ist eine Stérung des Gleichgewichts aus Aktivie-
rung und Inhibition der MMPs beschrieben. Neben der Parodontitis sind hier auch Krebs-
erkrankungen, Arthritiden, Arteriosklerose, Aneurysmenbildung, Nephritiden oder das bulldse
Pemphigoid zu nennen (WOESSNER, 1994; STERNLICHT und BERGERS, 2000; VISSE
und NAGASE, 2003; SBARDELLA et al., 2012; SIEFERT und SARKAR, 2012).

Auch beim Hund ist die Rolle von Matrix-Metalloproteinasen bei der Pathogenese von
tumordsen Erkrankungen bekannt (LOUKOPOULOS et al., 2003; PALTIAN, 2006;
BORNBAUM, 2012). Bei der Staupeenzephalitis des Hundes kann in-vitro eine virus-
induzierte gesteigerte Expression bestimmter MMPs und TIMPs gezeigt werden
(ALLDINGER, 2009). Zudem spielen MMPs bei der rheumatoiden Arthritis, bei der
dilatativen Kardiomyopathie und bei der Keratokonjunktivitis des Hundes eine Rolle
(GILBERT et al.,, 1997; COUGHLAN et al.,, 1998; ARICAN und CEYLAN, 1999;
LOUKOPOULOS et al., 2003).
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2.3.8 Bedeutung der Matrix-Metalloproteinasen bei der Pathogenese der Parodontitis

MMPs sind Schliisselproteasen beim Gewebsabbau und —umbau. Bei der Parodontitis fiihren
sie zum massiven Verlust von Kollagen im Parodontalgewebe (LEE et al., 1995; KUBOTA et
al., 1996; TERVAHARTIALA et al., 2000; MARCACCINI et al., 2009). Die Entstehung
einer Parodontitis und die in ihrem Verlauf auftretende Gewebszerstdrung ist jedoch ein
Geschehen, bei dem sowohl mikrobielle als auch korpereigene Faktoren eine Rolle spielen.
Mikroorganismen sind in der Lage, proteolytische, bakterieneigene Enzyme zu sezernieren,
mikrobielle Toxine stimulieren wirtseigene Zellen zur Expression gewebsabbauender Enzyme
und Mikroorganismen konnen wirtseigene, immunologische und entziindliche Reaktionen
hervorrufen (ROBERTSON et al., 1982; BIRKEDAL-HANSEN et al., 1984; MEIKLE et al.,
1989; BIRKEDAL-HANSEN, 1993; DAHAN et al., 2001). In letztgenanntem Fall fiihren
aktivierte Leukozyten in den Phasen der Erkrankungsprogression zur Expression von Entziin-
dungsmediatoren, z.B. Zytokinen, die wiederum wirtseigene Matrix-Metalloproteinasen
aktivieren, welche Alveolarknochen und Weichteilgewebe zerstren. Die Produktion von
Matrix-Metalloproteinasen erfolgt also im Rahmen der korpereigenen Abwehr, bewirkt aber
die fortschreitende Gewebszerstérung (OFFENBACHER, 1996; HERNANDEZ et al., 2011).

Die Rolle der MMPs bei der Parodontitis des Hundes ist bislang wenig untersucht. Es gibt
jedoch zahlreiche humanmedizinische Studien, die sich mit den verschiedenen Aspekten
dieser Thematik befassen.

2.3.9 Die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen bei der humanen Parodontitis

MMPs werden auch in der gesunden Gingiva fiir das Remodelling von Bindegewebe produ-
ziert, sobald die Gingiva jedoch entzlindet ist, werden bestimmte MMPs verstarkt exprimiert
(KUBOTA et al., 1996). Dies belegen, wie im Folgenden dargelegt, auch zahlreiche weitere
Untersuchungen aus der Humanmedizin. Die Ergebnisse bezuglich der TIMPs sind hingegen
teilweise widerspruchlich.

EJEIL und Mitarbeiter (2003) konnen zeigen, dass es eine Korrelation zwischen der ver-
starkten Gewebsexpression von MMP-1, -2, -9 und -13 sowie von TIMP-1 mit dem Verlust
von Kollagenfasern in erkrankter humaner Gingiva gibt. KUBOTA und Mitarbeiter (1996)
weisen in von Parodontitis betroffener Gingiva signifikant erhohte Spiegel der mRNA von
MMP-1, -3, -8 und TIMP-1 nach. Ebenso kdnnen KUBOTA und Mitarbeiter (2008) eine
verstarkte Expression von MMP-1, -3, -9 und -13, TIMP-1 und -4 in der Gingiva von

Parodontitispatienten nachweisen. Dies ist im Rahmen dieser Untersuchung allerdings nur im
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Fall von MMP-1 und TIMP-4 statistisch signifikant. Zudem zeigen KUBOTA und Mitarbeiter
(2008) eine Imbalance zwischen MMPs und TIMPs auf: Das Verhaltnis von MMPs zu TIMPs
verschiebt sich zu Gunsten der MMPs. Somit ist bei Vorliegen einer Parodontitis das Gleich-
gewicht von Abbau und Aufbau der extrazellularen Matrix nicht mehr gewahrt.

SOELL und Mitarbeiter (2002) kénnen mittels ELISA-Technik einen signifikanten Anstieg
von MMP-1, -2, -3 und -9 in Gewebswasserproben und der Sulkusfllssigkeit von Paro-
dontitispatienten im Vergleich zu einer parodontal gesunden Kontrollgruppe feststellen. Die
Spiegel von TIMP-1 und TIMP-2 in den Gewebswasserproben und der Sulkusfliissigkeit von
Parodontitispatienten sind hingegen signifikant erniedrigt. Die Aktivitdt von MMP-1, -2, -3
und -9 ist in Gewebswasserproben und der Sulkusflissigkeit von Parodontitispatienten im
Vergleich zur parodontal gesunden Kontrollgruppe signifikant erhéht. Wird der Anteil der
aktivierten MMPs in Gewebswasserproben und der Sulkusfliissigkeit von Parodontitis-
patienten mit dem der Kontrollgruppe verglichen, ergeben sich jedoch keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede. Auch SOELL und Mitarbeiter (2002) ziehen daraus die Schluss-
folgerung, dass ein Ungleichgewicht zwischen den MMPs und den TIMPs - genauer gesagt
ein Anstieg der MMPs und ein Abfall der TIMPs - fur das Fortschreiten einer Parodontitis
verantwortlich sind.

Bei Western-Blot-Untersuchungen von Parodontitispatienten sind MMP-3, MMP-8 und -9 in
der Sulkusflissigkeit erhdht (BEKLEN et al., 2006). HERNANDEZ RIiOS und Mitarbeiter
(2009) weisen zudem bei Patienten mit aktivem Parodontitisschub eine erhéhte MMP-13-
Aktivitat in der Sulkusfliissigkeit nach. In kultivierten Gingivabioptaten wird die Aktivierung
von proMMP-9 durch die Behandlung mit MMP-13 gesteigert bzw. durch Inkubation mit
einem synthetischen selektiven MMP-13-Inhibitor (CL-82198) gehemmt. Dies lasst den
Schluss zu, dass MMP-13 sowohl am Abbau des Zahnhalteapparates beteiligt ist, als auch mit
MMP-9 eine Aktivierungskaskade bei der chronischen Parodontitis bildet. Sowohl fiir dia-
gnostische Zwecke als auch fiir die Entwicklung einer medikamentdsen Therapie konnte dies
von Bedeutung sein.

MAKELA und Mitarbeiter (1994) weisen in Mundspiilfiissigkeit, im Speichel und in
Sulkusflissigkeit von Parodontitispatienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
eine erhohte Aktivitdt von MMP-2 und MMP-9 nach. In Folge einer Parodontalbehandlung
kann ein statistisch signifikanter Riickgang der MMP-Aktivitat beobachtet werden.

In einer Untersuchung von RAI und Mitarbeitern (2008) werden mittels ELISA-Technik die
Spiegel von MMP-2 und -9 aus Sulkusflissigkeit und MMP-8 aus dem Speichel von Patien-

ten mit Gingivitis oder Parodontitis mit denen einer parodontal gesunden Kontrollgruppe
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verglichen. Parodontitispatienten weisen hierbei signifikant héhere Spiegel von MMP-8 und
-9 auf als die beiden Vergleichsgruppen, der MMP-2-Spiegel ist in dieser Untersuchung
hingegen erniedrigt.

DAHAN und Mitarbeiter (2001) untersuchen mittels RT-PCR (Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction) den Zusammenhang zwischen der Expression der mRNA von
MMP-1, -2 und -14 und dem klinischen Erscheinungsbild der Gingiva. Es kdnnen zwar keine
signifikanten Expressionsunterschiede zwischen Parodontitispatienten und einer gesunden
Kontrollgruppe festgestellt werden, die mMRNA von MMP-2 und -14 kann jedoch mittels in
situ-Hybridisierung in Fibroblasten aus chronisch entziindlich verdnderten Gingivabioptaten
dargestellt werden. Zudem kénnen DAHAN und Mitarbeiter (2001) zeigen, dass es bei ex-
perimenteller Infektion von menschlichen Gingivafibroblasten mit Eikenella corrodes, einem
humanparodontopathogenen Keim, zu einem Anstieg der Expression von MMP-2 um das
Dreifache kommt. DAHAN und Mitarbeiter (2001) kommen zu dem Ergebnis, dass die
gingivalen Fibroblasten auf Kontakt zu parodontalpathogenen Keimen mit einer gesteigerten

Produktion von MMP-2 reagieren.

Parodontitis und kardiovaskuldre Erkrankungen kommen nicht selten assoziiert vor (LOOS et
al., 2000; MARCACCINI et al., 2009; SODER et al., 2009). Der Zusammenhang wird Gber
systemische Entziindungsmarker und Matrix-Metalloproteinasen hergestellt (LOOS et al.,
2000; MARCACCINI et al., 2009). Parodontitispatienten zeigen auch im Plasma erhohte
MMP-Spiegel, welche nach entsprechender Therapie einen Riickgang zeigen (MARCACCINI
et al., 2009; MESCHIARI et al., 2013).

MESCHIARI und Mitarbeiter (2013) untersuchen die Spiegel von MMP-8, MMP-9, TIMP-1,
TIMP-2 und Myeloperoxidase im Speichel vor und drei Monate nach nicht-chirurgischer
Parodontitisbehandlung und vergleichen die Ergebnisse mit den jeweiligen Plasmaspiegeln.
MMP-8, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 werden mittels ELISA untersucht, die gelatinolytische
Aktivitat von MMP-9 mittels Zymographie und die Myeloperoxidase-Aktivitét mittels Kolo-
rimetrie. Drei Monate nach nicht-chirurgischer Parodontalbehandlung zeigen sich eine gerin-
gere gelatinolytische Aktivitat und eine geringere MMP-8- und TIMP-2-Konzentration im
Speichel als vor Therapie. Zudem bestehen signifikante Zusammenhénge zwischen der
gelatinolytischen Aktivitat im Speichel und den Plasmaspiegeln von MMP-8 und -9 sowie
zwischen den TIMP-2-Spiegeln in Speichel und Plasma.

MARCACCINI und Mitarbeitern (2009) zeigen, dass die Plasmakonzentrationen von MMP-
3, -8, und -9 sowie die gelatinolytische Aktivitat bei Parodontitispatienten im Vergleich zu
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einer Kontrollgruppe erhéht sind. Durch nicht-chirurgische Therapie sinken die Plasmapiegel
von MMP-8 und -9 um 35 % bzw. 39 %. Auch die gesteigerte gelatinolytische Aktivitét, die
hauptséchlich auf den MMPs beruht, geht signifikant zurtick. Der Plasmaspiegel von MMP-3
zeigt hingegen keine Veranderung. Die Untersuchung zeigt, dass durch die gesteigerten Kon-
zentrationen zirkulierender MMPs und die gesteigerte gelatinolytische Aktivitat im Rahmen
einer Parodontitis ein erhohtes Risiko fir kardiovaskulére Erkrankungen besteht, da
parodontale Erkrankungen zu einem proinflammatorischen Zustand fihren, der flr syste-
mische, chronisch-entziindliche Erkrankungen prédisponiert (MARCACCINI et al., 2009).
Diese Arbeitsgruppe zieht daraus die Schlussfolgerung, dass die Behandlung einer Paro-
dontitis eine entscheidende Prophylaxemalnahme gegeniiber systemischen, chronisch ent-
ziindlichen Erkrankungen und insbesondere von kardiovaskuldren Erkrankungen darstellt.
Auch andere Autoren befassen sich mit dieser Moglichkeit. Bei Vorliegen einer Parodontitis
kommt es, vermutlich aufgrund entzindlicher Reaktionen oder der Wirkung
parodontalpathogener Keime, zur Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion, welche ein
friher Faktor in der Entwicklung der Arteriosklerose ist und sich negativ auf die Prognose
auswirkt. Nach parodontaler Behandlung kommt es jedoch zu einer signifikanten Verbes-
serung der endothelialen Funktion (SEINOST et al., 2005; ELTER et al., 2006; TONETTI et
al., 2007).

Ausgehend vom bisherigen Kenntnisstand kann man festhalten, dass die Prophylaxe und
Behandlung einer parodontalen Erkrankung positive Auswirkungen auf systemische entzlind-
liche Prozesse und Erkrankungen hat (CULLINAN et al., 2009; GLICKMAN et al., 2009;
TONETTI, 2009).

2.3.10 Die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen bei der Parodontitis des Hundes

Die beim Hund natlrlicherweise auftretende oder auf experimentellem Wege erzeugte Paro-
dontitis ist ein Modell der humanmedizinischen Parodontitisforschung (OZ und PULEO,
2011; ALBUQUERQUE et al., 2012). Bislang gibt es jedoch nur wenige Untersuchungen zur
Rolle von Matrix-Metalloproteinasen bei der Parodontitis in der Veterindrmedizin.

SCHWARZ und Mitarbeiter (2007) untersuchen an fiinf Beagle-Hunden histologisch und
immunhistologisch den Verlauf der parodontalen Wundheilung nach nicht-chirurgischer
Parodontalbehandlung mit einem Er:YAG-Laser (Erbium-Yttrium-Aluminium-oxid-Granat-
Laser). Mittels Immunhistologie weisen sie MMP-8 in den Zellen des entziindlichen Infiltra-
tes nach. An Lokalisationen mit verstdrkter entziindlicher Infiltration und

Alveolarknochenabbau zeigt sich ein verstarktes immunhistologisches Signal fir MMP-8, in
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Proben mit Zementneubildung zeigt sich hingegen ein schwaches immunhistologisches Signal
fur MMP-8 (SCHWARZ et al., 2007).

KIM und Mitarbeiter (2013) untersuchen zymographisch die Aktivitit von MMP-2 und
MMP-9 in kaninem Gingivagewebe, um eine subantimikrobiellen Doxycyclindosis fir den
Hund zu ermitteln.

PAULA-SILVA und Mitarbeiter (2010) untersuchen an 15 Hunden mittels Immunhistologie
die Expression von MMP-1, -2, -8 und -9 bei der experimentell erzeugten apikalen Paro-
dontitis und der folgenden Wurzelkanalbehandlung. Die Untersuchung zeigt an erkrankten,
aber unbehandelten Z&hnen eine vermehrte MMP-Expression.

KRYSHTALSKYJ und Mitarbeiter (1986) untersuchen an zwei méannlichen Beagle-Hunden
mit experimentell induzierter Parodontitis verschiedene klinische Parameter sowie die
kollagenolytische Aktivitat in der Sulkusfliissigkeit. An klinisch erkrankten Lokalisationen
zeigt sich eine signifikant hohere kollagenolytische Aktivitat, eine signifikant niedrigere
Aktivitdt von Kollagenase-Inhibitoren und eine stérkere Produktion von Sulkusfliissigkeit als
an den Kontroll-Lokalisationen. An parodontal erkrankten Lokalisationen iberwiegen die
aktiven Enzyme, an gesunden oder von Gingivitis betroffenen Lokalisationen berwiegt
hingegen die latente Form. Zudem besteht eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein
aktiver Enzyme, der Produktion von Sulkusfliissigkeit und dem klinischen Attachmentverlust.
Die kollagenolytische Eigenschaft der von KRYSHTALSKYJ und Mitarbeitern (1986) unter-
suchten Enzyme l&sst vermuten, dass es sich hierbei um Matrix-Metalloproteinasen handelt,
jedoch wird dies nicht genauer spezifiziert. Beziiglich der Untersuchung von PAULA-SILVA
und Mitarbeitern (2010) muss beachtet werden, dass es sich bei der apikalen Parodontitis um
ein anderes Krankheitsbild mit anderer Pathogenese als bei der Parodontitis handelt. In der
vorliegenden Arbeit soll die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen bei der Parodontitis des
Hundes eingehender beleuchtet werden.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Patientengut

Untersucht werden Gber 12 Monate alte Hunde jeglicher Rasse, jeglichen Gewichts und Ge-
schlechts. Ausgeschlossen sind Tiere, die aufgrund der klinischen Untersuchung als nicht
narkosefahig eingeschatzt werden, die in den letzten 6 Monaten eine Zahnsanierung erhalten
haben, in den letzten 7 Tagen Antibiotika oder Entziindungshemmer (NSAIDs,
Kortikosteroide) erhalten haben oder unter immunsuppressiver Therapie stehen. Weitere
Ausschlusskriterien sind das Vorliegen einer systemischen entzlindlichen, einer infektidsen
oder einer immunologischen Erkrankung, sowie tumordse oder durch ein akutes Trauma
hervorgerufene Verdnderungen in der Mundhdéhle. Kein Ausschlusskriterium sind Zahn- oder
Kieferfehlstellungen, alte Zahnfrakturen, fehlende oder tiberz&hlige Z&hne.

Insgesamt werden 57 Tiere untersucht. Die Fallzahlberechnung erfolgt durch Herrn Dr. Klaus
Failing, Leiter der AG Biomathematik und Datenverarbeitung der Justus-Liebig-Universitat in
Gieflen mit Hilfe des Statistikprogrammes ,,BiAS. fiir Windows, Biometrische Analyse von
Stichproben, Version 9.08, Modul Studienplanung* (ACKERMANN, 2010).

Das Patientengut setzt sich zusammen aus 22 Mischlingen, 11 Beagle, 4 Labrador Retrievern,
3 Chihuahuas, 2 Yorkshire Terriern und 15 weiteren Rassen. Das Alter der untersuchten
Hunde betragt 1-12 Jahre mit einem durchschnittlichen Alter von 5,3 Jahren. 19 Tiere sind
mannlich-Kkastriert, 15 weiblich-kastriert, 13 méannlich unkastriert und 10 weiblich unkastriert.
Die Tiere werden in 5 Gruppen unterteilt (Parodontalerkrankung Grad 0-4, siehe unten).
Gruppe 0 stellt die Kontrollgruppe dar, die Gruppen 1-4 enthalten die erkrankten Tiere. Eine
Ubersicht iiber die untersuchten Hunde findet sich in Tabelle 4 im Anhang. Die statistische
Auswertung zielt darauf ab, eine Korrelation zwischen Schwere der Parodontalerkrankung
und der MMP- und TIMP-Expression herzustellen.

Die Patientengruppen 1-4 werden aus Tieren rekrutiert, die in der stomatologischen Abteilung
der Klinik fur Kleintiere, Chirurgie, der Justus-Liebig-Universitat aufgrund einer
Parodontalerkrankung vorgestellt werden. Die Kontrollgruppe wird aus Patienten der
Kleintierklinik rekrutiert, die durch klinische und radiologische Untersuchungen als
parodontitisfrei befundet werden, aber aus anderen Griinden, z.B. einer Zahnreinigung, in
Narkose gelegt werden missen. Alle Patienten, die in die Studie aufgenommen werden
(sowohl parodontal erkrankte Tiere als auch die Kontrollgruppe), mussen in der allgemeinen
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klinischen und labordiagnostischen Untersuchung unauffallig sein, um andere entzlindliche
Erkrankungen auszuschlieRen.

Die Patienten werden nuchtern (letzte Nahrungsaufnahme 12 Stunden vor Vorstellung) vor-
gestellt.

Das Versuchsvorhaben wurde dem Regierungsprasidium GielRen vor der Durchfiihrung ange-
zeigt und genehmigt (Geschéftszeichen V54 — 19 ¢ 20 15 (1) GI 18/17 Nr. 13/2012).

3.1.2 Anamnese, allgemeine klinische Untersuchung, labordiagnostische Untersuchung

Bei allen untersuchten Tieren wird eine Anamnese, eine klinische sowie labordiagnostische
Untersuchung durchgefiihrt.

In der Anamnese werden die Besitzer der untersuchten Hunde nach den Symptomen befragt,
die sie veranlasst haben, ihr Tier zu einer Zahnsanierung vorzustellen. Ebenso werden das
Allgemeinbefinden des Tieres (unverandert, geringgradig, mittelgradig oder hochgradig ge-
stort), eventuell bestehende weitere akute oder chronische Erkrankungen und verabreichte
Medikamente erfragt.

In der allgemeinen klinischen Untersuchung wird insbesondere auf Hinweise auf eine akute
oder chronische entziindliche, eine infektidse oder immunologische Erkrankung geachtet. Zur
Einschatzung der Narkosefahigkeit wird eine sorgféltige Untersuchung des Herzkreislauf-
systems durchgefihrt.

Zur labordiagnostischen Untersuchung gehdren ein komplettes Differentialblutbild und eine
klinisch-chemische Blutuntersuchung.

3.1.3 Anasthesie

An die vorangehenden allgemeinen Untersuchungen schlief3t sich die klinische und radiolo-
gische Untersuchung der Mundhohle in Allgemeinnarkose an.

Es wird ein Venenverweilkatheter in die Vena cephalica antebrachii bzw. in die VVena saphena
lateralis gelegt.

Die intravendse Pramedikation des Patienten erfolgt mit 0,5 mg/kg Kérpergewicht Diazepam®
und 0,025 mg/kg Korpergewicht Atropinsulfat? in einer Mischspritze. Die Einleitung der
Narkose erfolgt unmittelbar im Anschluss durch 3,3 mg/kg Korpergewicht Ketamin® und 0,3
mg/kg Korpergewicht Xylazin®, ebenfalls intravends in einer Mischspritze. Die Erhaltung der

! Diazepam-ratiopharm® 10mg/2ml Injektionsldsung, ratiopharm GmbH, Ulm
2 Atropinsulfat B. Braun 0,5 mg/ml Injektionslosung, B. Braun Melsungen AG, Melsungen
? Ketamin 10% Injektionslésung fir Hunde und Katzen, medistar® Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg
* Xylazin 2% Bernburg, medistar® Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg
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Narkose wahrend der klinischen und radiologischen Untersuchung erfolgt zunéchst intravends
mit 2 mg/kg Korpergewicht Ketamin und 0,2 mg/kg Xylazin (Mischspritze). Vor der sich
anschlieBenden Zahnbehandlung wird der Patient orotracheal intubiert und die Narkose
inhalativ mittels Isofluran® in einer Konzentration von 2 Volumenprozent in Kombination mit
Sauerstoff aufrechterhalten.

Waihrend der gesamten Narkosedauer erhdlt der Patient eine Infusion mit Vollelektrolyt-

Iosung® mit einer Infusionsgeschwindigkeit von 10 mi/kg/h.

3.1.4 Spezielle Klinische und radiologische Untersuchung der Mundhéhle

Es erfolgt eine ausfiihrliche stomatologische und radiologische Untersuchung des Patienten.
Um einen Zahn exakt benennen zu kénnen, wird das aus der Humanmedizin stammende, nach
Triadan modifizierte Zahnschema der Fédération Dentaire Internationale (FDI) herangezogen,
welches jeden Zahn mit drei Ziffern beschreibt (siehe Abbildung 2; EICKHOFF, 2005).

103 102 101 201 202 203

403 402 401 301 302 303

Abbildung 2: Nach Triadan modifiziertes Zahnschema der FDI

Die erste Ziffer gibt an, ob sich der Zahn im rechten oder linken Ober- oder Unterkiefer
befindet. Bei der zweiten und dritten Ziffer handelt es sich um eine am mesialsten Incisivus
beginnende und nach distal fortlaufende Nummerierung. Dem rechten Oberkiefer ist die
Ziffer 1 zugeordnet, dem linken Oberkiefer die Ziffer 2, dem linken Unterkiefer die Ziffer 3
und dem rechten Unterkiefer die Ziffer 4.

° Isoflo®, Albrecht, Aulendorf
B Sterofundin®, Lésung zur intravendsen Infusion, 1/1 E, B. Braun Melsungen AG, Melsungen
38



3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Die klinische Untersuchung orientiert sich an den Vorgaben von EICKHOFF (2005) und
GORREL (2006). Klinisch untersucht werden die Anzahl der vorhandenen Zahne, die Zahn-
fleischtaschentiefe und eine spontan oder bei Sondierung auftretende Blutung. Bei jedem
Patienten wird das Gebiss vollstandig untersucht, indem jeder Zahn in seinem gingivalen
Sulcus mit einer Parodontalsonde (Zoetis) vollstandig umfahren wird. Die Parodontalsonde
besitzt Markierungen fur 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9 und 10 mm Sondierungstiefe (siehe Abbildungen
3aund b).

Abbildung 3a: Parodontalsonde (Zoetis)
Die Parodontalsonde besitzt an ihrer Spitze Markierungen zur Bestimmung der Tiefe einer
parodontalen Tasche in Abstandenvon 1, 2, 3,5, 7, 8, 9 und 10 mm.

Abbildung 3b: Untersuchung der Mundhéhle mittels Parodontalsonde

Jeder Zahn (in Abbildung 3b: Zahn 401) wird in seinem gingivalen Sulcus mit einer
Parodontalsonde vollstdndig umfahren. So kann das Vorhandensein bzw. die Tiefe einer
parodontalen Tasche ermittelt werden (Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von
Zoetis Deutschland GmbH).

Um die Tiefe einer parodontalen Tasche zu ermitteln, wird die Parodontalsonde entlang der
Wourzelachse ohne Austibung von Druck in den Sulcus gingivalis eingefiihrt, bis sie den Bo-
den der Tasche erreicht. Die Taschentiefe entspricht der Entfernung vom Boden der Tasche
bis zum freien Rand der Gingiva. Je nach Hunderasse und Zahn wird eine Sulkustiefe von 1-3
mm als physiologisch angesehen (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006).

Der Schweregrad einer Gingivitis wird mit Hilfe des modifizierten Gingivitisindex nach LOE
und SILNESS (1963) eingeteilt (siehe Tabelle 5). Bewertet werden Rétung und Schwellung
der Gingivia sowie eine eventuell provozierte Blutung. Eine spontan oder bei Sondierung
auftretende Blutung wird als pathologisch angesehen (LOE und SILNESS, 1963; LOE, 1967;
EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006). Das Vorliegen einer Gingivitis korreliert nicht zwangs-
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laufig mit dem Vorliegen einer Parodontitis und umgekehrt (EICKHOFF, 2005; GORREL,
2006).

Tabelle 5: Modifizierter Gingivitisindex nach LOE und SILNESS (1963) anhand des
klinischen Befundes (LOE und SILNESS, 1963; LOE, 1967; EICKHOFF, 2005;
GORREL, 2006)

Gingivitisindex 0 Physiologische Gingiva

Gingivitisindex 1 | Geringgradige  Gingivitis mit  geringgradiger ~R&tung  und
geringgradiger Odematisierung, keine Blutung beim Sondieren

Gingivitisindex 2 | Mittelgradige Gingivitis mit Rétung und Odematisierung, Blutung
beim Sondieren

Gingivitisindex 3 Hochgradige Gingivitis mit hochgradiger Roétung und hochgradiger
Odematisierung, Spontanblutung

Kommt es im Rahmen einer Parodontalerkrankung zum Abbau des Alveolarknochens, betrifft
dies bei mehrwurzeligen Zahnen auch die Wurzelfurkation, die bei einer hochgradigen Paro-
dontitis vollstdndig freiliegen kann (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006). Um die Furkation
zu untersuchen, wird die Parodontalsonde horizontal in den Furkationsbereich eingefiihrt. Der
Furkationsbefall wird in verschiedene Grade eingeteilt, bereits ein deutliches Ertasten der
Furkation ist hierbei als pathologisch zu bewerten (siehe Tabelle 6; EICKHOFF, 2005).

Tabelle 6: Einteilung des Furkationsbefalls anhand klinischer Befunde in verschiedene
Grade (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006)

Furkationsbefall | Klinische Untersuchung

Grad 0 Physiologische Furkation

Grad 1 Furkation mittels Parodontalsonde ertastbar, Defekt nimmt weniger als
1/3 der Wurzelbreite ein

Grad 2 Parodontalsonde in die Furkation einfiihrbar, Defekt nimmt tber 1/3 der

Waurzelbreite ein

Grad 3 Furkation liegt frei, eine Parodontalsonde kann von bukkal nach

palatinal vollstandig durch die Furkation geflihrt werden
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Zur radiologischen Untersuchung des Gebisses werden Schragprojektionen der vier Kiefer-
quadranten in der Halbwinkeltechnik angefertigt. Die Inzisivi werden durch Aufnahmen des
rostralen Ober- bzw. Unterkiefers mit in die Mundhohle eingelegter Platte dargestellt.

Die Beurteilung der radiologische Befunde orientiert sich an den Vorgaben von
MIHALJEVIC (2010). Eine Abnahme der Hohe des Alveolarkammes, eine undeutlichere
Abgrenzbarkeit oder Sklerosierung der Lamina dura, eine VergroRerung oder ein réntgeno-
logisch nicht mehr abgrenzbarer Parodontalspalt, horizontale oder vertikale Knochen-
resorption in der Furkation mehrwurzeliger Z&hne und eine durch horizontalen Kiefer-
knochenabbau zunehmende Freilegung der Zahnwurzeln werden als Zeichen einer
parodontalen Erkrankung gewertet.

Der radiologische Parodontalindex (Tabelle 7) gibt den horizontalen Knochenverlust prozen-
tual in Bezug auf die Zahnwurzellédnge an.

Tabelle 7: Radiologischer Parodontalindex (EICKHOFF, 2005; MIHALJEVIC, 2010)

Radiologischer | Horizontaler Knochenverlust | Horizontaler Knochenverlust
Parodontalindex bezogen auf % der Wurzellange
0 - -

1 Geringgradig Unter 25 %

2 Mittelgradig 25-50 %

3 Hochgradig Uber 50 %

Die Dokumentation der Untersuchungsergebnisse erfolgt mit Hilfe eines Befundbogens, in
den Angaben zum Signalement, pathologische Befunde der einzelnen Zahne, der parodontale
und der kieferorthopadische Befund eingetragen werden (Befundbogen fiir Zahnpatienten fir
den Hund der Firma Pharmacia nach Dr. Dr. Fahrenkrug, 2001). Des Weiteren werden fir
jede Lokalisation die Parameter Sondierungstiefe und spontan oder bei Sondierung auf-

tretende, gering- bis hochgradige Blutung vermerkt.

Der Schweregrad einer parodontalen Erkrankung bezieht sich jeweils auf einen einzigen
Zahn. Ein Patient kann also an unterschiedlichen Z&hnen unterschiedliche Grade der
Parodontalerkrankung aufweisen (WOLF et al., 2005; AVDC, 2010). Fur die Gesamt-
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bewertung eines Patienten ist jedoch ein parodontales Staging nétig. Hierzu werden Ober- und
Unterkiefer in jeweils drei Sektoren eingeteilt. Die beiden rostralen Sektoren beinhalten die
Incisivi und Canini, die beiden mittleren Sektoren die Pramolaren und die beiden kaudalen
Sektoren die Molaren. In jedem Sektor wird der schlechteste Befund zur Bewertung heran-
gezogen (EICKHOFF, 2005).

Unter Bericksichtigung der Klinischen und radiologischen Befunde aller Sektoren werden die
untersuchten Hunde gemdl Tabelle 8 Klassifiziert. Um in die Kontrollgruppe aufgenommen
zu werden, missen die Tiere als parodontitisfrei eingestuft werden (Parodontalerkrankung
Grad 0). Um in die Patientengruppe aufgenommen zu werden, muss eine

Parodontalerkrankung Grad 1 bis 4 vorliegen.
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3.1.5 Probenentnahme, Lagerung, Transport und Aufarbeitung

Die Patienten werden chronologisch durchnummeriert. Bei den Tieren der Versuchsgruppen
1-4 werden durch die Doktorandin 3 Gingivaproben mit einer Biopsiestanze’ (Durchmesser 3
mm) entnommen (siehe Abbildungen 4a und b). Die Biopsiestanze wird zwischen Margo
gingivalis und mukogingivaler Grenzlinie plaziert. Die Probenentnahme erfolgt, wenn mog-
lich, jeweils sowohl im makroskopisch entziindlich verdnderten (Lokalisation b) und im
makroskopisch unveranderten Gewebe (Lokalisation a) sowie im Ubergangsbereich (Lokali-
sation c). Bei den Tieren der Gruppe O wird je eine Gingivaprobe entnommen (Lokalisation
a). Die Gabe eines Schmerzmittels, in der Regel aus der Gruppe der nicht-steroidalen Anti-
phlogistika, erfolgt unmittelbar nach der Probenentnahme.

Abbildung 4a: Einmal-Biopsie-Stanze, Durchmesser 3 mm, kai Europe GmbH, Solingen

Abbildung 4b: Entnahme einer Gingivaprobe auf Hohe des rechten Oberkiefercaninus
mittels Biopsie-Stanze (Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von kai Europe GmbH)

Die Gingivaproben werden einzeln in mit 10 %-igem Formalin gefiillte Eppendorfrohrchen
verbracht. Diese werden mit einem Beschriftungssytem auf dem Rohrchen gekennzeichnet
(z.B. H1la, wobei H1 fir den Patienten steht und a fiir die Lokalisation) und fiir maximal 10
Tage gelagert, bevor sie an das Institut fur Pathologie der Stiftung Tierdrztliche Hochschule
Hannover versandt werden. Durch Mitarbeiter des dortigen Labors werden die Proben sagittal
halbiert, maschinell entwéssert und mit Hilfe eines Gewebeeinbettungsapparates in Paraffin
eingebettet (Pathcentre, Thermo Electron, Dreieich). Im Anschluss werden die Proben zu
Paraffinblocken ausgegossen (TissueTec® TEC™ 5, Einbettsystem, Vogel GmbH & Co.Kg.,
GieRen). Aus jeder einzelnen Lokalisation bzw. Gingivaprobe werden somit zwei Paraffin-

7 Einmal-Biopsie-Stanze, Durchmesser 3 mm, kai Europe GmbH, Solingen
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blécke gewonnen. Die Lagerung der Paraffinbldcke bis zur weiteren Bearbeitung durch die
Doktorandin erfolgt bei Raumtemperatur.

Fur die weitere Untersuchung werden durch die Doktorandin von den Paraffinblécken 2 pm
dicke Serienschnitte angefertigt (mindestens 22 Schnitte pro Block). Bei den Hunden der
Gruppe 0 wird jeweils einer der vorhandenen Bldcke ausgewahlt, bei den Hunden der Grup-
pen 1-4 wird jeweils einer der Blocke aus der Lokalisation b ausgewahlt. In einzelnen Fallen
wird aufgrund von schlechterer Probenqualitét alternativ ein Block aus der Lokalisation ¢
ausgewahlt. Die verbleibenden Paraffinblécke werden asserviert.

Die Schnitte fur die immunhistologische Farbung werden auf Superfrost®Plus Objekttréger
(Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen, die Schnitte fir die HE-Farbung
(Hamatoxylin / Eosin) auf Starfrost® Objekttrager (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH, Edermiinde).

3.1.6 Histochemische Farbemethoden

3.1.6.1 HE (Hamatoxylin / Eosin) — Ubersichtsfarbung

Die Farbung mit Hamatoxylin / Eosin erfolgt durch Mitarbeiter des Instituts fir Pathologie
der Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover. Dies erfolgt nach einem standardisierten
Laborprotokoll in einem automatisierten Farbecenter (Leica ST 4040, Leica Microsystems,
Nussloch GmbH, Nussloch).

3.1.6.2 Immunhistologischer Nachweis

Die immunhistologische Férbung der Gingivaproben zum Nachweis von MMP-2, MMP-3,
MMP-8, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 erfolgt durch die Doktorandin.

- Blocking Serum
Um unspezifische Antikdrper-Bindungsstellen zu blockieren, wird Ziegennormalserum in

einer Verdiinnung von 1:5 in PBS (Phosphate Buffered Saline, phosphatgepufferte Salz-
l6sung) eingesetzt. Ziegenvollblut wird in der Klinik fir kleine Klauentiere der Stiftung Tier-

arztliche Hochschule Hannover gewonnen.
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- Primére Antikdrper
Es werden kommerziell erhdltliche primare Antikorper eingesetzt. Diese werden mit PBS,

dem 1 %-iges BSA (Bovines Serumalbumin; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
zugesetzt wird, verdiinnt.

Die flr den jeweiligen Antikorper optimale Verdiinnung wird vor dem eigentlichen Versuch
durch Verdiinnungsreihen auf kaniner Gingiva und der jeweiligen Positivkontrolle ermittelt.

- Sekundére Antikérper
Fir die polyklonalen Kaninchen-anti-Mensch-Primérantikérper (MMP-3, MMP-8, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2) wird ein biotinilierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper als Sekundéranti-
korper verwendet (Vector Laboratories, USA, BA 1000). Dieser wird 1:200 in PBS verd{nnt.
Fur den monoklonalen Maus-anti-Mensch-Primérantikérper gegen MMP-2 wird ein

biotinilierter  Ziege-anti-Maus-Antikdrper als Sekundarantikdrper verwendet (Vector
Laboratories, USA, BA 9200). Dieser wird ebenfalls 1:200 in PBS verdinnt.

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Primér- und Sekundérantikérper findet sich in Tabelle 9
im Anhang.

- Tertidre AntikOrper
Als tertidre Antikorper werden Peroxidase-gekoppelte Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexe

(Vector Laboratories, USA, Vectastain® Elite® ABC-Kit, PK 6100) verwendet. Pro Ver-
suchsreihe werden hierzu 225 pl Avidin und 225 upl Biotin in 15 ml PBS geldst. Der
Tertidrantikdrper wird mindestens 30 Minuten vor Gebrauch hergestellt, so dass sich der

Avidin-Biotin-Komplex ausbilden kann.

3.1.7 Immunhistologisches Protokoll

Basierend auf der von HSU und Mitarbeitern (1981) beschriebenen Methode wird folgendes

modifizierte Protokoll verwendet:

1. 2 um dicke Schnitte auf Superfrost®Plus Objekttrager werden wie folgt deparaffiniert
und rehydriert:
- 2 X Roticlear® je 2 min
- Isopropanol 2 min
- 96 % Ethanol 2 min
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2. Hemmung der endogenen Peroxidase in 85 % Ethanol mit 0,5 % H,0,, 30 min bei
Raumtemperatur auf einem Magnetrihrer.

3. Spilen der Schnitte: 4 x Leitungswasser, 1 x PBS.

4. Verbringen der Schnitte in Coverplates™ und Sequenza®-Einsitze (Thermo Electron
GmbH, Dreieich).

5. Einmaliges Spiilen mit PBS.

6. Aufbringen von 120 pl Blockserum (Ziegennormalserum, Verdlnnung 1:5 in PBS)
auf  alle  Schnitte.  Inkubation bei  Raumtemperatur fir 20  min.
Auftragen von 120 pl des Primérantikdrpers auf alle Schnitte mit Ausnahme der Nega-
tivkontrollen. Inkubation bei Raumtemperatur ftr 1-1,5 h.

7. Zweimaliges Spilen mit PBS.

8. Auftragen von 120 pl des Sekundérantikorpers auf alle Schnitte. Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 30 min.

9. Zweimaliges Spulen mit PBS.

10. Auftragen von 120 pl ABC-Reagenz auf alle Schnitte. Inkubation bei Raumtemperatur
fiir 30 min.

11. Einmaliges Spiilen mit PBS und Umsetzen der Schnitte in eine mit PBS-gefiillte Glas-
kuvette.

12. Inkubation der Schnitte in DAB, bei Raumtemperatur fir 5 min auf dem Magnet-
rihrer.

13. Dreimaliges Splen mit Leitungswasser.

14. Féarbung der Schnitte fiir 30 s in Hdmalaun nach Mayer (Roth, Karlsruhe).

15. Blauen der Schnitte in Leitungswasser, bis dieses klar bleibt.

16. Entwadssern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe:

- 70 % Ethanol, kurzes Schwenken

- 96 % Ethanol, kurzes Schwenken

- Isopropanol, 1 min

- Essigséaure-n-Butylester (EBE), Verbleib bis zum Eindecken

17. Maschinelles Eindecken mittels Eindeckautomat (Promountor RCM 2000, Medite
Medizintechnik, Burgdorf).

3.1.8 Positivkontrollen

Als Positivkontrolle fir MMP-2, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 dient das Zellpellet DH82,

eine Makrophagen/Monozyten-Zell-Linie eines disseminierten histiozytdren Sarkoms bei
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einem Hund (WELLMAN et al., 1988; BARNES et al., 2000). Als Positivkontrolle fir MMP-
3 dient ein persistent mit dem Onderstepoort-Stamm des kaninen Staupevirus (Morbillivirus,
Familie Paramyxoviridae) infiziertes DH82-Zellpellet (PAUL, 2005; PUFF et al., 2009). Als
Positivkontrolle fir MMP-8 dient ein kanines Spindelzellkarzinom der Mamma aus dem
Sektionsgut des Instituts fur Pathologie der Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover
(Fallnummer F/12/003098; KOHRMANN et al., 2009).

Von allen Positivkontrollen wird ein HE-Schnitt angefertigt (siehe Abbildungen 5-7). Im
Rahmen der immunhistologischen Untersuchung werden die Positivkontrollen wie die

Gingivaschnitte behandelt.

Abbildung 5: Das Zellpellet DH82, eine
Makrophagen/Monozyten-Zell-Linie eines dis-
seminierten histiozytdren Sarkoms bei einem
Hund, dient als Positivkontrolle fir MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2. HE-Farbung.

Abbildung 6: Ein persistent mit dem
Onderstepoort-Stamm des kaninen Staupevirus
infiziertes DH82-Zellpellet dient als Positiv-
kontrolle fir MMP-3. HE-Féarbung.

Abbildung 7: Ein kanines Spindelzellkarzinom
der Mamma dient als Positivkontrolle fir MMP-
8. HE-Féarbung.
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3.1.9 Negativkontrollen

Zur Uberpriifung der Spezifitit der Farbung werden Negativkontrollen (Gingiva der Patienten
und Kontrollgewebe) mitgefiihrt, auf denen der Primarantikorper ersetzt wird. Anstelle des
Primérantikorpers gegen MMP-3, MMP-8, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 werden die Schnitte
mit Kaninchennormalserum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) inkubiert, anstelle
des Primdrantikorpers gegen MMP-2 werden die Schnitte mit Aszitesflissigkeit von nicht-
immunisierten Balb/cJ-Mé&usen (Biologo, Dr. Hartmut Schulthei e.K., Immunologische
Produkte, Kronshagen, CL 8100) inkubiert. Die Verdiunnung der Negativkontrollseren
(Globulinfraktion) entspricht der Konzentration des Primarantikdrpers oder liegt darunter.
Zudem wird auf einem Schnitt des Kontrollgewebes kein Sekundérantikdrper und auf einem
weiteren Schnitt kein ABC-Komplex aufgetragen.

3.1.10 Lichtmikroskopische Auswertung

Die HE-gefarbten und immunhistologischen Prdparate werden mit einem Binokular-
Lichtmikroskop (Olympus CX40 Mikroskop, Olympus, Hamburg) ausgewertet. Dies erfolgt
durch die Doktorandin unter Anleitung einer erfahrenen Pathologin. Die Ergebnisse werden in
je einem Auswertungsbogen dokumentiert (sieche Anhang: Auswertungsbogen fir HE-

Schnitte und Auswertungsbogen fiir die Immunhistologie).

Anhand der HE-gefarbten Praparate wird die Qualitat und Auswertbarkeit der Schnitte be-
urteilt. Jeder HE-Schnitt wird morphologisch beschrieben, die Art der infiltrierenden Entziin-
dungszellen, der Grad der entziindlichen Veranderungen (sehr gering, gering-, mittel-, hoch-
gradig) und der Kollagenfasergehalt in der subepithelialen und mittleren Lamina propria
werden beurteilt. Auf Grundlage der erhobenen Befunde wird eine pathohistologische Diag-
nose gestellt.

In den immunhistologischen Préparaten werden Anzahl und Signalintensitat der spezifischen
Markierungen in 400facher VergroRerung ermittelt. Hierbei werden folgende Einheiten be-
trachtet:

- Das Epithel der Gingiva, welches sich aus Stratum corneum, Stratum granulosum,
Stratum spinosum und Stratum basale zusammensetzt, wird zundchst in seiner Ge-
samtheit betrachtet. Im Folgenden wird das Stratum basale des Epithels isoliert unter-
sucht.
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- Auch die Lamina propria wird zundchst in ihrer Gesamtheit betrachtet. Anschliefend
werden die infiltrierenden Entzlindungszellen, die ortsstdndigen Fibroblasten bzw.
Fibrozyten, die GeféRendothelien und eventuell vorhandene perivaskuldre Infiltrate
untersucht. Bezogen auf die infiltrierenden Entzlindungszellen und die Fibroblasten /
Fibrozyten werden zwei - ein subepitheliales und ein darunter gelegenes - Gesichtsfeld
ausgewertet (subepitheliale Lamina propria und mittlere Lamina propria).

- Sofern im Schnitt vorhanden, wird der Alveolarknochenbereich ebenfalls zunachst in
seiner Gesamtheit beurteilt und im Anschluss die in dieser Region befindlichen Ent-
zindungszellen, Fibroblasten bzw. Fibrozyten, Osteoblasten und Osteoklasten sowie

die Kollagenfasern untersucht.

Von jedem immunhistologischen Préaparat wird eine Skizze zur Dokumentation der unter-
suchten drei bzw. vier Gesichtsfelder angefertigt.

Die Zellzahl (in einem Gesichtfeld vorhandene Zahl der Zellen einer bestimmten Zell-
population) wird am HE-Schnitt durch Schatzung erfasst und folgendermafen angegeben:

0 = Zellart nicht vorhanden

1 = vereinzelt

2 = geringgradiger Zellgehalt (ggr)
3 = mittelgradiger Zellgehalt (mgr)
4 = hochgradiger Zellgehalt (hgr)

Die Anzahl der immunhistologisch positiven Zellen bezieht sich auf jeweils eine Zell-

population. Sie wird durch Schétzung erfasst und folgendermaRen eingeteilt:

n.v. = Zellart nicht vorhanden

0 =0 % der Zellen positiv

1 =1-25 % der Zellen positiv

2 = 26-50 % der Zellen positiv
3 =51-75 % der Zellen positiv
4 = Uiber 75 % der Zellen positiv

Die Intensitat der immunhistologischen Signale wird mittels einer Bewertungsskala, die von

0 bis 3 reicht, bestimmt:

n.v. = Zellart nicht vorhanden
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0 = kein Signal
1 = schwaches Signal, geringgradige Braunfarbung
2 = mittelstarkes Signal, deutliche, mittelgradige Braunférbung

3 = starkes Signal, sehr deutliche, hochgradige Braunfarbung

3.1.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten sowie die Erstellung der grafischen Abbildungen im
Rahmen der Ergebnisprésentation erfolgte in Kooperation mit der AG Biomathematik und
Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat in
Giellen. Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Statistikprogrammpaket
BMDP/Dynamic, Release 8.1 (DIXON, 1993). Die grafischen Darstellungen wurden mit der
Statistiksoftware R® sowie Excel® 2007 (Microsoft) erstellt.

Im Rahmen der mikroskopischen Auswertung konnte festgestellt werden, dass nicht alle
immunhistologischen Préparate eine gleich starke Hintergrundfarbung aufwiesen. Es wurde in
drei Farbeintensitdten unterschieden: Farbeintensitdt 1 bedeutet schwach gefarbt, Féarbe-
intensitat 2 mittelgradig gefarbt und Farbeintensitat 3 stark geférbt.

Um zu vermeiden, dass eine schwache bzw. starke Hintergrundfarbung des Praparats zu
Fehlern bei der Beurteilung der Signalintensitaten fiihrt, wurde zur Korrektur dieser Werte mit
dem Programm BMDP6D eine Regressionsgerade ermittelt, um die Signalintensitéten bei
schwacher und starker Féarbung zu korrigieren. Auf Grundlage dieser Regressionsgeraden
wurde den Signalintensitéten im Falle einer schwachen Farbeintensitat 0,75098 hinzuaddiert,
bzw. von den Signalintensitaten im Falle einer starken Farbeintensitét 0,75098 subtrahiert.

In jenen Fallen, bei denen vor Korrektur eine Signalintensitat von Null vorgelegen hat, wurde
keine Korrektur durchgefilhrt, da kein Signal beobachtet worden war und somit eine Korrek-
tur irreflihrend ware.

Fir jede Signalintensitat konnte somit ein unkorrigierter und ein korrigierter Wert ermit-
telt werden.

Zur statistischen Auswertung der immunhistologischen Préparate wurde
- durch Multiplikation der Anzahl positiver Zellen und der Signalintensitat (Epithel
gesamt, Stratum basale, Endothelien, Alveolarknochenbereich faserassoziiert)

® Statistiksoftware R: Free Software Foundation‘s GNU project, offizielle Homepage: http://www.r-project.org
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- bzw. durch Multiplikation der Zellzahl, der Anzahl positiver Zellen und der
Signalintensitat (Lamina propria subepithelial gesamt, Lamina propria subepithelial
Entziindungszellen, Lamina propria subepithelial Fibroblasten/Fibrozyten, mittlere
Lamina propria gesamt, mittlere Lamina propria Entziindungszellen, mittlere Lamina
propria Fibroblasten/Fibrozyten, perivaskuldre Infiltrate, Alveolarknochenbereich
gesamt,  Alveolarknochenbereich  Entziindungszellen,  Alveolarknochenbereich
Fibrozyten/Fibroblasten)

ein Score gebildet. Dies erfolgte fiir jeden Patienten fiir alle Antikdrper getrennt. Die

Scorebildung erfolgte jeweils unter Verwendung der unkorrigierten Signalintensitat

(Score S1) und der korrigierten Signalintensitét (Score S2).

3.1.11.1 Statistische Auswertung beztiglich der klinischen Einteilung in Grade der
Parodontalerkrankung, des histologisch ermittelten Entziindungsgrades und des
klinisch ermittelten Gingivitisindex

Zunéchst wurde mit dem Programm BMDPA4F eine zweidimensionale Haufigkeitsauszdhlung
durchgefiihrt, um einen statistischen Zusammenhang zwischen der klinischen Einteilung der
Patienten in 5 Gruppen (Parodontalerkrankung Grad 0—4) und dem histologisch feststellbaren
Entziindungsgrad der Gingiva (Einteilung in gesunde Gingiva, geringgradige Entzlindung,

mittelgradige Entziindung, hochgradige Entziindung) zu uiberpriifen.

Im Anschluss wurde zur Untersuchung der Zusammenhénge zwischen den Scores S1 und S2
der MMPs und TIMPs an verschiedenen Lokalisationen
- mit der klinischen Einteilung der Patienten in Gruppen (Parodontalerkrankung
Grad 0-4),
- mit dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad (gesunde Gingiva,
geringgradige Entziindung, mittelgradige Entziindung, hochgradige Entziindung),
- und mit dem klinisch ermittelten Gingivitisindex (Gingivitisindex 0-3, im unter-
suchten Patientengut jedoch nur 0, 1 und 2 vorhanden)
der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) und der zugehdrige p-Wert (in Bezug
auf die Abweichung vom Wert 0) ermittelt sowie die Bonferroni-Holm-Prozedur zur Be-
riicksichtigung des multiplen Testens (a-Adjustierung) durchgefihrt.
Die Berechnung der Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman r, und der zugehérigen
p-Werte erfolgte mit der asymptotischen Methode unter Verwendung des Programms
BMDP3D sowohl fiir S1 als auch fur S2. Durch Vergleich der Werte der Rangkorrelations-
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koeffizienten kann beurteilt werden, ob die Korrelationen als verlasslich angesehen werden
konnen. Ergibt sich sowohl bei S1 als auch bei S2 ein Zusammenhang mit p < 0,05, so wird
dieser Zusammenhang als auffallig bezeichnet. Ergibt sich sowohl bei S1 als auch bei S2 kein
Zusammenhang mit p < 0,05, liegt kein auffilliger Zusammenhang vor. Ergibt sich nur bei S1
oder nur bei S2 ein Zusammenhang mit p < 0,05, so wird dieser Zusammenhang als fraglich
auffallig bezeichnet, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass es durch die Hintergrund-
farbung zu einer Verféalschung des Ergebnisses gekommen ist.

Hierbei wird das globale Signifikanzniveau o = 0,05 zugrunde gelegt, das heil’t, Ergebnisse
mit p < 0,05 werden als statistisch auffallig angesehen. Ergebnisse mit 0,05 < p < 0,06 werden

als knapp nicht statistisch auffallig angesehen.

Um die Berechnung des p-Wertes bei der Uberpriifung des Rangkorrelationskoeffizienten
nach Spearman rs auf Abweichungen vom Wert 0 auf der Basis der asymptotischen Statistik
zu Uberprifen, wurde fiir einige Beispiele die exakte Berechnung mit Hilfe des Programms
StatXact (CYTEL-STUDIO-STATXACT, 2010) durchgefihrt. Es ergab sich eine sehr gute
Ubereinstimmung, so dass aufgrund ihres deutlich geringeren Berechnungsaufwandes nach-
folgend nur die asymptotischen p-Werte angegeben wurden.

Im Anschluss wurde aufgrund der groRen Zahl an Variablen die Bonferroni-Holm-Prozedur
(HOLM, 1979) durchgefuhrt, um bei der Untersuchung der Korrelationen bezogen auf die
Scorewerte das globale Signifikanzniveau einzuhalten. Erst nach Durchfiihrung dieser a-
Adjustierung wird von statistischer Signifikanz gesprochen. Bei der Bonferroni-Holm-
Prozedur wurden also, getrennt fir S1 und S2, die p-Werte in aufsteigender Reihenfolge
sortiert. Das globale Signifikanzniveau a = 0,05 wurde dividiert durch k. Bei k handelt es sich
um die Zahl der untersuchten Variablen (84) minus die Zahl der bereits durchgefiihrten Divi-
sionen. Im Anschluss wurde der so ermittelte neue a-Wert (a-Bonf.Holm) verglichen mit dem
bereits vorhandenen p-Wert. War der bereits vorhandene p-Wert < a-Bonf.Holm, wurde dies
als statistisch signifikant gewertet. Auch hier wurden die Ergebnisse fiir S1 und S2 mit-
einander verglichen (siehe oben). Ergibt sich sowohl bei S1 als auch S2 ein statistisch signifi-
kanter Zusammenhang, so wird dies als belegt angesehen; ergibt sich sowohl bei S1 als auch
S2 kein statistisch signifikanter Zusammenhang, so wird dies ebenfalls als belegt angesehen;
ergibt sich hingegen nur bei S1 oder nur bei S2 ein statistisch signifikanter Zusammenhang,
so wird das Ergebnis als fraglich angesehen, es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es

durch die Hintergrundfarbung zu einer Verfalschung des Ergebnisses gekommen ist.
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Die Bonferroni-Holm-Prozedur dient der Einhaltung des globalen Signifikanzniveaus. Dieses
wird hierbei auf alle untersuchten Variablen bezogen. Die Gesamtwahrscheinlichkeit, dass ein

Zusammenhang falschlicherweise als signifikant angesehen wird, ist dadurch < 0,05.

3.1.11.2 Statistische Auswertung beziiglich des Kollagenfasergehaltes

Beziiglich des Kollagenfasergehaltes an den Lokalisationen ,,subepitheliale Lamina propria“
und ,,mittlere Lamina propria“ konnte unterschieden werden in: Kollagenfasern ohne beson-
deren Befund und Kollagenfasergehalt verandert (aufgelockert, verdrangt, sklerosiert).

Somit kann in drei Kollagenfasergruppen unterschieden werden:

- Kollagenfasergehalt unverandert: Subepitheliale und mittlere Lamina propria ohne be-
sonderen Befund

- Kollagenfasergehalt fokal verédndert: Subepitheliale oder mittlere Lamina propria ver-
andert

- Kollagenfasergehalt insgesamt verandert: Subepitheliale und mittlere Lamina propria

verandert

Der Zusammenhang zwischen zunehmender Veranderung im Kollagenfasergehalt und dem
histologisch ermittelten Entziindungsgrad wurde mit dem Programm BMDP3D untersucht.
Zur Untersuchung der Zusammenhdnge zwischen der Veranderung im Kollagenfasergehalt
und den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs an verschiedenen Lokalisationen
wurden weitere Untersuchungen mit dem Programm BMDP3D in Form von Rang-
korrelationsanalysen durchgefiihrt und im Anschluss ebenfalls die Bonferroni-Holm-Prozedur
angewandt. Die Untersuchungen erfolgten jeweils flir Score 1 und fiir Score 2 und wurden im
Anschluss miteinander verglichen (siehe oben).

Um die Berechnung des p-Wertes bei der Uberpriifung des Rangkorrelationskoeffizienten
nach Spearman rs auf der Basis der asymptotischen Statistik zu tberprifen, wurde auch hier
fir einige Beispiele die exakte Berechnung mit Hilfe des Programms StatXact (CYTEL-
STUDIO-STATXACT, 2010) durchgefiihrt. Es ergab sich eine sehr enge Ubereinstimmung,
so dass nachfolgend nur die asymptotischen p-Werte angegeben wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Kklinischen Untersuchung

Insgesamt gingen die Daten von 57 Hunden in die Untersuchung ein. Entsprechend dem
Patientengut der Klinik fiir Kleintiere, Chirurgie, der Justus-Liebig-Universitat handelt es sich
um ein heterogenes Kollektiv bezogen auf die Rasse, das Alter und das Geschlecht der Tiere.
Tabelle 4 im Anhang gibt eine Ubersicht iber die untersuchten Patienten.

Die klinische Untersuchung der Tiere (Adspektion der Mundhdhle, Untersuchung jeden Zah-
nes mittels Parodontalsonde und radiologische Untersuchung) ergibt bei 12 Tieren eine
Parodontalerkankung Grad 0, also einen Kklinischen Normalbefund. Bei 20 Tieren kann eine
Parodontalerkrankung Grad 1 (Gingivitis) festgestellt werden, bei 11 Tieren eine Parodontal-
erkrankung Grad 2 (beginnende Parodontitis), bei 5 Tieren eine Parodontalerkrankung Grad 3
(mittelgradige Parodontitis) und bei 9 Tieren eine Parodontalerkrankung Grad 4 (fortgeschrit-
tene Parodontitis).

Ein Gingivitisindex von 0 (physiologische Gingiva) kann im Rahmen der klinischen Unter-
suchung bei 11 Tieren festgestellt werden, ein Gingivitisindex von 1 liegt bei 9 Tieren vor
und ein Gingivitisindex von 2 bei 37 Tieren. Ein Gingivitisindex von 3 kann bei keinem der
untersuchten Tiere festgestellt werden. Anzumerken ist hierbei, dass bei der Bestimmung des
Gingivitisindex ein Index fiir die gesamte Mundhohle erhoben wurde. Falls jedoch innerhalb
einer Mundhdhle fokale Abweichungen vom Gesamtbefund vorlagen, wurde dies ebenfalls
vermerkt. Zur statistischen Auswertung wurde der Befund der untersuchten Lokalisation

herangezogen.

4.2 Ergebnisse der histologischen Auswertung der HE-Schnitte

Zur Ermittlung einer pathohistologischen Diagnose wurde von jedem Patienten ein HE-
gefarbtes Préaparat beurteilt.

Eine physiologische Gingiva liegt bei 12 Hunden vor. Bei den verbleibenden 45 Hunden liegt
eine gering- mittel- oder hochgradige, akute, subakute oder chronische, fokale, multifokale
oder diffuse, eitrige oder lymphohistiozytére Gingivitis vor.

Eine geringgradige Gingivitis kann bei 23 Tieren festgestellt werden, eine mittelgradige Gin-

givitis liegt bei 12 Tieren vor und eine hochgradige Gingivitis bei 10 Tieren.
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Ein unveranderter Kollagenfasergehalt kann bei 22 Tieren festgestellt werden, fokale Ver-
anderungen im Kollagenfasergehalt bei 16 Tieren und ein insgesamt verénderter Kollagen-

fasergehalt bei 19 Tieren.

Tabelle 10 enthélt die Ergebnisse der klinischen Untersuchung sowie der histologischen
Untersuchung der HE-Schnitte. Abbildung 8 stellt die HE-gefarbten Préparate einer physio-
logischen, einer mittel- und einer hochgradig entziindlich verénderte Gingiva vergleichend

dar.

Tabelle 10: Ubersicht (iber die klinische Untersuchung und die histologische Unter-
suchung der HE-Schnitte

Klinische Untersuchung: Grad 0: 12 Hunde
Grad der Parodontalerkrankung Grad 1: 20 Hunde
Grad 2: 11 Hunde
Grad 3: 5 Hunde
Grad 4: 9 Hunde

Klinische Untersuchung: Gingivitisindex 0: 11 Hunde
Gingivitisindex Gingivitisindex 1: 9 Hunde
Gingivitisindex 2: 37 Hunde
Gingivitisindex 3: -

Histologische Untersuchung der HE- | Physiologische Gingiva: 12 Hunde
Schnitte Geringgradige Gingivitis: 23 Hunde
Mittelgradige Gingivitis: 12 Hunde
Hochgradige Gingivitis: 10 Hunde

Kollagenfasergehalt unveréndert:

22 Hunde

Kollagenfasergehalt fokal verandert:

16 Hunde

Kollagenfasergehalt insgesamt veréndert:
19 Hunde
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4.3 Charakteristik der immunhistologischen Signale von MMP-2, -3, -8 und -9, TIMP-1
und TIMP-2

- Charakteristik des immunhistologischen Signals von MMP-2

Als Positivkontrolle fir MMP-2 dient das DH82-Zellpellet. Hier zeigt sich im immunhisto-
logischen Schnitt ein deutliches, feingranuléres bis grobkorniges, zytoplasmatisches Signal in
ca. 80-90 % der Zellen (siehe Abbildung 9).

In den Gingivaschnitten stellt sich ein feingranuldres, zytoplasmatisches Signal dar (siehe
Abbildung 11). Bei zwei Préparaten (H31 und H36) fallt eine generalisiert sehr geringe Férbe-
intensitat auf. Bei drei Praparaten (H19, H34 und H46) findet sich im Bereich von Quetsch-
artefakten eine extrazellulére Reaktion.

In allen Negativkontrollen zeigt sich kein spezifisches Signal. Die Abbildung 10 zeigt exem-
plarisch die Negativkontrolle zur immunhistologischen Darstellung von MMP-2 im DH82-
Zellpellet. Das gleiche Bild zeigt sich in den Negativkontrollen von MMP-9, TIMP-1 und
TIMP-2. Die Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Negativkontrolle zur immunhistologischen
Darstellung von MMP-2 in kaniner gingivaler Schleimhaut. Das gleiche Bild zeigt sich in den
Negativkontrollen von MMP-3, MMP-8, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2.

- Charakteristik des immunhistologischen Signals von MMP-3
Als Positivkontrolle fir MMP-3 dient das persistent infizierte DH82-Zellpellet. Hier stellt
sich im immunhistologischen Schnitt ein feingranuléres, teilweise diffus verwaschenes,

zytoplasmatisches Signal in ca. 80 % der Zellen dar (siehe Abbildung 13).

In den Gingivaschnitten zeigt sich ein klumpiges, zytoplasmatisches Signal (siehe Abbildung
15), aufféllig ist jedoch bei Uber der Halfte der Préparate eine davon abgrenzbare teilweise
dunkle Farbung der Zellkerne von Epithel, Endothelien, Entziindungszellen und Fibrozyten
bzw. Fibroblasten.

Bei einem Préparat (H40) féllt eine generalisiert sehr geringe Férbeintensitdt auf und bei
einem weiteren Praparat (H30) findet sich im Bereich eines Quetschartefakts eine extra-
zelluldre Reaktion.

In allen Negativkontrollen zeigt sich kein spezifisches Signal (siehe Abbildung 14).

- Charakteristik des immunhistologischen Signals von MMP-8

Als Positivkontrolle fir MMP-8 dient ein kanines Spindelzellkarzinom der Mamma (siehe
Abbildung 16). Hier zeigt sich im immunhistologischen Schnitt ein deutliches positives Sig-
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nal der tubuldren Epithelien sowie einzelner Zellen (GefaRendothelien, einzelne Entziin-
dungszellen, Fibrozyten, intraduktale Tumorzellen).

In den Gingivaschnitten stellt sich ein feingranuléres, zytoplasmatisches Signal dar (siehe
Abbildung 18). Bei vier Praparaten (H17, H40, H42 und H48) féllt eine generalisiert sehr
geringe Farbeintensitat auf.

In allen Negativkontrollen zeigt sich kein spezifisches Signal (siehe Abbildung 17).

- Charakteristik des immunhistologischen Signals von MMP-9

Als Positivkontrolle fir MMP-9 dient das DH82-Zellpellet. Hier zeigt sich im immunhisto-
logischen Schnitt ein feingranuldres, teilweise diffus verwaschenes, zytoplasmatisches Signal
in ca. 80 % der Zellen (siehe Abbildung 19).

In den Gingivaschnitten stellt sich ein klumpiges, zytoplasmatisches Signal dar (siehe Abbil-
dung 20), auffallig ist jedoch bei 2/3 der Praparate eine davon abgrenzbare, teilweise dunkle
Féarbung der Zellkerne des Epithels und / oder der Endothelien. Bei ca. ¥ der Praparate féllt
zudem oder auch unabhéngig davon eine deutliche Hintergrundfarbung auf.

Bei funf Praparaten (H4, H19, H40, H51 und H55) findet sich generalisiert eine sehr geringe
Férbeintensitat.

In allen Negativkontrollen zeigt sich kein spezifisches Signal.

- Charakteristik des immunhistologischen Signals von TIMP-1
Als Positivkontrolle fiir TIMP-1 dient das DH82-Zellpellet. Hier zeigt sich im immunhisto-
logischen Schnitt ein schwaches, feingranuléres, zytoplasmatisches Signal in ca. 80 % der
Zellen (siehe Abbildung 21).
In den Gingivaschnitten stellt sich ein feingranuléres, zytoplasmatisches Signal dar (siehe
Abbildung 22). Bei 11 Préparaten (H12, H19, H22, H24, H30, H37, H40, H43, H51, H53 und
H58) fallt eine generalisiert sehr geringe Farbeintensitat auf. Bei Patient H43 findet sich

zudem im Bereich der mittleren Lamina propria ein Areal mit Kollagenfasernekrosen. An
dieser Stelle ist das immunhistologische Signal extrazellular lokalisiert.
In allen Negativkontrollen zeigt sich kein spezifisches Signal.

- Charakteristik des immunhistologischen Signals von TIMP-2

Als Positivkontrolle fir TIMP-2 dient das DH82-Zellpellet. Hier zeigt sich im immunhisto-
logischen Schnitt ein feingranuléres, teilweise diffus verwaschenes, zytoplasmatisches Signal
in ca. 80 % der Zellen (siehe Abbildung 23).
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In den Gingivaschnitten stellt sich ein feingranuldres, zytoplasmatisches Signal dar (siehe
Abbildung 24), auffallig ist jedoch bei ca. der Halfte der Praparate eine davon abgrenzbare
teilweise dunkle Farbung der Zellkerne von Endothelien, Entziindungszellen, Fibrozyten bzw.
Fibroblasten und etwas seltener auch des Epithels.

Bei fast einem Viertel der Praparate (H12, H14, H15, H16, H19, H23, H30, H36, H40, H52,
H53 und H58) findet sich generalisiert eine sehr geringe Farbeintensitét.

Neun Prdparate zeigen eine deutliche Hintergrundfarbung (H20, H24, H25, H33, H34, H42,
H49, H51 und H54), wobei bei Patient H54 zudem Fragmente von Kollagenfasern in der
mittleren Lamina propria eine starke, extrazelluldre Reaktion zeigen.

In allen Negativkontrollen findet sich kein spezifisches Signal.

4.4 Reaktion von Osteoblasten und Osteoklasten, faserassoziierte Reaktionen

Osteoblasten bzw. Osteoklasten finden sich in den angefertigten Praparaten nur sehr spora-
disch, was vermutlich auf die Art der Probenentnahme zurtickzufiihren ist. Bezogen auf die 57
untersuchten Patienten und sechs Antikdrper finden sich Osteoblasten nur in einem HE-
Préparat, diese zeigen bei der immunhistologischen Untersuchung von MMP-9 eine positive
Reaktion. Osteoklasten finden sich in acht HE-Préparaten. Eine positive immunhistologische
Reaktion eines Osteoklasten kann in nur drei Praparaten festgestellt werden (jeweils einmal
bei der Untersuchung von MMP-2, -8 und -9), in finf Fallen sind die Osteoklasten zwar im
HE-Schnitt zu finden, im immunhistologischen Préparat aber nicht nachvollziehbar oder es
kann aufgrund von durch die Art der Probennahme bedingten Quetschartefakten nicht fest-
gestellt werden, ob die Osteoklasten eine positive oder negative Reaktion zeigen. Aus diesem
Grund wurde bei diesen Zellpopulationen auf eine weitere statistische Auswertung verzichtet.
Bei der Untersuchung des Alveolarknochenbereichs wurden zudem faserassoziierte, also

extrazelluldre Signale vermerkt.
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4 ERGEBNISSE

Zu den Abbildungen 9-24:

Bei den Abbildungen 11, 12, 15, 16, 17, 18, 20, 22 und 24 wird jeweils eine Ubersichts-
aufnahme (100fache Vergrofierung, Messbalken 200 um) und eine Aufnahme in 400facher
Vergrofserung (Messbalken 50 um) gezeigt. Die Beurteilung der immunhistologischen Prépa-
rate wurde bei 400facher VergroRerung durchgefiihrt. Bei den Abbildungen 9, 10, 13, 14, 19,
21 und 23 handelt es sich ebenfalls um Aufnahmen in 400facher VergréRerung (Messbalken
50 um).
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4 ERGEBNISSE

4.5 Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen beziiglich der klinischen Ein-
teilung in Grade der Parodontalerkrankung, des histologisch ermittelten Entziindungs-
grades und des Klinisch ermittelten Gingivitisindex

Die mit dem Programm BMDP4F durchgefiihrte zweidimensionale Haufigkeitsauszahlung
ergab einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der klinischen Einteilung der
Patienten gemaR dem Grad der Parodontalerkrankung und dem histologischen Entziindungs-
grad. Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman rs betrug hierbei 0,5484 mit einem p-
Wert < 0,0001. Abbildung 25 zeigt die grafische Darstellung der zweidimensionalen Haufig-
keitsauszéhlung.
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Abbildung 25: Grafische Darstellung der zweidimensionalen Haufigkeitsauszahlung
zwischen dem histologischen Entziindungsgrad und der klinischen Einteilung in Grade

der Parodontalerkrankung

Legende zu Abbildung 25:

Die Flache der Kreise représentiert die Anzahl der Tiere, die jeweils einen bestimmten histologischen Entziindungsgrad (x-
Achse) und einen bestimmten klinischen Grad der Parodontalerkrankung (y-Achse) aufweisen.

Es konnten durch mit dem Programm BMDP3D durchgefiihrte Rangkorrelationsanalysen und
die anschlieBend durchgefiihrte Bonferroni-Holm-Prozedur folgende statistisch signifikante
Zusammenhéange ermittelt werden:
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4.5.1 MMP-2

Es besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunhisto-
logischen Signal von MMP-2 in Entzlindungszellen der subepithelialen und mittleren Lamina

propria und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad.

4.5.2 MMP-3

Es besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunhisto-
logischen Signal von MMP-3 in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria und
dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad.

4.5.3 MMP-8

Es besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunhisto-
logischen Signal von MMP-8 in der subepithelialen Lamina propria in ihrer Gesamtheit sowie
in Entzlindungszellen der subepithelialen Lamina propria und dem histologisch ermittelten

Entzuindungsgrad.

4.5.4 MMP-9

Es besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunhisto-
logischen Signal von MMP-9 in der subepithelialen und mittleren Lamina propria in ihrer
Gesamtheit sowie in Entziindungszellen der subepithelialen und mittleren Lamina propria und
dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad.

455TIMP-1

Statistisch signifikante Zusammenhénge konnten nicht ermittelt werden.

45.6 TIMP-2

Statistisch signifikante Zusammenhénge konnten nicht ermittelt werden.

Eine graphische Darstellung der statistisch signifikanten Untersuchungsergebnisse findet sich
in Form von Box-and-Whisker-Plots in den Abbildungen 26-34.
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Desweiteren konnten verschiedene statistisch aufféllige, aber im Rahmen der Bonferroni-
Holm-Prozedur nicht signifikante Zusammenhénge festgestellt werden, sowie verschiedene
knapp nicht auffallige oder fraglich auffallige Zusammenhénge. Bei einer Reihe von Unter-
suchungen konnte zudem kein Zusammenhang festgestellt werden.

Statistisch signifikante Zusammenhénge bestehen lediglich zwischen dem immunhisto-
logischen Signal der MMPs und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad. Mit der
klinischen Einteilung in Gruppen gemdR dem Grad der Parodontalerkrankung konnten im
Rahmen der statistischen Auswertung einige auffallige und fraglich aufféllige statistische
Zusammenhange festgestellt werden. Mit dem klinisch ermittelten Gingivitisindex bestehen
ebenfalls nur aufféllige, knapp nicht aufféllige und fraglich aufféllige statistische Zusammen-
hange.

Bei der Untersuchung von faserassoziierten, also extrazellularen Signalen im
Alveolarknochenbereich konnten im Rahmen der statistischen Auswertung keine statistisch
signifikanten Zusammenhénge festgestellt werden.

Eine Ubersicht iiber samtliche Untersuchungsergebnisse findet sich in den Tabellen 11-21 im

Anhang.
MMP-2: Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen*
Scorel: Score 2:

E 2

LR 8 -
4 e H H
g —_ — g :
3 8 ;

8 - ] - :

- -

o 4 L L o 4 _ R

T T T T T T T T
gesund ggr Entz mgr Entz hgr Entz gesund ggr Entz mgr Entz hgr Entz

Entzindungsgrad Entziindungsgrad

Abbildung 26: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2

von MMP-2 an der Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen“

pathohistologischen Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 26:

ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung
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MMP-2: Lokalisation , mittlere Lamina propria Entziindungszellen*

Scorel: Score 2:
E 2 -
8 8 |
[ ; @
2 - g '
3 : 3 :
8 § ‘ R ;
e i 3 | 2 i i i
o o — o - —_

T T T T T T T T
gesund ggrEntz mgr Entz hgr Entz gesund ggr Entz mgr Entz hgr Entz

Entziindungsgrad Entziindungsgrad

Abbildung 27: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2

von MMP-2 an der Lokalisation , mittlere Lamina propria Entziindungszellen” und dem
pathohistologischen Entziindungsgrad
Legende zu Abbildung 27:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung
MMP-3: Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen”
Scorel: Score 2:
e 2 -
e e
3 3
] w
°l T T T T ° T T T T
gesund gor Entz mgr Entz hgr Entz gesund ggr Entz mgr Entz hgr Entz
Entzindungsgrad Entzindungsgrad

Abbildung 28: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-3 an der Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen® und dem
pathohistologischen Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 28:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung
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MMP-8: Lokalisation ,subepitheliale Lamina propria gesamt”

Scorel: Score 2:

core
Score

20
1
20
1

o 4 JE— R — o - —_ R

T T T T T T T T
gesund ggr Entz mgr Entz hgr Entz gesund ggr Entz mgr Entz hgr Entz

Entzindungsgrad EntzUndungsgrad

Abbildung 29: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-8 an der Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria gesamt* und dem pathohistologischen
Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 29:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung

MMP-8: Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen*

Scorel: Score 2:
2 g4
8 8
® ®
5
3 3
8 g

10
L
0
1

S =]

o - — S e — .

T T T T T T T T
gesund ggrEntz mgr Entz hgr Entz gesund ggrEntz mgr Entz hgr Entz

Entzindungsgrad Entziindungsgrad

Abbildung 30: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-8 an der Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen” und dem
pathohistologischen Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 30:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung

74



4 ERGEBNISSE

MMP-9: Lokalisation ,subepitheliale Lamina propria gesamt”
Score1: Score 2:
8+ P
Q- - Q-
o s
o ~ 7 o o~
g 8
8 $
° @
. ; ER i
o _ ! : ! o 4 I I N I
T T T T T T T T
gesund ggrEntz mgr Entz hgr Entz gesund ggr Entz mgr Entz hgr Entz
Entziindungsgrad Entzindungsgrad

Abbildung 31: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-9 an der Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria gesamt* und dem pathohistologischen
Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 31:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung

MMP-9: Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen”

Scorel: Score 2:
8 T 8 D
8 84
2 E & T
: &4 o : 81 o
&
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Abbildung 32: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-9 an der Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen” und dem
pathohistologischen Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 32:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung
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MMP-9: Lokalisation , mittlere Lamina propria gesamt”
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Abbildung 33: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-9 an der Lokalisation , mittlere Lamina propria gesamt” und dem pathohistologischen

Entziindungsgrad
Legende zu Abbildung 33:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung

MMP-9: Lokalisation , mittlere Lamina propria Entziindungszellen”
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Abbildung 34: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-9 an der Lokalisation , mittlere Lamina propria Entziindungszellen” und dem
pathohistologischen Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 34:
ggr Entz = geringgradige Entziindung; mgr Entz = mittelgradige Entziindung; hgr Entz = hochgradige Entziindung
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4.6 Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen beziiglich des Kollagenfaser-
gehaltes
Die Untersuchung mit dem Programm BMDP3D ergab einen statistisch signifikanten Zu-

sammenhang zwischen zunehmender Verdnderung im Kollagenfasergehalt und dem histo-
logisch ermittelten Entziindungsgrad (siehe Abbildung 35). Der Rangkorrelationskoeffizient
nach Spearman rs ergab hierbei 0,7043 mit einem p-Wert < 0,0001.

hgr.

mgr.

gaar.

Histologischer Entziindungsgrad

physiolog.

T T T
unverandert fokal verandert insgesamt verandert

Kollagenfasergehalt

Abbildung 35: Darstellung des Zusammenhangs zwischen zunehmender Verénderung

im Kollagenfasergehalt und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad

Legende zu Abbildung 35:

physiolog. = physiologisch; ggr. = geringgradige Entziindung; mgr. = mittelgradige Entziindung; hgr. = hochgradige
Entziindung

Es konnten durch mit dem Programm BMDP3D durchgefiihrte Rangkorrelationsanalysen und
die anschlieRend durchgefiihrte Bonferroni-Holm-Prozedur folgende statistisch signifikante

Zusammenhéange ermittelt werden:
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4.6.1 MMP-2
Es besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunbhisto-
logischen Signal von MMP-2 in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria und

der zunehmenden Veranderung im Kollagenfasergehalt.

4.6.2 MMP-3

Statistisch signifikante Zusammenhénge konnten nicht ermittelt werden.

4.6.3 MMP-8

Es besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunhisto-
logischen Signal von MMP-8 in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria und
der zunehmenden Verénderung im Kollagenfasergehalt.

4.6.4 MMP-9

Es besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunhisto-
logischen Signal von MMP-9 in der subepithelialen und mittleren Lamina propria in ihrer
Gesamtheit sowie in Entzindungszellen der subepithelialen Lamina propria und der zuneh-
menden Verénderung im Kollagenfasergehalt.

4.6.5TIMP-1
Statistisch signifikante Zusammenhange konnten nicht ermittelt werden.

4.6.6 TIMP-2
Statistisch signifikante Zusammenhénge konnten nicht ermittelt werden.

Eine graphische Darstellung der statistisch signifikanten Untersuchungsergebnisse findet sich
in Form von Box-and-Whisker-Plots in den Abbildungen 36-40.

Desweiteren konnten verschiedene statistisch aufféllige, aber im Rahmen der Bonferroni-
Holm-Prozedur nicht signifikante Zusammenhange festgestellt werden, sowie verschiedene
knapp nicht auffallige oder fraglich auffallige Zusammenhénge. Bei einer Reihe von Unter-
suchungen konnte zudem kein Zusammenhang festgestellt werden.
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Bei der Untersuchung von faserassoziierten, also extrazelluldren Signalen im Alveolar-
knochenbereich konnten im Rahmen der statistischen Auswertung keine statistisch signifi-

kanten Zusammenhange festgestellt werden.

Eine Ubersicht tiber sémtliche Untersuchungsergebnisse findet sich in den Tabellen 22-26 im

Anhang.

Eine Ubersicht tber samtliche Untersuchungsergebnisse inklusive ihrer Rangkorrelations-
koeffizienten nach Spearman, der zugehdrigen p-Werte und der Werte fiir a-Bonf.Holm findet
sich in den Tabellen 27-31 im Anhang. Die Legende zu den Tabellen 27-31 findet sich im
Anschluss an die Tabelle 31.

MMP-2: Lokalisation ,subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen*
Score 1: Score 2:

Q- 2

8- 2 1
L 14
3 —T 8 —
8 ! ;

& : 8 ‘

e - =

o 4 S o 4 i

. T : . . T
unveréndert fokal verandert insgesamt veréndert unveréndert fokal veréndert insgesamt verandert
Kollagenfasergehalt Kollagenfasergehalt

Abbildung 36: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-2 an der Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entzindungszellen“ und dem
Kollagenfasergehalt
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MMP-8: Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen*
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Abbildung 37: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-8 an der Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen“ und dem

Kollagenfasergehalt
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Abbildung 38: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-9 an der Lokalisation ,, subepitheliale Lamina propria gesamt“ und dem Kollagenfasergehalt
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MMP-9: Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen*
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Abbildung 39: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2

von MMP-9 an der Lokalisation , subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen” und dem
Kollagenfasergehalt
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Abbildung 40: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den immunhistologischen Scores S1 und S2
von MMP-9 an der Lokalisation ,, mittlere Lamina propria gesamt* und dem Kollagenfasergehalt
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5 Diskussion

Wie aus der Literaturiibersicht zu ersehen, ist die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen bei der
Parodontitis des Menschen bereits gut untersucht. Verschiedene Studien zeigen einen Zu-
sammenhang zwischen erhdhtem MMP-Spiegel bzw. erhdhter MMP-Aktivitdt und
parodontaler Erkrankung (MAKELA et al., 1994; KUBOTA et al., 1996; SOELL et al., 2002;
EJEIL et al., 2003; BEKLEN et al., 2006; KUBOTA et al., 2008; RAI et al., 2008; DONG et
al., 2009; HERNANDEZ RiOS et al., 2009).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, ob &hnliche Zusammenhénge auch
bei der Parodontitis des Hundes vorliegen. Ebenso wird untersucht, in welchen Zellen der
kaninen Gingiva MMPs und TIMPs nachgewiesen werden kdnnen.

Zum Nachweis von Matrix-Metalloproteinasen in der gingivalen Schleimhaut sind verschie-
dene Methoden, beispielsweise die Immunhistologie, aber auch die PCR, Western-Blot-
Verfahren und in situ-Hybridisierung beschrieben (TERVAHARTIALA et al., 2000;
SCHWARZ et al., 2007; COROTTI et al., 2009; OYARZUN et al., 2010; PAULA-SILVA et
al., 2010; HARDY et al., 2012). Mittels Zymographie kann die Aktivitdt von Matrix-
Metalloproteinasen nachgewiesen werden (EJEIL et al., 2003; KIM et al., 2013). In der vor-
liegenden Arbeit wurde ein immunhistologisches Nachweisverfahren gewahlt, da dieses gut
geeignet ist, um die einzelnen MMP-exprimierenden Zellen darzustellen.

5.1 Modalitaten der Probenentnahme

Die Modalitéten der Probenentnahme orientieren sich daran, dass es sich bei den untersuchten
Tieren um Patienten der Klinik fiir Kleintiere, Chirurgie, der Justus-Liebig-Universitat han-
delt, und nicht etwa wie in anderen Untersuchungen um Versuchstiere (SCHROEDER und
LINDHE, 1975; SVANBERG et al., 1982; KRYSHTALSKY!/ et al., 1986; LINDHE et al.,
1992; BIANCU et al., 1995; SCHWARZ et al., 2007; PAULA-SILVA et al., 2010) oder um
Sektionsgut (HAMP und LINDBERG, 1977). Aus Tierschutzgriinden beschrankt sich die
Probenentnahme pro Tier somit auf maximal drei Gingivabioptate mit einem Durchmesser
von 3 mm. Da in einzelnen Fallen hochgradig entziindete Schleimhaut bei der Proben-
entnahme starke Quetschartefakte erlitt, wurden auch jeweils Proben aus makroskopisch
unverandertem Gewebe (Lokalisation a) und aus dem Ubergangsbereich (Lokalisation c)
entnommen. Die so gewonnenen Gewebeproben wurden flir Folgeuntersuchungen asserviert
bzw. konnten in den Fallen, in denen sich die Probe aus der Lokalisation b als nicht auswert-

bar erwies, herangezogen werden.
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Die Wahl der Probenentnahmestelle richtet sich zudem nach der GréRe der Mundhdhle der
untersuchten Hunde: Bei sehr kleinen Rassen, beispielsweise einem Chihuahua oder einem
Yorkshire Terrier, ist eine Probenentnahme mittels der verwendeten Biopsiestanze auf Hohe
der Zahne 110, 210, 311 und 411 nicht ohne Verletzungsgefahr fiir das Tier mdglich, so dass
in diesen Fallen auf eine Beprobung der genannten Lokalisationen zugunsten weiter rostral
gelegener Areale verzichtet wurde.

Der Einsatz von im Kliniksalltag vorgestellten Patienten birgt neben den genannten Ein-
schrankungen bei der Probennahme jedoch auch den Vorteil, dass es sich um ein praxisnahes,
heterogenes Patientengut handelt. Das Vorhandensein eventueller rassespezifischer Be-
sonderheiten wird somit ausgeglichen.

Die Ein- und Ausschlusskriterien fiir die untersuchten Hunde sind angelehnt an entsprechende
Untersuchungen aus der Humanmedizin (BEKLEN et al., 2006; MARCACCINI et al., 2009;
OYARZUN et al., 2010). Auch die Auswahl der untersuchten MMPs und TIMPs orientiert
sich an der humanmedizinischen Literatur (MAKELA et al., 1994; MEIKLE et al., 1994;
KUBOTA et al., 1996; TERVAHARTIALA et al., 2000; SOELL et al., 2002; EJEIL et al.,
2003; BEKLEN et al., 2006; KUBOTA et al., 2008; RAI et al., 2008).

5.2 Klinische Untersuchung und histologische Untersuchung von HE-geférbten
Préparaten
Die Einstufung der untersuchten Tiere in die Gruppen 0-4 gemadR dem Grad der

Parodontalerkrankung setzt sich aus den Befunden der Kklinischen und radiologischen Unter-
suchung zusammen. Da das Gesamtbild der Befunde der Mundhéhle des jeweiligen Patienten
entscheidend fur die Einstufung in eine Gruppe ist, wurden nicht intraorale Einzelzahn-
aufnahmen (EICKHOFF, 2012), sondern Ubersichtsaufnahmen der vier Kieferquadranten
sowie des rostralen Ober- und Unterkiefers angefertigt.

Eine Beeinflussung der zu untersuchenden Matrix-Metalloproteinasen durch die eingesetzten
Anéasthetika und Analgetika soll durch das einheitliche Regime (Diazepam, Atropinsulfat,
Ketamin, Xylazin, Isofluran, Infusion mit Vollelektrolytldsung, Verabreichung von NSAIDs
erst unmittelbar nach erfolgter Probenentnahme) vereinheitlicht werden.

Im Rahmen der statistischen Auswertung kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
klinischen Einteilung der Patienten in Gruppen geméaR dem Grad der Parodontalerkrankung
und dem histologisch feststellbaren Entziindungsgrad der Gingiva gezeigt werden. Somit liegt

eine gute Ubereinstimmung zwischen klinischer und histologischer Untersuchung vor. Bei der
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klinischen Einteilung der Patienten in Gruppen gemaR dem Grad der Parodontalerkrankung
wird die klinische Untersuchung der Mundhohle durch Adspektion und Untersuchung mittels
Parodontalsonde mit der radiologischen Untersuchung kombiniert. Dies stellt sich als sensib-
ler dar, als die ausschlieBliche Beurteilung von Rétung, Schwellung und Blutungsneigung der
Gingiva zur Ermittlung des Gingivitisindex. Zudem gilt, dass das Vorliegen einer Gingivitis
nicht zwangsldufig mit dem Vorliegen einer Parodontitis korreliert (EICKHOFF, 2005;
GORREL, 2006).

Die statistische Auswertung im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigt zudem einen signifi-
kanten Zusammenhang zwischen zunehmender Veranderung im Kollagenfasergehalt und dem
histologisch ermittelten Entziindungsgrad.

EJEIL und Mitarbeiter (2003) untersuchen den Zusammenhang zwischen der Gewebs-
expression von Matrix-Metalloproteinasen und ihrer Inhibitoren und dem Verlust von
Kollagenfasern in kultivierten Gingivaproben von Patienten mit gering- bis hochgradiger
Gingivitis im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe. Die Gruppeneinteilung erfolgt hier
gemaR dem modifizierten Gingivitisindex nach LOE und SILNESS (1963). Auch EJEIL und
Mitarbeiter (2003) stellen einen statistisch signifikanten Kollagenfaserverlust der erkrankten
Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe fest. In der Untersuchung von EJEIL
und Mitarbeitern (2003) erfolgen sowohl eine Hamatoxylin-Eosin-Férbung als auch eine
Kollagenfaserfarbung mit Picrosiriusrot nach JUNQUEIRA und Mitarbeitern (1979). In der
eigenen Untersuchung werden Verénderungen im Kollagenfasergehalt hingegen nur am HE-
Schnitt ermittelt.

5.3 Immunhistologische Untersuchungen

In der Literatur ist beim Menschen ein Zusammenhang zwischen einer Parodontitis und der
verstérkten Expression bzw. Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen -1, -2, -3, -7, -8, -9 und
-13 beschrieben (MAKELA et al., 1994; KUBOTA et al., 1996; SOELL et al., 2002; EJEIL et
al., 2003; BEKLEN et al., 2006; KUBOTA et al., 2008; RAI et al., 2008; HERNANDEZ
RIOS et al., 2009). Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der eigenen immunhisto-
logischen Untersuchungen von MMP-2, -3, -8 und -9 sowie von TIMP-1 und -2 mit den in der
Literatur beschriebenen Untersuchungsergebnissen verglichen. Da bislang nur wenige ent-
sprechende Untersuchungen beim Hund durchgefiihrt wurden, beziehen sich diese Vergleiche
meist auf beim Menschen durchgefiihrte Studien. Ebenso muss man beriicksichtigen, dass
sich von Studie zu Studie das Spektrum der untersuchten MMPs und TIMPs sowie der Unter-
suchungsschwerpunkt unterscheiden. Teilweise werden, wie oben erwéhnt, auch andere
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Untersuchungsmethoden als die Immunhistochemie herangezogen. Ebenso wird in verschie-
denen Studien nicht nur die gingivale Schleimhaut, sondern teilweise auch Sulkusflussigkeit
(MAKELA et al., 1994; SOELL et al., 2002; BEKLEN et al., 2006; RAI et al., 2008;
HERNANDEZ RIOS et al., 2009), Gewebewasseriiberstand von Gingivabioptaten (SOELL et
al., 2002), Mundspilfliissigkeit (MAKELA et al., 1994) und Speichel (MAKELA et al., 1994;
RAI et al., 2008) untersucht.

Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung werden im Rahmen der statistischen
Auswertung gemal verschiedener Fragestellungen untersucht. Statistisch signifikante Ergeb-
nisse kénnen bei Zusammenhangen zwischen dem immunhistologischen Signal der unter-
suchten MMPs mit dem histologischen Entziindungsgrad der Gingiva festgestellt werden
sowie bei den den Kollagenfasergehalt betreffenden Untersuchungen.

Mit der klinischen Einteilung in Gruppen gemaR dem Grad der Parodontalerkrankung kénnen
im Rahmen der statistischen Auswertung einige aufféllige und fraglich aufféllige statistische
Zusammenhdnge mit den immunhistologischen Signalen der untersuchten MMPs und TIMPs
ermittelt werden (siehe Tabellen 11 und 12 im Anhang). Mit dem klinisch ermittelten
Gingivitisindex bestehen ebenfalls nur aufféllige (bei MMP-8, siehe Tabelle 18 im Anhang),
knapp nicht aufféllige (bei MMP-3, siehe Tabelle 19 im Anhang) und fraglich aufféllige (bei
MMP-2, siehe Tabelle 20 im Anhang) statistische Zusammenhénge.

5.3.1 MMP-2

In der vorliegenden Arbeit kann ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwi-
schen dem immunbhistologischen Signal von MMP-2 in Entziindungszellen der subepithelialen
und mittleren Lamina propria und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad gezeigt
werden. Zudem besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem
immunhistologischen Signal von MMP-2 in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina
propria und der zunehmenden Verénderung im Kollagenfasergehalt.

Dies lasst schlussfolgern, dass fiir MMP-2 die aufgestelltes Hypothese, dass es bei der Paro-
dontitis des Hundes abhangig vom Schweregrad der Erkrankung zu einer gesteigerten Expres-
sion von Matrix-Metalloproteinasen in der gingivalen Schleimhaut kommt, zutrifft.

MEIKLE und Mitarbeiter (1994) fihren eine Immunfluoreszenz-Darstellung von MMP-2,
sowie von einer nicht naher bezeichneten Kollagenase und einem Stromelysin, von TIMP-1

und von Leukozyten in Gingivagewebe von chronischen humanen Parodontitispatienten
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durch. Sie kénnen die MMPs und TIMP-1 in Lokalisationen nachweisen, in denen histo-
logisch Hinweise auf Gewebeumbauprozesse vorliegen.

Dies passt zur oben beschriebenen verstarkten Expression von MMP-2 in Entziindungszellen
im Zusammenhang mit der zunehmenden Verdnderung im Kollagenfasergehalt und dem
histologischen Entziindungsgrad.

COROTTI und Mitarbeiter (2009) untersuchen in einer experimentellen Studie an Ratten
mittels Immunhistochemie die Expression und das Verteilungsmuster von MMP-2 und MMP-
9 bei der Entstehung der apikalen Parodontitis. Sie weisen in der akuten Phase der
Parodontitisentwicklung (Tag 7-21) eine akute entziindliche Infiltration mit Leukozyten,
insbesondere neutrophilen Granulozyten, nach. Es ist ein deutlich positives immunhisto-
logisches Signal fir MMP-2 und MMP-9 nachzuweisen. In den folgenden experimentellen
Phasen (chronische Phase, Tag 30-90) sind MMP-2 und MMP-9 schwacher nachweisbar, vor
allem in mononukleéren Zellen (Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen; COROTTI et al.,
2009).

Bei Vergleich der vorliegenden Arbeit mit jener von COROTTI und Mitarbeitern (2009) ist
zundchst zu beachten, dass sich sowohl die untersuchten Spezies als auch der Studienaufbau
unterscheiden. Zudem wird bei COROTTI und Mitarbeitern (2009) die apikale Parodontitis,
welche sich von der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Parodontitis in der Pathogenese
unterscheidet, untersucht. Dennoch ist festzuhalten, dass in beiden Untersuchungen bei Vor-
liegen einer parodontalen Erkrankung ein verstérktes immunhistologisches Signal von MMP-
2 beobachtet werden kann. Somit kann, ausgehend von den eigenen Untersuchungs-
ergebnissen und jenen von COROTTI und Mitarbeitern (2009), die Schlussfolgerung gezogen
werden, dass MMP-2 eine wichtige Rolle beim Abbau der extrazelluldren Matrix im Rahmen
von parodontalen Erkrankungen spielt.

MAKELA und Mitarbeiter (1994) vergleichen das Vorkommen, den zelluldren Ursprung
sowie die Aktivitdt von Matrix-Metalloproteinasen bei Parodontitispatienten vor und nach
Therapie mit einer gesunden Kontrollgruppe. In Mundspdlfliissigkeit, im Speichel und in
Sulkusflissigkeit konnen sie zymographisch die Aktivitdt von MMP-2 und -9 nachweisen.
Die Aktivitét dieser Matrix-Metalloproteinasen ist bei Parodontitispatienten im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe erhoéht und sinkt signifikant in  Folge einer
Parodontalbehandlung. Somit kann auch hier die Schlussfolgerung gezogen werden, dass
MMP-2 zur parodontitisassoziierten Gewebszerstérung beitragt.

EJEIL und Mitarbeiter (2003) untersuchen den Zusammenhang zwischen der Gewebs-

expression bestimmter Matrix-Metalloproteinasen (MMP-1, -2, -3, -7, -9 und -13) und ihrer
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Inhibitoren (TIMP-1 und -2) mit dem WVerlust von Kollagenfasern in kultivierten
Gingivaproben von humanen Patienten mit gering- bis hochgradiger Gingivitis im Vergleich
zu einer gesunden Kontrollgruppe. Sie bedienen sich der Zymographie, des Dot-Blot- und des
Western-Blot-Verfahrens. Mittels Zymographie konnen sie eine Zunahme der aktiven Form
von MMP-2 bei einem Kollagenfaserverlust zeigen. Auch diese Untersuchung zeigt also, dass
MMP-2 beim Abbau der extrazellularen Matrix im Rahmen einer Parodontitis eine Rolle
spielt.

DONG und Mitarbeiter (2009) untersuchen beim Menschen die Expression und das Ver-
teilungsmuster von MMP-2 sowie von MMP-1 und von EMMPRIN (Extrazellulérer Matrix-
Metalloproteinase-Induktor). EMMPRIN ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie
und kann die MMP-Synthese unter physiologischen und pathologischen Bedingungen stimu-
lieren (ELLIS et al., 1989; BISWAS et al., 1995). In gesunder Gingiva werden diese Mole-
kiile hauptséchlich im Gingivaepithel exprimiert. Immunhistochemisch kdnnen sie in den
Gingivaepithelzellen und Fibroblasten dargestellt werden. Bei der Parodontitis findet eine
verstérkte Expression von EMMPRIN statt. Diese kann vom Epithel bis ins subepitheliale
Bindegewebe nachgewiesen werden, sowohl in Entziindungszellen (insbesondere
lymphozytére Infiltrate) als auch in Fibroblasten. MMP-1 und -2 zeigen das gleiche Ver-
teilungsmuster (DONG et al., 2009). Eine Untersuchung von MMP-1 und von EMMPRIN
wurde im Rahmen der eigenen Studie nicht durchgefiihrt. Im Rahmen der eigenen Unter-
suchung kann MMP-2 jedoch sowohl in gesunder als auch erkrankter Gingiva in epithelialen
Zellen, Entziindungszellen, Fibrozyten und Fibroblasten sowie in Endothelzellen dargestellt
werden. Statistisch signifikante Zusammenhange finden sich in der eigenen Studie jedoch nur
zwischen dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad bzw. der zunehmenden Verénderung
im Kollagenfasergehalt und dem immunhistologischen Signal von MMP-2 in Entziindungs-

zellen.

5.3.2 MMP-3

In der vorliegenden Arbeit kann ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwi-
schen dem immunhistologischen Signal von MMP-3 in Entziindungszellen der subepithelialen
Lamina propria und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad gezeigt werden. Dies lasst
schlussfolgern, dass MMP-3 bei entzlindlichen Prozessen in der Gingiva des Hundes eine
Rolle spielt.

Statistisch signifikante Zusammenhénge mit der Verdnderung im Kollagenfasergehalt kénnen
in der vorliegenden Arbeit nicht ermittelt werden. Es bestehen jedoch diesbeziiglich statistisch
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auffallige Zusammenhénge im Epithel in seiner Gesamtheit, dem Stratum basale des Epithels
und in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria (siehe Tabelle 23 im Anhang).
Auch die im vorherigen Abschnitt erwéhnte Untersuchung von EJEIL und Mitarbeitern
(2003) kann keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Expression von
MMP-3 und dem Verlust von Kollagenfasern bei der Parodontitis zeigen.

BEKLEN und Mitarbeiter (2006) zeigen in Western-Blot-Untersuchungen von humanen
Parodontitispatienten erhdhte Spiegel von MMP-3 in der Sulkusflissigkeit. In immunhisto-
logischen Untersuchungen von Gingivagewebe stellen sie bei Parodontitispatienten im Ver-
gleich zur einer gesunden Kontrollgruppe eine hohe Zahl von immunhistologisch fir MMP-3
positiven Zellen mit einer deutlichen Signalintensitat dar. Bei den positiven Zellen handelt es
sich in dieser Untersuchung um Fibroblasten- und Makrophagen-ahnliche Zellen (BEKLEN
et al., 2006).

5.3.3 MMP-8

In der vorliegenden Arbeit kann ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwi-
schen dem immunhistologischen Signal von MMP-8 in der subepithelialen Lamina propria in
ihrer Gesamtheit sowie in Entzlindungszellen der subepithelialen Lamina propria und dem
histologisch ermittelten Entziindungsgrad gezeigt werden. Ebenso besteht ein statistisch signi-
fikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem immunhistologischen Signal von MMP-8 in
Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria und der zunehmenden Veranderung im
Kollagenfasergehalt.
Dies lasst schlussfolgern, dass fir MMP-8 die aufgestellte Hypothese, dass es bei der Paro-
dontitis des Hundes abhéngig vom Schweregrad der Erkrankung zu einer gesteigerten Expres-
sion von Matrix-Metalloproteinasen in der gingivalen Schleimhaut kommt, zutrifft.
SCHWARZ und Mitarbeiter (2007) untersuchen histologisch und immunhistologisch den
Verlauf der parodontalen Wundheilung nach nicht-chirurgischer Parodontalbehandlung mit
einem Er:'YAG-Laser (Erbium-Yttrium-Aluminium-oxid-Granat-Laser). Sie verwenden fiinf
an chronischer Parodontitis erkrankte Beagle-Hunde, die immunhistologische Untersuchung
bezieht sich auf MMP-8, Kollagen Typ | und CD68. In dieser Untersuchung wird MMP-8 von
Makrophagen und Plasmazellen des entzlindlichen Infiltrates exprimiert. In Proben, in denen
sich ein verstarktes entzundliches Infiltrat darstellt, findet sich auch ein verstérktes immun-
histologisches  Signal fir MMP-8, insbesondere an Lokalisationen mit aktiver
Alveolarknochenresorption. In Proben mit Zementneubildung zeigt sich hingegen ein schwa-
ches immunhistologisches Signal fiur MMP-8 (SCHWARZ et al., 2007).
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Die verstérkte Expression von MMP-8 in Entzlindungszellen im Zusammenhang mit entziind-
lichen Verénderungen bzw. Verénderungen im Kollagenfasergehalt in der eigenen Unter-
suchung findet somit in der Untersuchung von SCHWARZ und Mitarbeitern (2007) eine
Entsprechung.

Die Untersuchung von BEKLEN und Mitarbeitern (2006) zeigt in Western-Blot-
Untersuchungen von humanen Parodontitispatienten erhéhte Spiegel von MMP-8 in der
Sulkusflissigkeit. RAIl und Mitarbeiter (2008) konnen im Speichel von humanen
Parodontitispatienten signifikant hohere Spiegel von MMP-8 nachweisen als im Speichel von
Gingivitispatienten bzw. einer parodontal gesunden Kontrollgruppe.

5.3.4 MMP-9

In der vorliegenden Arbeit kann ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwi-
schen dem immunhistologischen Signal von MMP-9 in der subepithelialen und mittleren
Lamina propria in ihrer Gesamtheit sowie in Entziindungszellen der subepithelialen und
mittleren Lamina propria und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad festgestellt
werden. Zudem besteht ein statistisch signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem
immunhistologischen Signal von MMP-9 in der subepithelialen und mittleren Lamina propria
in ihrer Gesamtheit sowie in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria und der
zunehmenden Verénderung im Kollagenfasergehalt.

Dies lasst schlussfolgern, dass fur MMP-9 die aufgestelltes Hypothese, dass es bei der Paro-
dontitis des Hundes abhangig vom Schweregrad der Erkrankung zu einer gesteigerten Expres-
sion von Matrix-Metalloproteinasen in der gingivalen Schleimhaut kommt, zutrifft.

Auch in der Literatur sind dhnliche Zusammenhange beschrieben. So zeigen beispielsweise
EJEIL und Mitarbeiter (2003) mittels Zymographie und Dot-Blot-Verfahren eine Korrelation
zwischen Gingivitisgrad bzw. Kollagenfaserverlust und Zunahme von MMP-9. BEKLEN und
Mitarbeiter ~ (2006)  zeigen in  Western-Blot-Untersuchungen ~ von  humanen
Parodontitispatienten erhéhte Spiegel von MMP-9 in der Sulkusflissigkeit. Auch die Unter-
suchung von RAIl und Mitarbeitern (2008) kann mittels ELISA-Technik bei
Parodontitispatienten signifikant héhere Spiegel von MMP-9 in der Sulkusfliissigkeit nach-
weisen als bei gesunden Patienten oder solchen mit Gingivitis. Auch COROTTI und Mit-
arbeiter (2009) konnen in ihrer immunhistochemischen, experimentellen Studie an Ratten in
der akuten und chronischen Phase der apikalen Parodontitisentwicklung ein immunhisto-
logisches Signal fir MMP-9 in Entziindungszellen nachweisen. In der Untersuchung von
MAKELA und Mitarbeitern (1994) ist die Aktivitdt von MMP-9 in Mundspiilfliissigkeit, im
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Speichel und in Sulkusflussigkeit bei Parodontitispatienten im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe erhoht und sinkt signifikant in Folge einer Parodontalbehandlung.

5.3.5 TIMP-1 und TIMP-2

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann zwischen TIMP-1 bzw. TIMP-2 und der klinischen
Einteilung der Patienten in Gruppen gemé&R dem Grad der Parodontalerkrankung, dem histo-
logisch ermittelten Entziindungsgrad, dem Kklinisch ermittelten Gingivitisindex oder dem
Kollagenfasergehalt der histologischen Préparate kein statistisch signifikanter Zusammenhang
ermittelt werden.
Es konnen jedoch verschiedene statistisch aufféllige Zusammenhénge festgestellt werden:
Es liegen statistisch auffallige, negative Zusammenhange zwischen der klinischen Einteilung
der Patienten in Gruppen gemalR dem Grad der Parodontalerkrankung und dem immunhisto-
logischen Signal von TIMP-1 in Zellen des Stratum basale, in Fibroblasten und Fibrozyten
der mittleren Lamina propria und in GefaRendothelien vor (siehe Tabelle 11 im Anhang). Es
besteht ein statistisch auffélliger, negativer Zusammenhang zwischen dem histologischen
Entziindungsgrad und dem immunhistologischen Signal von TIMP-1 in den Zellen des
Stratum basale (siehe Tabelle 15 im Anhang). Es liegt ein statistisch auffélliger, negativer
Zusammenhang zwischen der zunehmenden Veranderung im Kollagenfasergehalt und dem
immunhistologischen Signal von TIMP-1 in den Zellen des Stratum basale vor (siehe Tabelle
23 im Anhang). Es bestehen statistisch auffallige, negative Zusammenhange zwischen der
klinischen Einteilung der Patienten in Gruppen gemal dem Grad der Parodontalerkrankung
und dem immunhistologischen Signal von TIMP-2 in den Zellen des Epithels in seiner Ge-
samtheit, des Stratum basale sowie des Endothels (siehe Tabelle 11 im Anhang). Zudem liegt
ein statistisch auffalliger, positiver Zusammenhang zwischen dem histologischen Entziin-
dungsgrad und dem immunhistologischen Signal von TIMP-2 in den Zellen der mittleren
Lamina propria in ihrer Gesamtheit vor (siehe Tabelle 15 im Anhang).
Aufféllig ist hierbei, dass es mit zunehmender Schwere der Erkrankung zu einer verminder-
ten, wenn auch nicht signifikanten, Expression von TIMP-1 und TIMP-2 kommt. Dies lasst
vermuten, dass bei zunehmender Schwere der Erkrankung eine verminderte Inhibition der
MMPs vorliegt und bestétigt, wenn auch mit Einschrankungen, die initial aufgestellte Hypo-
these.
Eine Ausnahme stellt die Expression von TIMP-2 in den Zellen der mittleren Lamina propria
in ihrer Gesamtheit dar, hier kann bei zunehmendem Schweregrad der Entziindung ein ver-
starktes immunhistologisches Signal festgestellt werden. Ebenfalls aufféllig ist, dass sich die
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genannten Zusammenhange vorwiegend auf das Stratum basale und die GeféRendothelien
beziehen, jeweils einmal auch auf das Epithel in seiner Gesamtheit, die mittlere Lamina
propria in ihrer Gesamtheit und auf Fibroblasten und Fibrozyten in der mittleren Lamina
propria.

Vergleicht man dies mit den untersuchten MMPs (MMP-2, -3, -8 und -9), so findet sich in
Bezug auf die GefdRendothelien in keinem Fall ein statistisch signifikanter oder auffélliger
Zusammenhang. In Bezug auf das Epithel bzw. das Stratum basale des Epithels finden sich
statistisch auffallige, aber nicht signifikante Zusammenhénge lediglich zwischen dem immun-
histologischen Signal von MMP-3 und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad und der
zunehmenden Veranderung im Kollagenfasergehalt.

Die in der Literatur beschriebenen Untersuchungsergebnisse beziiglich der TIMPs bei der
Parodontitis des Menschen sind teilweise widersprichlich.

MEIKLE und Mitarbeiter (1994) kénnen beim Menschen TIMP-1 mittels Immunfluoreszenz
in Bindegewebszellen an Lokalisationen nachweisen, in denen histologisch Hinweise auf
Gewebeumbauprozesse vorliegen.

EJEIL und Mitarbeiter (2003) weisen mittels Dot-Blot-Verfahren eine Korrelation zwischen
der Zunahme von TIMP-1 mit dem Verlust von Kollagenfasern in erkrankter humaner
Gingiva nach. Fir TIMP-2 kénnen keine statistisch signifikanten Zusammenhénge festgestellt
werden. KUBOTA und Mitarbeiter (1996) weisen in von Parodontitis betroffener humaner
Gingiva nicht nur signifikant erhéhte Spiegel der mRNA von MMP-1, -3 und -8 nach, son-
dern auch von TIMP-1. Die Expression von TIMP-1 wird durch bestimmte Wachstums-
faktoren, z.B. Transforming Growth Factor-p (TGF-B) und basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) gefordert (OVERALL et al., 1989; VARGHESE et al., 1995; KUBOTA et al., 1996).
KUBOTA und Mitarbeiter (1996) vermuten, dass diese Wachstumsfaktoren in entziindetem
parodontalen Gewebe vermehrt produziert werden, um somit via TIMP-1 der Gewebs-
zerstorung entgegenzuwirken (KUBOTA et al., 1996). KUBOTA und Mitarbeiter (2008)
untersuchen in einer weiteren Studie die Verdnderung der Genexpression von Matrix-
Metalloproteinasen und ihrer Inhibitoren in der Gingiva von Parodontitispatienten. Nicht nur
MMP-1, -3, -9 und -13 zeigen einen Anstieg bei Parodontitispatienten, sondern auch TIMP-1
und -4. Dies ist jedoch nur im Fall von MMP-1 und TIMP-4 statistisch signifikant. KUBOTA
und Mitarbeiter (2008) zeigen auch eine Imbalance zwischen den MMPs und den TIMPs auf:
Das Verhéltnis von MMPs zu TIMPs verschiebt sich zu Gunsten der MMPs. Somit ist bei
Vorliegen einer Parodontitis das Gleichgewicht von Abbau und Aufbau der extrazellularen

Matrix nicht mehr gewahrt.

91



5 DISKUSSION

Eine verstarkte Expression der TIMPs kann - mit Ausnahme von TIMP-2 in den Zellen der
mittleren Lamina propria in ihrer Gesamtheit - im Rahmen der eigenen Untersuchungen an
kaniner Gingiva nicht beobachtet werden. Allerdings muss beachtet werden, dass in den oben
genannten Studien andere Untersuchungsmethoden als die Immunhistologie zum Einsatz
kommen. Ein Quotient von MMPs und TIMPs wird im Rahmen der eigenen Studie nicht
ermittelt. Eine Imbalance im Sinne einer Zunahme der MMP-Expression und tendenziellen
Abnahme der TIMP-Expression bei zunehmender Schwere der Erkrankung kann jedoch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet werden.

OYARZUN und Mitarbeiter (2010) untersuchen in humaner gingivaler Schleimhaut mittels
Western-Blot die Expression von TIMP-2 sowie von MMP-14 und mittels Immunhistologie
deren zelluldren Ursprung. Sowohl die TIMP-2-Expression als auch die MMP-14-Expression
sind in an Parodontitis erkrankter Gingiva im Vergleich zu gesunder Schleimhaut signifikant
erhoht. Auch das Verhaltnis zwischen MMP-14 und TIMP-2 zeigt sich in parodontal erkrank-
tem Gewebe verdndert: In an Parodontitis erkrankter Gingiva kommt es zu einem statistisch
signifikanten Anstieg des Quotienten. Immunhistologisch kann TIMP-2 in Epithelzellen,
mononukledren Zellen und Fibroblasten dargestellt werden, MMP-14 in Fibroblasten und
Makrophagen. TIMP-2 und MMP-14 kénnen sowohl in erkranktem als auch in gesundem
Gewebe nachgewiesen werden (OYARZUN et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit besteht ebenfalls ein statistisch auffalliger, allerdings nicht
signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem histologischen Entziindungsgrad und
dem immunhistologischen Signal von TIMP-2 in den Zellen der mittleren Lamina propria in
ihrer Gesamtheit. Allerdings bestehen in der vorliegenden Arbeit auch statistisch aufféllige,
negative Zusammenhénge zwischen der Klinischen Einteilung der Patienten in Gruppen
gemé&R dem Grad der Parodontalerkrankung und dem immunhistologischen Signal von TIMP-
2 in den Zellen des Epithels in seiner Gesamtheit, des Stratum basale sowie der
GefaRendothelien. Dies kann in der Untersuchung von OYARZUN und Mitarbeitern (2010)
nicht gezeigt werden, allerdings kommt es hier zu einer Verdnderung des Verhdltnisses von
MMP-14 und TIMP-2 im Sinne einer Verschiebung zu Gunsten von MMP-14,

SOELL und Mitarbeiter (2002) kdénnen hingegen mittels ELISA-Technik zeigen, dass die
Spiegel von TIMP-1 und TIMP-2 in Gewebswasserproben von Gingivabioptaten und der
Sulkusflissigkeit von humanen Parodontitispatienten im Vergleich zu einer parodontal ge-
sunden Kontrollgruppe signifikant erniedrigt sind. Dies korrespondiert mit den eigenen Unter-
suchungsergebnissen. Zu beachten ist allerdings, dass sich sowohl das Untersuchungsmaterial

als auch die Untersuchungsmethoden unterscheiden.
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Zusammenfassend kann man schlussfolgern, dass die Rolle der TIMPs bei der Parodontitis
komplex und teilweise widersprichlich ist. Ob es zu einer vermehrten oder verminderten
Expression kommt, ist moglicherweise abhéngig vom Stadium bzw. der Schwere der Erkran-
kung oder auch von individuellen Faktoren. Auch speziesspezifische Unterschiede sind denk-
bar. Im Rahmen der vorliegenden, die Parodontitis des Hundes betreffenden Arbeit, zeigt sich
zumeist eine negative, jedoch nicht statistisch signifikante Korrelation zwischen der Expres-
sion von TIMP-1 bzw. TIMP-2 und der klinischen Einteilung der Patienten in Gruppen gemaf
dem Grad der Parodontalerkrankung, dem histologischen Entziindungsgrad und der Verén-
derung im Kollagenfasergehalt. Dies I&sst an dieser Stelle eine verminderte Inhibition der
Matrix-Metalloproteinasen durch die TIMPs vermuten und somit ein Fortschreiten der Zersto-
rung des Parodontiums. Andererseits zeigt sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch ein
statistisch auffalliger, positiver Zusammenhang zwischen dem histologischen Entziindungs-
grad und dem immunhistologischen Signal von TIMP-2 in den Zellen der mittleren Lamina
propria in ihrer Gesamtheit. Mdglicherweise ist dies als Gegenregulation auf eine verstarkte

MMP-Expression anzusehen.

5.3.6 MMPs und TIMPs bei der Parodontitis des Hundes

Die in den vorrausgegangenen Abschnitten zitierten Untersuchungen wurden vorwiegend an
vom Menschen stammendem Untersuchungsmaterial durchgefiihrt.
KRYSHTALSKYJ und Mitarbeiter (1986) untersuchen in einer experimentellen Studie an
zwei mannlichen Beagle-Hunden mittels SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis), Fluorographie und histologischen Untersuchungen die
Korrelation von kollagenolytischen Enzymen und ihren Inhibitoren in der Sulkusfliissigkeit
mit klinischen und histologischen Verénderungen. Die Untersuchungen erstrecken sich lber
einen Zeitraum von 5 Monaten, am Endpunkt der Studie werden die Hunde getotet und die
Kiefer fiir die histologische Untersuchung aufbereitet. Die Untersuchung zeigt an Lokalisa-
tionen mit experimentell erzeugter Gingivitis und Parodontitis eine signifikant hohere
kollagenolytische Aktivitat, eine signifikant niedrigere Aktivitat von Kollagenase-Inhibitoren
und eine starkere Produktion von Sulkusflissigkeit als an den Kontroll-Lokalisationen. Die
Studie zeigt auch eine Korrelation zwischen Enzymaktivitat und histologischem Erschei-
nungsbild, also der Infiltration mit Entziindungszellen.
Die kollagenolytische Eigenschaft der von dieser Arbeitsgruppe untersuchten Enzyme l&sst
vermuten, dass es sich hierbei um Matrix-Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren, die TIMPs,
handelt, jedoch werden die untersuchten Enzyme nicht genauer benannt.
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Unterschiede zwischen dieser Untersuchung und der vorliegenden Arbeit finden sich sowohl
in der untersuchten Tierzahl, den Untersuchungsmethoden, dem Untersuchungsmaterial - in
der Untersuchung von KRYSHTALSKYJ und Mitarbeitern (1986) Sulkusfllssigkeit und
histologische Untersuchung der Kiefer postmortem - als auch dem Studienaufbau (experi-
mentell erzeugte Parodontitis versus natlrlich vorkommende Parodontitis). Dennoch
bestétigen die Untersuchungsergebnisse von KRYSHTALSKYJ und Mitarbeitern (1986) die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

In der immunhistologischen Untersuchung von SCHWARZ und Mitarbeitern (2007) zur
parodontalen Wundheilung nach nicht-chirurgischer Parodontalbehandlung mittels Er:YAG-
Laser werden ebenfalls Beagle-Hunde verwendet. Auch hier werden die Tiere zur histo-
logischen Aufarbeitung der Kiefer getdtet. SCHWARZ und Mitarbeiter (2007) kdnnen die
Expression von MMP-8 im Entziindungszellinfiltrat darstellen, insbesondere an Lokalisa-
tionen mit aktiver Alveolarknochenresorption. Auch wenn sich der Studienaufbau von jenem
der vorliegenden Arbeit unterscheidet, kann somit eine Parallele gezogen werden.
PAULA-SILVA und Mitarbeiter (2010) kdnnen in einer immunhistologischen Studie an 15
Hunden zeigen, dass es bei der apikalen Parodontitis an erkrankten, aber unbehandelten Z&h-
nen zur vermehrten MMP-Expression kommt. Allerdings muss beachtet werden, dass es sich
bei der apikalen Parodontitis um ein anderes Krankheitsbild als bei der Parodontitis handelt
und dass sich die Fragestellung dieser Untersuchung von jener der vorliegenden Arbeit unter-
scheidet.

5.3.7 Zusammenspiel der MMPs

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann an verschiedenen Lokalisationen ein &hnliches
Verhalten der untersuchten Matrix-Metalloproteinasen beobachtet werden.

Die immunhistologischen Signale von MMP-8 und MMP-9 weisen in der subepithelialen
Lamina propria in ihrer Gesamtheit einen statistisch signifikanten, positiven Zusammenhang
mit dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad auf. Die immunhistologischen Signale von
MMP-2, -3, -8 und -9 zeigen in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria einen
statistisch signifikanten, positiven Zusammenhang mit dem histologisch ermittelten Entziin-
dungsgrad. Die immunhistologischen Signale von MMP-2 und MMP-9 zeigen in Entziin-
dungszellen der mittleren Lamina propria einen statistisch signifikanten, positiven Zusam-
menhang mit dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad. Zudem weisen die

immunhistologischen Signale von MMP-2, -8 und -9 in Entziindungszellen der
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subepithelialen Lamina propria einen statistisch signifikanten, positiven Zusammenhang mit
der zunehmenden Verénderung im Kollagenfasergehalt auf.

Dies lasst ein Zusammenspiel der genannten MMPs bei der Zerstérung des parodontalen
Halteapparates bei der Parodontitis des Hundes vermuten. Die zuvor bereits zitierten Studien
untersuchen ebenfalls jeweils mehrere MMPs und teilweise auch TIMPs.

COROTTI und Mitarbeiter (2009) kénnen im Rahmen der apikalen Parodontitisentwicklung
bei der Ratte ein deutliches immunhistologisches Signal fir MMP-2 und MMP-9 in den infil-
trierenden Entziindungszellen nachweisen und schlussfolgern, dass diese beiden Matrix-
Metalloproteinasen eine wichtige Rolle beim Abbau der extrazellul&ren Matrix spielen.
MAKELA und Mitarbeiter (1994) weisen zymographisch in Mundspiilfliissigkeit, im Spei-
chel und in Sulkusflissigkeit von Parodontitispatienten eine erhdhte Aktivitdt von MMP-2
und MMP-9 im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe nach. Auch diese Autoren leiten
daraus ab, dass MMP-2 und -9 zur parodontitisassoziierten Gewebszerstérung beitragen.

RAI und Mitarbeiter (2008) vergleichen mittels ELISA-Technik die Spiegel von MMP-2 und
-9 aus Sulkusflissigkeit und MMP-8 aus dem Speichel von humanen Patienten mit Gingivitis
oder Parodontitis mit denen einer parodontal gesunden Kontrollgruppe. Parodontitispatienten
weisen hierbei signifikant hohere Spiegel von MMP-8 und -9 auf, als die beiden Vergleichs-
gruppen, der MMP-2-Spiegel ist hingegen erniedrigt. RAI und Mitarbeiter (2008) stellen eine
Korrelation zwischen den Spiegeln der untersuchten Matrix-Metalloproteinasen mit dem
Schweregrad der klinischen Befunde fest und bezeichnen diese deshalb als potentielle Bio-
marker bei der Diagnose einer Parodontitis oder Gingivitis. Die Bedeutung der untersuchten
Matrix-Metalloproteinasen fir die Gewebszerstérung im Rahmen einer Parodontitis sehen die
Autoren darin begriindet, dass MMP-8 sich durch die Spaltung von Kollagen Typ I und Il
auszeichnet, was bei der parodontitisassoziierten Gewebszerstorung, nicht aber bei
phyiologischen Gewebsumbauprozessen eine Rolle spielt, und dass MMP-2 und -9 in Kombi-
nation nahezu alle Bestandteile der extrazellul&ren Matrix spalten kénnen.

EJEIL und Mitarbeiter (2003) kdnnen mittels Zymographie eine Zunahme der aktiven Formen
von MMP-2 und -9 sowie der pro-Form von MMP-9 bei einem Kollagenfaserverlust zeigen.
Mittels Dot-Blot-Verfahren kdnnen sie ebenfalls zeigen, dass es eine Korrelation zwischen
der Zunahme von MMP-1, -9 und -13 mit dem Verlust von Kollagenfasern in erkrankter
humaner Gingiva gibt. EJEIL und Mitarbeiter (2003) ziehen die Schlussfolgerung, dass diese
Matrix-Metalloproteinasen am Abbau der extrazelluldren Matrix bei der Parodontitis bedeut-
sam sind. Zudem weisen EJEIL und Mitarbeiter (2003) mittels Dot-Blot-Verfahren eine Kor-
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relation zwischen der Zunahme von TIMP-1 mit dem Verlust von Kollagenfasern in erkrank-
ter humaner Gingiva nach.

SOELL und Mitarbeiter (2002) befassen sich genauer mit der Frage, ob es bei einem
Parodontitisschub zu einer Aktivierung von pro-Formen der Matrix-Metalloproteinasen oder
zu einem Ungleichgewicht zwischen den MMPs und ihren Inhibitoren kommt. Sie verglei-
chen die Spiegel, den Anteil der aktiven Formen und die Aktivitat von MMP-1, -2, -3 und -9
sowie die Spiegel von TIMP-1 und -2 im Gewebewasseriiberstand von Gingivabioptaten und
der Sulkusflissigkeit von humanen Parodontitispatienten mit einer parodontal gesunden
Kontrollgruppe. Mittels ELISA-Technik kann ein signifikanter Anstieg aller untersuchter
MMPs in den Gewebswasserproben und der Sulkusfliissigkeit der Parodontitispatienten fest-
gestellt werden. Die Spiegel von TIMP-1 und TIMP-2 in den Gewebswasserproben und der
Sulkusflissigkeit der Parodontitispatienten sind hingegen signifikant erniedrigt. Die Aktivitét
von MMP-1, -2, -3 und -9 ist in Gewebswasserproben und der Sulkusflissigkeit von
Parodontitispatienten im Vergleich zur parodontal gesunden Kontrollgruppe signifikant er-
hoht. Wird der Anteil der aktivierten MMPs in Gewebswasserproben und der
Sulkusflussigkeit von Parodontitispatienten mit dem der Kontrollgruppe verglichen, ergeben
sich jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede. SOELL und Mitarbeiter (2002) zie-
hen daraus die Schlussfolgerung, dass ein Ungleichgewicht zwischen den MMPs und den
TIMPs - genauer gesagt ein Anstieg der MMPs und ein Abfall der TIMPs - flir das Fort-
schreiten einer Parodontitis verantwortlich sind. Dies bestédtigen auch die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit.

5.3.8 Zelluldrer Ursprung der MMP-Produktion

Die gesteigerte MMP-Expression findet in der vorliegenden Arbeit vornehmlich in Entziin-
dungszellen statt, geht also mit entziindlich bedingten Verdnderungen der kaninen Gingiva
einher. Allerdings kann eine MMP-Expression im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nur
in Entzlindungszellen dargestellt werden. Vielmehr ist es so, dass alle untersuchten MMPs
und TIMPs sowohl in gesunder als auch erkrankter Gingiva in epithelialen Zellen, Entziin-
dungszellen, Fibrozyten und Fibroblasten sowie in Endothelzellen immunhistologisch darge-
stellt werden kdénnen. Unterschiede finden sich bei den einzelnen Patienten in der Anzahl
positiver Zellen und der immunhistologischen Signalintensitat. Somit kann auch in der vorlie-
genden Arbeit gezeigt werden, dass MMPs nicht nur bei pathologischen Prozessen eine Rolle
spielen, sondern auch bei physiologischen Zustdnden, wie beispielsweise dem
Gewebsremodelling. Extrazelluldre, faserassoziierte Reaktionen konnen im Rahmen der
96



5 DISKUSSION

vorliegenden Arbeit im Alveolarknochenbereich immunhistologisch zwar gezeigt werden,
statistisch signifikante Zusammenhéange finden sich diesbeztiglich jedoch nicht.

Auch in der Literatur wird die Expression von Matrix-Metalloproteinasen in verschiedenen
Zellpopulationen beschrieben.

PAULA-SILVA und Mitarbeiter (2010) untersuchen in einer immunhistologischen Studie an
15 Hunden die Expression von MMP-1, -2, -8 und -9 bei der experimentell erzeugten apikalen
Parodontitis sowie der folgenden Wurzelkanalbehandlung. An erkrankten, aber unbehandelten
Z&hnen werden in dieser Untersuchung vermehrt MMPs exprimiert. Die MMPs werden vor
allem in mononukleéren Zellen und Fibroblasten exprimiert und nur in geringem MaRe in
neutrophilen Granulozyten. An gesunden Z&hnen exprimieren tber 50 % der Fibroblasten
MMP-1, -2 und -8. An erkrankten Z&hnen exprimieren vorwiegend mononukledre Zellen
MMPs (PAULA-SILVA et al., 2010).

MAKELA und Mitarbeiter (1994) identifizieren mittels in situ-Hybridisierung Granulozyten,
gingivale Keratinozyten und epitheliale Zellen der Speicheldrisen als Produzenten von MMP-
9, MMP-2 weisen sie in Fibroblasten nach.

In der Untersuchung von MEIKLE und Mitarbeitern (1994) handelt es sich bei den MMP-
produzierenden Zellen um Fibroblasten, Makrophagen und Epithelzellen. Aufgrund der ver-
wendeten Antisera kénnen MEIKLE und Mitarbeiter (1994) jedoch nicht zweifelsfrei zwi-
schen Fibroblasten und Makrophagen unterscheiden.

COROTTI und Mitarbeiter (2009) konnen in ihrer immunhistologischen Studie an Ratten
MMP-2 und MMP-9 in infiltrierenden Entziindungszellen (neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen) und Endothelzellen nachweisen. Zudem zeigen
osteoblasten- und osteoklastendhnliche Zellen im Grenzgebiet zwischen periapikalen
Lésionen und Knochengewebe eine schwache MMP-Expression.

In der eigenen Untersuchung erfolgt beziglich letztgenannter Zellpopulationen keine weitere
statistische Auswertung, da sie in den angefertigten Préparaten nur vereinzelt zu finden sind.
Ebenfalls vereinzelt kann eine positive immunhistologische Reaktion nachgewiesen werden.
Um genauere Angaben zur Rolle von Osteoblasten und Osteoklasten bei der Parodontitis des
Hundes zu machen, sind weitergehende Untersuchungen - beispielsweise mit einer modifi-
zierten Form der Probenentnahme oder eine postmortale Gewinnung von Zahn, Zahnhalte-
apparat und angrenzendem Alvolarknochen - notwendig.

TERVAHARTIALA und Mitarbeiter (2000) untersuchen humane Gingivaproben und
Sulkusflissigkeit durch in situ-Hybridisierung, Immunhistologie und Western-Blotting.
MMP-2, -7, -8 und -13 werden im Sulkusepithel exprimiert, MMP-7 und -13 zudem in
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Fibroblasten und Makrophagen und MMP-8 in neutrophilen Granulozyten. Bei an Paro-
dontitis erkrankter Gingiva finden sich mehr MMP-8 und -13 exprimierende Zellen als in
gesunder Gingiva. Ein starker immunhistologischer Nachweis von MMP-8 findet sich in den
intrazelluldren Granula von neutrophilen Granulozyten. Ebenso kann MMP-8 im
Sulkusepithel und  der  subepithelialen  Basalmembran  nachgewiesen  werden
(TERVAHARTIALA et al., 2000).

Unterschiede zur eigenen Untersuchung finden sich in den Untersuchungsmethoden (bei
TERVAHARTIALA und Mitarbeitern (2000) neben der Immunhistologie auch in situ-
Hybridisierung und Western-Blotting) und dem Spektrum der untersuchten MMPs. Eine
Gemeinsamkeit ist jedoch die verstérkte Expression von MMP-8 in Entziindungszellen bei an
Parodontitis erkrankter Gingiva. TERVAHARTIALA und Mitarbeiter (2000) spezifizieren
dies auf die neutrophilen Granulozyten. Auch SCHWARZ und Mitarbeiter (2007) weisen in
ihrer immunhistologischen Untersuchung zur parodontalen Wundheilung an Beagle-Hunden
MMP-8 im makrophagen- und plasmazellreichen Entziindungszellinfiltrat nach. In der
eigenen Untersuchung werden neutrophile Granulozyten, Makrophagen, Plasmazellen und

Lymphozyten unter dem Oberbegriff Entziindungszellen zusammengefasst.

5.3.9 Inhibition von Matrix-Metalloproteinasen als mdglicher Therapieansatz bei der
Parodontitis und anderen Erkrankungen

Das Ziel der Erforschung der Matrix-Metalloproteinasen muss natiirlich ein therapeutischer
Nutzen sein. Da Matrix-Metalloproteinasen entscheidend zur Gewebszerstérung im Rahmen
der Parodontitis beitragen, ist ihre Inhibition ein interessanter Ansatzpunkt bei der
Parodontitistherapie.

Tetracycline besitzen, unabhéngig von ihrer antimikrobiellen Wirkung, die Fahigkeit, die
Aktivitdt von Matrix-Metalloproteinasen zu hemmen (GOLUB et al., 1994). Verschiedene
humanmedizinische Studien untersuchen den Einsatz von Doxycyclin oder des halb-
synthetischen Tetracyclinderivats Minocyclin bei der Parodontitistherapie (GOLUB et al.,
1997; BASEGMEZ et al., 2011; GILOWSKI et al., 2012).

Da die bei der chronischen Parodontitis fortschreitende Zerstérung des Zahnhalteapparates
zum Grof3teil durch die (berschiefende Immunabwehr des betroffenen Organismus und
weniger durch direkte mikrobielle Wirkungen hervorgerufen wird, richten sich aktuelle
Therapieansatze an eine Modulation der Wirtsantwort. Chemisch modifizierte Tetracycline
(CMTs) sind Derivate der Tetracycline, die in der Humanmedizin als mdgliche

Behandlungsoption der Parodontitis angesehen werden. CMTs modulieren die Immunantwort
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eines Wirtsorganismus, eine antimikrobielle Wirkung fehlt ihnen jedoch, so dass es nicht zur
Entwicklung einer resistenten Bakterienflora oder unerwiinschter gastrointestinaler
Nebenwirkungen kommt. Die Wirkung der CMTs beruht auf der Hemmung pathologisch
erhdhter Spiegel von Matrix-Metalloproteinasen und Entzindungsmediatoren. Die
Knochenresorption wird durch Beeinflussung von Osteoblasten und eine apoptotische
Wirkung auf Osteoklasten gehemmt (AGNIHOTRI und GAUR, 2012). AufRer dem
potentiellen Einsatz von CMTs als MMP-Inhibitoren in der Parodontitistherapie gibt es auch
entsprechende Untersuchungen zu ihrem mdglichen Einsatz bei der rheumatoiden Arthritis,
bei Diabetes mellitus-assoziierten Erkrankungen oder als Metastasierungsinhibitoren bei
verschiedenen Krebserkrankungen (AGNIHOTRI und GAUR, 2012).

Einschrénkend ist hierzu jedoch zu sagen, dass bislang trotz intensiver Forschung zur Ent-
wicklung von MMP-Inhibitoren bei verschiedenen Krankheitsbildern des Menschen
Doxycyclin in subantimikrobieller Dosierung zur Behandlung der Parodontitis der einzige
Ansatzpunkt ist, der sich auch in der klinischen Testphase als erfolgreich und ausreichend
sicher erwiesen hat. Dennoch werden die MMPs in der Humanmedizin als nach wie vor viel-
versprechendes Ziel bei der Therapie einer Vielzahl von Krankheitsbildern angesehen, wobei
heutzutage das Hauptaugenmerk auf der Entwicklung und Erforschung von selektiven MMP-
Inhibitoren liegt (DORMAN et al., 2010; SHI et al., 2012)

Beziiglich der Tierart Hund gibt es ebenfalls Untersuchungen zum Einsatz von Doxycyclin im
Rahmen der Parodontitistherapie.

ZETNER und ROTHMULLER (2002) zeigen, dass die lokale Applikation des Doxycyclin-
haltigen Periozeutikums Doxyrobe® (Pfizer) in Zahnfleischtaschen des Hundes gegeniiber
einer alleinigen Kdirretage der Taschen zu einer signifikanten Verringerung des
Gingivitisindex, der Zahnfleischtaschentiefe und des Attachmentverlustes flihrt. Ebenso
nimmt die subgingivale Plaquemenge signifikant ab. Allerdings ist Doxyrobe® derzeit in
Deutschland nicht mehr zugelassen und erhdltlich. Ein entsprechendes humanmedizinisches
Praparat ist Atridox® (Tolmar GmbH). Ob dieses Praparat neben seiner antimikrobiellen
Wirkung auch einen Einfluss auf Matrix-Metalloproteinasen hat, ist nicht untersucht, wird
aber diskutiert (JORGENSEN et al., 2004; TOMASI und WENNSTROM, 2004;
ATRIDOX®, 2008; SANDHYA et al., 2011). STAUDACHER (2011) beschreibt als Alter-
native zu speziellen zahnmedizinischen Praparaten die Umwidmung von tetracyclinhaltigen
Augensalben, welche zwei- bis dreimal taglich auf die erkrankte Gingiva appliziert werden

konnen.
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KIM und Mitarbeiter (2013) geben die orale subantimikrobielle Doxycyclindosis beim Beagle
mit 2 mg pro Kilogramm Korpergewicht und Tag an. Bei dieser Dosierung kann ein signifi-
kanter Rulckgang des Attachmentverlustes und der Blutungsneigung der Gingiva beobachtet
werden. Zudem kann bei einer Dosierung von 1 bzw. von 2 mg Doxycyclin pro Kilogramm
Kdorpergewicht und Tag zymographisch ein signifikanter Riickgang der Aktivitat von MMP-2
und MMP-9 im Gingivagewebe beobachtet werden. Die Autoren halten aber vor einem tat-
séchlichen Klinischen, peroralen Einsatz von Doxycyclin zur Behandlung der Parodontitis
beim Hund weitergehende Untersuchungen fir notwendig.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Rolle von MMP-2, -3, -8 und -9 bei der Parodontitis
des Hundes dargelegt werden. Es handelt sich hierbei um grundlegende Erkenntnisse beziig-
lich der Rolle der Matrix-Metalloproteinasen bei der kaninen Parodontitis. Therapiebezogene
Untersuchungen wurden nicht durchgefiihrt. Dennoch kénnen, unter Beriicksichtigung der
bereits vorliegenden Erkenntnisse aus der Veterindr- und Humanmedizin, Matrix-
Metalloproteinasen als ein Ziel der Parodontitisbehandlung angesehen werden. Weiter-
gehende Untersuchungen sind diesbeziglich jedoch notwendig.

In der Humanmedizin ist desweiteren ein Rickgang des MMP-Spiegels bzw. der MMP-
Aktivitat nach parodontaler Therapie beschrieben (MAKELA et al., 1994; MESCHIARI et
al., 2013). Dies wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls nicht untersucht, da der
Studienaufbau nur eine einmalige Beprobung der Patienten vor der parodontalen Behandlung
umfasst. Zur weiteren Abklarung wéren hier weitergehende Untersuchungen im Sinne einer
Beprobung der Patienten vor und nach Therapie notwendig.

5.3.10 Ausblick

In der Humanmedizin ist ein Zusammenhang zwischen der Parodontitis und systemischen
Erkrankungen, z.B. kardiovaskuldren Erkrankungen, Diabetes mellitus, Friihgeburten,
Osteoporose oder respiratorischen Erkrankungen beschrieben (CULLINAN et al., 2009). Der
Zusammenhang zwischen der Parodontitis und kardiovaskuldren Erkrankungen wird
beispielsweise Uber systemische Entziindungsmarker und Matrix-Metalloproteinasen
hergestellt (LOOS et al., 2000; MARCACCINI et al., 2009). Auch firr die Tierart Hund gibt
es Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen einer parodontalen Erkrankung und
kardiovaskuldren Erkrankungen bzw. Verdnderungen an Leber und Nieren herstellen
(PAVLICA et al., 2008; GLICKMAN et al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit werden derartige Zusammenhénge nicht untersucht. Vielmehr wird
bei der Auswahl der untersuchten Hunde darauf geachtet, dass im Rahmen der allgemeinen
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klinischen und labordiagnostischen Untersuchung keine Hinweise auf systemische Erkran-
kungen vorliegen. Um diesbeziiglich eine Aussage treffen zu konnen, sind weitergehende
Untersuchungen notwendig, beispielsweise an einem ungefilterten Patientenkollektiv, durch
Kombination mit einer kardiologischen Untersuchung, Bestimmung des MMP-Spiegels im
Blutplasma oder einer Sektion.

Matrix-Metalloproteinasen kénnten zudem als Biomarker fiir Parodontalerkrankungen genutzt
werden. RATHNAYAKE und Mitarbeiter (2013) fiihren hierzu an 451 freiwilligen Studien-
teilnehmern eine Untersuchung durch. Bei Personen mit hochgradiger Parodontitis sind die
Speichel-Konzentrationen von MMP-8 und 11-1f sowie der Quotient MMP-8/TIMP-1 signifi-
kant erhoht. Diese Biomarker kénnten somit fur Screening-Untersuchungen an groReren
Patientenkollektiven genutzt werden. Bei entsprechendem Bedarf ist ein derartiger Einsatz
auch in der Veterindrmedizin denkbar. Aufgrund der im Vergleich zur Untersuchung von
RATHNAYAKE und Mitarbeitern (2013) mit 57 untersuchten Hunden nur geringen Tierzahl
kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit diesbeziglich jedoch keine Aussage getroffen

werden.
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6 Zusammenfassung

Die Literaturibersicht der vorliegenden Arbeit behandelt die Anatomie der Mundhéhle, der
Z&hne und des Zahnhalteapparates des Hundes sowie die Pathogenese und Bedeutung der
Parodontitis. Im Folgenden werden die Enzymfamilie der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
und ihre Inhibitoren, die TIMPs, vorgestellt sowie ihre Rolle bei der kaninen und humanen
Parodontitis sowie verschiedener weiterer Erkrankungen dargelegt.

Auf Grundlage der vorwiegend humanmedizinischen Literatur wurde folgende Hypothese
aufgestellt: Bei der Parodontitis des Hundes kommt es abh&ngig vom Schweregrad der Er-
krankung zu einer gesteigerten Expression von MMPs und zu einer verminderten Expression
von TIMPs in der gingivalen Schleimhaut.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden 57 Hunde einer klinischen und radiologischen
Untersuchung der Mundhdhle unterzogen. 12 Hunde wiesen eine gesunde Gingiva und ein
gesundes Parodont auf, 20 Hunde eine Gingivitis und 25 Hunde eine gering-, mittel- oder
hochgradige Parodontitis. Von den untersuchten Hunden wurden Gingivabioptate gewonnen
und diese histologisch mittels HE-gefarbter Praparate untersucht. 12 Hunde wiesen eine phy-
siologische Gingiva auf, in den restlichen Fallen konnte eine gering-, mittel- oder hochgradige
Entziindung der gingivalen Schleimhaut festgestellt werden. Die immunhistologische Darstel-
lung von MMP-2, -3, -8 und -9 sowie von TIMP-1 und TIMP-2 erfolgte mittels Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode. Es wurde eine lichtmikroskopische Auswertung der
HE-gefarbten und der immunhistologischen Préparate durchgefiihrt und die Ergebnisse statis-
tisch ausgewertet.

Es bestehen statistisch signifikante, positive Zusammenhénge zwischen dem histologisch
ermittelten Entziindungsgrad und dem immunhistologischen Signal von MMP-8 und MMP-9
in der subepithelialen Lamina propria in ihrer Gesamtheit, dem immunhistologischen Signal
von MMP-2, -3, -8 und -9 in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria, dem
immunhistologischen Signal von MMP-9 in der mittleren Lamina propria in ihrer Gesamtheit
sowie dem immunhistologischen Signal von MMP-2 und MMP-9 in Entziindungszellen der
mittleren Lamina propria. Zudem bestehen statistisch signifikante, positive Zusammenhénge
zwischen Veranderungen im Kollagenfasergehalt und dem immunhistologischen Signal von
MMP-2, -8 und -9 in Entziindungszellen der subepithelialen Lamina propria sowie dem
immunhistologischen Signal von MMP-9 in der subepithelialen und mittleren Lamina propria
in ihrer Gesamtheit.

Die aufgestellte Hypothese, dass es bei der Parodontitis des Hundes abhé&ngig vom Schwere-

grad der Erkrankung zu einer gesteigerten Expression von MMPs in der gingivalen Schleim-
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haut kommt, kann somit fir MMP-2, -3, -8, und -9 an den genannten Lokalisationen bestatigt
werden.

Beziiglich TIMP-1 und TIMP-2 konnen keine entsprechenden statistisch signifikanten
Zusammenhénge festgestellt werden. Es bestehen jedoch an verschiedenen Lokalisationen
statistisch auffallige, negative Zusammenhénge zwischen TIMP-1 bzw. TIMP-2 und dem
klinischen Grad der Parodontalerkrankung, zwischen TIMP-1 und dem histologisch
ermittelten Entziindungsgrad sowie zwischen TIMP-1 und Ver&nderungen im Kollagen-
fasergehalt. AuRerdem besteht ein statistisch auffélliger, positiver Zusammenhang zwischen
dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad und dem immunhistologischen Signal von
TIMP-2 in den Zellen der mittleren Lamina propria in ihrer Gesamtheit.

Die Hypothese, dass es bei der Parodontitis des Hundes abhangig vom Schweregrad der Er-
krankung zu einer verminderten Expression der TIMPs in der gingivalen Schleimhaut kommt,
kann somit mit Einschrédnkungen bestétigt werden.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit die Expression von MMP-
2, -3, -8 und -9 sowie von TIMP-1 und TIMP-2 in der kaninen gingivalen Schleimhaut darge-
stellt wurde. Im Rahmen der Parodontitis kommt es zu einer verstarkten Expression der unter-
suchten MMPs und einer tendenziell verminderten Expression der TIMPs. Es ldsst sich
schlussfolgern, dass es bei Vorliegen einer Parodontitis zu einer tendenziell verminderten
Inhibition der MMPs durch die TIMPs kommt und MMP-2, -3, -8 und -9 zur Zerstorung des

parodontalen Halteapparates bei der Parodontitis des Hundes beitragen.
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7 Summary

The literature section of the present work deals with the anatomy of the canine oral cavity, the
teeth and the periodontium as well as the pathogenesis and relevance of periodontal disease.
Hereafter, the enzyme family of matrix metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors, the
TIMPs, are presented as well as their role in canine and human periodontal disease and
several other diseases.

Based on the literature, originating from human medicine mainly, it was hypothesized that in
canine periodontal disease, depending on severity, an increased expression of MMPs and a
decreased expression of TIMPs in gingival mucosa is present.

In order to verify this hypothesis, the oral cavities of 57 dogs were examined clinically and
radiologically. In 12 dogs, the gingiva and periodontium were unchanged, in 20 dogs, a
gingivitis was present and in 25 dogs, a low, middle or high-grade periodontitis was observed.
Gingival biopsies were obtained from the examined dogs and histologically analyzed via HE-
stained sections. In 12 dogs, the gingiva was physiologic, in the other dogs, a low, middle or
high-grade inflammation of the gingival mucosa was present. The immunohistological
detection of MMP-2, -3, -8, and -9 as well as TIMP-1 and TIMP-2 was performed by avidin-
biotin-peroxidase-complex-technique. A light microscopic evaluation of the HE-stained and
the immunohistological sections was performed and the results were assessed statistically.
Statistically significant, positive correlations were determinded between the histological
degree of inflammation and the immunohistological signal of MMP-8 and MMP-9 in the
subepithelial lamina propria in general, the immunohistological signal of MMP-2, -3, -8 and
-9 in inflammatory cells of the subepithelial lamina propria, the immunohistological signal of
MMP-9 in the mid lamina propria in general as well as the immunohistological signal of
MMP-2 and MMP-9 in inflammatory cells of the mid lamina propria. There are also
statistically significant, positive correlations between changes in collagen fiber content and
the immunohistological signal of MMP-2, -8 and -9 in inflammatory cells of the subepithelial
lamina propria as well as the immunohistological signal of MMP-9 in subepithelial and mid
lamina propria in general.

The postulated hypothesis, that in canine periodontal disease, depending on severity, an
increased expression of MMPs in gingival mucosa is present can therefore be confirmed for
MMP-2, -3, -8, and -9 in the above mentioned localizations.

With regard to TIMP-1 or TIMP-2, respective statistically significant correlations cannot be
determined. However, at several localizations, there are statistically noticeable, negative

correlations between TIMP-1 and TIMP-2 and the clinical degree of periodontal disease,
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between TIMP-1 and the histological degree of inflammation as well as between TIMP-1 and
changes in collagen fiber content. Furthermore, a statistically noticeable, positive correlation
between the histological degree of inflammation and the immunohistological signal of TIMP-
2 in cells of the mid lamina propria in general is present.

The hypothesis that in canine periodontal disease, depending on severity, a decreased
expression of TIMPs in gingival mucosa is present can therefore be confirmed with
limitations.

In summary, it can be noted that the present study displays the expression of MMP-2, -3, -8
and -9 as well as TIMP-1 and TIMP-2 in canine gingival mucosa. In case of periodontal
disease, an increased expression of the named MMPs and a tendentially decreased expression
of TIMPs is present. It can be concluded that in case of periodontal disease, a tendentially
decreased inhibition of MMPs via TIMPs is present and that MMP-2, -3, -8 and -9 are
contributing to the destruction of the periodontium in canine periodontal disease.
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9 ANHANG

9.3 Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs
an_verschiedenen Lokalisationen und der Kklinischen Einteilung der Patienten in
Gruppen (Parodontalerkrankung Grad 0-4, ordinal skaliert)

Tabelle 11: In folgenden Féllen besteht ein statistisch auffalliger Zusammenhang
zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit der klinischen
Einteilung der Patienten in Gruppen

Antikdrper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs,
gegen ermittelt anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman rs
MMP-3: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt
Subepitheliale Lamina Positiv
propria Entzlindungszellen
MMP-8: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt
Subepitheliale Lamina Positiv
propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt
MMP-9: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt
Subepitheliale Lamina Positiv
propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina Positiv
propria Fibrozyten /
Fibroblasten
Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt
Mittlere Lamina propria Positiv
Entzindungszellen
TIMP-1: Stratum basale Negativ
Mittlere Lamina propria Negativ
Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel Negativ
TIMP-2: Epithel gesamt Negativ
Stratum basale Negativ
Endothel Negativ

Statistisch signifikante Zusammenhange konnten in diesen Fallen nicht nachgewiesen werden,
es besteht lediglich ein fraglich statistisch signifikanter Zusammenhang bei der Untersuchung

auf MMP-8 an der Lokalisation ,,Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen®.
132




9 ANHANG

Tabelle 12: In folgenden Fallen bestent ein fraglich

Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit

statistisch __auffalliger

der klinischen Einteilung der Patienten in Gruppen

Antikorper | Lokalisation

gegen ermittelt anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman r;
MMP-2: Subepitheliale Lamina Positiv

propria Entziindungszellen

Subepitheliale Lamina Negativ
propria Fibrozyten /
Fibroblasten

Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt

Tabelle 13: In folgenden Féllen kann kein statistisch auffalliger Zusammenhang
zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit der klinischen

Einteilung der Patienten in Gruppen festgestellt werden

Antikdrper gegen

Lokalisation

MMP-2:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate
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Fortsetzung Tabelle 13:

Antikdrper gegen

Lokalisation

MMP-3:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

MMP-8:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

MMP-9:

Epithel gesamt

Stratum basale

Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulare Infiltrate
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Fortsetzung Tabelle 13:

Antikdrper gegen

Lokalisation

TIMP-1:

Epithel gesamt

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

TIMP-2:

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entzlindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate
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9.4 Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs
an verschiedenen Lokalisationen und dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad

Tabelle 14: In folgenden Fallen besteht ein statistisch auffalliger und_signifikanter
Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit
dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad

Antikdrper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs,
gegen ermittelt anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman rs
MMP-2: Subepitheliale Lamina Positiv
propria

Entzindungszellen

Mittlere Lamina propria Positiv
Entziindungszellen

MMP-3: Subepitheliale Lamina Positiv
propria
Entzlindungszellen

MMP-8: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt

Subepitheliale Lamina Positiv
propria
Entzindungszellen

MMP-9: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt

Subepitheliale Lamina Positiv
propria
Entzlindungszellen

Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt

Mittlere Lamina propria Positiv
Entziindungszellen
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Tabelle 15: In folgenden Féllen besteht ein statistisch auffalliger Zusammenhang
zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit dem histologisch
ermittelten Entziindungsgrad

Antikorper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs,
gegen ermittelt anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman rs
MMP-2: Subepitheliale Lamina propria | Positiv
gesamt
Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt
Perivaskulare Infiltrate Positiv
MMP-3: Epithel gesamt Positiv
Stratum basale Positiv
Subepitheliale Lamina propria | Positiv
gesamt
Mittlere Lamina propria Positiv
Entziindungszellen
MMP-8: Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt
Mittlere Lamina propria Positiv
Entziindungszellen
Perivaskulére Infiltrate Positiv
MMP-9: Subepitheliale Lamina propria | Positiv
Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich Positiv
Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Positiv
Fibrozyten / Fibroblasten
TIMP-1: Stratum basale Negativ
TIMP-2: Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt

Es besteht zudem ein fraglich statistisch signifikanter Zusammenhang bei der Untersuchung

auf MMP-8 an der Lokalisation ,,Mittlere Lamina propria gesamt*.
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Tabelle 16:

In folgendem Fall

9 ANHANG

besteht ein knapp nicht statistisch _auffalliger

Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit
dem histologisch ermittelten Entziindungsgrad

Antikorper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs, ermittelt

gegen anhand des Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman rs

MMP-8: Mittlere Lamina Positiv

propria Fibrozyten /
Fibroblasten

Tabelle 17: In folgenden Fallen kann kein statistisch auffalliger Zusammenhang
zwischen den immunbhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit dem histologisch
ermittelten Entziindungsgrad festgestellt werden

Antikdrper gegen | Lokalisation

MMP-2:

Epithel gesamt
Stratum basale

Endothel

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert

MMP-3:

Endothel

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

MMP-8:

Epithel gesamt
Stratum basale

Endothel

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
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Fortsetzung Tabelle 17:

Antikdrper gegen

Lokalisation

MMP-9:

Epithel gesamt

Stratum basale

Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

TIMP-1:

Epithel gesamt

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

TIMP-2:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

139




9 ANHANG

9.5 Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs
an verschiedenen Lokalisationen und dem klinisch ermittelten Gingivitisindex

Tabelle 18: In folgendem Fall besteht ein statistisch aufféalliger Zusammenhang zwischen
den immunbhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit dem klinisch ermittelten
Gingivitisindex

Antikdrper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs,
gegen ermittelt anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman rs

MMP-8: Alveolarknochenbereich | Negativ
gesamt

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht jedoch nicht.

Tabelle 19: In folgendem Fall besteht ein knapp nicht statistisch auffélliger
Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit
dem Klinisch ermittelten Gingivitisindex

Antikdrper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs, ermittelt
gegen anhand des Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman rs
MMP-3: Mittlere Lamina Negativ
propria Fibrozyten /
Fibroblasten

Tabelle 20: In folgenden Fallen besteht ein fraglich statistisch _auffalliger
Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit
dem klinisch ermittelten Gingivitisindex

Antikdrper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs,
gegen ermittelt anhand des Rangkorrelations-
koeffizienten nach Spearman re
MMP-2: Alveolarknochenbereich Negativ
gesamt
Alveolarknochenbereich Negativ
faserassoziiert
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Tabelle 21: In folgenden Fallen kann kein statistisch auffélliger Zusammenhang
zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit dem klinisch
ermittelten Gingivitisindex festgestellt werden

Antikorper gegen | Lokalisation

MMP-2: Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Perivaskulére Infiltrate

MMP-3: Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

MMP-8: Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate
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Fortsetzung Tabelle 21:

Antikdrper gegen

Lokalisation

MMP-9:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

TIMP-1:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate
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Fortsetzung Tabelle 21:

Antikdrper gegen | Lokalisation

TIMP-2: Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

9.6 Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs
an__verschiedenen Lokalisationen und zunehmender Verdnderung im Kollagen-

fasergehalt

Tabelle 22: In folgenden Fallen besteht ein statistisch auffélliger und signifikanter
Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit
der zunehmenden Verdnderung im Kollagenfasergehalt

Antikorper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs,
gegen ermittelt anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman rs

MMP-2: Subepitheliale Lamina Positiv
propria
Entzlindungszellen

MMP-8: Subepitheliale Lamina Positiv
propria
Entzlindungszellen

MMP-9: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt

Subepitheliale Lamina Positiv
propria
Entzindungszellen

Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt
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Tabelle 23: In folgenden Féllen besteht ein statistisch auffalliger Zusammenhang
zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit der zunehmenden
Veréanderung im Kollagenfasergehalt

Antikorper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs,
gegen ermittelt anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman r,
MMP-2: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt
Mittlere Lamina propria Positiv
gesamt
Mittlere Lamina propria Positiv
Entziindungszellen
Perivaskulare Infiltrate Positiv
MMP-3: Epithel gesamt Positiv
Stratum basale Positiv
Subepitheliale Lamina Positiv
propria Entzlindungszellen
MMP-8: Subepitheliale Lamina Positiv
propria gesamt
MMP-9: Subepitheliale Lamina Positiv
propria Fibrozyten /
Fibroblasten
TIMP-1: Stratum basale Negativ

Es besteht zudem ein fraglich statistisch signifikanter Zusammenhang bei der Untersuchung

auf MMP-3 an der Lokalisation ,,Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen®.

Tabelle 24: In folgenden Fallen besteht ein knapp nicht statistisch auffalliger
Zusammenhang zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit
der zunehmenden Veranderung im Kollagenfasergehalt

Antikdrper | Lokalisation Richtung des statistischen Zusammenhangs, ermittelt
gegen anhand des Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman rs
MMP-3: Subepitheliale Positiv
Lamina propria
gesamt
MMP-8: Perivaskulare Positiv
Infiltrate
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Tabelle 25: In folgendem Fall besteht ein fraglich statistisch auffalliger Zusammenhang
zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit der zunehmenden
Veréanderung im Kollagenfasergehalt

Antikorper Lokalisation | Richtung des statistischen Zusammenhangs, ermittelt anhand
gegen des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman ry
TIMP-1: Epithel Negativ

gesamt

Tabelle 26: In folgenden Fallen kann kein statistisch auffalliger Zusammenhang
zwischen den immunhistologischen Scores der MMPs und TIMPs mit der zunehmenden
Veréanderung im Kollagenfasergehalt festgestellt werden

Antikorper gegen

Lokalisation

MMP-2:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Muittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert

MMP-3:

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen

Muittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert

Perivaskulare Infiltrate
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Fortsetzung Tabelle 26:

Antikdrper gegen

Lokalisation

MMP-8:

Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert

MMP-9:

Epithel gesamt

Stratum basale

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

TIMP-1:

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Entziindungszellen
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate
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Fortsetzung Tabelle 26:

Antikdrper gegen | Lokalisation

TIMP-2: Epithel gesamt

Stratum basale

Subepitheliale Lamina propria gesamt
Subepitheliale Lamina propria Entziindungszellen
Subepitheliale Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Mittlere Lamina propria gesamt

Mittlere Lamina propria Entziindungszellen
Mittlere Lamina propria Fibrozyten / Fibroblasten
Endothel

Alveolarknochenbereich gesamt
Alveolarknochenbereich Fibrozyten / Fibroblasten
Alveolarknochenbereich faserassoziiert
Perivaskulére Infiltrate

Bei der Untersuchung der Lokalisation Alveolarknochenbereich Entziindungszellen fir
TIMP-2 finden sich nur 7 Beobachtungen, so dass das Ergebnis der Rangkorrelation nicht

verwertbar ist.
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9 ANHANG

9.8 Auswertungsbogen fiir HE-Schnitte

Patient-Nr.

Vorhandene HE-
Schnitte

Datum

HE-Schnitt, Nr.
(VergréRerung 40-400fach)

Qualitat und Auswertbarkeit

Morphologische Beschreibung
1. Epithel
2. Kollagenfasern
3. Alveolarknochen
4. Entziindungszellen
(wo, wie viele)

Infiltrierende Entzlindungszellen

Vorherrschend:

Weitere:

Grad der entziindl. Verénderungen
(sehr ggr, ggr, mgr, hgr)

Pathohistologische Diagnose
(ggr/mgr/hgr,
akute/subakute/chronische,
fokale/multifokale/dissem./diffuse,
eitrige/ulzerative ... Gingivitis)

169




9 ANHANG

Anmerkungen:

Skizze mit Vermerk Uber Kollagenfasergehalt in subepithelialer und mittlerer Lamina propria:

Korrekturen:

170



9 ANHANG

9.9 Auswertungsbogen fiir die Immunhistologie

MMP/TIMP

Patient-Nr.

Datum

HE-Schnitt, Nr.
(VergréRerung 40-400fach)

Qualitat und Auswertbarkeit

Morphologische Beschreibung
5. Epithel
6. Kollagenfasern
7. Alveolarknochen
8. Entziindungszellen
(wo, wie viele)

Infiltrierende Entzlindungszellen

Vorherrschend:

Weitere:

Grad der entziindl. Verénderungen
(sehr ggr, ggr, mgr, hgr)

Pathohistologische Diagnose
(ggr/mgr/hgr,
akute/subakute/chronische,
fokale/multifokale/dissem./diffuse,
eitrige/ulzerative ... Gingivitis)

Positivkontrolle

Negativkontrolle

171




9 ANHANG

Férbeintensitat gesamter Immunhistologie-Schnitt (schwach, mittelstark, stark):

Skizze Immunbhistologie-Schnitt:

Anmerkungen, z.B. Foto:

172
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Immunhistologie-Schnitt
Nr.
(VergroRerung 400fach)

Positive Zellen in:

Zellzahl
(HE-Schnitt)

Anzahl pos. Zellen
(0,1,2,34)

Signalintensitat
(0,1,2,3)

Immunhistologischer
Score

Epithel gesamt

Epithel: Stratum basale

Lamina propria
subepithelial gesamt

Lam. propria subepithelial:

Entziindungszellen

Lam. propria subepithelial:

Fibroblasten/Fibrozyten

Mittlere Lam. propria
gesamt

Mittlere Lam. propria:
Entziindungszellen

Mittlere Lam. propria:
Fibroblasten/Fibrozyten

Endothelien

Perivaskuldre Infiltrate

Alveolarknochenbereich
gesamt

Alveolarknochenbereich:
Entziindungszellen

Alveolarknochenbereich:
Fibroblasten/Fibrozyten

Alveolarknochenbereich:
faserassoziiert

Osteoblasten

Osteoklasten

173




9 ANHANG

9.10 Lésungen und Puffer fiir die Immunhistologie

PBS (Phosphate Buffered Saline, phosphatgepufferte Salzlosung):
40g NaCl

+ 8,89 Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

+ 4950ml Aqua dest.

pH mit ca. 50 ml Natronlauge auf 7,0-7,5 einstellen

DAB (3,3¢-Diaminobenzidine-tetrahydrochloride Dihydrate):
0,1g DAB

Ad 200ml PBS

Auf dem Magnetriihrer mischen

+ 250 pl 30 % H,0,

85 % Ethanol mit 0,5 % H,0..
985 ml 85 % Ethanol und 15 ml 30 % H,0, auf dem Magnetriihrer mischen.

Ziegennormalserum:

Frisches Vollblut fiir 5h im Kihlschrank lagern.

Serum abpipettieren und zentrifugieren (30 min, 190 x G).

Uberstehendes Serum abpipettieren, fir 30 min in ein Wasserbad (56°C) zur Inaktivierung
von Komplementkomponenten.

Portionieren und lagern bei -20°C.
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9.11 Bezugsqguellen von Reagenzien und Antikdrpern

Biologo, Dr. Hartmut Schulthei? e.K., Immunbiologische Produkte, Kronshagen
Aszitesfllssigkeit von nicht-immunisierten Balb/cJ Mé&usen, CL8100

Roth C. GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Essigsaurebutylester (EBE), 4600

Ethanol, vergallt, K928.2

Hamalaunlésung sauer nach Mayer, T865.2
2-Propanol (Isopropanol), 9866.2
Natriumchlorid, P029.2
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, K300.2
Roticlear®, A5381

Roti®-Histokitt 11, T160.2

Roti®-Plast, Gewebeeinbettungsmedium, 6642.6
Rotiprotect®-Nitrilhandschuhe, P777.1
Wasserstoffperoxid, 8070.1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Bovines Serumalbumin (BSA), A-3059
3,3’-Diaminobenzidine-tetrahydrochloride Dihydrate (DAB), 32750
Kaninchenserum, R4505

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
MMP-2 (72kDa Collagenase 1V) Ab-1 (Clone CA-4001)

Triple Point Biologics, Inc., Forest Grove, Oregon, USA
R-HMMP-3:
Rabbit Antibody to Stromelysin-1 (MMP-3); Whole molecule

SPA-MMP-8:

Superpool of domain-specific rabbit polyclonal antibodies to human MMP-8

RM105-MMP9:

Rabbit Antibody to Gelatinase-B (MMP-9); full length MMP-9 Native Protein
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RP3-TIMP1:
Rabbit Antibody to TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases) Carboxyterminal region

RP2-TIMP2:
Rabbit Antibody to TIMP-2 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 2) Loop #1

Vector Laboratories Inc., Burlingame, Kalifornien, USA, tber Biologo, Kronshagen

Biotiniliertes Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin, BA 1000
Biotiniliertes Ziege-anti-Maus-Immunglobulin, BA 9200
Vectastain® Elite® ABC-Kit, PK 6100
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9.12 Bezugsquellen fiir Laborgerate und Zubehor

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH, Edermiinde
Automat-Star Deckgldser flr Mikroskopie (24 x 40 mm)
Starfrost® Objekttrager

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Superfrost®Plus Objekttréager, 041300

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel
Paraffinstreckbad 1052

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode
Zentrifuge Labofuge®A, 2500

Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch
Féarbegerét Leica ST 4040

Microm, Heidelberg
HM 350, halbautomatisches Mikrotom

Medite Medizintechnik, Burgdorf
Objekttrager-Eindeckautomat Promounter RCM 2000

Olympus, Hamburg
Olympus BX 51 Mikroskop, Mikroskopkamera Olympus DP 72
Olympus CX40 Mikroskop

Sartorius AG, Gottingen
Elektronische Prazisionswaage LA 2200P

Thermo Electron GmbH, Dreieich
Shandon Coverplates™, 72110013
Shandon Sequenza® Slide Racks (Einsétze flr Coverplates), 7331017
Pathcentre (Gewebeeinbettungsapparat)
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Vogel GmbH & Co. Kg, GieRen
TissueTec® TEC™ 5, Einbettsystem

9.13 Bezugsquellen von Anaésthetika, Parodontalsonde, Biopsiestanzen und Rd&ntgen-
anlage

Albrecht, Aulendorf
Isoflo®

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Atropinsulfat B. Braun 0,5 mg/ml Injektionslésung

Sterofundin®, Losung zur intravendsen Infusion, 1/1 E

Comet AG, Liebefeld, Schweiz
X-Ray Collimator Type Collimat M

Kai Europe GmbH, Solingen
Einmal-Biopsie-Stanze, Durchmesser 3mm

Medistar® Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg
Ketamin 10% Injektionslésung fiir Hunde und Katzen

Xylazin 2% Bernburg

Ratiopharm GmbH, Ulm
Diazepam-ratiopharm® 10mg/2ml Injektionsldsung

Zoetis Deutschland GmbH, Berlin
Parodontalsonde
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9.14 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1

Abbildung 2

Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7

Abbildung 8

Abbildung 9

Schematische Darstellung eines Zahnes mit seinem
parodontalen Halteapparat (Abbildung modifiziert nach
EICKHOFF, 2008).

Nach Triadan modifiziertes Zahnschema der FDI.
Abbildung 3a: Parodontalsonde (Zoetis).

Abbildung 3b: Untersuchung der Mundhohle mittels
Parodontalsonde.

Abbildung 4a: Einmal-Biopsie-Stanze, Durchmesser 3 mm,
kai Europe GmbH, Solingen.

Abbildung 4b: Entnahme einer Gingivaprobe auf Hohe des
rechten Oberkiefercaninus mittels Biopsie-Stanze.

Das Zellpellet DH82, eine Makrophagen/Monozyten-Zell-
Linie eines disseminierten histiozytdren Sarkoms bei einem
Hund, dient als Positivkontrolle fir MMP-2, MMP-9, TIMP-
1 und TIMP-2. HE-Farbung.

Ein persistent mit dem Onderstepoort-Stamm des kaninen
Staupevirus infiziertes  DH82-Zellpellet  dient als
Positivkontrolle fur MMP-3. HE-F&rbung.

Ein kanines Spindelzellkarzinom der Mamma dient als
Positivkontrolle fur MMP-8. HE-F&rbung.

Im Vergleich dargestellt sind a) eine physiologische Gingiva
mit unverandertem Kollagenfasergehalt, b) eine mittelgradig
entziindete Gingiva mit fokaler Verdrangung bzw.
Auflockerung der Kollagenfasern durch infiltrierende
mononukledre Entziindungszellen (schwarzer Pfeil) und c)
eine hochgradig entziindete Gingiva mit hochgradiger,
generalisierter Verdréangung der Kollagenfasern (gelbe
Pfeile) durch eine hochgradige, diffuse Infiltration mit
vorwiegend mononukledren Entziindungszellen  (weile
Pfeile). HE-Farbung.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
2 im DHB82-Zellpellet. Es zeigt sich ein deutliches,
feingranuléres bis grobkérniges, braunes zytoplasmatisches
Signal in ca. 80-90 % der Zellen.
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Exemplarische Darstellung einer Negativkontrolle der
immunhistologischen  Darstellung (ABC-Methode) von
MMP-2 im DH82-Zellpellet. Es zeigt sich kein spezifisches
Signal. Das gleiche Bild zeigt sich in den Negativkontrollen
von MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
2 in hochgradig entziindeter gingivaler Schleimhaut. Es zeigt
sich ein feingranulares, braunes zytoplasmatisches Signal in
den dargestellten mononukleédren Entziindungszellen.

Exemplarische Darstellung einer Negativkontrolle der
immunhistologischen  Darstellung (ABC-Methode) von
MMP-2 in hochgradig entziindeter gingivaler Schleimhaut.
Es zeigt sich kein spezifisches Signal. Das gleiche Bild zeigt
sich in den Negativkontrollen von MMP-3, MMP-8, MMP-9,
TIMP-1 und TIMP-2.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
3 im persistent infizierten DH82-Zellpellet. Es zeigt sich ein
feingranuléres, teilweise diffus verwaschenes, braunes
zytoplasmatisches Signal in ca. 80 % der Zellen.

Negativkontrolle der immunhistologischen Darstellung
(ABC-Methode) von MMP-3 im persistent infizierten DH82-
Zellpellet. Es zeigt sich kein spezifisches Signal.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
3 in hochgradig entzlindeter gingivaler Schleimhaut. Es zeigt
sich ein klumpiges, braunes zytoplasmatisches Signal in den
dargestellten mononukledren Entziindungszellen.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
8 in einem kaninen Spindelzellkarzinom der Mamma. Es
zeigt sich ein deutliches positives, braunes Signal der
tubul&ren Epithelien.

Negativkontrolle der immunhistologischen Darstellung
(ABC-Methode) von  MMP-8 in  einem kaninen
Spindelzellkarzinom der Mamma. Es zeigt sich kein
spezifisches Signal. Im Epithel sind dunkelbraune
Melaninpigmente vorhanden.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
8 in hochgradig entziindeter gingivaler Schleimhaut. Es zeigt
sich ein feingranulares, braunes zytoplasmatisches Signal in
den dargestellten mononukledren Entziindungszellen.
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Abbildung 19

Abbildung 20

Abbildung 21

Abbildung 22

Abbildung 23

Abbildung 24

Abbildung 25

Abbildung 26

Abbildung 27

Abbildung 28
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Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
9 im DHB82-Zellpellet. Es zeigt sich ein feingranuldres,
teilweise diffus verwaschenes, braunes zytoplasmatisches
Signal in ca. 80 % der Zellen.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von MMP-
9 in hochgradig entzlindeter gingivaler Schleimhaut. Es zeigt
sich ein klumpiges, braunes zytoplasmatisches Signal in den
dargestellten mononukledren Entziindungszellen.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von TIMP-
1 im DHB82-Zellpellet. Es zeigt sich ein schwaches,
feingranuléres, braunes zytoplasmatisches Signal in ca. 80
% der Zellen.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von TIMP-
1in hochgradig entziindeter gingivaler Schleimhaut. Es zeigt
sich ein feingranuléres, braunes zytoplasmatisches Signal in
den dargestellten mononukledren Entziindungszellen.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von TIMP-
2 im DHB82-Zellpellet. Es zeigt sich ein feingranuldres,
teilweise diffus verwaschenes, braunes zytoplasmatisches
Signal in ca. 80 % der Zellen.

Immunhistologische Darstellung (ABC-Methode) von TIMP-
2 in hochgradig entzlindeter gingivaler Schleimhaut. Es zeigt
sich ein feingranuléres, braunes zytoplasmatisches Signal in
den dargestellten mononukledren Entziindungszellen.

Grafische Darstellung der zweidimensionalen Haufigkeits-
auszéhlung zwischen dem histologischen Entziindungsgrad
und der Kklinischen Einteilung in  Grade der
Parodontalerkrankung.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-2 an der

Lokalisation ., subepitheliale Lamina propria
Entziindungszellen * und  dem  pathohistologischen
Entziindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-2 an der
Lokalisation ,, mittlere Lamina propria Entziindungszellen
und dem pathohistologischen Entziindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-3 an der

Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria
Entziindungszellen  und  dem  pathohistologischen
Entzlindungsgrad.
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Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-8 an der
Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria gesamt* und
dem pathohistologischen Entziindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-8 an der

Lokalisation ., subepitheliale Lamina propria
Entziindungszellen”  und  dem  pathohistologischen
Entziindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-9 an der
Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria gesamt” und
dem pathohistologischen Entziindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-9 an der

Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria
Entziindungszellen”  und  dem  pathohistologischen
Entzlindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-9 an der
Lokalisation ,, mittlere Lamina propria gesamt* und dem
pathohistologischen Entziindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-9 an der
Lokalisation ,, mittlere Lamina propria Entziindungszellen*
und dem pathohistologischen Entziindungsgrad.

Darstellung des Zusammenhangs zwischen zunehmender
Veranderung im Kollagenfasergehalt und dem histologisch
ermittelten Entziindungsgrad.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-2 an der
Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria
Entziindungszellen * und dem Kollagenfasergehalt.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-8 an der
Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria
Entziindungszellen “ und dem Kollagenfasergehalt.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-9 an der
Lokalisation ,,subepitheliale Lamina propria gesamt’ und
dem Kollagenfasergehalt.
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Abbildung 40
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Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-9 an der
Lokalisation ., subepitheliale Lamina propria
Entziindungszellen* und dem Kollagenfasergehalt.

Darstellung  des  Zusammenhangs  zwischen  den
immunhistologischen Scores S1 und S2 von MMP-9 an der
Lokalisation ,,mittlere Lamina propria gesamt* und dem
Kollagenfasergehalt.
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