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E. Einleitung

Die Mundhéhle dient in erster Funktion der Nahrungsaufnahme. Dem Aufnehmen,
Zerkleinern und Einspeicheln des Futters (KONIG et al., 2012; THOME, 2004).
Daneben hat sie eine Vielzahl weiterer Aufgaben, wie Kommunikation und Erfassen
der Umwelt, sie dient der Verteidigung bei Auseinandersetzungen und der Fellpflege
(FAHRENKRUG, 2007). All diese Aufgaben kénnen nur bei intakter
Mundhé&hlengesundheit erfolgen. In einer Studie von KYLLAR und WITTER (2005)
zeigen uber 80% der adulten Hunde eine Erkrankung im Bereich der Mundhéhle.
60% der adulten Hunde haben eine Parodontitis. Es handelt sich bei der Parodontitis
um die haufigste Mundhd&hlenerkrankung beim Hund. Die Gesundheit der Maulhéhle
ist auch fir das Wohlbefinden und die systemische Gesundheit der Tiere von
enormer Bedeutsamkeit (FAHRENKRUG, 2007; KYLLAR und WITTER, 2005;
NIEMIEC, 2013).

Die Parodontitis ist eine Erkrankung des Zahnhalteapparates, welche bei
ausbleibender Therapie progressiv verlduft und zur Lockerung der Z&hne und somit
zu Schmerzen und Leiden fuhrt (GORREL, 2006). Ihre Bedeutung wird vom Besitzer
haufig unterschatzt, da viele Tiere trotz hochgradiger oraler Befunde eine ungestorte
Nahrungsaufnahme zeigen und Halitosis von vielen Tierbesitzern nicht als ernst zu
nehmendes Symptom erkannt wird (GORREL, 2006). Bei der Parodontitis handelt es
sich um ein polyfaktorielles entziindliches Geschehen, welches priméar durch
Bakterien bedingt ist (GORREL, 2006). Im Fortschreiten kommt es durch die
wirtseigene Abwehr zum Abbau von Kollagen und zur Osteolyse (NIEMIEC, 2013).
Es gibt verschiedenen Arten von Parodontitiden (chronisch, aggressiv,
nekrotisierend, etc.) (EICKHOFF, 2005). In der vorliegenden Arbeit ist mit
Parodontitis, wenn nicht anders ausgewiesen, die chronische Form gemeint.

Die Parodontitis ist in der Humanmedizin eine weit erforschte Erkrankung, in der
Tiermedizin gibt es bislang wenige Studien. Das Interesse an ihrer Erforschung hat
auf Grund von wirtschaftlichem Interesse und der komplexen medizinischen
Versorgung von Haustieren, vor allem Hund und Katze, in den letzten Jahren
zugenommen. Zudem wurde eine Beziehung zwischen parodontalen Erkrankungen
und anderen Organerkrankungen festgestellt (CULLINAN et al., 2009).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Aktivitdt von Gelatinasen
und Kollagenasen wie z.B. den Matrix-Metalloproteinasen in der gingivalen

Sulkusflussigkeit sollen Aufschluss dariiber geben, ob bei erkrankten Individuen im
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Vergleich zu gesunden bzw. bei verschiedenen Stadien der Erkrankung eine
unterschiedliche Aufregulierung der Proteasen vorliegt. Diese Aufregulierung wird
vermutet, da hier Gewebe um- bzw. abgebaut wird (LEE et al., 1995; KUBOTA et al.,
1996; TERVAHARTIALA et al., 2000; MARCACCINI et al., 2009).

In dieser Studie sollen die gelatinolytische und kollagenolytische Aktivitdt mittels
Aktivitdtsassay sowie das Vorliegen und der Gehalt von ausgewahlten Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) in der gingivalen Sulkusflussigkeit bei zahngesunden
Hunden und bei, in unterschiedlichen Graden, an Parodontitis erkrankten Hunden
mittels ELISA untersucht werden. Eine entsprechende Untersuchung liegt in der
Veterindrmedizin bisher nicht vor.

Wenn die Aufregulierung der MMPs im pathophysiologischen Zusammenhang
nachgewiesen werden kann, ist dies eine Stelle der Pathogenese, an der eine
Ubermafige Aktivitdt von MMPs mit geeigneten Methoden gezielt gehemmt werden
kénnte. Ein Fernziel dieser Arbeit kénnte es also sein eine therapeutische

Anwendung durch die gewonnenen Erkenntnisse zu verbessern.



F. Literaturiibersicht

1 Anatomie der Mundhohle, der Gingiva, der Zahne, des

Zahnhalteapparates und des gingivalen Sulkus

11 Anatomie der Mundhéhle

Die Mundhéhle dient beim Hund wie bei uns Menschen der Nahrungsaufnahme, -
zerkleinerung und - einspeichelung (THOME, 2004; KONIG et al., 2011). Sie ist der
erste Abschnitt des Verdauungstraktes, an den sich die Schlundkopfhéhle, als die
Verbindung zur Speiserdhre, anschlieRt (THOME, 2004; KONIG et al., 2011). Am
Kauvorgang beteiligt sind neben den Zahnen auch die Zunge, die Speicheldriisen,
die Kaumuskulatur und das Kiefergelenk (KONIG et al., 2011).

Die Form und die GréRe der Mundhohle sind rassetypisch. Bei kurzkdpfigen
(brachyzephalen) Hunderassen ist sie kurz und breit, bei langkdpfigen
(dolichocephalen) Hunderassen lang und schmal. Die Mundd&ffnung hingegen stellt
sich rasseubergreifend auf Grund der Zugehdrigkeit zur Ordnung der Raubtiere als
groR dar (THOME, 2004).

Man unterteilt die Mundhdéhle in die eigentliche Mundhéhle (Cavum oris proprium)
und den Vorhof (Vestibulum oris). Diese kommunizieren lediglich interdental und im
Bereich hinter den letzten Backenzdhnen (EVANS und DE LAHUNTA, 2013;
SALOMON, 2015). Der Vorhof ist in Lippen- und Backenvorhof unterteilt und befindet
sich dementsprechend zwischen Lippen bzw. Backen und dem Zahnfleisch samt
Zahnen (THOME, 2004; EVANS und DE LAHUNTA, 2013). Die eigentliche
Mundhéhle ist der Teil, welcher von den Zahnbdgen des Ober- und Unterkiefers
begrenzt wird (THOME, 2004). In ihr befindet sich die Zunge, welche die eigentliche
Mundhohle in geschlossenem Zustand fast vollstandig ausfillt (THOME, 2004;
EVANS und DE LAHUNTA, 2013). Die Begrenzung der Mundhéhle wird zum einen
knéchern gebildet durch die Mandibula, sowie die Maxilla mit den Fortsatzen des
Gaumenbeins (Os palatinum) und des Zwischenkieferbeins (Os incisivum), zum
anderen durch weichgewebige Strukturen wie den weichen Gaumen, die Zunge und
den sublingualen Mundhéhlenboden (EVANS und DE LAHUNTA, 2013).

Die knéchernen Anteile werden von der gut durchbluteten, mehrschichtigen
Mundschleimhaut bedeckt (THOME, 2004; LIEBICH, 2010; KONIG et al., 2011;
SALOMON, 2015). Im Bereich der Zahne werden die Alveolarfortsatze der

Kieferknochen von einem mehrschichtigen, geringgradig verhornten Zahnfleisch
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(Gingiva), einer Modifikation der Mundschleimhaut, bedeckt. Die Gingiva ist, wie
auch die Mundschleimhaut, driisenlos und blassrosa oder teilweise bis vollstandig
pigmentiert. Durch straffe kollagene Fasern besteht eine enge Verbindung zwischen
ihrer Mukosa und dem Periost der Alveolarfortsdtze und dem Zement der Zahne
(ELLENBERGER und BAUM, 1943; THOME, 2004; LIEBICH, 2010; KONIG et al.,
2011; SALOMON, 2015). Es besteht eine unbegrenzte Wundheilung
(ELLENBERGER und BAUM, 1943; SALOMON, 2015).

Beim Hund findet die Speichelproduktion Uber die groflen und die kleinen
Speicheldrisen statt. Zu den GroRen gehoéren dabei die Ohrspeicheldrise, die
Unterkieferspeicheldrise, die Unterzungenspeicheldrisen und die dorsale
Backendriise, welche allerdings in den Vorhof miindet (THOME, 2004; EVANS und
DE LAHUNTA, 2013).

111 Vergleichende Anatomie der Zdhne der Haussdugetiere

Die Summe der Zahne bildet das Gebiss. Die Gebissform steht in enger Beziehung
zum Ernahrungstypus (THOME, 2004; SALOMON, 2015).

Der Kauvorgang wird passiv Uber die Zahne und aktiv Uber die Kaumuskulatur
ausgefiihrt. Die Zahne innerhalb eines Gebisses besitzen je nach Funktion eine
unterschiedliche Form, was als Heterodontie bezeichnet wird (ELLENBERGER und
BAUM, 1943).

Anzahl, Form und Gruppierung der Zdhne sind arttypisch (THOME, 2004). Allen
Arten gemein ist der Aufbau der Zahne, bestehend aus Krone, Wurzel und einem
mehr oder weniger ausgepragtem Hals (STASZYK, 2011; SALOMON, 2015). Die
Krone ist der freie Abschnitt, welcher sichtbar in der Mundhéhle liegt und je nach
Tierart eine unterschiedliche Lange aufweist. Der Hals wird von Zahnfleisch bedeckt
und geht als Einschnirung in die Wurzel tber, welche im kndchernen Zahnfach
(Alveole) von Ober- und Unterkiefer oder Os inzisivum liegt (ELLENBERGER und
BAUM, 1943; THOME, 2004; LIEBICH, 2010). Bei Tierarten ohne brachyodonte
(kurzkronige) Zahne kann die Unterscheidung Krone — Hals — Wurzel nicht an Hand
der Lage der Zahnanteile, sondern nur an Hand der Hartsubstanzen, aus denen sie
aufgebaut sind, getroffen werden (STASZYK, 2011).

Die Lagebezeichnungen unterscheiden sich in der Mundhéhle von denen anderer
Lokalisationen. Somit wird die dem Vestibulum oris zugewandte Flache als Facies
vestibularis (labialis oder buccalis) bezeichnet, die zum Cavum oris proprium

gerichtete Flache im Oberkiefer als palatinal, im Unterkiefer als lingual. Die
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Kontaktfliche zum Gegenspieler wird als Facies occlusalis bezeichnet, die zum
Nachbarzahn als Facies contactus, dabei wird die nach rostral gerichtete Flache als
mesial und die nach kaudal gerichtete Flache als distal bezeichnet (THOME, 2004;
KONIG et al., 2011; STASZYK, 2011; SALOMON, 2015).

Die Zahne bestehen aus drei mineralisierten Materialien. Die Grundsubstanz jedes
Zahnes ist das gelblich-weiRe Zahnbein (Dentinum) (ELLENBERGER und BAUM,
1943). Dieses wird ein Leben lang von Odontoblasten in der Pulpahédhle produziert
und ist eng verwandt mit Knochen (FAHRENKRUG, 2007; STASZYK, 2011). Dentin
ist harter als Knochen. In ihm verlaufen Nervenkandlchen mit freien sensorischen
Nervenendigungen und den Fortsatzen der Odontoblasten (FAHRENKRUG, 2007;
STASZYK, 2011; SALOMON, 2015). Das Dentin bei Zahndurchbruch wird als
Priméardentin bezeichnet, das spater Richtung Pulpahéhle angelagerte Dentin ist
braunlicher, weniger stabil und wird Sekundardentin genannt (SALOMON, 2015). Mit
zunehmendem Alter wird immer mehr Sekundardentin pulpah&hlenwarts gebildet
und es kommt somit zu einer Verkleinerung der Pulpahdhle und der Zahn wird
stabiler (FAHRENKRUG, 2007; KONIG et al., 2011). Das Dentin ist im freien Teil des
Zahnes, der Zahnkrone, von rein weillem Zahnschmelz bedeckt (THOME, 2004;
SALOMON, 2015).

Der Schmelz bildet faltenartige Einkerbungen in das Dentin und bildet somit
schmelzfaltige Zahne oder er sitzt dem Dentin bei schmelzhéckrigen Zahnen
kappenartig auf (ELLENBERGER und BAUM, 1943; THOME, 2004; SALOMON,
2015). Hierbei kénnen zusatzlich schmelzeinhéckrige von schmelzmehrhdckrigen
Zshnen unterschieden werden (ELLENBERGER und BAUM, 1943; THOME, 2004).
Der Zahnschmelz ist die harteste Substanz im Kérper, er ist zellfrei und besteht aus
Schmelzprismen, welche von Ameloblasten in der Fetalentwicklung und den ersten
12-16 Lebenswochen gebildet werden und ist somit nicht regenerationsfahig
(FAHRENKRUG, 2007; LIEBICH, 2010; SALOMON, 2015). Der Schmelz ist vom
Schmelzoberhautchen (iberzogen (THOME, 2004). Dieses ist besonders stabil und
liegt als diinne Schicht der Schmelzoberflache auf (SALOMON, 2015).

Das Dentin ist im Bereich der Zahnwurzel von gelblich-braunem Zahnzement
bedeckt. Dieses ahnelt der Knochensubstanz, ist jedoch nicht durchblutet oder
innerviert und wird von den Zementoblasten gebildet (LINDHE und KARRING, 1999;
THOME, 2004). Das primare Zement wird zusammen mit der Zahnwurzel gebildet,
das sekundére Zement wird im Lauf des Lebens auf der Wurzeloberflache gebildet



und dient der Reparatur von Defekten (LINDHE und KARRING, 1999). Das Zement
geht Uber die Wurzelhaut, Ligamentum periodontale, eine enge Verbindung mit der
Alveolarwand ein (ELLENBERGER und BAUM, 1943). Es dient der Verankerung des
Zahns in der knéchernen Alveole und gehdrt somit zum Zahnhalteapparat
(FAHRENKRUG, 2007).

Im Inneren des Zahns befindet sich die durch das Dentin gebildete Pulpahdhle
(Cavum dentis). Dies ist ein Hohlraum, welcher mit lockerem Bindegewebe,
BlutgefalRen und Nervenfasern ausgefillt ist. Zur Wurzelspitze hin verjingt sich die
Pulpahéhle und bildet einen Wurzelkanal, welcher nach apikal hin gedffnet den Aus-
bzw. Eintritt von Nerven und GeféRen ermdéglicht (ELLENBERGER und BAUM, 1943;
THOME, 2004; STASZYK, 2011). Bei den meisten Tierarten ist die Pulpahohle
zunachst weit, mit fortschreitendem Alter kommt es zur Bildung von Sekundardentin
und Verkleinerung der Pulpahdhle, sodass nur noch ein feiner Wurzelkanal bleibt
oder die gesamte Pulpah&hle von Dentin ausgefillt ist (ELLENBERGER und BAUM,
1943). Die Nerven treten auRerdem, in feinen Nervenkanélen liegend, in das Dentin
tiber (KONIG et al., 2011). Im Laufe des Lebens kommt es zu einer unterschiedlich
starken Abnutzung der verschiedenen Mineralschichten (ELLENBERGER und
BAUM, 1943).

1.1.1.1 Nomenklatur

In der Tiermedizin werden die Zahne mit Hilfe des Zahnschemas nach Triadan
(1972) und Floyd (1991) benannt (STASZYK, 2011). Das Zahnschema nach Triadan
und Floyd benutzt eine Abfolge von je drei Ziffern, um einen Zahn zu benennen. Die
erste Ziffer bezeichnet den Kieferquadranten. Die Zahl ,1“ steht flir den rechten
Oberkiefer, die Zahl ,2“ fur den linken Oberkiefer, die Zahl ,3“ flr den linken
Unterkiefer und die Zahl ,4“ fir den rechten Unterkiefer. Die folgenden zwei Ziffern
stehen fur den jeweiligen Zahn und bezeichnen mit 01 jeweils den ersten
Schneidezahn. Im Zahnbogen nach distal wird dann fortlaufend gezahlt. Bei den
Milchzdhnen verwendet man an Stelle der Ziffern 1-4 die Ziffern 5-8 fur die
Kieferquadranten (STASZYK, 2011). Das Schema dient sowohl der Befunderhebung

als auch der Dokumentation.



1.1.2 Anatomie der Hundezdhne

1.1.21  Aufbau des Hundegebisses

Bei der Tierart Hund gibt es grof3e rassetypische Unterschiede, welche sich nicht nur
auf die Form des Gebisses beziehen, sondern auch auf die Anzahl und die Stellung
der Zahne. So kann die Mundhdhle kurz sein, mit eng stehenden Z&hnen
(brachyzephale Tiere), sehr lang (dolichozephale Tiere) oder auch durchschnittlich
(mesozephale Tiere) (THOME, 2004). Bei den brachyzephalen Rassen kommt es
haufig zu Zahnfehlstellungen wie Kulissenbildung (Querstellung der Zahne), vor
allem im Bereich der P3 und P4, teilweise fehlen Z&hne auch vollstandig (THOME,
2004; GORREL, 2006).

Das Gebiss des Hundes besteht aus schmelzhéckrigen Zahnen mit kurzer Krone und
langer Wurzel mit abgeschlossenem Wachstum, was als Brachyodontie bezeichnet
wird (THOME, 2004). Hunde haben ein heterodontes Gebiss, man unterscheidet je
nach Gebissregion und Funktion die Schneidezéhne, die Eckzéhne und die vorderen
und hinteren Mahlzédhne (SALOMON, 2015).

Die Schneidezahne (Dentes incisivi) (11-13) sind in jedem Quadranten als
Dreiergruppe vorhanden. Sie liegen am weitesten rostral im Os incisivum der Maxilla
bzw. in der Mandibula. Sie lassen sich deutlich in Zahnkrone, Zahnhals und Wurzel
gliedern. Die GroRe der Inzisiven nimmt von mesial nach distal zu, die des Os
inzisivum sind gréRer, als die Unterkieferschneidezahne. Die Schneidezdhne sind in
ihrer Krone mehr oder weniger gelappt (BEZUIDENHOUT, 2003; THOME, 2004;
SALOMON, 2015). Der dritte Schneidezahn im Oberkiefer ist anndhernd dreieckig
geformt und seine Wurzelspitze reicht nah an die Nasenhdhle (BEZUIDENHOUT,
2003; THOME, 2004).

Die Eckzéhne (Dentes canini) (C) sind die langsten Zahne, die im Gebiss
vorkommen. Beim Hund sind sie kraftig ausgebildet und werden als Fangzdhne
bezeichnet (SALOMON, 2015). Es fehlt die ausgepragte Einziehung im Bereich des
Zahnhalses. Sie sind einwurzelig, wobei die Wurzeln deutlich l&dnger sind als die
Kronen und mit ihren Spitzen bis Uber die Alveolen des ersten und zweiten
Pramolaren hinweg reichen (THOME, 2004; SALOMON, 2015). Die
Oberkiefereckzahne sind etwas kraftiger und ihre Wurzeln sind lediglich durch eine
zarte Knochenlamelle von der Nasenhohle getrennt (BEZUIDENHOUT, 20083;
THOME, 2004). Die Zahnkronen zeigen eine geringgradig bogenférmige Krimmung

nach distal. Die Eckzdhne des Unterkiefers gleiten bei Kieferschluss in das Diastema
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zwischen drittem Inzisivus und Caninus des Oberkiefers (BEZUIDENHOUT, 2003;
THOME, 2004).

Vier Pramolaren (Dentes praemolares) (P1 bis P4) kommen beim Hund in jedem
Quadranten in Ober- und Unterkiefer vor. Diese Zahne zeigen eine deutliche
Gliederung in Krone, Basalwulst (Cingulum) und kraftige Wurzeln (THOME, 2004).
Die Pramolaren nehmen von mesial nach distal an GréRe zu (SALOMON, 2015). Die
ersten Pramolaren haben eine geringe GréRRe und sind einwurzelig. Die weiter distal
befindlichen zweiten und dritten Pramolaren des Ober- und Unterkiefers und auch
die vierten Pramolaren des Unterkiefers sind zweiwurzelig. Sie zeigen eine seitliche
Abflachung, nehmen somit eine ldngsovale Form an und besitzen eine dreihéckrige
Krone. Der vierte Pramolar des Oberkiefers besitzt drei Wurzeln, welche
mesiobukkal, distobukkal und mesiopalatinal liegen. Seine Krone besitzt
dementsprechend drei Hocker. Er ist der kraftigste Zahn im Hundegebiss (THOME,
2004).

Bei Hunden befinden sich auf jeder Seite des Oberkiefers zwei Molaren (Dentes
molares) (M1, M2), im Unterkiefer auf jeder Seite je drei Molaren (M1 bis M3). Die
Molaren nehmen nach distal an Grofke ab (THOME, 2004; SALOMON, 2015). Der
M1 im Unterkiefer ist ein kraftiger Zahn. Er hat zwei Wurzeln und tragt einen
gréBeren mesialen und einen kleineren distalen Hocker. Dagegen ist der M2 des
Unterkiefers von deutlich geringerer GroRe, aber ebenfalls zweiwurzelig. Der
darauffolgende M3 ist noch kleiner ausgepragt, besitzt nur eine Wurzel und hat
keinen Gegenspieler im Oberkiefer (THOME, 2004). Der M1 des Oberkiefers ist
kraftig ausgepragt und hat drei Wurzeln. Der palatinale Anteil bildet eine
Okklusionsflache. Der distal folgende M2 ist kleiner, dreiwurzelig und mit einer
flachhdckrigen Kauflache ausgestattet (THOME, 2004).

Als funktionelle Z&hne werden die Reiflzédhne und die Fangzéhne bezeichnet. Diese
machen das Carnivorengebiss aus. Sie sind in jedem Fall erhaltungswirdig. Die
Reilzdhne werden von dem vierten Pramolaren im Oberkiefer und dem ersten
Molaren im Unterkiefer als Antagonisten gebildet (ELLENBERGER und BAUM,
1943). Es handelt sich um tuberkulosektoriale Zahne, welche die Grundlage fir das
schneidende (sekodonte) Gebiss des Hundes bilden. Bei Kieferschluss gleitet der
Oberkieferreilzahn Uber die bukkale Flache des UnterkieferreiRzahns und kann

dabei die Beutestlicke zerkleinern, was der Vorbereitung des Schluckaktes dient



(SALOMON, 2015). Die kraftigen Eckzéhne werden auch als Fangzahne bezeichnet
und dienen dem Beutefang bzw. dem Ergreifen der Nahrung.

Hunde haben 42 Zahne im adulten Gebiss. Das Gebiss ist bilateral symmetrisch
aufgebaut, die Zahnformel setzt sich je Kieferhalfte wie folgt zusammen:

31 1C 4P 2M =42Zshne

31 1C 4P 3M
(SALOMON, 2015; THOME, 2004).

1.1.2.2 Okklusion im Hundegebiss

Physiologischerweise  zeigt das Hundegebiss eine  Anisognathie. Der
Unterkieferzahnbogen ist schmaler als der Oberkieferzahnbogen was zur Folge hat,
dass bei Kieferschluss die palatinale Flache der Oberkieferzdhne entlang der
vestibularen Flache der Unterkieferzahne entlanggleitet. Dies duf3ert sich vor allem
im Bereich der ReilRzahne, wo es zu schneidenden Kaubewegungen kommt, indem
die palatinale Flache des vierten Oberkiefer Pramolaren beim Kauvorgang in Kontakt
mit der bukkalen Flache des ersten Molaren im Unterkiefer steht. Man spricht von
einem sekodonten Gebiss. Die Kaubewegung ist allein vertikal (THOME, 2004;
SALOMON, 2015).

Die physiologische Okklusion besteht in einem Scherenbiss. Dabei stehen bei
geschlossenem Kiefer die labialen Flachen der Unterkieferschneidezdhne hinter den
palatinalen Flachen der Oberkieferschneidezdhne. Der Eckzahn im Unterkiefer trifft
genau in die Licke zwischen Oberkiefer Eckzahn und dem dritten Schneidezahn.
Der erste Seitenzahn ist der erste Pramolar im Unterkiefer. Die vorderen Pramolaren
stehen auch bei Kieferschluss nicht in Kontakt. Die Pramolaren von Ober- und
Unterkiefer sind so angeordnet, dass ein Zahn aus dem Oberkiefer in den Bereich
zwischen zwei Zdhnen des Unterkiefers beiRt (BEZUIDENHOUT, 2003; THOME,
2004).

Der M1 des Oberkiefers okkludiert zum Teil mit dem M1 und mit dem M2 im
Unterkiefer. Der M3 bleibt ohne Antagonisten (THOME, 2004).

1.1.2.3  Dentition

Haussaugetiere sind diphyodont, sie bilden zwei Generationen an Zéhnen aus. Es
kommt zu einem einmaligen Wechsel der jugendlichen Milchzahne (Dentes decidui)
zu den bleibenden Z&hnen (Dentes permanentes) des Ersatzgebisses, welches als
Ersatz fur die Milchzahne dient oder auch Zahne enthélt, welche nur einmalig
durchbrechen (ELLENBERGER und BAUM, 1943; THOME, 2004; SALOMON,
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2015). Schneidezahne, Eckzahne und die vorderen Backenzéhne haben, bis auf den
ersten Pramolaren, alle Vorlaufer im Milchgebiss. Die Molaren haben keine Vorlaufer
im Milchgebiss (THOME, 2004; SALOMON, 2015).

Das Milchgebiss des Haushundes besteht aus 28 Zahnen, welche feiner und spitzer
sind als die permanenten Zéhne (THOME, 2004; EICKHOFF, 2012; SALOMON,
2015). Die Wurzeln sind insgesamt schwécher. Zahndurchbruch und -wechsel
erfolgen schrittweise und rassespezifisch, allerdings bestehen auch individuelle
Unterschiede. Bei kleineren Hunderassen kommt es spater zum Zahnwechsel und
dieser ist haufiger mit Problemen wie Michzahnpersistenz verbunden (THOME,
2004; EICKHOFF, 2012). Das Milchgebiss ist als Kauapparat voll funktionstiichtig
und durch seine geringere Zahnanzahl den kleineren Kieferverhéltnissen angepasst
(THOME, 2004; SALOMON, 2015). Die Milchzdhne dienen als Platzhalter fir die
bleibenden Zahne (SALOMON, 2015).

Die Zahnformel im Milchgebiss lautet wie folgt:

31 1C 3P = 28 Zahne

31 1C 3P

(KONIG et al., 2011).

113 Anatomie des Zahnhalteapparates

Der Begriff Zahnhalteapparat oder Parodontium bezeichnet alle Strukturen, die der
Verankerung des Zahnes in der Alveole dienen. Er setzt sich aus dem Zahnfleisch,
dem parodontalen Ligament, dem Wurzelzement und dem periostausgekleideten
Zahnfach des Alveolarknochens zusammen (GORREL, 2006; LIEBICH, 2010;
SALOMON, 2015).

Das Wurzelzement dient als zahneigene Struktur der Verankerung des Zahns im
Zahnfach (FAHRENKRUG, 2007). Eine genauere Beschreibung erfolgte bereits in
Kapitel 1.1.1. Der Parodontalspalt (Desmodontalspalt) ist lokalisiert zwischen dem
Wourzelzement des Zahnes und dem Alveolarknochen. Dieser Spalt verschmalert
sich durch die lebenslange Zementproduktion mit zunehmendem Alter. Im
Parodontalspalt befindet sich das Parodont, welches je nach Author als Ligamentum
periodontale (STASZYK, 2011), als Desmodont (BUCHER und WARTENBERG,
1997) oder als Periodontium oder Wurzelhaut (LIEBICH, 2010) bezeichnet wird.

Die Wurzelhaut besteht aus Bindegewebe, Fibroblasten, Nerven und parodontalen
Blutgefalken (BUDDECKE, 1981). Die Fasern des Bindegewebes werden Sharpey-
Fasern (Fibrae cementoalveolares) genannt (BUDDECKE, 1981; SALOMON, 2015).
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Die Sharpey-Fasern sind sowohl im Wurzelzement als auch in der Lamina dura des
Alveolarknochens und der Gingiva verankert (BUDDECKE, 1981; BUCHER und
WARTENBERG, 1997; FAHRENKRUG, 2007). Diese Fasern werden durch
pluripotente  Fibroblasten, Osteoblasten und Zementoblasten gebildet und
untereinander dreidimensional vernetzt. Die eingelagerten pluripotenten Fibroblasten
dienen der Regeneration, der intensive Stoffwechsel ist altersabhangig und wird
durch die Kauaktivitit angeregt (BUDDECKE, 1981; SALOMON, 2015). Die
Wourzelhaut ist der einzige dynamische Bestandteil des Zahnhalteapparates. Sie
dient der Aufhdngung des Zahns in der Alveole und ermdglicht eine geringgradige
Beweglichkeit des Zahnes in seinem Zahnfach (LINDHE und KARRING, 1999;
GORREL, 2006; FAHRENKRUG, 2007; LIEBICH, 2010; STASZYK, 2011;
SALOMON, 2015). Man bezeichnet die Art der Aufhdngung auch als desmodontales
Attachment (GORREL, 2006).

Der faserige Anteil des Zahnhalteapparates besteht zum groften Teil aus kollagenen
Fasern und Oxytalanfasern (BUDDECKE, 1981). Die kollagenen Fasern bestehen
hauptsachlich aus Kollagen Typ | und nur bis zu 20% aus Kollagen Typ Ill (BUCHER
und WARTENBERG, 1997). Auflierdem bilden parodontale BlutgefaBe einen
wichtigen Anteil, sie dienen der Druckdampfung, um Kaukréfte abzuleiten und haben
nutritive Eigenschaften (LIEBICH, 2010; STASZYK, 2011). Es besteht ein hohes
Vermégen zur Reparation und Regeneration (STASZYK, 2011). Durch die
Beteiligung von freien Nervenendigungen kénnen Druck und Schmerz
wahrgenommen werden (LIEBICH, 2010).

Der Alveolarknochen ist dinnwandig und becherférmig in die Kiefer eingelassen. Die
Wand ist durchléchert und erlaubt somit den Durchtritt von Blutgefaen (LIEBICH,
2010; STASZYK, 2011). Radiologisch spricht man auch von der Lamina dura. Der
Alveolarknochen unterliegt permanenten Umbauprozessen, um sich der
tatsachlichen Zahnposition anzupassen, welche sich durch die physiologische
Zahnbewegung stdndig wandelt (STASZYK, 2011; SALOMON, 2015). Der
Alveolarknochen entsteht bei der Zahnentwicklung und wird resorbiert bei
Zahnverlust (LINDHE und KARRING, 1999).

Die Gingiva ist eine Differenzierung der Mundschleimhaut. Man unterscheidet einen
freien und einen befestigten Anteil. Der befestigte Anteil weillt eine Stippelung auf
seiner Oberflache auf (LINDHE und KARRING, 1999). Er geht Uber kollagene
Faserziige eine enge Verbindung mit dem Periost der knéchernen Alveole ein. Die
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befestigte Gingiva liegt wie eine Manschette um den Zahnhals und sitzt im Bereich
der Schmelzzementgrenze (THOME, 2004; FAHRENKRUG, 2007; LIEBICH, 2010;
STASZYK, 2011; SALOMON, 2015). Im Bereich der mukogingivalen Grenze geht sie
in die freie Gingiva und die lose Mundschleimhaut Gber (LINDHE und KARRING,
1999; FAHRENKRUG, 2007). Normalerweise ist sie korallenfarben und ihr Rand
scharf abgegrenzt.

114 Gingivaler Sulkus

Die Gingiva liegt wie eine Manschette um den Zahnhals (BUDDECKE, 1981;
THOME, 2004; LIEBICH, 2010; STASZYK, 2011). Durch die manschettenartige
Verbindung besteht ein Abschluss gegen die Mundhdhle, auBerdem besteht eine
mikrobielle Abwehrfunktion. Durch den hohen Anteil an BlutgefédfRen in der Gingiva,
stellt sich diese als besonders regenerationsfahig dar (STASZYK, 2011).

Zwischen Gingiva und Zahn befindet sich zirkuldr als kleine Vertiefung der gingivale
Sulkus (Sulcus gingivae). Er wird begrenzt von der Zahnoberflaiche mit Saumepithel,
dem oralen Gingivaepithel und dem am Boden des Sulkus befindlichen oralen
Sulkusepithel (BUDDECKE, 1981; STASZYK, 2011; SALOMON, 2015). Der
gingivale Sulkus ist beim Hund physiologischerweise weniger als 3 mm tief. Liegt
keine Plagque vor oder es wird regelmafRig Zahnpflege betrieben, kann die Sulkustiefe
0 mm betragen (NIEMIEC, 2013).

Die Sulkusflissigkeit oder Krevikularfliissigkeit entsteht durch den Ubertritt von
Plasma aus den gingivalen BlutgefdBen in den Sulkus (BUDDECKE, 1981;
STASZYK, 2011). Diese Flussigkeit ist kontinuierlich im Fluss und hat zum einen
Spulfunktion, zum anderen enthélt sie immunologisch aktive Substanzen, wie
Immunglobuline und Leukozyten, welche der parodontalen Abwehr dienen. Die
Sulkusflussigkeit enthdlt andererseits Substrate, welche Mikroorgansimen als
Energiequelle dienen und férdert somit die Plaqueentstehung (BUDDECKE, 1981).
Physiologischerweise wird keine oder kaum gingivale Sulkusflissigkeit produziert
(BUDDECKE, 1981; STASZYK, 2011). Bei mechanischen und mikrobiellen
Reizungen kommt es zu einem vermehrten Blutfluss durch die gingivalen GefalRe
und durch die Permeabilitdtssteigerung zu einem Anstieg der Menge an
Sulkusflussigkeit. Diese erhédlt den Charakter eines entziindlichen Exsudates
(BUDDECKE, 1981). Die Zunahme der Menge an Sulkusflissigkeit wird in der

Humanmedizin als Kriterium zur Messung des Schweregrades einer parodontalen
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Erkrankung genutzt. Bei Erkrankungen des Parodontiums kommt es zuséatzlich zur
Vertiefung des gingivalen Sulkus (STASZYK, 2011).
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2. Parodontale Erkrankungen

21 Die Entstehung einer Parodontalerkrankung

Der Begriff ,Parodontalerkrankung“ bezeichnet entziindliche, durch bakterielle
Plaque hervorgerufene Erkrankungen des Zahnhalteapparates (GORREL, 2006). Es
handelt sich dabei um eine Krankheit mit hoher Pravalenz, an welcher in der
Hundepopulation bis zu 60% der Tiere leiden (KYLLAR und WITTER, 2005). Damit
handelt es sich um die haufigste orale Erkrankung des Hundes (HAMP et al., 1984;
HARVEY, 2005; GORREL, 2006; MARSHALL et al., 2014).

Die Parodontalerkrankung ist eine multifaktorielle Erkrankung (VAN DYKE und
DAVE, 2005; GORREL, 2006). Die Erkrankung kommt weder allein durch die
Anwesenheit einer groBen Menge an Bakterien noch durch die Anwesenheit
bestimmter Bakterienarten bzw. deren Stoffwechselprodukte zustande, sondern es
handelt sich dabei um die Folge der Immunreaktion des Wirtes auf das
Vorhandensein parodontopathogener Erreger (KINANE und LINDHE, 1999). Der
Uberbegriff ,Parodontalerkrankung” umfasst zwei klinische Formen: Dies sind die
Gingivitis, als FrUhstadium der Erkrankung, welche sich verschlechtern und zur
zweiten Form, der Parodontitis, fortschreiten kann (HARVEY, 2005). Warum es bei
manchen Individuen zu einem Fortschreiten der Gingivitis in eine Parodontitis kommt
und bei anderen nicht ist noch nicht vollstandig geklart (KINANE und LINDHE, 1999).
Es handelt sich bei der Entwicklung einer parodontalen Erkrankung um ein
komplexes Geschehen, bei der die Interaktion zwischen Wirt und den
plaquebildenden Bakterien und die Empfénglichkeit des Wirts fur die Erkrankung
eine Rolle spielen. Diese kann erhoht sein durch eine vorliegende Immunschwéche,
eine genetische Pradisposition oder Mangelerndhrung, Stress oder auch
altersbedingt (KINANE und LINDHE, 1999; LOESCHE und GROSSMANN, 2001;
HARVEY, 2005; VAN DYKE und DAVE, 2005; GORREL, 2006; ALBUQUERQUE et
al.,, 2012). Es gibt Studien, die in einer Kolonie von Beagle Hunden trotz gleicher
Umweltbedingungen starke Unterschiede in der Verteilung und dem Schweregrad
einer parodontalen Erkrankung zeigen (PAGE und SCHROEDER, 1976;
SORENSEN et al.,, 1980). Dies spricht fiir eine unterschiedliche individuelle
Empfanglichkeit fur diese Erkrankung.

211 Bakterielle Plaque

Zur Ansammlung und Vermehrung der Bakterien in der Maulhdhle herrschen ideale

Bedingungen, da es hier warm, feucht und dunkel ist. Aulerdem zeigt die
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Zahnoberflache keine Erneuerung und somit ist die Bakterienpopulation in ihrem
Wachstum darauf ungestoért (HARVEY, 2005). Bakterielle Plaque belagert als Biofilm
die Zahnoberflache (GORREL, 2006). Sie besteht vorwiegend aus Bakterien und
deren Stoffwechselprodukten sowie Speichelbestandteilen (GORREL, 2006). Man
unterscheidet supragingivale Plaque und subgingivale Plaque (GORREL, 2006).
Zunachst lagert sich Plaque nur supragingival an, bei ausbleibender Entfernung der
Plaque z.B. durch hausliche Zahnpflege breitet sie sich nach subgingival aus
(GORREL, 2006). Die supragingival befindlichen Bakterien erndhren sich aus
Futterpartikeln, welche sich in der Maulhéhle befinden (GORREL, 2006). Die
subgingivalen Bakterien hingegen beziehen ihre Néhrstoffe aus dem Blut des Wirts
und dem parodontalen Gewebe im Bereich des gingivalen Sulkus (GORREL, 2006).
Es sind diese Bakterien, die fir die Entstehung einer Parodontalerkrankung
verantwortlich sind (LOESCHE und GROSSMANN, 2001).

Der Zahn wird innerhalb von Minuten nach einer Zahnreinigung von Plaque besiedelt
(GORREL, 2006). Die bakteriellen Stoffwechselprodukte ermdglichen eine weitere
Anlagerung von Bakterien (GORREL, 2006). Die ungestorte Plagueakkumulation
allein fuhrt aber nicht zum Abbau parodontaler Strukturen (HAMP et al., 1984). Eine
Parodontitis kann verhindert werden, indem die Zahne regelmafig von Plaque befreit
werden, dies kann durch eine professionelle Zahnreinigung, bestimmte
Nahrungsmittel oder das hausliche Z&hneputzen geschehen (LINDHE et al., 1975;
HAMP et al, 1984; NIEMIEC, 2013). Wenn regelméaRiges Zahneputzen nicht
durchgefiihrt wird, entwickeln die Hunde schnell eine Gingivitis (LINDHE et al., 1975;
MARSHALL et al., 2014). Durch die Gesunderhaltung der Gingiva kann das
Entstehen einer parodontalen Erkrankung verhindert werden (GORREL, 2006).

21.2 Zahnstein

Plaque kann sich zu Zahnstein kalzifizieren, dies findet sowohl supra- als auch
subgingival statt (GORREL, 2006). Der Speichel bei Hunden ist alkalischer als bei
Menschen, daher kommt es schneller zur Zahnsteinbildung (SCHROEDER, 1965;
HAMP et al., 1984; HARVEY, 2005; KYLLAR und WITTER, 2005). Die raue
Oberflaiche des Zahnsteins selbst ist nicht auslésend fiir eine parodontale
Erkrankung (GORREL, 2006). Sie erleichtert aber die Anlagerung weiterer
bakterieller Plaques (SCHROEDER, 1965; HAMP et al., 1984; GORREL, 2006).
LOESCHE und GROSSMANN (2001) stellen im Gegenzug sogar die Hypothese auf,
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dass die Bildung von Zahnstein eine Verteidigungsstrategie des Wirts darstellt, um
bakterielle Lipopolysaccharide von der Gewebsinvasion abzuhalten.

HAMP und Mitarbeiter (1984) entdecken in ihrer Studie Zahnstein bei 83,3% der
Hunde sowie mit steigendem Alter eine Zunahme der Zahnsteinmenge. Das Ausmaf}
an Zahnstein und Parodontitis weisen jedoch nicht immer eine positive Korrelation
auf. Haufig sind aber Lokalisationen mit Zahnstein und Parodontitis ibereinstimmend
(SCHROEDER, 1965; HAMP et al., 1984).

Das Ausmal an Zahnstein wird mit den Graden 0-3 beurteilt. Als Grad 0 wird dabei
ein Zahn ohne Zahnstein festgelegt. Grad 1 ist ein Zahn mit einer geringgradigen
Menge Zahnstein, welcher sich supragingival befindet. Bei Grad 2 liegt mittelgradig
Zahnstein supragingival vor oder geringgradig Zahnstein subgingival. Grad 3 sagt

aus, dass hochgradig Zahnstein supra- und subgingival vorliegt (EICKHOFF, 2005).

21.3 Die Rolle der Bakterien bei einer parodontalen Erkrankung

Bei der Atiologie einer parodontalen Erkrankung gibt es zwei Hypothesen, die
spezifische und die unspezifische Plaquehypothese. Bei der zuerst aufgestellten
unspezifischen Plaguehypothese wird angenommen, dass die Menge der Bakterien
und ihrer Ausscheidungsprodukte, also die Biomasse, zu der Entwicklung einer
Parodontalerkrankung fuhrt (THEILADE, 1986). Mit der Feststellung, dass nicht jede
Gingivitis in einer Parodontitis endet, geht die Postulierung der spezifischen
Plaquehypothese einher. Bei dieser wird davon ausgegangen, dass nur einige
bestimmte anaerobe Keime zu einer Parodontalerkrankung fiihren und dies auch
nur, wenn der Wirt empfanglich ist (THEILADE, 1986; LOESCHE und GROSSMANN,
2001).

Das Keimspektrum ist zu Beginn der bakteriellen Besiedlung der Zahnoberflache vor
allem durch Gram-positive aerobe Keime, zunachst vor allem Kokken, spéater auch
Stabchen, gepragt (THEILADE et al., 1966; HARVEY, 2005). Supragingival kénnen
vor allem Streptokkokken (Streptococcus sanguis) und Actinomyceten (Actinomyces
viscosus) aus der Plaque isoliert werden (LOESCHE und GROSSMANN, 2001;
GORREL, 2006; POLKOWSKA et al., 2014). Mit der Zeit kommt es zur Ansammlung
weiterer Plaques, die Zusammensetzung der Bakterienflora andert sich, der
Sauerstoff wird verbraucht und es kommt subgingival im Bereich des gingivalen
Sulkus zu einer Vermehrung von mikroaerophilen bis hin zu Gram-negativen
anaeroben Bakterien (THEILADE et al., 1966; LOESCHE und GROSSMANN, 2001).

Das Verhéltnis aerobe zu anaeroben Bakterien verschiebt sich zu Gunsten der
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anaeroben Bakterien (GORREL, 2006). Der Wechsel von Gram-positiver zu Gram-
negativer Keimflora legt den Grundstein fiir die Parodontitis (THEILADE et al., 1966;
LOESCHE und GROSSMANN, 2001; HARDHAM et al., 2005).

In der Veterinarmedizin werden beim Hund vor allem schwarz pigmentierte anaerobe
Bakterien aus parodontalen Taschen isoliert, allen voran Katalase-positive
Porphyromonas Spezies, welche als auslésende Keime fir eine parodontale
Erkrankung bekannt sind (ISOGAI et al., 1989; HARDHAM et al., 2005). Es handelt
sich um einen Gram-negativen Keim. In einer Studie von HARDHAM und
Mitarbeitern (2005) kénnen als schwarz pigmentierte anaerobe Keime aus dem
gingivalen Sulkus von an Parodontitis erkrankten Hunden am hé&ufigsten
Porphyromonas salivosa, denticanis und gulae identifiziert werden. Die Ergebnisse
stimmen mit denen von ISOGAI und Mitarbeitern (1989) Gberein, die Porphyromonas
spp. mit parodontalen Erkrankungen des Hundes in Verbindung bringen. Diese
Keime verfliigen Uber bestimmte Mechanismen, um sich dem Immunsystem des
Wirts zu entziehen. Sie erhalten Nahrstoffe aus der gingivalen Sulkusflissigkeit
(GORREL, 2006). Porphyromonas gingivalis, der wichtigste pathogene Keim bei der
humanen Parodontitis, findet sich beim Hund hingegen nicht (HARDHAM et al.,
2005). Zu den am haufigsten bei der Parodontitis des Hundes isolierten anaeroben
Keimen gehoren aulRerdem Prevotella spp., Fusobacterium spp., und Spirochéaten
(GORREL, 2006).

Im Gegensatz zu den vorgenannten Studien steht die Aussage von POLKOWSKA
und Mitarbeitern (2014), die bei einer Parodontitis aus der parodontalen Tasche am
haufigsten Staphylococcus spp. und Streptococcus spp. isolieren. Sicher ist, dass es
sich bei einer parodontalen Erkrankung um eine polymikrobielle Infektion handelt
(LOESCHE und GROSSMANN, 2001; POLKOWSKA et al., 2014).

21.4 Die Rolle des Inmunsystems bei einer parodontalen Erkrankung

Die Entstehung und das Voranschreiten einer parodontalen Erkrankung sind zwar
primar abhangig von der Anwesenheit der bakteriellen Plaque und ihrer Virulenz,
aber es ist die wirtseigene Immunreaktion, die zur Gewebeschadigung fuhrt (KINANE
und LINDHE, 1999; VAN DYKE und SERHAN, 2003). Aus einer Gingivitis muss
keine Parodontitis hervorgehen (LINDHE et al., 1975; HAMP et al, 1984;
MARSHALL et al., 2014), allerdings entsteht eine Parodontitis nie ohne Gingivitis
(HARVEY, 2005).
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Als erste Reaktion des Immunsystems auf die Anwesenheit parodontopathogener
Keime kommt es zur chemotaktischen Anlockung von Neutrophilen (KINANE und
LINDHE, 1999; SCHROEDER und LISTGARTEN, 2000; VAN DYKE und SERHAN,
2003). Das Vorhandensein von Bakterien auf der Zahnoberflache fiihrt somit selbst
in gesundem Zahnfleisch zur Anwesenheit von Neutrophilen (SCHROEDER und
LISTGARTEN, 2000). Es ist noch nicht geklart ob der Wirt allgemein auf die
Anwesenheit der bakteriellen Lipopolysaccharide reagiert oder auf die Anwesenheit
spezifischer Keime und derer Stoffwechselprodukte (LOESCHE und GROSSMANN,
2001). Je mehr Plaque sich sammelt, desto mehr Neutrophile liegen vor. Die
Neutrophilen bilden und entlassen Entzindungsmediatoren, welche zu einer
Vasodilatation fihren und die Entziindungsreaktion in Gang setzen (KINANE und
ATTSTROM, 2005). Es bildet sich eine Gingivitis. Als Verteidigungsmechanismen
gegen die Anwesenheit der Bakterien werden Antikérper gebildet, die Zahl der
Neutrophilen steigt, die Umsetzungsrate des gingivalen Epithels wird erh6ht und es
kommt zur verstérkten Perfusion (SCHROEDER und LISTGARTEN, 2000;
SCHENKEIN, 2006). Dadurch steigt der Sauerstoffgehalt im Gewebe und verhindert
die Invasion anaerober Bakterien. Diese kénnen zwar im Gewebe nachgewiesen
werden, fuhren aber nicht zu Gewebsnekrosen (LOESCHE und GROSSMANN,
2001).

Kommt es zur Einschréankung der wirtseigenen Verteidigungsstrategien, wie einer
Vasokonstriktion, z.B. im Rahmen von Stress, und somit zu einem verminderten
Sauerstoffgehalt im Gewebe, kdnnen sich die anaeroben Keime anreichern und zur
Parodontitis fihren (LOESCHE und GROSSMANN, 2001). Nicht-mikrobielle
Umweltbedingungen kénnen (ber eine Modulation des Immunsystems das
Entstehen einer parodontalen Erkrankung beglinstigen (SCHENKEIN, 2006). Im
entziindeten Gewebe finden sich bei einer fortgeschrittenen Parodontitis dominierend
B-Lymphozyten und Plasmazellen (SCHROEDER und LISTGARTEN, 2000; KINANE
und ATTSTROM, 2005; SCHENKEIN, 2006).

Im Rahmen der Entziindungsreaktion werden wirtseigene Zellen wie Fibroblasten zur
Zytokinproduktion angeregt. Es kommt zur Aktivierung der latenten Formen von
Proteasen wie den Matrix-Metalloproteinasen, diese fihren tber Kollagenabbau zur
Sulkusvertiefung und zur Bildung der parodontalen Tasche (SORSA et al., 1992;
LOESCHE und GROSSMANN, 2001). Die Osteoklastenaktivierung fiihrt zum
Knochenabbau (ISHIKAWA et al., 2007). Der Zahn verliert seine Anhaftung im
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Kiefer, wird locker und fallt letztlich aus. Dieser Vorgang ist mit Schmerzen
verbunden (GORREL, 2006). Der Knochenabbau kann bis zur pathologischen
Kieferfraktur oder zur Bildung oronasaler Fisteln fiihren (HARVEY, 2005; WHYTE et
al., 2013).

Auch die Bakterien bilden Verteidigungsmechanismen aus. Sie verfiigen Uber
verschiedene Mechanismen dem Immunsystem zu entgehen und die Entziindung
aufrecht zu erhalten. So kénnen viele Bakterien in die umgebenden Gewebe
eindringen und sich dort dem Immunsystem entziehen (SCHENKEIN, 2006). Die
Bakterien werden auf diese Weise nicht vernichtet, sondern fiihren zu einer
chronischen Infektion (LOESCHE und GROSSMANN, 2001).

Die Parodontitis ist als ein Ergebnis der Uberreaktion der wirtseigenen Immunabwehr
zu werten (VAN DYKE und SERHAN, 2003; VAN DYKE und DAVE, 2005;
SCHENKEIN, 2006). Parodontale Erkrankungen sind spezifische chronische
Infektionen, welche in Anwesenheit und durch Uberwuchs spezifischer subgingivaler
Keime, vor allem Gram-negativer Anaerobier, entstehen und ermdglicht werden
durch die Empfanglichkeit des Wirtes, welche durch genetische Pradispositionen,
Leukozytendefekte oder andere Modulationen des Immunsystems, z.B. Stress,
schlechte orale Hygiene oder Alter, bedingt werden (KINANE und LINDHE, 1999;
LOESCHE und GROSSMANN, 2001; VAN DYKE und SERHAN, 2003). Es kommt
zum Gewebsabbau auf Grund der Unfahigkeit des Immunsystems die Infektion zu
besiegen (KINANE und LINDHE, 1999; VAN DYKE und SERHAN, 2003).

2.2 Gingivitis und Parodontitis des Hundes
Es gibt vier Stadien der parodontalen Erkrankung (PD 1-4). Das erste Stadium, also
Grad 1 einer parodontalen Erkrankung, ist die Gingivitis. Das zweite Stadium ist die
geringgradige Parodontitis, das dritte ist die mittelgradige Parodontitis und das vierte
Stadium die hochgradige Parodontitis (AVDC, 2016).

221 Gingivitis

Die Gingivitis ist eine Entziindung des Zahnfleisches. Die Graduierung einer
Gingivitis erfolgt nach Schweregrad. Gingivitis Grad 0 bezeichnet dabei einen Zahn
ohne sichtbare Verdnderungen der Gingiva, also mit klinisch unauffélligem
Zahnfleisch (LOE, 1967). Gingivitis Grad 1 bedeutet, dass keine Blutung bei
Sondierung des gingivalen Sulkus auftritt, der Zahnfleischrand aber geringgradig
gerétet und geschwollen ist (LOE, 1967; GORREL, 2006). Bei Grad 2 liegt eine

mittelgradige Schwellung und Rétung des Zahnfleisches vor und es kommt bei

19



vorsichtiger Sondierung des gingivalen Sulkus zur Blutung (LOE, 1967; HARVEY,
2005; GORREL, 2006). Grad 3 bedeutet, dass eine hochgradige
Zahnfleischentziindung mit rotem bis rot-blauem Zahnfleisch vorliegt und es spontan
zur Blutung der Gingiva, sowie zu Ulzerationen kommt (LOE, 1967; GORREL, 2006).
Bei einer Gingivitis bleibt die Entzindungsreaktion ausschlieflich auf das
Weichteilgewebe beschrénkt, es findet kein Attachmentverlust statt, damit bleibt die
Tiefe des gingivalen Sulkus unverdndert (GORREL, 2006). Die Gingivitis ist
gekennzeichnet durch Roétung, Schwellung und teilweise durch Blutung des
Zahnfleisches (HARVEY, 2005). Die Rétung findet auf Grund der GefaRdilatation im
Rahmen der Entzlindung statt. Die Blutung entsteht durch Ulzeration im Bereich des
gingivalen Sulkus. Es handelt sich bei der Gingivitis um einen reversiblen Prozess
(HARVEY, 2005; NIEMIEC, 2013). Durch eine strenge Zahnhygiene kann das
Zahnfleisch sich wieder vollstandig erholen (THEILADE et al., 1966; HARVEY,
2005).

In einer Studie von KORTEGAARD und Mitarbeitern (2014) zeigen alle der
untersuchten Versuchshunde eine Gingivitis mit Blutung bei Sondierung, unabhéngig

vom Lebensalter.

2.2.2 Parodontitis

Eine Parodontitis kann durch das Fortschreiten einer unbehandelten Gingivitis
entstehen (GORREL, 2006). Es handelt sich um eine Entziindung der parodontalen
Gewebe, exklusive der Gingiva (HARVEY, 2005). Laut MARSHALL und Mitarbeitern
(2014) ist der Schweregrad der Gingivitis unterschiedlich stark bei den an
Parodontitis leidenden Z&hnen und der Grad der Gingivitis ist kein Mafistab fur die
Geschwindigkeit, in der die Erkrankung zur Parodontitis fortschreitet. Die Entwicklung
einer Gingivitis zu einer Parodontitis ist irreversibel (GORREL, 2006; NIEMIEC,
2013). Der Abbau des Zahnhaltepparates ist gekennzeichnet durch Abbau der
kollagenen Haltefasern, diese werden zum einen durch bakterielle Enzyme, zum
anderen durch wirtseigene Enzyme, welche als Reaktion auf die herrschende
Entziindung entlassen werden, abgebaut (BIRKEDAL-HANSEN, 1993). Im Rahmen
der herrschenden Entziindung kommt es zum Abbau des Zahnhalteapparates und
zum alveolaren Knochenabbau (GORREL, 2006). Wird diese schmerzhafte
Entziindung nicht unterbrochen und der Knochenabbau schreitet weiter fort, kann es
zur pathologischen Fraktur kommen (GORREL, 2006; WHYTE et al.,, 2013).
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AuBerdem sorgen Entziindungsmediatoren fir Erkrankungen anderer Organe
(MARCACCINI et al., 2009).

Die Parodontitis ist durch Attachmentverlust gekennzeichnet (HARVEY, 2005;
GORREL, 2006; NIEMIEC, 2013). Mittels Parodontalsonde wird die Tiefe des
gingivalen Sulkus gemessen, welcher physiologischerweise bei einem Hund 1-3 mm
betragt, abhangig von der GrolRe des Hundes, und vom freien Rand der Gingiva bis
auf H6he des Sulkusbodens reicht (GORREL, 2006). Die Schmelz-Zement-Grenze
befindet sich unter physiologischen Bedingungen genau apikal der freien Gingiva
(NIEMIEC, 2013). Das bedeutet, dass sie sich in etwa auf Héhe des physiologischen
Sulkusbodens befindet (NIEMIEC, 2013). Durch Parodontitis kommt es durch Abbau
der parodontalen Strukturen zur Vertiefung des Sulkus und zur Ausbildung der
parodontalen Tasche (GORREL, 2006). Es entsteht ein Attachmentverlust.
Attachmentverlust ist das Hauptsymptom einer Parodontitis und ermdglicht eine
Einschatzung des vorliegenden Schweregrades (NIEMIEC, 2013).

Es gibt zwei Arten von Attachmentverlust (NIEMIEC, 2013). Zum einen kann sich der
Attachmentverlust als gingivale Rezession au3ern (NIEMIEC, 2013). Dabei bleibt die
Tiefe des gingivalen Sulkus gleich, es bilden sich keine Taschen aus, aber die
Gingiva und das Parodont ziehen sich nach apikal zurtick, die Wurzeloberflache liegt
frei. Gingivarezession plus die parodontale Taschentiefe ergeben die Menge an
Attachmentverlust (GORREL, 2006). Zum anderen kann sich der Attachmentverlust
als parodontale Tasche dufern, wobei sich die Tiefe des gingivalen Sulkus erhéht
(NIEMIEC, 2013). Der Attachmentverlust wird gemessen von der Schmelz-Zement-
Grenze zum Boden der Tasche und ist unabhangig von der Gingiva (EICKHOFF,
2005; NIEMIEC, 2013). Die Taschentiefe hingegen wird gemessen vom freien Rand
der Gingiva bis zum Boden der Tasche (EICKHOFF, 2005). Daher kommt es bei z.B.
Gingivahyperplasie zu einer Uberschitzung des Attachmentverlustes (EICKHOFF,
2005). Bei Gingivahyperplasie muss die Uberschiussige Gingiva von der gemessenen
Taschentiefe abgezogen werden, um den Attachmentverlust zu berechnen
(NIEMIEC, 2013). Die Messung des Attachmentverlustes ergibt genauere Befunde
zum Zustand des parodontalen Ligaments, als die Messung der Taschentiefe
(GORREL, 2006). Eine Gingivahyperplasie ist ein Zustand, bei dem sich die Zellen
der Gingiva numerisch vermehren und es so zum Uberwuchs der Gingiva kommt
(EICKHOFF, 2005). Es bilden sich Pseudozahnfleischtaschen aus (GORREL, 2006).
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Ein Abbau alveoldren Knochens im Rahmen einer Parodontalerkrankung im Bereich
der Wurzelaufzweigung mehrwurzeliger Zéhne bezeichnet man als Furkationsbefall
(GORREL, 2006). Der Furkationsbefall kann mittels Parodontalsonde untersucht
werden, dabei wird die Parodontalsonde schrag bis horizontal in den Bereich der
Furkation eingefiihrt An Hand der Tiefe des Eindringens der Sonde bzw. der
Deutlichkeit des Ertastens der Furkation wird der Furkationsbefall in Grad 0-3
eingeteilt (EICKHOFF, 2005; GORREL, 2006).

Der Attachmentverlust kann zur Lockerung und schlieBlich zum Verlust des
betroffenen Zahns fuhren (HAMP et al., 1984; GORREL, 2006; NIEMIEC, 2013). Die
Beweglichkeit der Z&hne kann mittels Mobilitdtsindex in verschiedene Grade
eingeteilt werden. Nach AVDC (2016) bezeichnet Grad 0 eine physiologische
Mobilitat, welche bis zu 0,2 mm betragen kann. Nach GORREL (2006) bezeichnet
Grad 1 eine erhéhte Mobilitét in horizontaler Richtung von mehr als 0,2 mm und
maximal 1,0 mm. Bei Grad 2 ist die Mobilitat in horizontaler Richtung auf mehr als 1,
0 mm erhoht. Bei Grad 3 besteht bei einwurzeligen Zahnen sowohl eine horizontale,
als auch eine vertikale Beweglichkeit, welche maRgeblich erhéht ist. Bei
mehrwurzeligen Zahnen ist jegliche Beweglichkeit von mehr als 1,0 mm als Grad 3
anzusehen (GORREL, 2006).

Neben der klinischen Untersuchung ist zum Nachweis einer parodontalen
Erkrankung auerdem die radiologische Untersuchung der Kiefer erforderlich (ARZI
und VERSTRAETE, 2009). Es werden die Ho6he des Alveolarkammes, die
Abgrenzbarkeit der Lamina dura und die Weite des Parodontalspaltes beurteilt
(MIHALJEVIC, 2010; GAWOR, 2013). Zusétzlich kénnen das Dentin im Bereich von
Wurzel und Krone, sowie die Pulpahdhle und der periapikale Bereich betrachtet
werden (MIHALJEVIC, 2010). AuRerdem wird auf weitere Auffalligkeiten geachtet.
Bei der Parodontitis kommt es je nach Schweregrad zur Abnahme der Héhe des
Alveolarkammes und ggf. VergroRerung des Parodontalspaltes, aulRerdem kann es
zu einer Sklerosierung oder einer undeutlicheren Abgrenzbarkeit der Lamina dura
und einer Ankylosierung kommen (MIHALJEVIC, 2010; GAWOR, 2013). Eine
Knochenresorption kann aullerdem im Bereich der Wurzelfurkation vorkommen
(MIHALJEVIC, 2010; GAWOR, 2013). Knochenabbau kann horizontal oder vertikal
sein (MIHALJEVIC, 2010; GAWOR, 2013). Liegt eine hochgradige Parodontitis vor,
kénnen auch endodontale Schaden entstehen (MIHALJEVIC, 2010; GAWOR, 2013).
Zudem kénnen Osteomyelitiden entstehen (GAWOR, 2013).
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Die Parodontitis ist eine dynamische Infektion (GORREL, 2006). Es wechseln sich
schubweise Phasen mit aktiver Gewebszerstérung und Phasen der Ruhe ab
(SOCRANSKY et al., 1984; HOFFMANN und GAENGLER, 1996; GORREL, 2006).
In den akuten Phasen kommt es zur Vertiefung der parodontalen Taschen
(GORREL, 2006). Liegt Attachmentverlust ohne eine Gingivitis vor, handelt es sich
bei dem Attachmentverlust um eine Folge einer vorhergehenden Parodontitis
(HARVEY, 2005).

Die Parodontitis kommt in der Hundepopulation mit einer hohen Pravalenz vor, in
einer Studie von KYLLAR und WITTER (2005) zeigen 60% der Hunde Parodontitis,
in einer Studie von HAMP und Mitarbeitern (1984) sind es 63,3%. KORTEGAARD
und Mitarbeiter (2014) dokumentieren bereits 20% der ein- bis zwei-jahrigen Hunde
mit Attachmentverlust und somit einer Parodontitis. In einer Studie von HAMP und
Mitarbeitern (1984) zeigen bereits 37% der Hunde unter zwei Jahren Hinweise auf
das Vorliegen einer Parodontitis.

Bei Hunden entwickelt sich eine parodontale Erkrankung schneller und
schwerwiegender als beim Menschen. Dies liegt vermutlich an der
Zusammensetzung des Speichels. Aus diesem Grund schreitet sie bei Hunden
funfmal schneller fort als bei Menschen (GAD, 1968). Auch genetische Faktoren
kénnen eine parodontale Erkrankung begulnstigen (z.B. Polymorphismen bestimmter
Gene). Dies ist allerdings bisher nur bei Menschen bewiesen (KINANE und
ATTSTROM, 2005; SCHENKEIN, 2006).

Bei kleineren Hunderassen kommt es schneller und schwerwiegender zu einer
parodontalen Erkrankung (HAMP et al., 1984; KYLLAR und WITTER, 2005;
KORTEGAARD et al., 2014; MARSHALL et al., 2014). Auch Zahnverlust durch
Parodontitis kommt bei kleineren Rassen haufiger vor (HAMP et al., 1984). Dies liegt
an der kleineren KiefergréRe, die Zahne stehen enger, es sammelt sich vermehrt
Plaque zwischen den Zahnen (MARSHALL et al., 2014). Vor allem Pudel sind zu
einem hohen Anteil betroffen (HAMP et al., 1984; HOFFMANN und GAENGLER,
1996).

Das Risiko, eine parodontale Erkrankung zu entwickeln, ist fiir brachyzephale Hunde
gréRer, als fir meso- oder dolichozephale Tiere (LOBPRISE, 2006). Dies liegt
ebenfalls an den kleineren Kiefern, in denen es schneller zu einer
Plagueansammlung kommt und dieser schlechter beseitigt werden kann. Auf3erdem

neigen  brachyzephale  Tiere vermehrt zu  Zahnfehlistellungen  oder
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Milchzahnpersistenz, welche ebenfalls eine Plaqueansammlung beginstigen
(NIEMIEC, 2013).

Je alter ein Tier ist, desto schneller und schwerwiegender erkrankt es an Parodontitis
(HAMP et al., 1984; KYLLAR und WITTER, 2005; MARSHALL et al., 2014). Mit
zunehmendem Alter steigt auch die Geschwindigkeit, mit der die Parodontitis
fortschreitet (GAD, 1968; HOFFMANN und GAENGLER, 1996; MARSHALL et al.,
2014). Hierfur wird eine Wandlung des Immunsystems im Alter vermutet
(MARSHALL et al., 2014). In einer Studie von HAMP und Mitarbeitern (1984) zeigen
fast 100% der 12-14 Jahre alten Hunde Anzeichen einer parodontalen Erkrankung,
womit die hohe Pravalenz in der Hundepopulation verdeutlicht wird. In einer Studie
von HOFFMANN und GAENGLER (1996) zeigen 100% der Pudel Uber 4 Jahren
mindestens einen Zahn mit Parodontitis.

Die Geschwindigkeit, mit der die Parodontitis voranschreitet, ist bei jedem Zahn
unterschiedlich, weswegen MARSHALL und Mitarbeiter (2014) die Hypothese
aufstellen, dass jede parodontale Lasion in einer eigenen Geschwindigkeit
fortschreitet.

In vielen Studien wird versucht eine Aufstellung zu machen, welche Zahne am
schnellsten und am schwerwiegendsten an einer Parodontitis erkranken. Hier gibt es
allerdings hochgradige Unterschiede, so dass auch rassebedingte Unterschiede
vermutet werden (MARSHALL et al., 2014). MARSHALL und Mitarbeiter (2014)
beschreiben die Inzisiven, den vierten Prémolaren und ersten Molaren im Unterkiefer
als die Zahne, welche am haufigsten eine Parodontitis entwickeln. Geringere
Inzidenzen bestehen hingegen an den Canini, den rostralen Pramolaren und den
zweiten und dritten Molaren. Diese Aussage passt zu den Ergebnissen einer Studie
von HAMP und Mitarbeitern (1984), steht allerdings im Gegensatz zu einer Studie
von HOFFMANN und GAENGLER (1996), nach der die Canini am haufigsten von
einer Parodontitis betroffen sind. In einer Studie von MARSHALL und Mitarbeitern
(2014) zeigen sich am vierten Pramolaren im Unterkiefer vor allem der distale Anteil
bukkal und der mesiale Anteil des ersten Molaren bukkal betroffen und es wird
vermutet, dass dies auf Grund von Uberlagerung stattfindet. KYLLAR und WITTER
(2005) zeigen in ihrer Studie, dass an den Seitenzdhnen vor allem die bukkalen
Aspekte von einer Parodontitis betroffen sind, wobei es in der Studie von
MARSHALL und Mitarbeitern (2014) an den Inzisiven vor allem die lingualen und
palatinalen Flachen der Zéhne sind.
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Die Plaqueansammlung beginnt zundchst im Oberkiefer, im Bereich der Molaren und
des vierten Pramolaren. Dies liegt vermutlich daran, dass hier die Speicheldrisen
minden (MARSHALL et al., 2014). Es gibt keine Unterschiede zwischen linker und
rechter Kieferhélfte oder zwischen mannlichen und weiblichen Tieren, aber wohl
zwischen Ober und Unterkiefer (LINDHE et al., 1975; KYLLAR und WITTER, 2005).
AuRerdem wird die Plaqueansammlung lingual durch die Zungenbewegung
gehemmt. Plaque sammelt sich eher bukkal und labial an, weil dort die
Selbstreinigung durch das anliegende Weichteilgewebe gehemmt wird (KYLLAR und
WITTER, 2005).

Eines der haufigsten Symptome weshalb die Hunde zu einer Zahnbehandlung
vorgestellt werden ist Halitosis (HAMP et al., 1984; KYLLAR und WITTER, 2005).
Diese entsteht durch Schwefelverbindungen, die von Gram-negativen Bakterien beim
Gewebeabbau entstehen (NIEMIEC, 2013). Die Starke des Mundgeruchs korreliert
positiv mit dem Schweregrad der Parodontitis (NIEMIEC, 2013). Die entstehenden
Schwefelverbindungen verscharfen die bestehende Parodontitis, indem sie die
Gefalpermeabilitdt erhdhen und die Aktivitdt von Kollagenasen férdern. AuRerdem
hemmen sie die Wundheilung und die Aktivitat der Fibroblasten (NIEMIEC, 2013).

223 Prophylaxe MaRnahmen und Therapie parodontaler Erkrankungen
Eine wirksame Prophylaxe MaBnahme, um die Entstehung und das Fortschreiten
einer parodontalen Erkrankung zu verhindern, ist eine gute Mundhygiene. Diese
besteht in taglichem Zdhneputzen durch die Besitzer und die Gabe von Futtermitteln,
welche den Kauvorgang anregen, um die Plaqueakkumulation zu verhindern bzw. zu
reduzieren. Die alleinige Futterung von Trockenfutter ist nicht ausreichend, um eine
Plaqueakkumulation zu verhindern, sie verzogert diese allerdings (ALLMUCA, 2015).
Auf Grund der hohen Pravalenz der parodontalen Erkrankung sollen Hunde
regelmaRig darauf untersucht werden (HARVEY, 2005). Dies wird in einer Studie von
MARSHALL und Mitarbeitern (2014) verdeutlicht, in der es keinen Zahn gibt, welcher
an jeder beprobten Stelle unauffallig ist und damit als gesund klassifiziert werden
kann. Viele Symptome einer parodontalen Erkrankung werden vom Besitzer
Ubersehen oder nicht ernst genommen und das fihrt zu einer Verschlechterung des
Zustands der Tiere. Neben Mundgeruch ist das haufigste Symptom weswegen die
Tiere zu einer Zahnbehandlung vorgestellt werden, Zahnstein, unter welchem 80%-
83,3% der Hunde leiden (HAMP et al., 1984; KYLLAR und WITTER, 2005).
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Bei bereits bestehender parodontaler Erkrankung ist eine Zahnbehandlung in
Allgemeinanésthesie indiziert. Bei einer professionellen Zahnbehandlung werden die
Zahne im Bereich der Krone mittels Ultraschallscaler gereinigt. Subgingivale Belage
werden mit einer subgingivalen Kirette (tiefe Kurettage) entfernt. Um eine
Anlagerung von Plaque zu vermeiden, missen freiliegende Wurzeloberflachen
geglattet und poliert werden. Auch Zahnkrone und Zahnhals missen aus diesem
Grund poliert werden (GORREL, 2006). Auflerdem muss hyperplastische Gingiva,
die zu einer Bildung von Pseudozahnfleischtaschen fiihrt, mittels Gingivektomie
entfernt werden, um Schmutznischen zu verhindern. Bei bereits vorhandenem
horizontalen Knochenabbau kann eine sogenannte Lappenplastik durchgefihrt
werden (NIEMIEC, 2013). Allerdings macht dieses Verfahren nur Sinn, wenn der
Besitzer einer regelmafigen hauslichen Zahnpflege zustimmt und dieser auch
nachkommt, da ansonsten regelmafRige Narkosen zur professionellen Zahnpflege
nétig sind (GORREL, 2006). Da die Veranderungen im Rahmen der Parodontitis
irreversibel sind und der Knochenabbau nicht riickgédngig gemacht werden kann,
bleibt haufig nur die Extraktion betroffenener Zahne (NIEMIEC, 2013). Nachdem der
Zahn extrahiert ist, kénnen die Gewebe sich wieder erholen, da mit dem erkrankten
Zahn auch die bakterielle Besiedlung dessen Oberflache fehlt (HARVEY, 2005).

2.3 Beziehung zwischen Parodontalerkrankungen und systemischen
Erkrankungen

In den vergangenen Jahren ist das Interesse an der Erforschung parodontaler
Erkrankungen stark gestiegen, was daran liegt, dass eine Verbindung zwischen den
Parodontalerkrankungen und systemischen Erkrankungen, welche eine hohe
Pravalenz in der Bevolkerung haben, festgestellt wird. Ob dieser Zusammenhang auf
gemeinsamen Risikofaktoren beruht oder ob es einen Kausalzusammenhang gibt,
Iasst sich zumeist auf Grund der Verschiedenheit der Studien nicht eindeutig klaren
(IACOPINO et al., 2001; CULLINAN et al., 2009).

Ausgehend von der bakteriellen Besiedlung der Mundhdhle kommt es zu einer
Bakteridamie mit metastatischer Verbreitung von bakteriellen Stoffwechselprodukten.
Dies verlauft zumeist symptomlos oder es fiihrt kurzzeitig zu subfebrilen
Temperaturerhhungen. Allerdings kann es auch zu einer Absiedlung von Bakterien
oder deren Stoffwechselprodukten in andere Organe kommen, was verschiedene
systemische Erkrankungen hervorrufen kann (THODEN VAN VELZEN et al., 1984).

Bei den parodontalen Erkrankungen dient die Mundhéhle als Reservoir fiir Bakterien,
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sie halt die chronische Entziindung aufrecht. Die Verbindung zwischen parodontalen
und systemischen Erkrankungen besteht auf Grund der Chronizitat der Entziindung
(PAGE et al., 1998; BOSNJAK et al., 2001).

Bisher gibt es humanmedizinische Studien, welche einen Zusammenhang zwischen
Parodontalerkrankungen und Diabetes mellitus, kardiovaskuldren Erkrankungen wie
Endokarditis und Myokardinfarkt, Atemwegserkrankungen und Untergewicht bei
Frihgeborenen sowie vielen weiteren Erkrankungen beschreiben (BOSNJAK et al.,
2001; CULLINAN et al., 2009; AMEET et al., 2013).

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen den beschriebenen systemischen
Erkrankungen und den Parodontalerkrankungen, fallen gemeinsame Risikofaktoren
auf. Dabei handelt es sich z.B. um Alter, Rauchen, Stress und Ubergewicht (GROSSI
et al, 1994; CULLINAN et al, 2009). Diese Risikofaktoren sind zum Teil
modifizierbar. Manche Menschen entwickeln eine parodontale Erkrankung oder eine
kardiovaskuldre Erkrankung, andere nicht. Dies liegt auch an den nicht
modifizierbaren Risikofaktoren und an der Reaktion des Immunsystems. In einer
Studie von PAGE und Mitarbeitern (1998) werden als Ursache Polymorphismen fiir
Zytokine wie Tumornekrosefaktor-alpha und Interleukin-1-beta Genen, also
genetische Pradispositionen, beschrieben. CULLINAN und Mitarbeiter (2009)
beschreiben die Mdglichkeit von Kreuzreaktionen gegeniiber bakteriellen und
humanen Proteinen als mégliche Ursache des unterschiedlichen Ansprechens des
Individuums auf Risikofaktoren.

In einer Studie von AMEET und Mitarbeitern (2013) wird angefihrt, dass es sich bei
den parodontalen Erkrankungen selbst um modifizierbare Risikofaktoren z.B. fir
kardiovaskulare Erkrankungen handelt, aber dass kein Kausalzusammenhang
zwischen den beiden Erkrankungen hergestellt werden kann. Laut Studien von
KINANE und Mitarbeitern (2001) sowie FOWLER und Mitarbeitern (2001) ist das
Risiko eine kardiovaskuldare Erkrankung zu erleiden bei Menschen mit einer
Parodontalerkrankung doppelt so hoch wie bei parodontal gesunden Menschen.
Mehrere Studien beschreiben eine bidirektionale Beziehung zwischen Diabetes
mellitus und einer parodontalen Erkrankung (KINANE et al., 2001; CULLINAN et al.,
2009). Eine Studie von LOE (1993) beschreibt parodontale Erkrankungen sogar als
sechst haufigste Komplikation des Diabetes und zeigt, dass es bei Diabetikern mit
Parodontitis zu signifikant héherem Knochenverlust und Attachmentverlust in allen

Altersklassen kommt. Das Vorliegen eines Diabetes mellitus stellt einen héheren
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Risikofaktor dar an einer parodontalen Erkrankung zu erleiden, als das Alter, und
liegt bei 2,9-fach gegenliber Nicht-Diabetikern. Ist der Diabetes schlecht eingestellt,
ist das Risiko an einer parodontalen Erkrankung zu erkranken doppelt so hoch (LOE,
1993). Eine Parodontitis kann einen bestehenden Diabetes verschlimmern, da es die
Einstellung des Blutzuckerwertes erschwert (KINANE et al., 2001).

Zu diesem Thema gibt es ebenfalls zahlreiche veterindrmedizinische Studien. In
einer Studie von GLICKMAN und Mitarbeitern (2009) wird eine signifikante
Beziehung zwischen dem Schweregrad einer parodontalen Erkrankung und dem
daraus folgenden Risiko einer kardialen Erkrankung aufgezeigt. Es wird die
Behauptung aufgestellt, dass es auf Grund der hohen Pravalenz von
Herzerkrankungen und auch parodontalen Erkrankungen moglich ist, dass
prophylaktische Zahnbehandlungen wichtige Auswirkungen auf die allgemeine
Gesundheit haben (GLICKMAN et al., 2009; WHYTE et al., 2014). Im Gegensatz
dazu wird in einer Studie von PEDDLE und Mitarbeitern (2009) kein Zusammenhang
zwischen Parodontalerkrankungenen bzw. einer Zahnbehandlung und bakterieller
Endokarditis gefunden und daher wird von einer prophylaktischen
Antibiotikabehandlung bei einer Zahnbehandlung abgeraten. An 44 Zwerg- und Toy-
Pudeln zeigen PAVLICA und Mitarbeiter (2008) in einer post mortem Studie einen
Zusammenhang zwischen dem Schweregrad parodontaler Erkrankungen und der
Haufigkeit pathologischer Veranderungen an Herz, Nieren und Leber.

GLICKMAN und Mitarbeiter (2011) dokumentieren in ihrer Studie einen signifikanten
Zusammenhang zwischen chronischer azotdmischer Nierenerkrankung und
parodontalen Erkrankungen. Mit steigendem Schweregrad der Parodontalerkrankung
nimmt auch das Risiko fir eine chronische azotdmische Nierenerkrankung zu
(GLICKMAN et al.,, 2011). Damit gehen GLICKMAN und Mitarbeiter konform mit
NABI und Mitarbeitern (2014), in deren Studie steigende Schweregrade einer
Parodontalerkrankung positiv mit steigenden Schweregraden des Nierenversagens
korrelieren. Es wird in beiden Arbeitsgruppen die Hypothese aufgestellt, dass die
Prophylaxe und Behandlung von Zahnerkrankungen zu einer Prévention des
Fortschreitens von Nierenversagen bzw. chronischen Nierenerkrankungen dienen
kann (GLICKMAN et al., 2011; NABI et al., 2014).

Auflerdem zeigen verschiedene Studien Zusammenhange zwischen parodontalen
Erkrankungen und verénderten Blutwerten. So weisen RAWLINSON und Mitarbeiter
(2011) in ihrer Studie nach, dass der Schweregrad des Attachmentverlustes bei einer
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Parodontitis mit einem signifikanten Anstieg von c-reaktivem Protein (CRP) verknupft
ist und es zu einer signifikanten Reduktion von CRP nach einer Zahnbehandlung
kommt. In einer Studie von WHYTE und Mitarbeitern (2014) besteht eine positive
Korrelation zwischen Thrombozytopenie und der Menge an Plaquebeldgen auf den
Zahnen sowie dem Schweregrad der Parodontalerkrankung und einem Anstieg der

Alaninaminotransferase (ALT).
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3 Die Rolle von Proteasen bei der Parodontitis

Bei der Parodontitis kommt es zum Abbau parodontaler Strukturen wie den
kollagenen Haltefasern, unter anderem durch Proteasen (BIRKEDAL-HANSEN,
1993). Metalloproteinasen sind die wichtigsten zirkulierenden kollagenolytischen
Proteasen (MARCACCINI, 2009). Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind die
wichtigsten Proteinasen in der Umsetzung parodontalen Gewebes unter
physiologischen, sowie unter pathologischen Bedingungen (UITTO, 2003).
Serinproteinasen sind ebenfalls an der Umsetzung parodontalen Gewebes beteiligt,
sie haben ein weites Spektrum an Substraten, unter anderem Kollagen (UITTO,
2003). MMPs und Serinproteinasen sind die Proteasen, welche hauptséachlich fur den
Gewebeabbau bei Parodontitis verantwortlich sind (INGMAN et al., 1996).

31 Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) oder Matrixine sind Enzyme, welche als wichtige
Funktion den Abbau extrazellularer Matrix innehaben (STERNLICHT und WERB,
2001). Sie sind sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Umsténden
die wichtigsten Enzyme in der Umgestaltung parodontalen Gewebes (UITTO et al.,
2003).

Die MMPs gehéren zur Uberfamilie der Metzincine (BODE et al., 1993). Zun&chst
werden sie an Hand ihrer Substratspezifitat in vier Gruppen eingeteilt: Kollagenasen,
Gelatinasen, Matrilysine sowie Stromelysine (EGEBLAD und WERB, 2002;
BOSMAN und STAMENKOVIC, 2003). Auf Grund von Uberlappungen bei der
Substratspezifitit geht man dazu Uber eine systematische Nummerierung
vorzunehmen (MCCAWLEY und MATRISIAN, 2001; EGEBLAD und WERB, 2002).
Man unterscheidet auflerdem in MMPs, welche in den Extrazellularraum sezerniert
werden und in membrangebundene MMPs (STERNLICHT und WERB, 2001).

MMPs werden von einer Vielzahl von Zellen produziert und sind sowohl an
physiologischen wie pathologischen Vorgangen beteiligt (STERNLICHT und WERB,
2001; BOSMAN und STAMENKOVIC, 2003). Sie werden auf multiplen Ebenen
reguliert: Bei der Transkription, durch Inhibitoren sowie Aktivatoren (STERNLICHT
und WERB, 2001). Zu den endogenen Inhibitoren der MMPs z&hlen die ,Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases” (TIMPs) und a2-Makroglobulin (NAGASE et al.,
2006). Ein Gleichgewicht zwischen MMPs und ihren Inhibitoren ist fir physiologische
Vorgénge essentiell (NAGASE et al., 2006).
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Insgesamt sind beim Menschen 23 MMPs bekannt, bei anderen Vertebraten und
Nicht-Vertebraten sind es noch mehr (VISSE und NAGASE, 2003; NAGASE et al.,
2006).

311 Einteilung, Aufbau und Funktion der Matrix-Metalloproteinasen
Matrix-Metalloproteinasen sind eine Unterfamilie der Metalloproteinasen. Dies sind
proteolytische Enzyme, genauer gesagt Endopeptidasen (STERNLICHT und WERB,
2001). Neben den Metalloproteinasen unterscheidet man an Hand ihrer katalytischen
Eigenschaften bei den Endopeptidasen weiter zwischen Serin-, Cystein- und
Aspartylproteinasen  (STERNLICHT und WERB, 2001). Abhéngig von
Sequenzunterschieden teilt man die Metalloproteinasen in finf Superfamilien ein,
wobei die MMPs zu der Metzincin-Superfamilie gehéren (STERNLICHT und WERB,
2001).

Der Superfamilie der Metzincine ist gemein, dass sie aus einem Zinkbindemotiv und
einem Met-turn aufgebaut ist (BODE et al., 1993). Beim Met-turn handelt es sich um
eine unterhalb des katalytischen Zentrums befindliche konservierte Methioninschleife
(BODE et al., 1993; STOCKER et al., 1995; STERNLICHT und WERB, 2001). Das
Zinkbindemotiv besteht aus drei Histidinresten, welche eine hochkonservierte
Aminosauresequenz bilden. Diese bindet im aktiven Zentrum ein Zinkion (JIANG und
BOND, 1992; BODE et al., 1993). Dieses ist fur die katalytische Aktivitdt der
Metzincine verantwortlich (STOCKER et al., 1995). Die Abfolge des Zinkbindemotivs
lautet ,HEBXHXBGBXHZ* (JIANG und BOND, 1992; BODE et al., 1993; STOCKER
et al., 1995). Dabei stehen die Ziffern H fur einen Histidinrest, E fur Glutaminsaure, B
fur einen hydrophoben Rest, X flr einen variablen Rest, G fir Glycin und Z fir eine
familienspezifische Aminosaure (STOCKER et al., 1995). Die Metzincine werden
nach der Ziffer Z weiter unterteilt in vier Multigenfamilien: Die Serralysine, die
Astacine, die Adamalysine und die MMPs (BODE et al., 1993; STOCKER, 1993;
STOCKER et al., 1995).

Wie bereits erwahnt unterscheidet man die MMPs zundchst an Hand ihrer
Substratspezifitdten in Gelatinasen, Kollagenasen, Stromelysine und Matrilysine
(EGEBLAD und WERB, 2002; BOSMAN und STAMENKOQVIC, 2003) (siehe Tabelle

1).
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Tabelle 1: Einteilung ausgewahlter MMPs nach ihrer Substratspezifitit (BOSMAN
und STAMENKOVIC, 2003; VISSE und NAGASE, 2003)

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

Auf Grund zahlreicher Uberschneidungen der Substratspezifititen und der
zunehmenden Zahl an Substraten werden sie heute nach ihrer Struktur bzw. dem
Aufbau ihrer Doméanen eingeteilt (EGEBLAD und WERB, 2002; STAMENKOVIC,
2003). Jedes MMP erhdlt eine Ziffer, chronologisch nach dem Zeitpunkt der
Erstbeschreibung (EGEBLAD und WERB, 2002). Viele Autoren verwenden allerdings
auch heute noch die Einteilung nach der Substratpraferenz.

Abhangig von ihrer Struktur und den vorliegenden Doménen werden die MMPs in
acht Gruppen eingeteilt, wovon drei membrangebunden sind und fiinf sezerniert
(EGEBLAD und WERB, 2002; VISSE und NAGASE, 2003) (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Auflistung und Einteilung der bisher bei Wirbeltieren nachgewiesenen
Matrix-Metalloproteinasen (EGEBLAD und WERB, 2002; ALLDINGER, 2009)

MMP | Strukturklasse Substrate (Auswahl)
1 Einfache Hamopexin- | Gelatine, Kollagen (Typ 1-3, 7, 8, 10 und 11),
Doméne Fibronektin, basisches Myelinprotein, Vitronektin,
Aggrekan, Laminin
2 Gelatine-bindend Gelatine, Kollagen (Typ 1, 3, 4, 5, 7, 10, 11 und 14),
Fibronektin, basisches Myelinprotein, Elastin, etc.
3 Einfache Hamopexin- | Gelatine, Kollagen (Typ 2, 3, 4, 5 und 9), basisches
Doméne Myelinprotein, Elastin, Fibronektin, Laminin, Vitronektin
7 Minimale Domé&ne Kollagen Typ 1, 2, 3, 4, 5, Gelatine, basisches
Myelinprotein, Elastin, Fibronektin, Laminin, Vitronektin
8 Einfache Hamopexin- | Kollagen (Typ 1,2 und 3), Aggrekan
Doméne
9 Gelatine-bindend Gelatine, Kollagen Typ (4, 5, 7, 10, 11 und 14), Elastin,
basisches Myelinprotein, Laminin, Vitronektin, etc.
10 Einfache Hamopexin- | Gelatine, Kollagen (Typ 3, 4 wund 5), Elastin,
Doméne Fibronektin, Aggrekan
11 Furin-aktiviert und | Gelatine, Fibronektin, Laminin
sezerniert
12 Einfache Hamopexin- | Gelatine, Kollagen (Typ 1 wund 4), basisches
Doméne Myelinprotein, Elastin, Fibronektin
13 Einfache H&mopexin- | Gelatine, Kollagen (Typ 1, 2, 3, 4, 5,9, 10 und 11),
Doméne Fibronektin, Aggrekan, etc.
14 Typ 1-Transmembran | Gelatine, Kollagen (Typ 1, 2 und 3), Fibronektin,
Laminin, etc.
15 Typ 1-Transmembran Fibronektin, Laminin, Aggrekan, etc.
16 Typ 1-Transmembran Gelatine, Kollagen (Typ 1 und 3), Fibronektin,
Vitronektin
17 Glycosyl-Phosphatidyl- | Gelatine
Inositol-verankert
18 Einfache Hamopexin- | Kollagen (Typ 1) (Ratte)
Doméne
19 Einfache Hamopexin- | Gelatine, Kollagen (Typ 1 und 4), Laminin, Entaktin,
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Doméne Aggrekan

20 Einfache Hamopexin- | Amelogenin, Aggrekan

Domaéne

21 Vitronektin-ahnliche unbekannt

Einschiibe

22 Einfache Hamopexin- | Gelatine, Casein

Doméne

23 Typ 2-Transmembran Gelatine

24 Typ 1-Transmembran Gelatine, Fibronektin, Chondroitin-Sulfat-Proteoglykan

25 Glycosyl-Phosphatidyl- | Gelatine, Kollagen (Typ 4), Fibronektin, Chondroitin-

Inositol-verankert Sulfat-Proteoglykan
26 Minimale Domane Gelatine, Kollagen (Typ 4), Fibronektin, Vitronektin
27 Einfache Hamopexin- | unbekannt

Domane
28 Furin-aktiviert und | Casein

sezerniert

Die Matrixine sind aus verschiedenen Doménen aufgebaut. Eine sichere Zuordnung
zur Familie der MMPs kann erfolgen, wenn die Prodoméne mit ,Cystein-Switch“ und
die katalytische Region mit Zinkbindemotiv vorhanden sind (VAN WART und
BIRKEDAL-HANSEN, 1990; VISSE und NAGASE, 2003). Eine Ausnahme bildet
MMP-23, bei dem der ,Cystein-Switch® fehlt (VISSE und NAGASE, 2003).

Die MMPs mit dem einfachsten Aufbau bestehen mindestens aus Signalregion (Pra-
Domane), Propeptidregion (Pro-Doméne) und katalytischer Region (BOSMAN und
STAMENKOVIC, 2003; STAMENKOVIC, 2003). Dazu gehéren MMP-7 und -26
(STAMENKOVIC, 2003). Durch Einfligen weiterer Doménen entstehen
unterschiedliche Spezifititen (NAGASE und WOESSNER, 1999). Zahlreiche MMPs
besitzen zusétzlich eine Hdmopexin Domane (BOSMAN und STAMENKOVIC, 2003;
STAMENKOVIC, 2003) (siehe Abbildung 1). AuRerdem kdénnen Besonderheiten in
der katalytischen Region bestehen wie Einschibe von drei Fibronektinen oder das
Vorhandensein einer Transmembran-Domane (BOSMAN und STAMENKOVIC,
2003, STAMENKOVIC, 2003).
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Die n-terminale Signalregion, die Pra-Domane, wird noch intrazelluldr abgespalten
und dient der Translokation an das endoplasmatische Retikulum, wo die Translation
erfolgt (STERNLICHT und WERB, 2001).

Daraufhin folgt die Propeptid-Doméne bestehend aus ca. 80 Aminoséauren in einer
konservierten Sequenz PRCGXPD, welche den ,Cystein-Switch® enthalt und die
Latenz des Proenzyms aufrechterhélt (VAN WART und BIRKEDAL-HANSEN, 1990;
NAGASE und WOESSNER, 1999).

Auf die Propeptid-Doméne folgt die bereits beschriebene katalytische Domane mit
Zinkbindemotiv und Methioninschleife, welche aus ca. 170 Aminos&uren besteht
(NAGASE und WOESSNER, 1999). Die katalytische Doméne enthalt auflerdem ein
strukturelles Zink-lon und zwei bis drei Kalzium-lonen, welche der Stabilisierung des
Molekils dienen und fir die enzymatische Funktion nétig sind (NAGASE und
WOESSNER, 1999). Die katalytische Domane ist der Teil der MMPs, welcher fiir die
Substratpréferenz mitverantwortlich ist (STERNLICHT und WERB, 2001). Sie dient
aulerdem der Substratbindung (OVERALL, 2001). Als Besonderheit besitzen die
Gelatinasen MMP-2 und -9 innerhalb der katalytischen Doméne drei Wiederholungen
eines  Fibronektin-Typ-2-Moduls  (OVERALL, 2001). Diese dienen der
Substratbindung von Gelatine und Kollagen (MURPHY et al., 1994; STEFFENSEN et
al., 1995; OVERALL, 2001).

Auf die katalytische Domaéne folgt bei allen MMPs, exklusive MMP-7, -23 und -26, am
C-terminalen Ende die Hdmopexin-Domane mit ca. 210 Aminosduren (STERNLICHT
und WERB, 2001). Diese dient der Substratbindung und der Stabilisierung der
Bindung von aktiven MMPs mit ihren Inhibitoren, den Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases (OVERALL, 2001). Sie ist essenziell fir die Bindung und
Spaltung von Kollagenen (MURPHY et al., 1992; BODE, 1995; OVERALL, 2001).
MMP-23 besitzt statt einer Hamopexin-Doméne eine cysteinreiche Sequenz, sowie
eine Immunglobulin-dhnliche Doméane (VISSE und NAGASE, 2003; NAGASE et al.,
2006). Die Hamopexin-Doméne ist gemeinsam mit der katalytischen Doméne
wesentlich bedeutsam fir die Spaltung dreifach-helikaler interstitieller Kollagene
(BODE, 1995). Zwischen katalytischer Domé&ne und H&mopexin-Doméne befindet
sich eine prolinreiche Linker Doméne, welche in ihrer Lange variieren kann und zu
Stabilisierung und kollagenolytischer Aktivitat der MMPs beitragt (KNAUPER et al.,
1997) (siehe Abbildung 1 und Tabelle 3).
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Hamopexin

Abbildung 1: Beispiel fir den Aufbau eines MMP mit einfacher Hdmopexin-Doméne,
als Schema dargestellt (nach EGEBLAD und WERB, 2002).

Tabelle 3: Legende zu Abbildung 1

Signalregion (Pré-Doméne)

Propeptidregion (Pro-Doméne)

mit Thiol-Gruppe

Zinkatom

: Katalytische Region mit
-

,hinge“-Region oder prolinreiche

Linker Doméne

5 ; Hamopexin-Doméne
Hamopexin

MMPs sind intrazelluldre Proteinasen. Die meisten sind I6slich, kdnnen aber auch an
die Zellmembran binden. Wie weiter oben beschrieben liegen drei MMP-Klassen
stationar membrangebunden (membrane-type MMPs, MT-MMPs) vor. Hier liegt
entweder ein Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol Anker vor oder eine Transmembran-
Domane, welche diese Proteinasen an die Zellmembran bindet. Man unterscheidet
bei den MMPs mit Transmembran-Doméne Typ 1 und 2, je nach Positionierung des
aminoterminalen Endes (SOMERVILLE et al., 2003).

MMPs kdnnen gemeinsam alle Proteine der extrazelluldren Matrix (EZM) abbauen
(BOSMAN und STAMENKOVIC, 2003). Hauptsachlich dienen MMPs der Spaltung
extrazellularer Matrix, sie besitzen jedoch die Féhigkeit auch viele Molekile, welche
nicht der extrazellularen Matrix angehéren, zu spalten (SOMERVILLE, 2003). Eine
Vielzahl von physiologischen und pathologischen Prozessen werden durch MMPs
gesteuert.

Zu den physiologischen Vorgédngen bei denen MMPs aktiv sind, zahlen
Wundheilung, Ovulation, Involution von Uterusgewebe nach der Geburt, Wachstum,
Angiogenese, Apoptose und viele weitere Prozesse (MCCAWLEY und MATRISIAN,
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2001; LOUKOPOULOS et al.,, 2003; PAGE-MCCAW et al., 2007; SIEFERT und
SARKAR, 2012). Beim Abbau der extrazellularen Matrix werden Wachstumsfaktoren
und weitere biologisch aktive Substanzen freigesetzt, die ohne die Tatigkeit der
MMPs nicht ihre Wirkung entfalten konnten (BOSMAN et al, 2003; SOMERVILLE,
2003). In einem adulten Organismus besteht unter normalen Bedingungen wenig
MMP Aktivitat (BOSMAN et al, 2003).

Bei einem pathologischen Geschehen ist das Gleichgewicht zwischen
Gewebeaufbau- und -abbau gestort, hierbei Uberwiegt die Aktivitat der MMPs der
ihrer Inhibitoren (BREW et al., 2000). Beschrieben sind hier in humanmedizinischen
Studien neben der Parodontitis auch andere Erkrankungen wie die rheumatoide
Arthritis, Tumorerkrankungen, Nephritis, Myokardinfarkt und zahlreiche vaskulére
Veranderungen wie Aneurysmen und Arteriosklerose (MCCAWLEY und
MATRISIAN, 2001; PAGE-MCCAW et al., 2007; SIEFERT und SARKAR, 2012). In
veterindrmedizinischen Studien ist ebenfalls eine Korrelation zwischen gesteigertem
MMP-Gehalt und verschiedenen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, der
Keratokonjunktivitis, der dilatativen Kardiomyopathie und verschiedenen tumorésen
Geschehen sowie Enzephalitiden beschrieben (LOUKOPOULOS et al., 2003;
ALLDINGER, 2009; BORNBAUM, 2012).

3.1.2 Regulierung der Matrix-Metalloproteinasen-Aktivitét

Die Regulierung der MMP-Aktivitat findet auf verschiedenen Ebenen statt. Die
Transkription der Gene, welche fir MMPs codieren, ist der erste Schritt
(STAMENKOQVIC, 2003). Ohne Transkription liegen keine aktivierbaren Pro-Formen
vor (NAGASE und WOESSNER, 1999). Die Transkription wird durch
Wachstumsfaktoren, Hormone und weitere biologisch aktive Molekiile gesteuert
(BREW et al, 2000).

Eine andere Ebene der Regulierung ist die schrittweise Uberfiinrung der inaktiven
Pro-Form in die aktive Form, also die eigentliche Aktivierung (STAMENKOVIC, 2003;
VISSE und NAGASE, 2003). AuBerdem besteht die Mdglichkeit der Inhibierung der
aktiven Form durch hemmende Substanzen oder Molekile (NAGASE und
WOESSNER, 1999; STAMENKOVIC, 2003). Zudem wird bei MMPs aus
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten die Aktivitat durch die Freilassung aus
den Granula gesteuert (BIRKEDAL-HANSEN, 1993).

Bei den bereits aktiv sezernierten MMPs kommt eine Steuerung der Aktivitat nur Gber
Transkription und Inhibierung in Frage (VISSE und NAGASE, 2003).
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3.1.21 Aktivierung der MMPs

Matrixine werden als Pra-Pro-Enzyme synthetisiert, die meisten werden als
Zymogene sezerniert (NAGASE und WOESSNER, 1999). Das bedeutet sie liegen
extrazelluldr zunachst als inaktive Proenzyme vor. Um aktiviert zu werden muss die
Prodomane  proteolytisch  abgespalten  werden. Diese  enthdlt eine
Cysteinsulfhydrylgruppe in einem konservierten Motiv (VAN WART und BIRKEDAL-
HANSEN, 1990). Das Cystein liegt beim inaktiven Proenzym gebunden an das Zink
aus der katalytischen Doméne vor und hélt somit die Latenz des Proenzyms
aufrecht. Die Aktivierung der Proenzyme erfolgt Gber den sogenannten ,Cystein-
Switch®. Die Bindung zwischen Cystein und Zink wird geldst und das Proenzym wird
aktiviert. Ein Wassermolekil dient als Ersatz fir die abgespaltene Thiol-Gruppe und
erlaubt somit die Entstehung einer Peptidbindung zwischen MMP und Substrat (VAN
WART und BIRKEDAL-HANSEN, 1990).

Die Mehrzahl an pro-MMPs wird, wie oben beschrieben, in der Zelle sezerniert und
erst aulRerhalb der Zelle aktiviert. Allerdings bestehen Ausnahmen. Bestimmte MMPs
werden membrangebunden oder bereits intrazellular aktiviert (STERNLICHT und
WERB, 2001).

Zu den MMPs, welche membrangebunden aktiviert werden gehért MMP-2 (VISSE
und NAGASE, 2003). Die Pro-Form von MMP-2 wird von MT-MMPs aktiviert (VISSE
und NAGASE, 2003). Dies erfolgt bei MMP-14 auf besondere Weise unter
Ausbildung eines Komplexes zwischen MMP-14 und TIMP-2, welches pro-MMP-2
gebunden hat (NAGASE und WOESSNER, 1999; STERNLICHT und WERB, 2001;
VISSE und NAGASE, 2003). Die Aktivierung von pro-MMP-2 entsteht durch eine
Bindung zwischen der Hamopexin-Doméne von pro-MMP-2 und der C-terminalen
Domane von MMP-14 (NAGASE und WOESSNER, 1999; STERNLICHT und WERB,
2001; SOMERVILLE et al., 2003).

Die intrazelluldre Aktivierung findet bei den sezernierten MMPs -11 und -28 durch
Furin statt (PEI und WEISS, 1995). Diese MMPs besitzen am C-terminalen Ende
eine Furin-erkennende-Sequenz. Die MT-MMPs verfiigen Uber ein vergleichbares
Motiv in der Prodoméane und werden daher zumeist ebenfalls intrazellular aktiviert
und in ihrer aktiven Form sezerniert (PElI und WEISS, 1995). Die Steuerung erfolgt
vermutlich mittels endogener Inhibitoren (PElI und WEISS, 1995; NAGASE und
WOESSNER, 1999; VISSE und NAGASE, 2003).
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Die Aktivierung der Proenzyme ist ein wichtiger regulatorischer Schritt (NAGASE und
VISSE, 2006). Sie kann auf weiteren Wegen erfolgen, z.B. durch die Proteasen
Plasmin und Cathepsin G, durch Strukturédnderung, durch aktivierte MMPs und in
vitro auch durch Behandlung mit bestimmten Chemikalien oder Hitze (VAN WART
und BIRKEDAL-HANSEN, 1990; TERVAHARTIALA et al., 1996; SOMERVILLE et
al., 2003; VISSE und NAGASE, 2003).

3.1.2.2 Inhibierung der MMPs

Zu den Inhibitoren der MMPs zahlen die ,Tissue Inhibitors of Metalloproteinases*
(TIMPs) und a2-Makroglobulin (NAGASE et al., 2006). Ein Gleichgewicht zwischen
MMPs und ihren Inhibitoren ist fir physiologische Vorgange essenziell (NAGASE et
al., 2006). Veradnderungen im TIMP-Spiegel beeinflussen direkt die Aktivitat der
MMPs (VISSE und NAGASE, 2003).

Die TIMPs sind die wichtigsten Inhibitoren der MMPs, alle MMPs werden durch sie in
unterschiedlichem Ausmal inhibiert (BAKER et al., 2002; STAMENKOVIC, 2003;
NAGASE et al., 2006). Es handelt sich um endogene Inhibitoren, die die MMPs im
Verhéltnis 1:1 binden (BREW et al., 2000; STAMENKOVIC, 2003; VISSE und
NAGASE, 2003). Bislang sind vier TIMPs bei Wirbeltieren bekannt (BREW et al.,
2000; BAKER et al., 2002). Sie werden sezerniert, liegen aber auch gebunden an
membrangebundene MMPs vor (BAKER et al., 2002). TIMPs ben ihre hemmende
Funktion im Gewebe aus (BAKER et al., 2002). Es sind Molekile mit einer Grée
von ca. 21 kDa, welche aus ca. 184-194 Aminosauren aufgebaut sind (BAKER et al.,
2002; NAGASE et al., 2006). Sie bestehen aus einer C- und einer N-terminalen
Region, wobei die N-terminale Region der Bindung der MMPs dient (BAKER et al.,
2002; NAGASE et al., 2006).

Zusammen koénnen die TIMPs alle MMPs hemmen (BAKER et al., 2002). Es gibt
Unterschiede zwischen den Affinitdten der verschiedenen TIMPs zu den
verschiedenen MMPs (BREW et al., 2000). Neben der Bindung und Inhibierung der
MMPs besitzen die TIMPs weitere Eigenschaften. TIMP-3 inhibiert z.B. auch ADAMs
(A Disintegrin And Metalloproteinase) und ADAMTs (ADAM with Thrombospondin
type-1 motif) (BAKER et al., 2002; STAMENKOVIC, 2003; NAGASE et al., 2006). Die
Aktivierung von pro-MMP-2 erfolgt tber einen Komplex aus TIMP-2 und MMP-14
(NAGASE und WOESSNER, 1999; VISSE und NAGASE, 2003). TIMPs dienen
aulRerdem der Inhibierung der Angiogenese bei Tumorwachstum, der Inhibierung der
Metastasierung sowie der Zellinvasion (NAGASE und WOESSNER, 1999). Die
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Sequenzunterschiede zwischen den TIMPs erklaren ihre divergierenden Funktionen
(BREW et al., 2000).

a2-Makroglobulin ist ein Molekil mit einer Grofke von ca. 725 kDa, welches im
Plasma vorliegt und hier den wichtigsten Inhibitor der MMPs darstellt (BAKER et al.,
2002; NAGASE et al., 2006). Es hemmt auch andere Endoproteinasen wie ADAMs
(BAKER et al., 2002). Hauptsyntheseort ist die Leber (BAKER et al., 2002). Die
Inhibierung erfolgt Uber eine Endozytose des Matrixins in das Innere des a2-
Makroglobulin Molekiils (NAGASE et al., 2006).

Es gibt zahlreiche weitere MMP-Inhibitoren. MMP-Inhibitoren mit gewissen Sequenz
Annlichkeiten zur N-terminalen Region von TIMPs sind unter anderem
Thrombospondin-1 und -2, Netrine und PCPE (type | collagen C-proteinase enhancer
protein) (BAKER et al., 2002). TFPI-2 (tissue factor pathway inhibitor 2) ist ein Serin-
Proteinase-Inhibitor (BAKER et al., 2002). RECK (reversion inducing cysteine-rich
protein with Kazal motifs) ist bisher der einzig bekannte membrangebundene
Inhibitor der MMPs (STAMENKOVIC, 2003). Er zeigt inhibitorische Wirkung gegen
MMP-2, -9 und -14 und kommt in zahlreichen menschlichen Geweben vor (BAKER et
al., 2002). Es wird vermutet, dass RECK noch weitere biologische Funktionen hat
(BAKER et al., 2002). Uberexpression von RECK in Tumorzelllinien fihrt zu einem
Abfall der MMP-9 Aktivitdt und zum Absinken des invasiven Potenzials der
Tumorzellen (BAKER et al., 2002).

313 Die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen in der Pathogenese der
Parodontitis

Matrix-Metalloproteinasen dienen dem Umbau und Abbau von Gewebe. Bei der
Parodontitis kommt es durch sie zum Kollagenabbau (LEE et al., 1995;
MARCACCINI et al., 2009). Die Parodontitis ist eine Erkrankung, welche indirekt
durch Bakterien ausgeldst wird (ISHIKAWA, 2007). Die im Verlauf auftretende
Gewebezerstérung ist jedoch bedingt durch die wirtseigene Immunreaktion (KINANE
und LINDHE, 1999; VAN DYKE und SERHAN, 2003; ISHIKAWA, 2007).

Bakterien, ihre Enzyme und Toxine sind in der Lage, wirtseigene Zellen zur
Expression von gewebeabbauenden Enzymen zu veranlassen (BIRKEDAL-
HANSEN, 1993; DAHAN et al., 2001; LOESCHE und GROSSMANN, 2001). Im
Rahmen der Parodontitis entsteht als Antwort auf die bakterielle Besiedlung ein
entziindliches Geschehen, in dem wirtseigene Zellen wie Neutrophile und

Lymphozyten zur Sezernierung von Entziindungsmediatoren angeregt werden
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(ISHIKAWA, 2007). Die Entzindungsmediatoren bedingen die Aktivierung und
Entlassung von Matrix-Metalloproteinasen aus wirtseigenen Zellen (BIRKEDAL-
HANSEN, 1993; DAHAN et al., 2001). Die MMPs fiihren in der Folge Uber
Kollagenabbau zur Vertiefung des gingivalen Sulkus und zur Bildung der
parodontalen Tasche (SORSA et al., 1992; LOESCHE und GROSSMANN, 2001). Im
Rahmen des Entziindungsgeschehens kommt es zum Abbau des
Zahnhalteapparates und zum alveolaren Knochenabbau (GORREL, 2006;
ISHIKAWA, 2007). Die fortschreitende Gewebezerstérung ist bedingt durch die
korpereigene Abwehr (ISHIKAWA, 2007).

Wenige Studien haben sich bisher mit der Rolle der MMPs bei der Parodontitis des
Hundes befasst. Es gibt jedoch zahlreiche Studien, die sich mit ihrer Rolle bei der

Parodontitis des Menschen beschéftigen.

3.1.31 Matrix-Metalloproteinasen und ihre Bedeutung bei parodontalen
Erkrankungen in der Humanmedizin
Matrix-Metalloproteinasen sind die wichtigsten Enzyme in der Umgestaltung von
parodontalen Geweben unter physiologischen, als auch pathologischen Umstanden
(UITTO et al., 2003). MMPs sind in gesundem und erkranktem parodontalen Gewebe
in unterschiedlichem Ausmaf und unterschiedlicher Form zu finden.
Es zeigt sich eine erhohte Aktivitat von MMP-1, -2, -3, -8, -9 und -13 in Proben aus
humaner gingivaler Sulkusflussigkeit parodontal erkrankter Patienten (SOELL et al.,
2002; POZO et al., 2005; BILDT et al., 2008; HERNANDEZ RIOS et al., 2009). In
einer Studie von BILDT und Mitarbeitern (2008) ist die MMP Aktivitdt im GCF
(gingival crevicular fluid) bei Parodontitis 250-fach erhéht im Vergleich zur
Kontrollgruppe.
In Studien von MAKELA und Mitarbeitern (1994) sowie BILDT und Mitarbeitern
(2008) ist bei Parodontitis der Gehalt an MMP-2 in GCF erhdht, dahingegen ist
dieser in anderen Studien bei Parodontitis niedriger als bei Gingivitis und der
Kontrollgruppe (MAESO et al., 2007; RAI et al., 2008). Der Gehalt an MMP-1, -2, -3,
-8, -9, -13, -14 ist in gingivaler Sulkusflissigkeit bei Parodontitis Patienten erhéht
(MAKELA et al., 1994; INGMAN et al., 1996; SOELL et al., 2002; BEKLEN et al.,
2006; MAESO et al., 2007; BILDT et al., 2008; RAI et al., 2008; MARCACCINI et al.,
2010; KINNEY et al., 2014; LEPPILAHTI et al., 2014; POPAT et al., 2014; GUL et al.,
2016).
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In einer Studie von SOELL und Mitarbeitern (2002) zeigt sich mittels ELISA in
gingivaler Sulkusflissigkeit und Gewebswasserproben bei Patienten mit Parodontitis
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg von MMP-1, -2, -3
und -9 einhergehend mit einer signifikant erhéhten Aktivitdt, welchem ein
signifikantes Absinken der TIMP-1 Konzentration gegenibersteht. Die Prozentzahl
an aktiven MMPs ergibt keine signifikanten Unterschiede zwischen
Parodontitisgruppe und Kontrollgruppe (SOELL et al, 2002). Es wird
geschlussfolgert, dass ein Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs fiir den
Abbau parodontaler Strukturen bei der Parodontitis verantwortlich ist (SOELL et al.,
2002). Zu der gleichen Schlussfolgerung kommen zahireiche weitere Autoren und
weisen zudem einen Anstieg des TIMP-1 Gehaltes nach Parodontalbehandlung nach
(POZO et al., 2005; MAESO et al., 2007; MARCACCINI et al., 2010; POPAT et al.,
2014). Dem gegenuber steht die Aussage von EJEIL und Mitarbeitern (2003), die in
ihrer Studie einen signifikanten Anstieg von TIMP-1 bei Vorliegen einer Parodontitis
nachweisen. Das bestatigen auch KUBOTA und Mitarbeiter (1996), die in ihrer
Studie bei Patienten mit Parodontitis in Gingivabioptaten mittels RT-PCR einen
signifikant erhéhten Gehalt an MMP-1, -3, -8 und TIMP-1 mRNA im Vergleich zur
Kontrollgruppe darstellen. Der Gehalt an TIMP-2 ist in gingivaler Sulkusflussigkeit bei
Parodontitis signifikant reduziert (POZO et al., 2005). Im Gegensatz dazu steht die
Aussage von MARCACCINI und Mitarbeitern (2010), die einen erhéhten Gehalt an
TIMP-2 nachweisen. Diese Meinung vertreten auch MESCHIARI und Mitarbeiter
(2013) fur TIMP-2 im Speichel.

POZO und Mitarbeiter (2005) kommen zu dem Schluss, dass die GbermaRige MMP
Aktivitdt, die Aktivierung der latenten MMPs und die Reduktion der TIMPs zum
Abbau der parodontalen Strukturen bei einer Parodontitis fiihren. Bei Patienten mit
Parodontitis kann die aktive Form von MMP-2, -8 und -9 nachgewiesen werden
(KOROSTOFF et al., 2000; POZO et al.,, 2005; BILDT et al., 2008). POZO und
Mitarbeiter (2005) kdénnen die aktive Form von MMP-9 nur bei Patienten mit
Parodontitis nachweisen, in dieser Gruppe ist auflerdem die aktive Form von MMP-8
signifikant erhéht. Auch MARCACCINI und Mitarbeiter (2010) zeigen einen erhéhten
Gehalt der aktiven Form von MMP-9 in der gingivalen Sulkusflissigkeit von Patienten
mit Parodontitis. BILDT und Mitarbeiter weisen ebenfalls einen erhéhten Gehalt an

aktivem MMP -8 und -9 sowie zudem an MMP-2 im GCF von Parodontitis Patienten
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nach. RAI und Mitarbeiter (2008) kdnnen die aktive Form von MMP -2 in der
Kontrollgruppe dagegen nicht nachweisen.

Mit steigendem Schweregrad der Parodontitis kommt es im GCF zu einem Anstieg
der MMP Aktivitat, diese erhdhte MMP Aktivitat zeigt nach Parodontalbehandlung
einen Rickgang auf normale Werte (POZO et al., 2005).

Das Verhaltnis aktiver Kollagenasen zur Gesamtmenge an Kollagenasen ist bei einer
aktiven Parodontitis signifikant erhéht und es liegen die meisten aktiven Proben vor,
bei Gingivitis hingegen die meisten latenten (LEE et al, 1995). Die
Kollagenaseaktivitdt in gingivaler Sulkusflissigkeit von Probanden mit aktiver
Parodontitis (progressiv fortschreitendem Gewebsabbau) ist 5-6-mal héher und es
liegen 1,5-mal so viele aktive Kollagenasen vor als bei einer Gingivitis oder passiven
Parodontitis (Parodontalabbau aus vorhergehender Parodontitis) (LEE et al., 1995).
Auch KINNEY und Mitarbeiter (2014) zeigen in ihrer Studie, dass im GCF von
Patienten mit progressiver bzw. aktiver Parodontitis MMP-8 und -9 signifikant héher
sind als bei Patienten mit station&rer Parodontitis.

KOROSTOFF und Mitarbeiter (2000) weisen die aktive Form von MMP-2 im Speichel
nur bei Patienten mit Parodontitis nach. UITTO und Mitarbeiter (1990) stellen in einer
Studie fest, dass bei Patienten mit Parodontitis der Gehalt an Kollagenasen, sowie
ihre Aktivitat im Speichel erhéht ist und diese zumeist in ihrer aktiven Form vorliegen.
In humanem Speichel sind die Spiegel an MMP-2, -8, -9 bei Parodontitis erhéht und
sinken nach Parodontalbehandlung (UITTO et al., 1990; MAKELA et al., 1994; RAI et
al., 2008; KINNEY et al, 2011; MESCHIARI et al., 2013). AuRBerdem ist die
Kollagenaseaktivitdt bei Patienten mit Parodontitis signifikant erhéht und die
Kollagenasen liegen zumeist in ihrer aktiven Form vor (UITTO et al., 1990). KINNEY
und Mitarbeiter (2011) postulieren, dass ein hoher Gehalt an MMP-8 und -9 im
Speichel mit einer progressiven Parodontitis korreliert, wobei ein niedriger Gehalt mit
einer passiven Parodontitis korreliert.

In Mundspulproben von Patienten mit Parodontitis sind die Werte an MMP-2 und -9
erhéht und es kénnen aktive Formen nachgewiesen werden (MAKELA et al., 1994).
Nach Parodontalbehandlung sinken die Spiegel an MMP-1, -2, -8, -9 in oralen
Flussigkeiten (MAKELA et al., 1994; MARCACCINI et al., 2009; MARCACCINI et al.,
2010; KINNEY et al., 2011; MESCHIARI et al., 2013; KINNEY et al., 2014; POPAT et
al., 2014; GUL et al., 2016). Die MMP-Spiegel sind bei Parodontitis Patienten auch
im Plasma erhéht und zeigen nach Parodontalbehandlung einen Rickgang
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(MARCACCINI et al., 2009; MESCHIARI et al., 2013). MESCHIARI und Mitarbeiter
(2013) zeigen eine erhohte Aktivitdt von MMP-9 bei Patienten mit Parodontitis und
ein Absinken nach Parodontalbehandlung.

In Proben aus humaner Mundschleimhaut und im Blutplasma parodontal erkrankter
Patienten zeigen sich eine erhdhte Aktivitat von MMP-2,-3,-8 und -9 (KUBOTA et al.,
1996; MARCACCINI et al., 2009). MESCHIARI und Mitarbeiter (2013) weisen
ebenfalls erhohte Spiegel an MMP-8 und -9 im Plasma von Parodontitis Patienten
nach.

Bei Parodontitis finden sich in der Gingiva mehr MMP-8 und -13 exprimierende
Zellen als in gesunder Gingiva (TERVAHARTIALA et al., 2000). KUBOTA und
Mitarbeiter (2008) zeigen in ihrer Studie eine Aufregulierung der Genexpression fir
MMP-1, -3, -9 und -13 und TIMP-1 und -4 in der Gingiva bei Patienten mit
Parodontitis. Eine statistische Signifikanz liegt allerdings nur bei MMP-1 und TIMP-4
vor. Der Gehalt an MMP-1 ist bei Parodontitis in der Gingiva erhéht (EJEIL et al.,
2003; BILDT et al., 2008). Der Gehalt an MMP-9 und -13 sowie an TIMP -1 ist
ebenfalls erhéht (EJEIL et al., 2003). OVERALL und Mitarbeiter (1987) stellen eine
positive Korrelation zwischen Kollagenaseaktivitéat in Gingivaproben in vivo und dem
Schweregrad der Gingivitis fest. Mit steigendem Schweregrad der Entziindung steigt
der Anteil aktiver kollagenolytischer Enzyme. LEE und Mitarbeiter kommen zu den
gleichen Erkenntnissen in humaner Sulkusflissigkeit. Wohingegen BILDT und
Mitarbeiter (2008) in Gingiva und auch im parodontalen Ligament eine héhere
Gesamtaktivitat der MMPs in der Kontrollgruppe aufzeigen.

BILDT und Mitarbeiter (2008) untersuchen parodontales Ligament von Parodontitis
Patienten und weisen einen erhdhten Gehalt an aktivem MMP-1, -2 und -8 in der
gesunden Kontrollgruppe nach.

Die Feststellung der Quelle der MMPs ist auBerdem Bestandteil multipler Studien
(OVERALL et al., 1987; UITTO et al., 1990; LEE et al., 1995; SORSA et al., 1995).
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten stellen die Hauptquelle fur Kollagenasen
im Speichel dar (UITTO et al., 1990). MMP-8 als dominierende Kollagenase in
Plaque entspringt ebenfalls polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (SORSA
et al., 1995). Die kollagenolytische Aktivitat bei Parodontitis stammt von wirtseigenen
Neutrophilen und ist nicht bakteriellen Ursprungs (OVERALL et al., 1987; LEE et
al.,1995).
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3.1.3.2 Die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen bei der Parodontitis des
Hundes
Es gibt bisher wenige Untersuchungen zur Beteiligung der MMPs an der Parodontitis
des Hundes.
KAISER und Mitarbeiter (2014) untersuchen die Expression von MMP-2, -3, -8 und -
9 sowie von TIMP-1 und -2 mittels Immunhistologie in der Gingiva des Hundes und
stellen fest, dass bei Parodontitis die Expression der untersuchten MMPs erhoht ist
und die der TIMPs tendenziell vermindert. Es wird geschlussfolgert, dass die
Parodontitis auf Grund einer reduzierten Inhibierung der MMPs durch die TIMPs
entsteht.
KRYSHTALSKYJ und Mitarbeiter (1986) untersuchen in der gingivalen
Sulkusflissigkeit von zwei Beaglen mit kinstlich erzeugter Parodontitis die
kollagenolytische Aktivitdt und die klinischen Parameter. In Bereichen mit
Parodontitis ist der Gehalt an aktivem Enzym signifikant erhéht gegeniiber den
Bereichen mit Gingivitis und dem Kontrollbereich. Hier Uberwiegen die latenten
Enzyme. Die kollagenolytische Aktivitét ist signifikant hdher an klinisch erkrankten
Lokalisationen im Vergleich zu Kontrollbereichen. Hier ist aulRerdem die Aktivitat von
Kollagenase-Inhibitoren signifikant erniedrigt und die Produktion der Sulkusflissigkeit
erhéht. Es besteht eine Korrelation zwischen dem klinischen Attachmentverlust und
der Menge an gingivaler Sulkusflussigkeit und dem Vorhandensein aktiver Enzyme
darin.
SCHWARZ und Mitarbeiter (2007) untersuchen histologisch und immunhistologisch
die Reaktion parodontalen Gewebes bei finf Beagle Hunden mit natirlich
erworbener Parodontitis nach Parodontalbehandlung mit einem Er:YAG-Laser
(Erbium-Yttrium-Aluminium-oxid-Granat-Laser). MMP-8 kann im
Entziindungszellinfiltrat nachgewiesen werden. Die Proben mit weit apikal
reichendem Entziindungszellinfiltrat und Alveolarknochenabbau zeigen ein
verstarktes immunhistologisches Signal fir MMP-8. Proben mit Neubildung von
Zement und parodontalem Ligament zeigen im Gegensatz dazu ein abgeschwéchtes
immunhistologisches Signal fur MMP-8.
In einer Studie von KIM und Mitarbeitern (2013) werden mittels Zymografie MMP-2
und -9 in der Gingiva von Beagle-Hunden mit Parodontitis nachgewiesen. Nach
oraler Applikation einer subantimikrobiellen Dosis von 1-2 mg/kg/d Doxycyclin sinken
MMP-2 und -9 signifikant gegentiber der Kontrollgruppe. Es wird geschlussfolgert,
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dass eine Dosierung von 2 mg/kg/d Doxycyclin verwendet werden kann, um eine
klinische Verbesserung einer parodontalen Erkrankung zu erreichen.

In einer Studie von PAULA-SILVA und Mitarbeitern (2010) wird die Expression von
MMP-1, -2, -8 und -9 bei der experimentell erzeugten apikalen Parodontitis und nach
verschiedenen Wurzelkanalbehandlungstechniken mittels Immunhistologie
untersucht. Eine Wurzelkanalbehandlung von Z&éhnen mit apikaler Parodontitis unter
Verwendung von Calciumhydroxid als Fillmaterial fiihrt zu einer Reduktion im Gehalt
von MMP-2, -8 und -9 gegeniiber unbehandelten Zédhnen und Zahnen, welche eine
Wurzelkanalbehandlung in einer einzelnen Sitzung erhalten haben. Die
Arbeitsgruppe folgert, dass Calciumhydroxid eine vorteilhafte Funktion in der

Reparation von Gewebe innehat und zu einer Reduktion der MMP-Synthese fihrt.

3.2 Serinproteasen

Serinproteasen sind Endopeptidasen, welche in ihrem katalytischen Zentrum ein
Serin-Aminosdurerest vorliegen haben (UITTO et al.,, 2003). Sie werden von
neutrophilen Granulozyten gebildet und entlassen (KUNIMATSU et al., 1993; UITTO
et al., 2003). Sie dienen dem Abbau extrazelluldarer Matrix, sowie der Regulation von
Entziindungsreaktionen (UITTO et al.,, 2003). Sie besitzen ein breites
Substratspektrum. Elastase und Cathepsin G bauen unter anderem Kollagen ab
(UITTO et al., 2003). Cathepsin G ist auBerdem an der Aktivierung von pro-MMP-8
beteiligt (TERVAHARTIALA et al., 1996; UITTO et al., 2003).

3.21 Cathepsin G

Patienten mit Gingivitis bzw. Parodontitis zeigen deutlich erhéhte Cathepsin G
Spiegel im Speichel im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe und zahnlosen
Patienten. AulRerdem zeigt sich ein Anstieg der Enzymmenge mit steigendem
Schweregrad der Erkrankung. Der stérkste Anstieg der Enzymmenge wird zwischen
Patienten mit gesunden Z&hnen und Patienten mit Gingivitis festgestellt
(PEDERSON et al., 1995).

KUNIMATSU und Mitarbeiter (1993) untersuchen die Aufgabe von Cathepsin G beim
Abbau parodontaler Strukturen in humaner gingivaler Sulkusflissigkeit bei Patienten
mit Gingivitis und Parodontitis. Das Cathepsin G stammt aus neutrophilen
Granulozyten und ist in der Lage, Kollagen zu spalten. Es zeigt sich eine Korrelation
zwischen dem Schweregrad der Parodontitis und der Menge an Cathepsin G. Nach
durchgefiihrter Parodontalbehandlung sinkt die Menge an Cathepsin G wieder ab.
TERVAHARTIALA und Mitarbeiter (1996) stellen ebenfalls eine erhdhte Aktivitat bei
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Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu gesunden Patienten fest. Cathepsin G ist
direkt Uber Kollagenspaltung, als auch indirekt, Uber die Aktivierung anderer
Kollagenasen wie z.B. pro-MMP-8 oder die Erh6hung der Aktivitat von Elastase, an
der Zerstérung parodontaler Strukturen beteiligt (TERVAHARTIALA et al., 1996).

3.2.2 Elastase

PEDERSON und Mitarbeiter (1995) stellen mittels ELISA fest, dass Patienten ohne
Zahne, sowie Patienten mit gesunden Zahnen deutlich niedrigere Spiegel an
Elastase im Speichel aufweisen, als Patienten mit Gingivitis bzw. Parodontitis.
AuBerdem zeigt sich ein Anstieg der Enzymmenge mit dem Schweregrad der
Erkrankung (PEDERSON et al., 1995). TERVAHARTIALA und Mitarbeiter (1996)
stellen in ihren Untersuchungen fest, dass die Aktivitdt von Elastase durch Cathepsin
G erhéht wird und Elastase am Abbau parodontaler Strukturen beteiligt ist. UITTO
und Mitarbeiter (1996) zeigen, dass Elastase bei ca. 85% der Patienten mit
Parodontitis erhoht ist und eine signifikante Korrelation zwischen der Elastase
Aktivitdt und der Zahl an parodontalen Taschen mit einer Tiefe von mehr als 6 mm
und dem Grad der Gingivitis besteht. Elastase stellt sich als kein guter Indikator fur
Gingivitis dar. Bei gesunden Patienten sind die Elastase Werte niedrig, bei
Zahnlosen niedriger (UITTO et al., 1996). Nach einer Parodontalbehandlung sinken
die Werte auf Werte dhnlich denen gesunder Patienten (UITTO et al., 1996). In einer
Studie an gingivaler Sulkusflissigkeit stellen ELEY und COX (1996) fest, dass sich
erhohte Gehalte an Elastase bei Patienten mit Attachmentverlust und signifikant
erhéhte Werte an Lokalisationen mit rasant fortschreitender Parodontitis ergeben.
Durch Parodontalbehandlung sinken die Elastase Werte signifikant. Dies bestatigen
auch CHEN und Mitarbeiter (2000), welche neben Elastase auch MMP-8 im GCF
von Parodontitis Patienten untersuchen. Der Gehalt beider Enzyme sinkt nach
Parodontalbehandlung signifikant, MMP-8 sinkt starker als Elastase. Elastase und
MMP-8 Werte korrelieren signifikant miteinander (CHEN et al., 2000).

3.23. Serinproteasen bei der Parodontitis des Hundes

In einer Studie von RENVERT und Mitarbeitern (1998) wird an Beaglen mit
experimentell erworbener Parodontitis die Korrelation von ansteigenden Elastase
Werten und zunehmendem Attachmentverlust mit statistischer Signifikanz
nachgewiesen. Der Zeitpunkt mit dem hdchstem Attachmentverlust entspricht dem
Zeitpunkt mit der hdchsten Elastase-ahnlichen Aktivitdt. Je langer die Ligaturen in

Position sind, desto mehr nimmt der Attachmentverlust zu. In gesunden
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Lokalisationen und Lokalisationen mit Gingivitis zeigen sich durchgehend niedrige

Enzymaktivitat.
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G. Eigene Untersuchungen

4. Material und Methoden
41 Material

411 Losungen und Puffer
Pufferlésung:

50 mM Tris-HCI pH 7,4

200 mM NaCl

10 mM CaCl?

0,02% Triton X-100

DQ-Reaktionspuffer:
150 mM NaCl

50 mM Tris pH 7,4
5mM CaCl?

41.2 Hersteller und Bezugsquellen verwendeter Materialien und Gerite
Acteon Germany GmbH, Mettmann

pspix, PSP-Scanner (FiimgroRe 0-3)

Aesculap AG, Tuttlingen
Parodontalsonde (Parodontometer DB874R)

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

Euijifilm, Dusseldorf
Speicherfolien (IP) ST-VI (Standardtyp) IP Kassetten Typ C und D

Genorise Scientific, Berwyn, IL, USA

Enzym-Aktivitdts-Assay Nori Canine MMP-2 ELISA Kit (Catalog # GR115003)
Enzym-Aktivitats-Assay Nori Canine MMP-3 ELISA Kit (Catalog # GR115030)
Enzym-Aktivitats-Assay Nori Canine MMP-9 ELISA Kit (Catalog # GR115034)
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GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
GraphPad Prism 7.00

Greiner Bio One International GmbH, Kremsmiinster, AUT
96 Well-Mikroplatte (microplate, PS, F-bottom, non-binding, schwarz, #655900)

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Gefrierschrank Herafreeze HFU 686

Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen
Zentrifuge Mikro 22R Typ C1110

iM3 Dental Limited, Stamullen, Co. Meath, IRL
Revolution 4 DC (Dentalréntgengerat)

Merck KGaA, Darmstadt
MMP-9 (MMP-9, Active, Recombinant 0,1mg/ml, Calbiochem # PFO24)

Oraflow Inc., Smithtown, NY, USA
PerioPaper Strips (gingival fluid collection strips) #593520

Philips, Hamburg
PCR Eleva (Computed Radiography-System)

PCR Eleva Cosimax CR Folienleser

RayBiotech, Norcross, GA, USA
Enzym-Aktivitats-Assay ,RayBio Canine MMP-8 ELISA Kit“ (Catalog # ELC-MMP8)

Sirona Dental Systems GmbH, Bensheim

Heliodent (Dentalréntgengerét)

Tecan Group Ltd., Ménnedorf, CH
Mikroplattenlesegerat TECAN Infinite M200 PRO
Mikroplattenlesegerat TECAN SPARK
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Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich

DQ-Gelatine (DQ™ Gelatin From Pig Skin, Fluorescein Conjugate (Invitrogen™) #
D12054, 1 mg/ml)

DQ-Kollagen (DQ™ Collagen, type | From Bovine Skin, Fluorescein Conjugate
(Invitrogen™) # D12060, 1 mg/ml)

41.3 Hersteller und Bezugsquellen verwendeter Medikamente
Albrecht, Aulendorf
Isoflo®

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Atropinsulfat (Atropin Sulfuricum 0,5 mg/ml)

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

Ecuphar GmbH, Greifswald

Diazepam (Ziapam 5 mg/ml)

medistar Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg
Ketamin (Ketamin 10%)

Xylazin (Xylazin 2% Bernburg)
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4.2 Methoden

421 Patientengut

Die Gruppen der untersuchten Patienten bestehen aus Gber 12 Monate alten Hunden
jeglichen Gewichts und Geschlechts, sowie jeglicher Rasse. Ausgeschlossen sind
Tiere, die in der praanasthetischen Untersuchung als nicht narkoseféhig eingestuft
werden, in den letzten drei Monaten eine Zahnsanierung erhalten haben oder in den
letzten sieben Tagen systemisch eine antibiotische, entziindungshemmende
(NSAIDs oder Kortikosteroide) oder immunsuppressive Therapie erhalten haben
oder dauerhaft unter immunsuppressiver Therapie stehen. Weiterhin ist als
Ausschlusskriterium das Vorliegen einer systemischen entzindlichen, infektisen
oder immunbedingten Erkrankung zu sehen. Aulerdem das Vorliegen tumordser
oder akuter traumatischer Veranderungen der Mundhohle. Chronische
Zahnfrakturen, dentale oder skelettale Malokklusion, Hypo- bzw. Hyperdontie werden
nicht als Ausschlusskriterien angesehen.

Alle Patienten, die an der Studie partizipieren, sind in der allgemeinen klinischen
Untersuchung unauffallig, in der labordiagnostischen Untersuchung sind die
Entziindungsparameter im Referenzbereich.

Es werden insgesamt 56 Hunde untersucht (Ubersicht siehe Tabelle 7 im Anhang).
Bei dem untersuchten Patientengut handelt es sich um zehn Mischlinge, sechs
Beagle, sechs Labrador Retriever, finf Golden Retriever, fiinf Deutsche
Schaferhunde, drei Bernhardiner, zwei Berner Sennenhunde, zwei Jack Russel
Terrier, zwei Rauhaardackel und 15 weitere Rassen. Das Alter der untersuchten
Hunde betragt 1—-11 Jahre mit einem durchschnittlichen Alter von 4,2 Jahren. Das
durchschnittliche Kérpergewicht betragt 21,97 kg. Zehn Tiere sind méannlich-kastriert,
vier weiblich-kastriert, 21 mannlich unkastriert und 21 weiblich unkastriert.

Vor Beginn der Untersuchungen werden zwei Gruppen gebildet. Die Patientengruppe
wird aus Hunden gebildet, die in der Zahnabteilung der Klinik fiir Kleintiere, Chirurgie,
der Justus-Liebig-Universitat zu einer Parodontal- oder sonstigen Zahnbehandlung
vorgestellt werden. Bei diesen Patienten liegt nach Gesamtbeurteilung des Gebisses
eine Parodontalerkrankung Grad 1 bis 4 vor. Dies bedeutet, dass dem Gebiss
insgesamt bei der Untersuchung Grad 1 bis 4 einer Parodontalerkrankung
zugeordnet wird, wobei es sich bei Grad 1 um Patienten mit ausschlie8lich Gingivitis
und Grad 4 Patienten mit hochgradiger Parodontitis handelt. Die Kontrollgruppe wird

nach Anzeige und Genehmigung durch das Regierungsprasidium GielRen gebildet
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und lauft unter dem Geschaftszeichen V54 — 19 ¢ 20 15 h 01 GI 18/17 Nr. G
25/2017. Diese Gruppe besteht aus Tieren, die durch klinische und radiologische
Untersuchung als parodontitisfrei (Parodontalerkrankung Grad 0) befundet werden
und aus anderen Grinden als zur Parodontalbehandlung (z.B.
Réntgenuntersuchung, orthopddische Untersuchung) anasthesiert werden. Bei
diesen Tieren ist jeder untersuchte Zahn frei von Anzeichen einer parodontalen
Erkrankung, es liegt also bei jedem Zahn eine Parodontalerkrankung Grad O vor,
sodass dem Gebiss und damit dem Tier insgesamt Grad 0 einer
Parodontalerkrankung zugeteilt wird.

Die GrolRe der beiden Gruppen wird mittels statistischer Verfahren durch Herrn Dr.
Klaus Failing, Leiter der AG Biomathematik und Datenverarbeitung der Justus-
Liebig-Universitat in Giel3en festgelegt. Es wird hierzu das Statistikprogramm ,BiAS.
fur Windows, Biometrische Analyse von Stichproben, Version 9.08, Modul
Studienplanung“ (ACKERMANN, 2010) verwendet. Fur die Patientengruppe wird ein
Umfang von mindestens 30 Patienten ermittelt und fiir die Kontrollgruppe ein Umfang
von maximal 20 Patienten.

Die Hunde werden nichtern (letzte Nahrungsaufnahme 8-12 Stunden vor

Vorstellung) vorgestellt.

4.2.2 Anamnese, klinische Untersuchung und Blutuntersuchung

Bei allen Probanden wird zundchst eine Anamnese durchgefiihrt, gefolgt von einer
klinischen und labordiagnostischen Untersuchung.

In der Anamnese werden die Besitzer nach dem Allgemeinbefinden des Tieres
gefragt. Es wird dokumentiert welche Symptome dem Besitzer aufgefallen sind wie
zum Beispiel ein verdndertes Futteraufnahmeverhalten. Weitere Fragen richten sich
nach dem verabreichten Futter, ob bereits friiher eine Zahnsanierung durchgefiihrt
wurde, ob Zahnpflege betrieben wird und ob und zu welchem Zeitpunkt das Tier
Medikamente erhalten hat und bekannte Erkrankungen bestehen. Es wird nach der
Art der Haltung und dem Verwendungszweck gefragt.

Es wird eine allgemeine klinische Untersuchung durchgefiihrt, um die
Narkosefahigkeit des Tieres festzustellen und das Vorliegen akuter bzw. chronischer
entzlindlicher, infektiéser oder immunbedingter Erkrankung auszuschlieRen. Zur
labordiagnostischen Untersuchung gehoéren eine Hamatologie und eine Klinische

Chemie.
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4.2.3 Anésthesie

Bei unauffalliger Anamnese und allgemeiner klinischer Untersuchung sowie
Blutuntersuchung erfolgen die Probenentnahme, die klinische und radiologische
Untersuchung der Mundhohle sowie die Erhebung des Parodontalstatus unter
Allgemeinanasthesie.

Das Protokoll der Narkose richtet sich nach dem aus der Studie von KAISER und
Mitarbeitern (2014). Die Narkose erfolgt intravends tber einen Venenverweilkatheter,
der in die Vena cephalica antebrachii bzw. in die Vena saphena lateralis gelegt wird.
Hierfir erhalt der Hund intravends 0,5 mg/kg Kérpergewicht Diazepam (Ziapam 5
mg/ml; Ecuphar, Greifswald) und 0,025 mg/kg K&rpergewicht Atropinsulfat (Atropin
Sulfuricum 0,5 mg/ml; B. Braun Melsungen AG, Melsungen) zur Préamedikation.
Direkt im Anschluss an die Pramedikation erhalt der Hund zur Einleitung der Narkose
3,3 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketamin 10%; medistar Arzneimittelvertrieb
GmbH, Ascheberg) und 0,3 mg/kg Korpergewicht Xylazin (Xylazin 2% Bernburg;
medistar Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg). Die Narkoseerhaltung erfolgt bei
Bedarf nach orotrachealer Intubation inhalativ mittels Isofluran (Isoflo®, Albrecht,
Aulendorf) in einer Konzentration von 2 Volumenprozent in Kombination mit
Sauerstoff. Eine Infusion mit Vollelektrolytidsung (Sterofundin®, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen) mit einer Infusionsgeschwindigkeit von 10 ml/kg/h wird dem Hund
wahrend der Narkose verabreicht (KAISER et al., 2014). Es finden ein Monitoring,
sowie bei Bedarf eine Beatmung der Hunde statt.

4.2.4 Spezielle klinische und radiologische Untersuchung der Mundhéhle

4.2.41  Spezielle klinische Untersuchung der Mundhéhle mit Erhebung des
Parodontalstatus

Die klinische Untersuchung der Mundhéhle wird nach den Vorgaben von GORREL
(2006) und dem American Veterinary Dental College (AVDC, 2016) durchgefihrt.

Zur Erhebung des Parodontalstatus untersucht die Doktorandin klinisch die Anzahl
der vorhandenen Zahne, das Ausmald an Zahnstein, das Vorliegen von Gingivitis,
Gingivarezession oder Gingivahyperplasie, sowie die Zahnfleischtaschentiefe bzw.
die Zahnfleischadhdsion an verschiedenen Stellen um jeden Zahn, den
Furkationsbefall und die Mobilitdt der einzelnen Zahne (siehe Tabelle 8 im Anhang).
Auflerdem wird auf weitere Auffalligkeiten geachtet, wie Frakturen, Zubildungen und

Attrition bzw. Abrasion. Die Dokumentation der Untersuchungsergebnisse erfolgt
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unter Zuhilfenahme eines Befundbogens (siehe Abbildung 37 im Anhang), welcher
durch die Doktorandin modifiziert wurde (Dentaler Befundbogen mit Zahndiagramm
fur den erwachsenen Hund nach TUTT (2006)). Die Z&dhne werden mit Hilfe des
Zahnschemas nach Triadan (1972) und Floyd (1991) benannt und auf ihr
Vorhandensein geprift (STASZYK, 2011). Uberzéhlige oder fehlende Zéhne werden
notiert.

Das Ausmal} an Zahnstein (im Befundbogen in Abbildung 37 mit ,C* fur calculus
dargestellt) wird nach EICKHOFF (2005) mit den Graden 0-3 bezeichnet. Das
Vorhandensein einer Gingivitis (im Befundbogen mit ,G* dargestellt) wird in Grade 0-
3 eingeteilt orientierend an den Vorgaben von LOE (1967) und GORREL (2006).

Die Zahnfleischtaschentiefe (im Befundbogen mit ,P“ fir probing depth dargestellt)
wird mittels Parodontalsonde (Parodontometer DB874R, Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland) gemessen. Bei der verwendeten Sonde handelt es sich um eine
stumpfe Sonde mit einer Skalierung in 2-mm-Schritten (siehe Abbildungen 2 a und
b). Die Sonde wird ohne Druck vom freien Rand der Gingiva zum Boden der Tasche
eingefuhrt. Die parodontale Taschentiefe wird in dieser Studie an mehreren Stellen

um jeden Zahn gemessen, da die Tiefe an verschieden Stellen eines Zahnes

abweichen kann.

Abbildung 2a: Parodontalsonde Abbildung 2b: Parodontalsonde (Aesculap)

(Aesculap) in Gebrauch, Messung der in Gebrauch, Veranschaulichung der Tiefe

Tiefe der parodontalen Tasche der parodontalen Tasche durch Halten der
Sonde oberhalb der Gingiva
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An jedem Zahn werden auflerdem das Ausmall an Gingivarezession (im
Befundbogen mit ,R* und einem Minuszeichen vor der Ziffer dargestellt), sowie das
Ausmalfd an Gingivahyperplasie (im Befundbogen mit ,R“ und einem Pluszeichen vor
der Ziffer dargestellt) in Millimetern festgehalten.

Der Furkationsbefall (im Befundbogen mit ,F“ dargestellt) wird ebenfalls mittels
Parodontalsonde untersucht und wird in verschiedene Grade eingeteilt (siehe Tabelle
4).

Tabelle 4: Gradeinteilung der furkalen Freilegung (nach EICKHOFF, 2005; GORREL,
2006)

Grad 0 | Die Furkation liegt nicht frei

Grad 1 Mittels Parodontalsonde kann die Furkation ertastet werden, es besteht

eine geringgradige Freilegung der Furkation

Grad 2 | Mittels Parodontalsonde kann in die Furkation eingegangen werden, ein
Durchfiihren der Sonde ist nicht méglich, es besteht eine mittelgradige

Freilegung der Furkation

Grad 3 | Die Parodontalsonde kann vollstdndig durch die Furkation hindurchgefiihrt

werden, es besteht eine hochgradige Freilegung der Furkation

Die Beweglichkeit der Zahne (im Befundbogen mit ,M* fir Mobilitat dargestellt) kann
mittels Mobilitétsindex in die Grade 0 bis 3 eingeteilt werden (GORREL, 2006;
AVDC, 2016).

4.24.2 Radiologische Untersuchung der Mundhéhle

Zur radiologischen Untersuchung werden Einzelzahnaufnahmen der zu beprobenden
Zahne mit dem Dentalréntgengerét angefertigt. Teilweise werden zur Ubersicht
zusétzlich Aufnahmen des gesamten Gebisses am stationdren RoOntgengerat
angefertigt.

Am stationdren Rontgengerdt (Kollimator der Firma Comet-AG, Liebefeld, CH)
werden die Aufnahmen der Ober- und Unterkieferseitenzéhne extraoral in einer
Schragprojektion von ca. 45° angefertigt (MIHALJEVIC, 2010). Die Platten befinden
sich dabei jeweils auf dem R&ntgentisch. Mittels eingelegter Aufnahmen in
Halbwinkeltechnik werden die Incisiven und Canini dargestellt (MIHALJEVIC, 2010).

Der Film-Fokus-Abstand betragt bei allen Aufnahmen 1,00 m. Es kommt ein

56




Computed Radiography-System (PCR Eleva) der Firma Philips, Hamburg mit
Speicherfolien (IP) ST-VI (Standardtyp), und IP Kassetten Typ C und D der Firma
Fujifilm (Disseldorf) zur Anwendung. Das Auslesen der Speicherfolien erfolgt mit
dem CR Folienleser PCR Eleva Cosimax der Firma Philips, Hamburg.

Am Dentalréntgengerat (Heliodent, Sirona Dental Systems GmbH, Bensheim und
Revolution 4 DC, iM3 Dental Limited, Stamullen, Co. Meath, IRL) werden mittels
intraoraler Parallelwinkeltechnik Aufnahmen der UnterkieferreiRzahne angefertigt, die
anderen Zahne werden mittels intraoraler Halbwinkeltechnik dargestellt
(MIHALJEVIC, 2010). Als Seitenzeichen dient eine Biroklammer auf der rechten
Seite. Die Rontgenfilme werden ausgelesen mittels PSP-Scanner (pspix, Acteon
Germany GmbH, Mettmann, Filmgrofie 0-3).

Die Beurteilung der radiologischen Befunde wird nach den Vorgaben von
MIHALJEVIC (2010) (siehe Tabelle 5) durchgefihrt und erfolgt durch die
Doktorandin. Eine Darstellung der radiologischen Einteilung der Zahne nach Grad

der Parodontalerkrankung findet sich im Anhang in Tabelle 9.

Tabelle 5: Radiologischer Parodontalindex (nach EICKHOFF, 2005; MIHALJEVIC,
2010)

Parodontal-Index | Knochenabbau in Prozent der Wurzelldnge | Knochenabbau
0 0 unauffallig

1 Weniger als 25 geringgradig

2 25-50 mittelgradig

3 Mehr als 50 hochgradig

4.2.4.3 Einteilung der Parodontalerkrankung in Grade

Der Schweregrad einer parodontalen Erkrankung bezieht sich auf den einzelnen
untersuchten Zahn. An den unterschiedlichen Zahnen eines Patienten kdnnen also
unterschiedliche Grade der Parodontalerkrankung auftreten (WOLF et al., 2005;
AVDC, 2010; NIEMIEC, 2013). Allen Zahnen wird sowohl klinisch als auch
radiologisch ein Grad der Parodontalerkrankung zugeteilt. Die Z&dhne werden geman
Tabelle 6 klassifiziert und die Ergebnisse sind in Tabelle 9 im Anhang gelistet.
Besteht eine Diskrepanz zwischen dem zugeteilten klinischen und radiologischen

Grad der Parodontalerkrankung orientiert sich der Gesamtbefund pro Zahn an dem
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jeweils schlechteren Wert. Zusétzlich wird das Gebiss als Gesamtbild nach dem
schlechtesten Befund aller vorhandenen Zahne beurteilt, da der Tiereinfluss auf den

einzelnen Zahn nicht ausgeschlossen werden kann.
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Tabelle 6: Einteilung der Parodontalerkrankung nach Schweregrad (WOLF et al.,
2005; EICKHOFF, 2005; AVDC, 2016)

Schweregrad
der Parodontal-

erkrankung

Klinische Untersuchung

Radiologische Untersuchung

Grad 0

Normalbefund

Keine Anzeichen von Gingivitis
oder Parodontitis

(Sondierungstiefe 1-3 mm)

Normalbefund

Grad 1 Gingivitis ohne Attachmentverlust, | Normalbefund
o die H6he und Struktur des
Gingivitis
Alveolarkammes stellen sich
unauffallig dar (Sondierungstiefe
Uber 2 mm)
Grad 2 Messung durch Sondierung Geringgradiger horizontaler
. . mittels Parodontalsonde ergibt Knochenverlust: Unter 25 %
Geringgradige
. unter 25 % Attachmentverlust Attachmentverlust bei Bestimmung
Parodontitis ) ) )
(Sondierungstiefe bis 5 mm); der Entfernung des Alveolarkammes
maximal Furkationsbefall Grad 1 zur Zement-Schmelz-Grenze im
bei mehrwurzligen Z&hnen Verhéltnis zur Wurzelldnge
Grad 3 25-50 % Attachmentverlust bei Mittelgradiger horizontaler Knochen-
) ) Messung durch Sondierung verlust: 25-50 % Attachmentverlust
Mittelgradige
» mittels Parodontalsonde bei Bestimmung der Entfernung des
Parodontitis ) ) )
(Sondierungstiefe bis 7 mm); Alveolarkammes zur Zement-
Furkationsbefall Grad 2 bei Schmelz-Grenze im Verhéltnis zur
mehrwurzligen Zdhnen Wurzelldnge
Grad 4 Uber 50 % Attachmentverlust bei | Hochgradiger horizontaler Knochen-
. Messung durch Sondierung verlust: Uber 50 %
Hochgradige
. mittels Parodontalsonde Attachmentverlust bei Bestimmung
Parodontitis

(Sondierungstiefe ber 7 mm);
Furkationsbefall Grad 3 bei

mehrwurzligen Zéhnen

der Entfernung des Alveolarkammes
zur Zement-Schmelz-Grenze im

Verhéltnis zur Wurzellange
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4.2.5 Probenentnahme, Lagerung und Transport

Die Probanden werden chronologisch durchnummeriert. Patienten der
Parodontitisgruppe werden mit dem Buchstaben ,H* fir Hund und einer fortlaufenden
Nummer von 1-36 betitelt, Patienten der Kontroligruppe hingegen mit dem
Buchstaben ,K* fir Kontrolle und einer fortlaufenden Nummer von 1-20. Es werden
nicht alle Z&hne beprobt, sondern nur eine definierte Teilmenge. Bei allen Patienten
werden dazu Proben der gingivalen Sulkusflussigkeit an den Fang- und Reil3zdhnen
entnommen. Bei der Lokalisation fir die Probenentnahme wird nicht zwischen
Probanden aus Kontroll- oder Parodontitisgruppe unterschieden. Die
Probenentnahme findet jeweils palatinal und bukkal an den Z&hnen 104 und 204,
distobukkal an den Zahnen 108 und 208, lingual an den Z&hnen 304 und 404 und
distolingual an den Zahnen 309 und 409 statt. Die Entnahmestellen erhalten jeweils
einen Buchstaben ggf. mit Ziffer zur Markierung. Die Lokalisation palatinal am Zahn
104 wird mit ,a1“, bukkal am Zahn 104 mit ,a2“, die Lokalisation am Zahn 108 mit
,b“, palatinal am Zahn 204 mit ,e1“, bukkal am Zahn 204 mit ,e2“, am Zahn 208 mit
o, am Zahn 304 mit ,h“, am Zahn 309 mit ,g“, am Zahn 404 mit ,d“ und am Zahn 409
mit ,.c“ markiert.

Fir die Probenentnahme wird der zu untersuchende Zahn zundchst getrocknet
(MARCACCINI, 2010). Dann wird jeweils eine Papierspitze (PerioPaper Strips
(gingival fluid collection strips) #593520 der Firma Oraflow Inc., Smithtown, NY, USA)
fur die Zeit von ca. 30 Sekunden ohne Druck in den gingivalen Sulkus eingefihrt um
gingivale SulkusflUssigkeit (gingival crevicular fluid, GCF) aufzunehmen (siehe
Abbildung 3). Die Papierspitzen koénnen 0-1,2 pl Flussigkeit absorbieren.
Papierspitzen, welche mit Blut oder Speichel kontaminiert sind, werden entsorgt
(MARCACCINI, 2010). Die Papierspitzen mit GCF werden sofort einzeln in ein
Eppendorf Gefalt mit 4° Celsius temperierter 100 ul Pufferlésung, bestehend aus 50
mM Tris-HCI pH 7,4, 200 mM NaCl, 10 mM CaCl? und 0,02% Triton X-100, verbracht
und fir ca. 30 Minuten bei 4°C gekihlt (POZO et al., 2005). Die Eppendorfgefalle
werden mit der weiter oben beschriebenen Markierung (z.B. ,H1a2" fur Patient 1 der
Parodontitisgruppe, Zahn 104 bukkal) gekennzeichnet.
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Abbildung 3: Entnahme gingivaler Sulkusflissigkeit bukkal am Zahn 104

(Lokalisation a2) mittels Papierspitze

Fir die Probenentnahme missen keine Schmerzmittel appliziert werden, da die
Entnahme der gingivalen SulkusflUssigkeit nicht schmerzhaft ist. Eine Verletzung des
Gewebes kann auf Grund der weichen Beschaffenheit der Papierspitzen
ausgeschlossen werden.

Nach Ablauf von ca. 30 Minuten werden die Papierspitzen aus der Pufferlésung
entnommen und die Eppendorfgefélle, welche nun die Pufferlésung und die darin
geldste GCF enthalten, mit 13.000 rpm fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert (SONG et
al., 2003). Im Anschluss wird der Uberstand in ein weiteres EppendorfgefaR pipettiert
und bei -80°C eingefroren (SONG et al., 2003). Auch diese Eppendorfgefalle werden
mit der weiter oben beschriebenen Markierung (z.B. ,H1a2") gekennzeichnet.
AuBerdem erhélt jedes Eppendorfgefal® einen Aufkleber mit dem Namen des
Besitzers, dessen Anschrift und den Angaben zum Tier.

Die Probenentnahmen werden in der Klinik fur Kleintiere, Chirurgie durchgefiihrt und
die Probenbearbeitung und -lagerung finden im Institut fir Veterindranatomie der
Justus-Liebig-Universitat Gielen statt.

Die bei -80°C gefrorenen Proben werden, um die Kihlkette einzuhalten, auf
Trockeneis in das Institut fir Zellbiologie und Immunologie der Universitat Stuttgart
transportiert. Am Zielort werden die Proben ebenfalls bei -80°C eingefroren und bis

zu ihrer weiteren Verarbeitung durch die Doktorandin gelagert.
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4.2.6 Probenaufbereitung und Untersuchung

Im Institut fir Zellbiologie und Immunologie der Universitat Stuttgart werden zum
einen das Vorliegen proteolytischer Aktivitdt, zum anderen das Vorliegen und der
Gehalt an ausgewahlten Matrix-Metalloproteinasen in der zuvor entnommenen und
aufbereiteten gingivalen Sulkusflissigkeit bestimmt. Es wird versucht einen
Zusammenhang zwischen der Aktivitit sowie dem Gehalt der Matrix-
Metalloproteinasen und dem ermittelten Parodontalbefund der Probanden zu

bestimmen.

4.2.6.1 Aktivitatsassay

Zunadchst werden alle Proben auf ihre proteolytische Aktivitdt hin untersucht. Dies
erfolgt mittels eines Aktivitatsassays. Hierfur wird jede Probe, unter Einsatz von
Gelatine als Substrat und in einer anderen Messung unter Einsatz von Kollagen als
Substrat, untersucht. Der Einsatz von Kollagen als Substrat dient dazu
Kollagenasen, wie z.B. MMP-8, nachzuweisen, der Einsatz von Gelatine dient dazu
Gelatinasen, wie z.B. MMP-2, -3 und -9, nachzuweisen. Eine weitere Eingrenzung
der Protease ist nicht mdglich.

Die nativen DQ-Substrate, hier DQ-Gelatine und DQ-Kollagen, sind mit einem
gequenchtem Fluorophor (FITC) gekoppelt (MOLECULAR PROBES INC., 2001;
JEDESZKO et al., 2008). Die enge Bindung der Farbstoffmolekile fihrt auf Grund
des Resonanz-Energie-Transfers dazu, dass die nativen DQ-Substrate ,quenched”
sind, das bedeutet es besteht eine Fluoreszenzausléschung (JEDESZKO et al.,
2008). Die Abkurzung ,DQ" steht dabei fur dye quenched, also Farbstoff geléscht.
Durch Hydrolyse kommt es zur Spaltung des Substrats und damit auch zur Trennung
der Farbstoffmoleklle, die Fluoreszenzausléschung wird aufgehoben und die
Fluoreszenz wird sicht- und messbar. Die Intensitdt der Fluoreszenz ist dabei
proportional zur proteolytischen Aktivitit (MOLECULAR PROBES INC., 2001;
JEDESZKO et al., 2008). Je hoher die Fluoreszenzintensitat, desto stérker die
proteolytischen Eigenschaften bzw. die Proteaseaktivitdt. Bei dem in diesen
Versuchen verwendeten Farbstoff liegt die Anregungswellenldnge bei 495 nm und
die Emissionswellenlange bei 515 nm (MOLECULAR PROBES INC., 2001).

Zur Vorbereitung der Aktivitdtsassays werden die Proben zunachst aufgetaut. Es
wird ein DQ-Reaktionspuffer aus 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,4 und 5mM CaCl?

hergestellt.
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4.2.6.1.1 Aktivititsassay mit Gelatine

Die DQ-Gelatine (DQ™ Gelatin From Pig Skin, Fluorescein Conjugate (Invitrogen™)
# D12054, 1 mg/ml) der Firma Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, wird in 1 ml
doppelt destillietem Wasser gelést um eine Lésung von 1mg/ml zu erhalten
(MOLECULAR PROBES INC., 2001). Es werden jeweils 30 pl Probe pro Well einer
96 Well-Mikroplatte (microplate, PS, F-bottom, non-binding, schwarz #655900,
Greiner Bio One International GmbH, Kremsminster, AUT) pipettiert. Die Proben
werden unverdinnt gemessen. Pro Ansatz werden jeweils 115 pl DQ-
Reaktionspuffer mit 5 pyl DQ-Gelatine als Mastermix hergestellt. Dieser Mastermix
wird mit der Probe vermischt, sodass das Volumen pro Well bei 150 pl liegt. Die
Probe wird sofort im Mikroplattenlesegerdt TECAN Infinite M200 PRO (Tecan Group
Ltd., Méannedorf, CH) bei 37°C mit dem Programm ,DQ gelatine assay.mdfx"
gemessen. Die Proben werden mit einer Anregungs- bzw. Emissionswellenl&dnge von
495 bzw. -525 nm bei einer Temperatur im Bereich von 36,5-37,5°C analysiert. Die
Messungen erfolgen alle 30 Minuten fiir maximal 18 Stunden. Das Vorgehen erfolgt
nach personlicher Mitteilung von Dr. Angelika Hausser, Institut fir Zellbiologie und
Immunologie der Universitat Stuttgart.

Positivkontrollen

Vor Beginn der Untersuchung der eigenen Proben wird MMP-9 (MMP-9, Active,
Recombinant 0,1mg/ml, Calbiochem # PFO24, Merck KGaA, Darmstadt) als
Positivkontrolle beim Gelatinaseassay eingesetzt. Dazu wird das MMP-9 1:100 in
DQ-Reaktionspuffer verdiinnt, es entsteht eine Konzentration von 1ng MMP-9/ul. Es
werden dann 10 pl der Verdinnung, also 10 ng MMP-9 mit 20 yl DQ-Reaktionspuffer
als Positivkontrolle verwendet. Bei der Positivkontrolle wird in die restlichen Wells der
Platte jeweils 200 yl Wasser als Verdunstungsschutz pipettiert.

Diese Positivkontrolle dient der Orientierung und Einordnung der eigenen
Ergebnisse, da es bisher in der Literatur keine Angaben zu durchgefiihrten
Aktivitdtsassays von Sulkusflissigkeit bei Hunden gibt und daher keine
Vergleichswerte vorliegen.

Negativkontrollen

Als Negativkontrolle wird DQ-Reaktionspuffer eingesetzt.

4.2.6.1.2 Aktivitatsassay mit Kollagen
Zur Durchfiihrung des Aktivitatsassays mit Kollagen wird wie bei dem Aktivitdtsassay

mit Gelatine vorgegangen. Das DQ-Kollagen (DQ™ Collagen, type | From Bovine
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Skin, Fluorescein Conjugate (Invitrogen™) # D12060, 1 mg/ml) der Firma Thermo
Fisher Scientific GmbH, Dreieich, wird in 1 ml doppelt destilliertem Wasser gelést um
eine Lésung von 1mg/ml zu erhalten (MOLECULAR PROBES INC., 2001). Bei
diesem Versuchsaufbau werden allerdings, auf Grund héherer Aktivitat, pro Well
jeweils nur 15 pl Probe eingesetzt und mit dem Mastermix bestehend aus 133 pl DQ-
Reaktionspuffer mit nur 2 yl DQ-Kollagen vermischt. Es entsteht wieder ein Volumen
von 150 ul pro Well. Der weitere Versuchsablauf entspricht dem des Gelatineassays.
Positivkontrollen

Auf Grund der Erfahrungen im Gelatineassay und auf Grund dessen, dass sehr hohe
Aktivitdten in den Proben erwartet werden, wird keine Positivkontrolle mehr
durchgefiihrt.

Negativkontrollen
Entspricht dem Vorgehen beim Gelatineassay.

4.2.6.1.3 Auswertung der Ergebnisse aus den Aktivititsassays

Die erhaltenen Werte aus den Aktivitdtsassays werden aus der Excel-Tabelle
Ubernommen und mit dem Programm ,GraphPad Prism 7.00“ (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA) dargestellt.

Es werden Tabellen mit den Einzelwerten der Messergebnisse (absolute Werte)
einer Probe bzw. eines Zahns, also die Fluoreszenzintensitét in RLU (= relative light
units), zu jedem Zeitpunkt der Messung fir jede Probe eines Probanden erstellt. Die
Werte werden auflerdem in einer Messkurve dargestellt, wobei auf der x-Achse die
Zeit in Sekunden und auf der y-Achse die Fluoreszenzintensitat in RLU gezeigt
werden. So wird fir jeden Probanden ein eigenes Diagramm erstellt (siehe
Abbildungen 38-65 im Anhang). Die Codierung kann jeweils der Legende
entnommen werden (siehe Abbildung 66 im Anhang).

Verwendung relativer und absoluter Werte

Zur besseren Vergleichbarkeit des Fluoreszenzanstiegs zu unterschiedlichen
Messzeitpunkten und der Messkurven, werden in der vorliegenden Arbeit zusatzlich
zu den absoluten Werten, auch die relativen Werte in der Auswertung verwendet.

Zum Erhalt des relativen Wertes wird der Ausgangswert der Fluoreszenz zum
Zeitpunkt Null auf ,1“ gesetzt. Alle nachfolgenden Werte werden so umgerechnet,
dass jeder Wert zu einem bestimmten Zeitpunkt durch den eigentlichen Wert zum
Zeitpunkt Null dividiert wird und somit der Quotient gebildet. Der Quotient wird dann

zu dem Zeitpunkt eingesetzt. Das bedeutet, dass der eigentliche Wert zum Zeitpunkt

64



2 durch den eigentlichen Wert zum Zeitpunkt 1 geteilt wird, um somit den relativen
Wert zum Zeitpunkt 2 zu erhalten. Die Verwendung relativer Werte ist méglich, da es
sich um verhéltnisskalierte Merkmale handelt. Bei Darstellung der relativen Werte in
einer Tabelle oder Messkurve wird statt der Fluoreszenzintensitat in RLU zu jedem
Zeitpunkt der Messung die Ratio angegeben. Die absoluten Werte hingehen zeigen
die tatséchliche Hohe der Fluoreszenz und somit die tatsdchliche proteolytische
Aktivitat.

4.2.6.2 ELISA

Zusatzlich werden von ausgewahlten Proben der Sulkusflissigkeit Enzyme Linked
Immunoadsorbent Assays (ELISAs ) durchgefuhrt. Hiermit kann die vorhandene
Protease, also das MMP, nicht aber ihre Aktivitat, nachgewiesen werden. Es wird die
Gesamtkonzentration an MMP-2, MMP-3, MMP-8 und MMP-9 in der Probe ermittelt.
Auf Grund einer limitierten Menge an Probe kénnen nicht alle Proben mittels ELISA

untersucht werden.

4.2.6.2.1 Durchfiihrung ELISA

Ein ELISA ist ein Antikérperbasiertes Nachweisverfahren. Das Vorhandensein des
gefragten Enzyms kann durch eine enzymatische Farbreaktion nachgewiesen
werden (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013). Bei den durchgefiihrten ELISAs
handelt es sich um quantitative Sandwich ELISAs, es wird ein Antigen zwischen zwei
Antikérpern  gemessen  (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013; GENORISE
SCIENTIFIC, INC., 2016; RAYBIOTECH, INC., 2018). Auf diese Weise kénnen auch
niedrige Antigengehalte nachgewiesen werden (ANTIBODIES-ONLINE GMBH,
2013).

Die verwendete Mikroplatte ist mit einem Antikérper, welcher spezifisch fir das
nachzuweisende MMP ist, Uberzogen. Die zu untersuchende Probe, hier verdiinnte
kanine gingivale Sulkusflissigkeit, wird dazugegeben. Das in der Probe vorhandene,
nachzuweisende MMP wird von dem vorhandenen Antikérper gebunden.
Ungebundene Ldsung wird abgewaschen (GENORISE SCIENTIFIC, INC., 2016;
RAYBIOTECH, INC., 2018). Im n&chsten Schritt wird ein Detektionsantikdrper
aufgetragen, dabei handelt es sich um einen zweiten primdren und unmarkierten
Antikorper (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013; GENORISE SCIENTIFIC, INC.,
2016; RAYBIOTECH, INC., 2018). Dieser ist spezifisch fir das nachzuweisende
MMP und dient der Bindung des ersten primaren Antikdrpers. Hiermit ist das
Sandwich vervollstdndigt (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013). Wieder wird
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ungebundene L&sung abgewaschen und dann ein Detektionsreagenz zugegeben,
wobei es sich um einen markierten Antikdrper handelt, der an den zweiten priméaren
Antikérper bindet (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013; GENORISE SCIENTIFIC,
INC., 2016; RAYBIOTECH, INC., 2018). Dieser katalysiert die enzymatische
Farbreaktion (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013). Es findet wieder eine Waschung
statt und eine Substratlésung wird zugegeben (GENORISE SCIENTIFIC, INC., 2016;
RAYBIOTECH, INC., 2018).

Das farblose Substratreagenz startet die Enzymreaktion (ANTIBODIES-ONLINE
GMBH, 2013). Es kommt durch enzymatische Spaltung der Substratreagenz zu einer
Farbreaktion, bei der die Intensitdt der Fé&rbung proportional zur Menge an
gebundenem, nachzuweisendem MMP ist (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013;
GENORISE SCIENTIFIC, INC., 2016; RAYBIOTECH, INC., 2018). Nach langerem
Einwirken wirde das Reagenz komplett gespalten und alle Proben hatten folglich die
gleiche optische Dichte. Daher wird die Farbreaktion nach einer gewissen Zeit und
bei Sichtbarwerden guter Kontraste durch Zugabe einer Stopp-L&sung unterbrochen.
Dabei wird das Enzym zerstért (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013). Die
Farbintensitdt wird photometrisch bei entsprechender Wellenldnge in dem
Mikroplattenlesegerat TECAN SPARK (Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH)
gemessen (ANTIBODIES-ONLINE GMBH, 2013; GENORISE SCIENTIFIC, INC.,
2016; RAYBIOTECH, INC., 2018). Die Funktionsweise der MMP-2, - 3 und -9
ELISAs unterscheidet sich geringgradig von der des MMP-8 ELISA und wird im
Folgenden erklart. Bei den MMP-2, - 3 und -9 ELISAs wird die Zeit fur den Versuch
im Vergleich zum konventionellen ELISA um die Halfte reduziert (GENORISE
SCIENTIFIC, INC., 2016).

4.2.6.2.2 Vorgehen zur Ermittlung des Verdiinnungsgrades der eigenen
Proben

Aus der auf Raumtemperatur gebrachten Probe ,H3f‘ wird bei dem ersten
Versuchsdurchlauf eine Verdiinnungsreihe hergestellt um den Detektionsbereich des
MMP-8 ELISAs zu ermitteln und festzustellen bei welcher Verdinnung MMP-8
nachgewiesen werden kann. Dieses Vorgehen ist nétig, da es bisher in der Literatur
keine Angaben zu durchgefiihrten ELISAs von kaniner GCF gibt und daher keine
Vergleichswerte vorliegen. An den erhaltenen Ergebnissen sollen sich auch die

Verdunnungen fiir die anderen ELISAs orientieren.
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Die Verdunnung der eigenen Probe erfolgt versuchsweise in Zweierschritten von
1:20 bis 1:2560. Die Verdinnungsreihe wird als Doppelansatz mittels ELISA-
Methode untersucht. Es zeigt sich, dass MMP-8 nur bei einer Verdiinnung von 1:20
noch nachgewiesen werden kann. Nur bei dieser Verdinnung ist die gemessene
optische Dichte der eigenen Probe noch so hoch, dass sie in der Kurve des
mitgelieferten MMP-8-Standards abgelesen werden kann und somit der MMP-Gehalt
berechenbar ist. Bei einer Verdiinnung 1:20 werden im Mittel in der Probe 2,56 ng/ml
MMP-8 nachgewiesen. Bei héheren Verdinnungen konnte kein MMP-8 mehr
nachgewiesen werden. Fir die weiteren Messungen werden die Proben daher 1:20
verdlnnt. Das hat zur Folge, dass nicht alle untersucht werden kénnen, da nicht

mehr ausreichend Probenmaterial vorliegt.

4.2.6.2.3 MMP-8 ELISA

Zur Bestimmung der MMP-8 Gesamtkonzentration aus der gingivalen
Sulkusflussigkeit der Probanden wird der Enzym-Aktivitdts-Assay ,RayBio Canine
MMP-8 ELISA Kit* (Catalog # ELC-MMP8) der Firma RayBiotech, Norcross, GA,
USA verwendet und nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die 96
Wells der Mikrotiterplatte sind an der Oberflaiche mit Antikbrpern gegen kanines
MMP-8 beschichtet. Aus dem mitgelieferten MMP-8 Standard wird zu Beginn eine
Verdiinnungsreihe von 50 ng/ml bis 0,069 ng/ml hergestellt. Dabei erfolgen sechs
Verdunnungsschritte, wobei bei jedem Schritt eine dreifache Verdiinnung erfolgt. Die
Verdinnungsreihe des Standards wird als Doppelbestimmung eingesetzt. Das
Verdiinnungsmittel ohne MMP-8 stellt dabei den Nullwert dar. Von jeder
Verdinnungsstufe werden 100 pl in ein Well pipettiert.

Die eigenen Proben werden in den weiteren ELISA-Messungen in einem Verhaltnis
von 1:20 verdunnt und jeweils 100 pl der Verdinnung in die Wells gegeben. Das
weitere Vorgehen erfolgt nach den Angaben des Herstellers. Direkt im Anschluss an
die Zugabe der Stopp-Losung wird mit Hilfe eines Fluoreszenz-Platten-Lesers die
Substratumsetzung photometrisch bei 450 nm gemessen. Die ermittelte MMP-8
Konzentration ist proportional zur ermittelten Farbintensitat. Die Sensitivitdt des Tests
betragt im Mittel 0,07 ng/ml.

4.2.6.2.4 MMP-2 ELISA
Zur Bestimmung der absoluten MMP-2 Konzentration aus der gingivalen

Sulkusflussigkeit der Hunde wird der Enzym-Aktivitdts-Assay Nori Canine MMP-2

67



ELISA Kit (Catalog # GR115003) der Firma Genorise Scientific, Berwyn, IL, USA
verwendet und nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

Die 96 Wells der Mikrotiterplatte sind an der Oberflaiche mit Antikérpern gegen
kanines MMP-2 beschichtet. Aus dem mitgelieferten MMP-2 Standard wird zu Beginn
eine Verdinnungsreihe von 16 ng/ml bis 0,25 ng/ml hergestellt. Diese wird als
Doppelbestimmung eingesetzt. Die Verdlnnungslésung allein stellt dabei den
Nullwert dar.

Die auf Raumtemperatur gebrachten Proben werden in einem Verhaltnis von 1:10
bzw. 1:20 (abhdngig von der noch vorhandenen Restmenge an Probe) verdiinnt und
jeweils 100 pl verdunnter Probe in die Wells gegeben. Das Vorgehen wird nach den
Anweisungen des Herstellers durchgefihrt. Direkt im Anschluss an die Zugabe der
Stopp-Lésung wird mit Hilfe eines Fluoreszenz-Platten-Lesers TECAN Spark die
Substratumsetzung photometrisch bei 450 nm und der Referenz Wellenlange 540
nm gemessen. Der Fluoreszenz-Platten-Leser bildet automatisch die Differenz
zwischen der Wellenldnge von 450 und 540 nm und korrigiert somit optische
Ungenauigkeiten der Platte. Die Sensitivitdt des Tests betragt im Mittel 0,05 ng/ml.

Die MMP-2 Konzentrationen sind proportional zur gemessenen Farbintensitat.

4.2.6.2.5 MMP-3 und -9 ELISA

Zur Bestimmung der absoluten MMP-3 Konzentration aus der gingivalen
Sulkusflussigkeit der Hunde wird der Enzym-Aktivitdts-Assay Nori Canine MMP-3
ELISA Kit (Catalog # GR115030) der Firma Genorise Scientific, Berwyn, IL, USA
verwendet und nach den Anweisungen des Herstellers durchgefihrt.

Die 96 Wells der Mikrotiterplatte sind an der Oberflaiche mit Antikérpern gegen
kanines MMP-3 beschichtet. Aus dem mitgelieferten MMP-3 Standard wird zu Beginn
eine Verdiinnungsreihe von 1,8 ng/ml bis 0.0281 ng/ml hergestellt. Diese wird als
Doppelbestimmung eingesetzt. Der Verdunner stellt dabei den Nullwert dar. Die auf
Raumtemperatur gebrachten Proben werden in einem Verhéltnis von 1:10 bzw. 1:20
verdiinnt und jeweils 100 pl der verdiinnten Probe in die Wells gegeben.

Zur Bestimmung der absoluten MMP-9 Konzentration aus der gingivalen
Sulkusflussigkeit der Hunde wird der Enzym-Aktivitdts-Assay Nori Canine MMP-9
ELISA Kit (Catalog # GR115034) der Firma Genorise Scientific, Berwyn, IL, USA
verwendet und nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die 96 Wells
der Mikrotiterplatte sind an der Oberflache mit Antikérpern gegen kanines MMP-9

beschichtet.
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Aus dem mitgelieferten MMP-9 Standard wird zu Beginn eine Verdlinnungsreihe von
2 ng/ml bis 0.031 ng/ml hergestellt. Diese wird als Doppelbestimmung eingesetzt.
Der Verdlinner stellt dabei den Nullwert dar. Die auf Raumtemperatur gebrachten
Proben werden in einem Verhaltnis von 1:20 verdinnt und jeweils 100 pl der
verdinnten Probe in die Wells gegeben.

Das weitere Vorgehen ist, entsprechend den Angaben des Herstellers, fur MMP-3
und -9 gleich. Direkt im Anschluss an die Zugabe der Stopp-Losung wird mit Hilfe
eines  Fluoreszenz-Platten-Lesers TECAN Spark die Substratumsetzung
photometrisch bei 450 nm und der Referenz Wellenlange 540 nm gemessen. Der
Fluoreszenz-Platten-Leser bildet automatisch die Differenz zwischen der
Wellenldnge von 450 und 540 nm und korrigiert somit optische Ungenauigkeiten der
Platte. Die MMP-3 und -9 Konzentrationen sind proportional zur ermittelten
Farbintensitat. Die Sensitivitat des Tests betragt fur MMP-3 im Mittel 0,006 ng/ml und
far MMP-9 Mittel 0,0008 ng/ml.

4.2.6.2.6 Auswertung der Ergebnisse aus den ELISA-Untersuchungen

Die im TECAN Spark erhaltenen Messergebnisse werden in einer Excel-Tabelle
dargestellt. Die Werte aus der Exceltabelle werden Ubernommen und mit dem
Programm ,GraphPad Prism 7.00“ (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
dargestellt und bearbeitet.

Die einzelnen Untersuchungsergebnisse, also die optischen Dichten (=OD), werden
zunachst in einer Tabelle dargestellt. Zur genauen Bestimmung des jeweiligen MMP-
Gehaltes der Probe wird aus den Doppel-Werten der Standard Reihe eine Standard
Kurve erstellt. Dies erfolgt indem der MMP-Gehalt in ng/ml auf der x-Achse
aufgezeichnet wird und die OD bei 450-540 nm fir MMP-2, -3 und -9 und bei 450 nm
fur MMP-8 auf der y-Achse. Die aufgezeichneten Punkte werden so verbunden, dass
eine sigmoidale, logistische Regressionskurve mit 4 Parametern entsteht. Die
Berechnung des MMP-Gehalts der Probe in ng/ml kann unter Zuhilfenahme der
Standardkurve erfolgen. Hier wird der Gehalt an MMP in ng/ml der entsprechenden
OD interpoliert. Der MMP-Gehalt kann dann von der Kurve abgelesen werden. Auf
Grund der Verdinnung der Proben muss allerdings die Konzentration an MMP, die
von der Kurve abgelesen wird, noch mit dem jeweils verwendeten
Verdiinnungsfaktor multipliziert werden. Damit tberhaupt der MMP-Gehalt berechnet

werden kann, muss die OD der Proben in dem Bereich der OD des Standards liegen
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und zwar oberhalb derer der Nullprobe. Liegt die OD der eigenen Probe unterhalb
der OD der Nullprobe des Standards kénnen keine MMPs nachgewiesen werden.
Die errechneten Werte fir den jeweiligen MMP-Gehalt einer Probe sind in Tabelle 43
im Anhang festgehalten.

Die deskriptive Auswertung erfolgt unter Verwendung von Box-and-Whisker-Plots
sowie Balkendiagrammen (siehe Abbildungen 32-36), welche mit dem Programm
,GraphPad Prism 7.00" (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) erstellt werden.

4.2.7 Statistische Auswertung Aktivititsassay

Die statistische Auswertung der Daten erfolgt in Zusammenarbeit mit der AG
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitat in GieRen unter Verwendung des Statistikprogrammpaketes
BMDP/Dynamic, Release 8.1 (DIXON, 1993). Es werden sowohl die relativen als
auch die absoluten Messwerte verwendet.

Die grafischen Darstellungen werden mit dem Programm ,GraphPad Prism 7.00"
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) erstellt. Es werden Box-and-Whisker-Plots
sowie Balkendiagramme mit Mittelwert und Standardabweichung verwendet (siehe
Abbildungen 7-31).

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) wird berechnet und der
zugehdrige p-Wert mit der asymptotischen Methode ermittelt. Es wird das globale
Signifikanzniveau a = 0,05 verwendet. Das heif3t, Ergebnisse mit p < 0,05 werden als
statistisch signifikant angesehen, Ergebnisse mit p < 0,01 als sehr signifikant und
Ergebnisse mit p < 0,001 als statistisch hoch signifikant. Mit dem
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (rs) wird der Zusammenhang zweier
nicht linearer Merkmale beschrieben.

Bei Berechnungen, die unabhdngig vom einzelnen Zahn (a1-h) erfolgen, werden vor
Beginn der Messungen fiir die Zahne a und e die Mittelwerte aus a1 und a2 sowie
aus e1 und e2 gebildet, daher reduziert sich die Anzahl der Zahne (n) entsprechend.
Wenn nicht anders ausgewiesen handelt es sich beim festgestellten Grad einer
Parodontalerkrankung um den Gesamt-Befund, d.h. der Grad orientiert sich fir jeden

Zahn am schlechtesten Befund aus klinischer und radiologischer Untersuchung.

4271 Untersuchung der Zusammenhéange zwischen dem Schweregrad
einer parodontalen Erkrankung und der Enzymaktivitét
Die Rechnung dient der Uberpriifung der Hypothese ,mit steigendem Schweregrad

einer Parodontalerkrankung steigt auch die enzymatische Aktivitat®.
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Zur Untersuchung der Zusammenhénge zwischen der Enzymaktivitat und den finf
Schweregraden einer Parodontalerkrankung aller Patientenzdhne (n=288) wird
zunachst mit dem Programm BMDP6D eine Darstellung der Zusammenhénge
zwischen den Merkmalen Grad der Parodontalerkrankung und messbare
Enzymaktivitat mittels Punktwolke durchgefiihrt. Auf Grund des Vorliegens nicht-
linearer Zusammenhénge wird im Anschluss mit dem Programm BMDP3D der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) und der zugehdérige p-Wert (in Bezug

auf die Abweichung vom Wert 0) berechnet.

4.2.7.2  Statistische Auswertung beziiglich der Zusammenhénge zwischen
Patientengruppe und Kontrollgruppe

Untersuchung der Hypothese ,Patienten haben hoéhere Enzymaktivitaten, als

Kontrolltiere®

Mit dem Programm BMDP3D wird mittels Wilcoxon-Mann-Whitney Test ein Zwei-

Gruppen-Vergleich durchgefiihrt und der p-Wert mittels Hilfswert berechnet. Auf

Grund der rechtsschiefen Verteilung der Werte, kann kein t-Test durchgefiihrt

werden.

- Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat aller Zéahne
a1 (n=36) der Patientengruppe und der Enzymaktivitat aller Z&hne a1 (n=20)
der Kontrollgruppe. So wird auch fur alle Zéahne a2-h verfahren.

- Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat aller Zéhne
der Patientengruppe (n=288) und der Enzymaktivitat aller Zahne der
Kontrollgruppe (n=160) (unabhangig vom einzelnen Zahn und Hund;
Mittelwertbildung fir die Zahne a und e).

- Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat der
Patientengruppe (n=36) und der Kontroligruppe (n=20) (unabhdngig vom
einzelnen Zahn, abh&angig vom Hund). Vor Durchfiihrung des Wilcoxon-Mann-
Whitney Tests wird der Median der Enzymaktivitdten an den Z&hnen eines
jeden Hundes per Transformation berechnet.

- Untersuchung der Zusammenhénge zwischen der Enzymaktivitat aller Hunde
der Patientengruppe mit mindestens einem Zahn mit Grad 0 einer
Parodontalerkrankung (n=14) und der Enzymaktivitdt aller Hunde der
Kontrollgruppe (n=20). Vor Durchfiihrung des Wilcoxon-Mann-Whitney Tests
wird fur die Kontrollgruppe der Median der Enzymaktivitdten an den Zahnen

eines jeden Hundes per Transformation berechnet und fur die
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Patientengruppe der Median der Enzymaktivitdten an den Zahnen mit Grad 0
einer Parodontalerkrankung eines jeden Hundes per Transformation

berechnet.

4.2.7.2.1 Statistische Auswertung beziiglich des Einflusses von Alter und
Korpermasse auf die Enzymaktivitat

Bei der Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat aller Hunde
der Patientengruppe mit mindestens einem Zahn mit Grad 0 einer
Parodontalerkrankung (n=14) und der Enzymaktivitat aller Hunde der Kontrollgruppe
(n=20) wird im Anschluss die Fragestellung geprift, ob Alter oder Kérpermasse einen
Einfluss auf die Enzymaktivitdt haben. Hierbei wird mit dem Programm BMDP2V
gearbeitet und eine einfaktorielle Kovarianzanalyse durchgefiihrt mit den Kovariablen
Alter und Kérpermasse. Die einfaktorielle Kovarianzanalyse dient neben der Priifung
des Gruppenunterschieds der Uberpriifung eines zuséatzlichen linearen Trends des

Alters und der Kérpermasse.

4.2.7.3 Statistische Auswertung beziiglich der Einteilung der Zahne in Grade
der Parodontalerkrankung und der messbaren Enzymaktivitat
Untersuchung der Zusammenhénge zwischen der Enzymaktivitdt und der Einteilung
der einzelnen Zahne nach Schweregrad 0-4 einer Parodontalerkrankung. Es werden
nur Patientenzédhne untersucht. Es werden alle Zdhne a1 untersucht nach dem
Zusammenhang ihres Grades der Parodontalerkrankung und der Enzymaktivitat. Es
wird geprift, ob fir die unterschiedlichen Zahne die Hypothese ,mit steigendem Grad
der Parodontalerkrankung steigt die Enzymaktivitat” bestatigt werden kann. So wird

auch fir alle Zahne a2-h verfahren.
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Der Grad der Parodontalerkrankung wird in dieser Untersuchung folgendermafien
bestimmt:

- klinisch, Grade 0-4 der Parodontalerkrankung

- radiologisch, Grade 0-4 der Parodontalerkrankung

- nach Gesamtbefund, Grade 0-4 der Parodontalerkrankung (orientierend an

dem schlechtesten Befund aus klinischer und radiologischer Untersuchung)

- nach Zugehdrigkeit zum Gebiss mit einer Parodontalerkrankung Grade 1-4
Zunéchst wird mit dem Programm BMDP6D eine Darstellung der Zusammenhange
zwischen den  beiden  Merkmalen  (Enzymaktivitat und Grad der
Parodontalerkrankung) mittels Punktwolke durchgefihrt. Auf Grund des Vorliegens
nicht-linearer Zusammenhénge wird im Anschluss mit dem Programm BMDP3D der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) und der zugehérige p-Wert (in Bezug

auf die Abweichung vom Wert 0) berechnet.

42.7.4 Statistische Auswertung beziiglich der Ubereinstimmung des
ermittelten klinischen und radiologischen Grades der
Parodontalerkrankung fiir alle Zahne

Es wird zundchst mit dem Programm BMDP6D eine Darstellung der

Zusammenhange zwischen dem klinischen und dem radiologischen Grad der

Parodontalerkrankung aller Zahne a1 mittels Punktwolke durchgefiihrt. AnschlieRend

wird mit dem Programm BMDP3D der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

(rs) und der zugehdrige p-Wert (in Bezug auf die Abweichung vom Wert 0) berechnet.

So wird auch fir alle Zahne a2-h verfahren.

42.7.5 Statistische Auswertung beziiglich der Ubereinstimmung der
Enzymaktivitat an zwei Probenentnahmestellen

Mit dem Programm BMDP6D wird eine Darstellung der Zusammenhénge zwischen
der Enzymaktivitdt an zwei Probenentnahmestellen mittels Punktwolke durchgefiihrt.
Es handelt sich hierbei um die Darstellung der Zusammenhange zwischen den
Lokalisationen a1 mit a2 sowie e1 mit e2. Auf Grund dessen, dass es in der nicht-
logarithmierten Darstellung zu einer starken Uberlagerung der Werte kommt, wird
hier eine doppelt logarithmierte Darstellung verwendet, um die Stauchung
aufzuheben und die Berechnung erfolgt mit dem transformierten Datensatz. Es

werden der Korrelationskoeffizient (r) und der p-Wert ermittelt.

73



H. Ergebnisse

5. Ergebnisse der klinischen Untersuchungen

Die Daten von 56 Hunden werden in die Untersuchung eingeschlossen.
Entsprechend dem Patientengut der Klinik fiir Kleintiere, Chirurgie, der Justus-Liebig-
Universitat handelt es sich um eine heterogene Gruppe bezogen auf das Alter, die
Rasse, das Gewicht sowie das Geschlecht der Tiere. In Tabelle 7 im Anhang ist eine
Ubersicht der untersuchten Hunde gegeben.

Die Hunde werden in dieser Studie nach dem Zustand ihres Gebisses in zwei
GroRRgruppen eingeteilt. Um dem Gebiss einen Gesamtbefund (Grad der
Parodontalerkrankung von 0-4) zuzuteilen, werden alle Zahne des Hundes
untersucht. Der Gesamtbefund orientiert sich am schlechtesten Einzelzahnbefund.
Die Kontrollgruppe besteht aus 20 Tieren, welche ein gesundes Gebiss aufweisen.
Sie besitzen nur Zdhne mit einem Parodontalindex von 0. Die Patientengruppe
besteht aus 36 Tieren, also Hunde mit Gingivitis oder Parodontitis. Innerhalb der
Patientengruppe gibt es vier Untergruppen, je nach Schweregrad der
Parodontalerkrankung (Grad 1-4).

Demnach ergibt sich bei den 20 Tieren der Kontrollgruppe ein Kklinischer
Normalbefund, das entspricht einer Parodontalerkankung Grad 0. Bei zwei Hunden
wird eine Gingivitis, also eine Parodontalerkrankung Grad 1, festgestellt. Bei 19
Hunden zeigt sich eine beginnende Parodontitis, also eine Parodontalerkrankung
Grad 2 und bei sechs Patienten eine mittelgradige Parodontitis, welche als
Parodontalerkrankung Grad 3 Kklassifiziert ist. Bei neun Patienten wird eine
fortgeschrittene Parodontitis oder eine Parodontalerkrankung Grad 4 festgestellt
(siehe Abbildung 4).
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Einteilung der Hunde nach dem Gesamtbefund fur
ihr Gebiss in Grad einer Parodontalerkrankung

Em Grad 0
Bl Grad 1
B Grad 2
[ Grad3
[ Grad 4

Total=56

Abbildung 4: Kreisdiagramm zur Einteilung der Gebisse der untersuchten Hunde
nach Grad der Parodontalerkrankung (n=56)

Da jeder Zahn innerhalb einer Mundhéhle in unterschiedlichem Male von einer
Parodontalerkrankung betroffen sein kann, wird in dieser Studie nicht der Patient als
Ganzes, sondern vielmehr jeder Zahn als Einzelnes betrachtet und die
Untersuchungen erfolgen vor allem auf Zahnebene.

Nach klinischer Untersuchung erhalten Grad 0 die 200 Zahne der Kontrollgruppe,
sowie 69 Zahne von Patienten. 217 Zahne werden mit Grad 1, 54 werden mit Grad 2
beurteilt. Acht Zahne erhalten den Grad 3, sowie zwolf wird der Grad 4 einer

Parodontalerkrankung zugeteilt (siehe Abbildung 5).

Klinische Einteilung der Zahne nach Grad
einer Parodontalerkrankung (nur Patienten)

Hm Grad 0
Bl Grad 1
B Grad 2
[ Grad 3
[ Grad 4

Total=360

Abbildung 5: Kreisdiagramm zur klinischen Einteilung der Patientenzdhne nach Grad

der Parodontalerkrankung (n=360)
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6. Ergebnisse der radiologischen Untersuchungen

An Hand der radiologischen Untersuchung werden ebenfalls die Grade 0-4 einer
Parodontalerkrankung pro Zahn verteilt (siehe Abbildung 6). Grad 0 erhalten die 200
Zahne der Kontrollgruppe und 47 von Patienten. 160 Zahne werden mit Grad 1, 132
mit Grad 2 beurteilt. 18 Z&hne erhalten den Grad 3, sowie drei den Grad 4 einer

Parodontalerkrankung.

Radiologische Einteilung der Zahne nach Grad
einer Parodontalerkrankung (nur Patienten)

Hlm Grad 0
El Grad 1
Bl Grad 2
[ Grad 3
[ Grad 4

Total=360

Abbildung 6: Kreisdiagramm zur radiologischen Einteilung der Patientenzdhne nach

Grad der Parodontalerkrankung (n=360)

Der letztendliche Parodontalbefund fiir jeden Zahn orientiert sich am schlechteren
Befund aus klinischer oder radiologischer Untersuchung. Das ergibt Grad 0 fur die
200 Zahne der Kontrollgruppe, sowie 44 von Patienten. 135 Zdhne werden mit Grad
1, 147 werden mit Grad 2 beurteilt. 21 Zahne erhalten den Grad 3 und 13 wird Grad
4 einer Parodontalerkrankung zugeteilt.
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7. Ergebnisse der statistischen Auswertung der

Aktivitiatsassays

71 Untersuchung der Zusammenhidnge zwischen dem Schweregrad
einer parodontalen Erkrankung und der Enzymaktivitat

Zwischen dem Schweregrad einer Parodontalerkrankung (schlechtester Wert aus

klinischer und radiologischer Untersuchung nach Zahn) lasst sich sowohl mit der

maximalen relativen Aktivitat im Gelatineassay (p=0,0307), sowie mit der maximalen

absoluten Aktivitdt im Gelatineassay (p<0,0001) ein statistisch signifikanter

Zusammenhang feststellen (siehe Abbildungen 7 und 8 sowie Tabellen 10 und 12 im

Anhang).
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Abbildung 7: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitdt im Gelatineassay und den Graden der Parodontalerkrankung
(n=Anzahl an Z&hnen). Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil,

sowie Minimum und Maximum.
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Abbildung 8: Kastengrafik fiir die Darstellung der Beziehung zwischen absoluter
Enzymaktivitat im Gelatineassay in RLU (relative light units) und den Graden der
Parodontalerkrankung (n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der Median, das

erste und dritte Quartil, sowie Minimum und Maximum.

Zwischen dem Schweregrad einer Parodontalerkrankung (schlechtester Wert aus
klinischer und radiologischer Untersuchung nach Zahn) lasst sich sowohl mit der
maximalen relativen Aktivitdt im Kollagenassay (p=0,0021), sowie mit der maximalen
absoluten Aktivitat im Kollagenassay (p=0,0003) ein statistisch signifikanter
Zusammenhang feststellen (siehe Abbildungen 9 und 10 sowie Tabellen 11 und 13
im Anhang).

Die aufgestellte Hypothese Hmit steigendem Schweregrad einer
Parodontalerkrankung steigt auch schrittweise die enzymatische Aktivitat* wird somit

bestatigt. Es erfolgt hier keine Unterscheidung der einzelnen ,Zahnarten*.
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Abbildung 9: Kastengrafik fir die Darstellung der Beziehung zwischen relativer

Enzymaktivitdt im Kollagenassay und den Graden der Parodontalerkrankung

(n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil,

sowie Minimum und Maximum.
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Abbildung 10: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen absoluter

Enzymaktivitat im Kollagenassay in RLU (relative light units) und den Graden der

Parodontalerkrankung (n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der Median, das

erste und dritte Quartil, sowie Minimum und Maximum.
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7.2 Statistische Auswertung beziiglich der Zusammenhinge zwischen

Patientengruppe und Kontrollgruppe

7.21 Untersuchung der Zusammenhidnge zwischen der Enzymaktivitat
aller Zédhne der Patientengruppe und der Kontroligruppe nach Zahn

Es erfolgt die Untersuchung der Zusammenhénge zwischen der Enzymaktivitat aller
Zahne a1 (n=36) der Patientengruppe und der Enzymaktivitat aller Z&hne a1 (n=20)
der Kontrollgruppe. Im Anschluss wird auch fir alle Z&hne a2-h so verfahren.

Zwischen der maximalen relativen Aktivitat im Gelatineassay der Patientenzdhne und
der Kontrollzdhne bestehen statistisch signifikante Unterschiede fur die Zahne a1
(p=0,0006), a2 (p=0,0003), b (p=0,0013), ¢ (p=0,0022), e1 (p=0,001), e2 (p=0,0006),
f (p= 0,0059), g (p=0,0419) und h (p=0,0011) (siehe Abbildung 11 sowie Tabelle 14
im Anhang). Die Kontrollzahne weisen eine niedrigere Aktivitdt als die Zahne der
Patienten auf. Fir den Zahn d konnte in dieser Studie kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitdt im Gelatineassay von Patienten und Kontrollen nach Zahn (n=Anzahl
an Zahnen, also fir H ist n=36; fiir K ist n=20). H steht fiir Patienten, K fur Kontrollen
und die Buchstaben a1-h jeweils fiir den beobachteten Zahn. Dargestellt werden der

Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum und Maximum.

Zwischen der der maximalen relativen Aktivitat im Kollagenassay der Patientenzéhne
und der Kontrollzdhne bestehen statistisch signifikante Unterschiede fir die Zdhne
a1l (p=0,0093), a2 (p=0,0003), e1 (p=0,024) und e2 (p=0,0056). Die Kontrollzdhne
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weisen dabei eine niedrigere Aktivitat auf als die Patientenzahne (siehe Abbildung 12
sowie Tabelle 14 im Anhang). Fir die Zahne b, c, d, f, g und h konnten in dieser
Studie keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 12). Die Kontrollzahne d, f und g zeigen entgegen der Erwartung héhere

Enzymaktivitaten als die Patientenzahne.
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Abbildung 12: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitat im Kollagenassay von Patienten und Kontrollen nach Zahn (n=Anzahl
an Zahnen, also fiir H ist n=36; fur K ist n=20). H steht fur Patienten, K fur Kontrollen
und die Buchstaben a1-h jeweils fir den beobachteten Zahn. Dargestellt werden der

Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum und Maximum.

Zwischen der maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay der Patientenzadhne
und der Kontrollzahne besteht ein statistisch signifikanter Unterschied fir den Zahn d
(p=0,0159). Die Enzymaktivitdt der Kontrollzahne liegt hier wider Erwarten hoher als
die der Patientenzéhne. Fur die Zdhne a1, a2, b, c, e, e2, f, g und h konnten in
dieser Studie keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 13 sowie Tabelle 15 im Anhang). Die Patientenzdhne a1, a2, b, e2

und h weisen gegeniiber den Kontrollzdhnen eine hohere Enzymaktivitat auf.
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Abbildung 13: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen absoluter
Enzymaktivitdt im Gelatineassay in RLU (relative light units) von Patienten und
Kontrollen nach Zahn (n=Anzahl an Z&hnen, also fir H ist n=36; fur K ist n=20). H
steht fur Patienten, K fur Kontrollen und die Buchstaben al-e2 jeweils fur den
beobachteten Zahn. Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil,

sowie Minimum und Maximum.

Zwischen der maximalen absoluten Aktivitdt im Kollagenassay der Patientenzahne
und der Kontrollzdhne besteht ein statistisch signifikanter Unterschied fir den Zahn
e2 (p=0,0385). Die Patientenzahne e2 weisen gegeniber den Kontrollzdhnen e2
eine héhere Enzymaktivitat auf. Fir die Zahne a1, a2, b, c, d, e1, f, g und h konnten
in dieser Studie keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 14 sowie Tabelle 15 im Anhang). Die Enzymaktivitdt der
Patientenzéhne a1, a2, c, el und e2 ist hoher als die der entsprechenden

Kontrollzdhne.
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Abbildung 14: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen absoluter
Enzymaktivitdt im Kollagenassay in RLU (relative light units) von Patienten und
Kontrollen nach Zahn (n=Anzahl an Z&hnen, also fir H ist n=36; fur K ist n=20). H
steht fur Patienten, K fur Kontrollen und die Buchstaben al-e2 jeweils fur den
beobachteten Zahn. Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil,

sowie Minimum und Maximum.

7.2.2 Untersuchung der Zusammenhidnge zwischen der Enzymaktivitat
aller Zdhne der Patientengruppe und der Kontroligruppe unabhéngig
vom Zahn

Es erfolgt die Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat aller

Zahne der Patientengruppe (n=288) und der Enzymaktivitat aller Zahne der

Kontrollgruppe (n=160).

Mit den vorliegenden Daten zeigt sich ein statistisch hoch signifikanter Unterschied

zwischen dem gemessenen Maximalwert relativer Gelatinaseaktivitat (p<0,0001) von

Patienten und Kontrolltieren, sowie zwischen der maximalen relativen Aktivitat im

Kollagenassay (p=0,0002) von Patienten und Kontrolltieren (siehe Abbildungen 15

und 16 sowie Tabellen 16 und 17 im Anhang). Die Enzymaktivitat der Patienten ist in

beiden Féllen héher als die der Kontrolltiere.
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Abbildung 15: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitat im Gelatineassay bei Kontrollen gegeniber Patienten (n=Anzahl an
Zahnen). Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum

und Maximum.
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Abbildung 16: Kastengrafik fir die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitat im Kollagenassay bei Kontrollen gegeniiber Patienten (n=Anzahl an
Zahnen). Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum

und Maximum.

84



Es lasst sich in dieser Studie kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay, sowie der maximalen absoluten
Aktivitdt im Kollagenassay von Patienten und Kontrolltieren feststellen (siehe
Tabellen 18 und 19 im Anhang).

7.23 Untersuchung der Zusammenhidnge zwischen der Enzymaktivitét der
Patientengruppe und der Kontrollgruppe

Es erfolgt die Uberpriiffung des Zusammenhangs zwischen der Enzymaktivitét der
Hunde aus der Patientengruppe (n=36) und der Hunde aus der Kontrollgruppe
(n=20).

Zwischen der maximalen relativen Aktivitdt im Gelatineassay von Patienten und
Kontrolltieren besteht ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,0001). Die
Enzymaktivitat der Patientengruppe ist hdéher als die der Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 17 und Tabelle 20 im Anhang).
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Abbildung 17: Kastengrafik fir die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitat im Gelatineassay bei Kontrollen gegeniiber Patienten (n=Anzahl an
Patienten). Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil, sowie

Minimum und Maximum.

Dahingegen lasst sich in dieser Studie kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der maximalen relativen Aktivitdt im Kollagenassay von Patienten und
Kontrolltieren feststellen (siehe Tabelle 21 im Anhang). In dieser Studie lassen sich
aulRerdem weder ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der

maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay von Patienten und Kontrolltieren

85



noch zwischen der maximalen absoluten Aktivitdt im Kollagenassay von Patienten

und Kontrolltieren feststellen (siehe Tabellen 22 und 23 im Anhang).
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7.24 Untersuchung der Zusammenhidnge zwischen der Enzymaktivitat
aller Hunde der Patientengruppe mit mindestens einem Zahn mit
Grad 0 einer Parodontalerkrankung und aller Hunde der
Kontrollgruppe
Es erfolgt die Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat aller
Hunde der Patientengruppe mit mindestens einem Zahn mit Grad 0 einer
Parodontalerkrankung (n=14) und der Enzymaktivitét aller Hunde der Kontrollgruppe
(n=20). Dies geschieht, um festzustellen, ob ein Unterschied in der Enzymaktivitat
von Zahnen mit Grad 0 einer Parodontalerkrankung aus einem insgesamt gesunden
Maul besteht gegentiber Zahnen mit Grad O einer Parodontalerkrankung aus einem
Maul indem sich ansonsten auch parodontal erkrankte Zahne befinden.
Zwischen der maximalen relativen Aktivitdt im Gelatineassay von Zahnen mit Grad 0
einer Parodontalerkrankung der Patienten (ermittelt aus dem schlechtesten Wert aus
klinischer und radiologischer Untersuchung nach Zahn) und den Z&hnen der
Kontrolltiere besteht ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,0013). Die
Enzymaktivitat der Patientenzdhne mit Grad 0 einer Parodontalerkrankung ist héher
als die Enzymaktivitdt der Zahne der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 18 sowie
Tabelle 24 im Anhang).
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Abbildung 18: Kastengrafik fir die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitat im Gelatineassay bei Kontrollen gegenuber Patienten mit mindestens
einem Zahn mit Grad 0 einer Parodontalerkrankung (ermittelt aus dem schlechtesten
Befund aus klinischer und radiologischer Untersuchung) (n=Anzahl an Patienten).
Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum und

Maximum.

Zwischen der maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay von Zdhnen mit Grad
0 einer Parodontalerkrankung der Patienten (ermittelt aus dem schlechtesten Wert
aus klinischer und radiologischer Untersuchung nach Zahn) und den Z&hnen der
Kontrolltiere besteht ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,0057) (siehe
Abbildung 19 und Tabelle 26 im Anhang). Hier ist der Effekt umgekehrt zu den
erwarteten Ergebnissen und die Aktivitdt der Kontrollen ist signifikant erhéht

gegenliber der Enzymaktivitat der Patienten.

88



40000

10000

Absolute Enzymaktivitat in RLU
im Gelatineassay
n w
8 8
8 8
1 1

Kontrollen und Patienten mit Zéhnen mit Grad 0
einer Parodontalerkrankung

Abbildung 19: Kastengrafik fur die Darstellung der Beziehung zwischen absoluter
Enzymaktivitdt im Gelatineassay in RLU (relative light units) bei Kontrollen
gegenliber Patienten mit mindestens einem Zahn mit Grad 0 einer
Parodontalerkrankung (ermittelt aus dem schlechtesten Befund aus klinischer und
radiologischer Untersuchung) (n=Anzahl an Patienten). Dargestellt werden der

Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum und Maximum.

Im Kollagenassay lassen sich in dieser Studie zwischen der maximalen Aktivitat von
Zahnen mit Grad 0 einer Parodontalerkrankung der Patienten (ermittelt aus dem
schlechtesten Wert aus klinischer und radiologischer Untersuchung nach Zahn) und
den Zahnen der Kontrolltiere, weder mit relativen, noch mit absoluten Werten,
statistisch signifikante Zusammenhéange feststellen (siehe Tabellen 25 und 27 im

Anhang).

7.241  Statistische Auswertung beziiglich des Einflusses von Alter und
Korpermasse auf die Enzymaktivitat

Es zeigen sich unter Verwendung der vorliegenden Daten keine statistisch
signifikanten Zusammenhdnge zwischen Alter und der kollagenolytischen oder
gelatinolytischen Aktivitdt von Hunden der Patientengruppe mit mindestens einem
Zahn mit Grad 0 einer Parodontalerkrankung (n=14) und von Hunden der
Kontrollgruppe (n=20) (siehe Tabellen 28 und 30 im Anhang). Auch zeigen sich
zwischen Korpermasse und der Aktivitdt von Gelatinasen oder Kollagenasen von

Hunden der Patientengruppe mit mindestens einem Zahn mit Grad 0 einer
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Parodontalerkrankung (n=14) und von Hunden der Kontroligruppe (n=20) keine

statistisch signifikanten Zusammenhange (siehe Tabellen 29 und 31 im Anhang).
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7.3. Statistische Auswertung beziiglich der Einteilung der Zahne in Grade

der Parodontalerkrankung und der messbaren Enzymaktivitét
Zwischen dem klinischen Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn und der
maximalen relativen Aktivitdt im Gelatineassay besteht ein statistisch signifikanter
positiver Zusammenhang fur die Zahne a1 (p=0,051), e1 (p=0,0002) und e2
(p=0,0429) (siehe Abbildung 20 und Tabelle 32 im Anhang). Das bedeutet fiir die
Zahne a1, e1 und e2 mit steigendem Grad der Parodontalerkrankung steigt auch die
Enzymaktivitat. Fir den Zahn c (p=0,0087) besteht ein statistisch signifikanter
negativer Zusammenhang (siehe Abbildung 20 und Tabelle 32 im Anhang). Der
Effekt ist also umgekehrt zu den erwarteten Ergebnissen.
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Abbildung 20: Balkendiagramme fur die Darstellung der Beziehung zwischen
relativer Enzymaktivitdt im Gelatineassay bei den verschiedenen klinischen Graden
der Parodontalerkrankung an den Zahnen a1, e1, €2 und ¢ (n=Anzahl an Zahnen).

Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung.

Zwischen dem klinischen Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn und der

maximalen relativen Aktivitat im Kollagenassay besteht ein statistisch signifikanter
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positiver Zusammenhang fur den Zahn e1 (p=0,0014) (siehe Abbildung 21 und
Tabelle 32 im Anhang).
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Abbildung 21: Balkendiagramm fiir die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitdt im Kollagenassay bei den verschiedenen klinischen Graden der
Parodontalerkrankung am Zahn e1 (n=Anzahl an Z&ahnen). Dargestellt werden der

arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung.

Es lassen sich keine statistisch signifikanten Zusammenhdnge nachweisen zwischen
dem radiologischen Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn und der maximalen
relativen Aktivitdt im Gelatine- und im Kollagenassay (siehe Tabelle 33 im Anhang).
Des Weiteren lassen sich keine statistisch signifikanten Zusammenhénge
nachweisen zwischen dem Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn
(orientierend am schlechtesten Wert aus klinischer und radiologischer Untersuchung)
und der maximalen relativen Aktivitdt im Gelatine- und im Kollagenassay (siehe
Tabelle 34 im Anhang). Ebenfalls lassen sich keine statistisch signifikanten
Zusammenhange nachweisen zwischen dem Grad einer Parodontalerkrankung nach
Hund bzw. Gebiss (orientierend an dem schlechtesten Zahn des gesamten
Gebisses) und der maximalen relativen Aktivitdt im Gelatine- und im Kollagenassay
(siehe Tabelle 35 im Anhang).

Zwischen dem klinischen Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay besteht ein statistisch signifikanter
positiver Zusammenhang fir die Zédhne a1 (p=0,0145), d (p=0,0045), e1 (p=0,0017)
und e2 (p=0,0014) (siehe Abbildung 22 und Tabelle 36 im Anhang).
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Abbildung 22: Balkendiagramme fir die Darstellung der Beziehung zwischen
absoluter Enzymaktivitdt im Gelatineassay in RLU (relative light units) bei den
verschiedenen klinischen Graden der Parodontalerkrankung an den Z&hnen a1, d,
el und e2 (n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert

und die Standardabweichung.

Zwischen dem klinischen Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Kollagenassay besteht ein statistisch signifikanter
positiver Zusammenhang fur die Zahne a1 (p=0,0272), d (p=0,0006), e1 (p=0,0006)
und e2 (p=0,0318) (siehe Abbildung 23 und Tabelle 36 im Anhang).
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Abbildung 23: Balkendiagramme fur die Darstellung der Beziehung zwischen
absoluter Enzymaktivitat im Kollagenassay in RLU (relative light units) bei den
verschiedenen klinischen Graden der Parodontalerkrankung an den Z&hnen a1, d,
el und e2 (n=Anzahl an Z&hnen). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert
und die Standardabweichung.

94



Zwischen dem radiologischen Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay besteht ein statistisch signifikanter
positiver Zusammenhang fir die Zahne d (p=0,0189), e1 (p=0,0166) und h
(p=0,0015) (siehe Abbildung 24 und Tabelle 37 im Anhang).
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Abbildung 24: Balkendiagramme fir die Darstellung der Beziehung zwischen
absoluter Enzymaktivitat im Gelatineassay in RLU (relative light units) bei den
verschiedenen radiologischen Graden der Parodontalerkrankung an den Zahnen d,
e1 und h (n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und

die Standardabweichung.
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Zwischen dem radiologischen Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Kollagenassay besteht ein statistisch signifikanter
positiver Zusammenhang fur die Zdhne d (p=0,0055) und e1 (p=0,0486) (siehe
Abbildung 25 und Tabelle 37 im Anhang).
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Abbildung 25: Balkendiagramme fir die Darstellung der Beziehung zwischen
absoluter Enzymaktivitdt im Kollagenassay in RLU (relative light units) bei den
verschiedenen radiologischen Graden der Parodontalerkrankung an den Z&hnen d
und e1 (n=Anzahl an Z&hnen). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und
die Standardabweichung.
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Zwischen dem Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn (orientierend am
schlechtesten Wert aus klinischer und radiologischer Untersuchung) und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay besteht ein statistisch signifikanter
Zusammenhang fur die Zahne d (p=0,0019), e1 (p=0,0073) und e2 (p=0,0018) (siehe
Abbildung 26 und Tabelle 38 im Anhang).
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Abbildung 26: Balkendiagramme fir die Darstellung der Beziehung zwischen
absoluter Enzymaktivitdt im Gelatineassay in RLU (relative light units) bei den
verschiedenen Graden der Parodontalerkrankung (orientierend am schlechtesten
Wert aus klinischer und radiologischer Untersuchung) an den Zahnen d, e1 und e2
(n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und die

Standardabweichung.
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Zwischen dem Grad einer Parodontalerkrankung nach Zahn (orientierend am
schlechtesten Wert aus klinischer und radiologischer Untersuchung) und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Kollagenassay besteht ein statistisch signifikanter
Zusammenhang fur die Zahne d (p=0,0007) und e1 (p=0,0241) (siehe Abbildung 27
und Tabelle 38 im Anhang).
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Abbildung 27: Balkendiagramme fir die Darstellung der Beziehung zwischen
absoluter Enzymaktivitdt im Kollagenassay in RLU (relative light units) den
verschiedenen Graden der Parodontalerkrankung (orientierend am schlechtesten
Wert aus klinischer und radiologischer Untersuchung) an den Zahnen d und e1
(n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und die

Standardabweichung.
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Zwischen dem Grad einer Parodontalerkrankung nach Hund bzw. Gebiss
(orientierend an dem schlechtesten Zahn des gesamten Gebisses) und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Gelatineassay besteht ein statistisch signifikanter
Zusammenhang fiir die Zahne d (p=0,0365) und e2 (p=0,0094) (siehe Abbildung 28
und Tabelle 39 im Anhang).
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Abbildung 28: Balkendiagramme fur die Darstellung der Beziehung zwischen
absoluter Enzymaktivitat im Gelatineassay in RLU (relative light units) bei den
verschiedenen Graden der Parodontalerkrankung nach Hund bzw. Gebiss
(orientierend an dem schlechtesten Zahn des gesamten Gebisses) fiir die Zahne d
und e2 (n=Anzahl an Z&hnen). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und
die Standardabweichung.

Dahingegen lassen sich keine statistisch signifikanten Zusammenhange nachweisen
zwischen dem Grad einer Parodontalerkrankung nach Hund bzw. Gebiss
(orientierend an dem schlechtesten Zahn des gesamten Gebisses) und der
maximalen absoluten Aktivitdt im Kollagenassay (siehe Tabelle 39 im Anhang).

7.4 Statistische Auswertung beziiglich der Ubereinstimmung des
ermittelten klinischen und radiologischen Grades der
Parodontalerkrankung fiir alle Zahne

Zwischen dem klinischen und radiologischen Grad einer Parodontalerkrankung

besteht eine statistisch signifikante positive Korrelation fir die Zahne: a1 (p<0,0001),

a2 (p=0,0001), b (p=0,0007), d (p<0,0001), e1(p=0,0328), e2 (p=0,0318), f

(p=0,0017) und h (p=0,0023) (siehe Abbildung 29 und Tabelle 40 im Anhang).

Hingegen lasst sich fur die Zdhne ¢ und g eine statistisch signifikante positive

Korrelation mit den vorliegenden Daten nicht nachweisen.
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Abbildung 29: Balkendiagramm fiir die Darstellung der Ubereinstimmung von
klinischem und radiologischem Parodontalstatus nach Zahn (n=Anzahl an Z&hnen
und betrégt je Balken 56). Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und die
Standardabweichung. Die Buchstaben a1-h stehen jeweils fir den beobachteten
Zahn.

7.5 Statistische Auswertung beziiglich der Ubereinstimmung der
Enzymaktivitat an zwei Probenentnahmestellen

Es besteht ein statistisch signifikanter positiver Zusammenhang zwischen der
maximalen relativen Aktivitdt im Gelatineassay und den Probeentnahmestellen a1
und a2 (p<0,001) bzw. e1 und e2 (p<0,001), sowie fir die maximale absolute
Aktivitdt im Gelatineassay und den Probeentnahmestellen a1 und a2 (p=0,03) bzw.
e1 und e2 (p=0,018) (siehe Abbildungen 30 und 31 links sowie Tabellen 41 und 42
im Anhang).

Es besteht ein statistisch signifikanter positiver Zusammenhang zwischen der
maximalen relativen Aktivitdt im Kollagenassay und den Probeentnahmestellen a1
und a2 (p=0,002) bzw. e1 und e2 (p=0,011), sowie fur die maximale absolute
Aktivitat im Kollagenassay und den Probeentnahmestellen a1 und a2 (p=0,003) bzw.
el und e2 (p=0,019) (siehe Abbildungen 30 und 31 rechts sowie Tabellen 41 und 42
im Anhang).

100



im Kollagenassay

Relative Enzymaktivitét (ratio)
im Gelatineassay
Relative Enzymaktivitét (ratio)

S & & P & S & &
& & & & & S & &
* & 2 & * g e e

e

Zahne aund e Zahne aund e

Abbildung 30: Kastengrafik fUr die Darstellung der Beziehung zwischen relativer
Enzymaktivitdt im Gelatineassay (linksseitig dargestellt) und im Kollagenassay
(rechtsseitig dargestellt) von den Zdhnen a (a1 und a2) sowie den Zahne e (e1 und
e2) (n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der Median, das erste und dritte

Quartil, sowie Minimum und Maximum.
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Abbildung 31: Kastengrafik fir die Darstellung der Beziehung zwischen absoluter
Enzymaktivitdt im Gelatineassay (linksseitig dargestellt) und im Kollagenassay
(rechtsseitig dargestellt) in RLU (relative light units) von den Z&hnen a (a1 und a2)
sowie den Zahne e (e1 und e2) (n=Anzahl an Z&hnen). Dargestellt werden der

Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum und Maximum.
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8. Ergebnisse der deskriptiven Auswertung der ELISA-

Untersuchungen

Auf Grund der niedrigen Fallzahlen der vorliegenden Untersuchungen mittels ELISA
erfolgt statt einer statistischen, eine deskriptive Auswertung.

In den vorliegenden Proben kénnen mit Hilfe des ELISA sowohl bei Zahnen von
Tieren aus der Kontrollgruppe als auch aus der Patientengruppe MMP-2, -3 und -9
nachgewiesen werden. MMP-8 wird nur in der Patientengruppe untersucht. Die

Werte kdnnen in Tabelle 43 im Anhang eingesehen werden.

8.1 Deskriptive Auswertung der Beziehung zwischen MMP-Gehalt und
Grad der Parodontalerkrankung

In Abbildung 32 und Tabelle 43 im Anhang wird ersichtlich, dass MMP-8 gegeniiber
den anderen untersuchten MMPs mit einem deutlich héheren Gehalt in ng/ml in den
untersuchten Proben nachgewiesen werden kann. Die Werte sind gegentiber MMP-9
ca. 20-fach, gegenuber MMP-3 ca. 52-fach und gegeniber MMP-2 ca. 9-fach hoher.

Die Vermutung, dass es mit steigendem Grad der Parodontalerkrankung zu einem
Anstieg im MMP-Gehalt kommt, kann auf Basis der vorliegenden Daten fir keines

der untersuchten MMPs bestéatigt werden.
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Abbildung 32: Balkendiagramme fir die Darstellung der Beziehung zwischen MMP-
Gehalt in ng/ml (Nanogramm pro Milliliter) und den verschiedenen Graden der
Parodontalerkrankung (ermittelt aus dem schlechtesten Befund aus klinischer und
radiologischer Untersuchung; n=Anzahl an Zahnen). Dargestellt werden der

arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung.
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8.2 Deskriptive Auswertung der Gehalte der verschiedenen MMPs bei

Grad 1 und 2 einer Parodontalerkrankung

N ow s o

einer Parodontalerkrankung

I
> H

MMP-Gehalt (ng/ml) bei Zahnen mit Grad 1

Abbildung 33: Balkendiagramm fiir die Darstellung der Beziehung zwischen MMP-
Gehalt in ng/ (Nanogramm pro Milliliter) bei Zahnen mit Grad 1 einer
Parodontalerkrankung (ermittelt aus dem schlechtesten Befund aus klinischer und
radiologischer Untersuchung; n=Anzahl an Zahnen) und den verschiedenen
untersuchten MMPs. Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und die
Standardabweichung.

N ow o

einer Parodontalerkrankung

gl
v

MMP-Gehalt (ng/ml) bei Zadhnen mit Grad 2

Abbildung 34: Balkendiagramm fiir die Darstellung der Beziehung zwischen MMP-
Gehalt in ng/ (Nanogramm pro Milliliter) bei Zahnen mit Grad 2 einer
Parodontalerkrankung (ermittelt aus dem schlechtesten Befund aus klinischer und
radiologischer Untersuchung; n=Anzahl an Zahnen) und den verschiedenen
untersuchten MMPs. Dargestellt werden der arithmetische Mittelwert und die

Standardabweichung.
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In den Abbildungen 33 und 34 wird ersichtlich, dass der Gehalt an MMP-8 sowohl bei
Zahnen mit Grad 1 als auch bei Zadhnen mit Grad 2 einer Parodontalerkrankung im
Vergleich zu den anderen untersuchten MMPs am hdchsten ist. Bei Zahnen mit Grad
1 einer Parodontalerkrankung ist als ndchstes MMP-2 reprasentiert und bei Zéhnen

mit Grad 2 einer Parodontalerkrankung MMP-9.

8.3 Deskriptive Auswertung des MMP-Gehalts bei parodontal gesunden
Zahnen im Vergleich zu parodontal erkrankten Zihnen und in der

Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
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Abbildung 35: Kastengrafiken fir die vergleichende Darstellung der Beziehung
zwischen MMP-Gehalt in ng/ml (Nanogramm pro Milliliter) und den Graden 0 sowie
1-4 der Parodontalerkrankung (n=Anzahl an Z&hnen). Dargestellt werden der

Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum und Maximum.
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Abbildung 36: Kastengrafiken fir die Darstellung der Beziehung zwischen MMP-
Gehalt in ng/ml (Nanogramm pro Milliliter) bei Kontrollzahnen im Vergleich zu
Patientenzédhnen (unabhangig vom Grad der Parodontalerkrankung) (n=Anzahl an
Zahnen). Dargestellt werden der Median, das erste und dritte Quartil, sowie Minimum

und Maximum.

Abbildung 35 zeigt den Vergleich zwischen dem MMP-Gehalt bei gesunden Z&hnen
(sowohl Patienten-, als auch Kontrollzahne mit Grad 0 einer Parodontalerkrankung)
gegenliber dem MMP-Gehalt bei kranken Zahnen (Zahne mit Grad 1-4 einer
Parodontalerkrankung). In Abbildung 36 geht es um den Vergleich des MMP-
Gehaltes zwischen Kontrollzdhnen wund Patientenzdhnen (Grad 1-4 einer
Parodontalerkrankung). Hierbei zeigt sich, dass fir MMP-2 und -3 die Aussage, dass
es bei erkrankten Zahnen bzw. Patientenzdhnen zu héheren MMP-Gehalten kommt,
als bei gesunden Zdhnen bzw. Kontrollzdhnen, zutrifft. Hier ist zwischen Zahnen

erkrankten Zahnen bzw. Patientenzdhnen gegenlber Zdhnen mit Grad 0 einer
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Parodontalerkrankung bzw. Kontrollzéhnen ein Anstieg im MMP-Gehalt ersichtlich.
Fir MMP-9 zeigt sich der MMP-Gehalt bei den gesunden Zahnen bzw.
Kontrollzdhnen minimal héher als bei den erkrankten Zahnen bzw. Patientenzahnen.
Far MMP-8 lasst sich auf Grund des Fehlens von untersuchten Z&hnen mit Grad 0
einer Parodontalerkrankung bzw. Kontrollzdhnen keine Aussage zu dieser
Fragestellung treffen.
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l. Diskussion

9. Allgemeines

In der Humanmedizin gibt es bereits zahlreiche Studien zu Abbauvorgangen, die bei
der Parodontitis ablaufen sowie zu den dabei beteiligten Enzymen. Dabei handelt es
sich vorwiegend um Matrix-Metalloproteinasen. Diese wurden mittels verschiedener
Verfahren z.B. Immunfluorometrie (LEPPILAHTI et al., 2014), Zymografie (POZO et
al., 2005; BILDT et al., 2008), Western Blot (KOROSTOFF et al., 2000; BILDT et al,,
2008) und ELISA (MARCACCINI et al., 2010; MESCHIARI et al., 2013) sowie in
unterschiedlichen Geweben und Flissigkeiten (z.B. in gingivaler Sulkusflussigkeit
(MAKELA et al., 1994; SOELL et al., 2002), Speichel (KOROSTOFF et al., 2000),
Gingiva (EJEIL et al., 2003; BILDT et al., 2008) und Blutplasma (MARCACCINI et al.,
2009)) nachgewiesen. Daruber hinaus gibt es Studien, die sich mit dem Verhalten
der Enzyme beschéftigen und einen Unterschied zwischen dem Vorkommen latenter
und aktiver Enzyme aufzeigen (LEE et al., 1995; POZO et al., 2005). Dem Gros
dieser Studien ist gemein, dass sie eine erhéhte Anzahl bzw. eine gesteigerte
Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen beim Vorliegen einer Parodontitis
dokumentieren (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). In der Tiermedizin sind diese Zusammenhange
bisher wenig erforscht. Es gibt nur vereinzelte Untersuchungen zur Rolle der MMPs
bei der Parodontitis des Hundes (KRYSHTALSKYJ et al., 1986; SCHWARZ et al.,
2007; KIM et al., 2013; KAISER et al., 2014; REIMANN et al., 2019). Um die
Vorgdnge beim Hund naher zu beleuchten, befasst sich die vorliegende Arbeit mit
der Hypothese, dass ein Zahn mit steigendem Grad einer Parodontalerkrankung
einen Anstieg der enzymatischen Aktivitdt von Kollagenasen und Gelatinasen
aufweist und die enzymatische Aktivitdt an Z&hnen mit einer Parodontalerkrankung
insgesamt hoher ist als bei gesunden Zdhnen. Diese Untersuchungen werden an
gingivaler Sulkusflissigkeit durchgefihrt. Zum Nachweis von MMPs in gingivaler
Sulkusflussigkeit beim Menschen sind in der Literatur unterschiedliche Verfahren
(wie ELISA, Western Blot und Zymografie (MAKELA et al., 1994; POZO et al., 2005;
RAI et al., 2008)) beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis von
MMPs mittels ELISA durchgefihrt und der Nachweis enzymatischer Aktivitdt von

Kollagenasen und Gelatinasen mit Hilfe der Spektrofluorometrie (Aktivitatsassay).
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Auf Grund des Mangels an Studien auf diesem Gebiet aus dem Bereich der
Veterindrmedizin werden im Folgenden vor allem Vergleiche mit der Humanmedizin

aufgezeigt.

9.1 Studienaufbau

Bei den verwendeten Probanden handelt es sich um das Patientengut der Klinik fiir
Kleintiere, Chirurgie, der Justus-Liebig-Universitat Gielen und somit um eine
heterogene Gruppe an Hunden beziglich Rasse, Alter und Geschlecht. Ein Einfluss
auf Zahnhygiene, Fltterung oder Haltung ist demnach nicht gegeben.

Bei Verwendung des Patientenguts einer universitdren Tierklinik bestehen jedoch
realistischere  Verhéltnisse im Vergleich zu Studien an Versuchstieren
(KRYSHTALSKYJ et al., 1986; KIM et al., 2013). Diese werden haufig an Beaglen
oder anderen homogenen Gruppen gleichrassiger Hunde durchgefiihrt (SCHWARZ
et al, 2007; PAULA-SILVA et al.,, 2010). Dies birgt den Nachteil, dass das
Vorhandensein eventueller rassespezifischer Besonderheiten nicht ausgeglichen
wird. Bei Verwendung von Versuchstieren bestehen neben gleichen
Haltungsbedingungen fir alle Tiere der Gruppe auch das gleiche Fitterungsregime
und es handelt sich somit um eine homogene Versuchsgruppe. Bei der Verwendung
von Versuchstieren besteht die Mdglichkeit, die Tiere am Ende der Studie zu
euthanasieren und die Untersuchungen an Sektionsmaterial vorzunehmen
(KRYSHTALSKYJ et al., 1986; PAULA-SILVA et al., 2010). In der vorliegenden
Studie wird gingivale Sulkusflissigkeit lebender Patienten entnommen. Im Vergleich
zur Verwendung von Patienten mit kiinstlich erzeugter Parodontitis wie in der Studie
von KRYSHTALSKYJ und Mitarbeitern (1986) liegt bei Verwendung des
Patientenguts einer Tierklinik wie im Fall dieser Doktorarbeit eine nattrlich
erworbene Parodontitis vor. Bei Hunden mit schwerwiegender Parodontalerkrankung
kann die Probenentnahme erschwert sein, da eine blutungsfreie Entnahme der
Sulkusflussigkeit angestrebt wird. Durch die Neigung zu Spontanblutungen im
Rahmen einer hochgradigen Gingivitis bzw. zur Blutung bei Sondierung bei
mittelgradiger Gingivitis muss demnach bei der Probenentnahme vorsichtig
vorgegangen werden, um kontaminierte Proben zu vermeiden, da diese ggdf.
verworfen werden missen.

In der vorliegenden Studie sind die Tiere der Kontrollgruppe zwar ebenfalls von
unterschiedlicher Rasse, allerdings handelt es sich im Gegensatz zur

Patientengruppe, mit Tieren von 1-11 Jahren und einem durchschnittlichen Alter von
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4,2 Jahren, durchweg um junge Hunde mit einem Alter von 1-2 Jahren. Zwar steigt
nachgewiesenermallen der Schweregrad einer Parodontalerkrankung mit
zunehmendem Alter (HAMP et al., 1984; KYLLAR und WITTER, 2005; MARSHALL
et al., 2014), jedoch ist es bereits bei jungen Hunden schwierig Gebisse zu finden,
welche nur gesunde Zahne enthalten, sodass das Tier damit in die Kontrollgruppe
aufgenommen werden kann. Viele junge Patienten zeigen bereits Anzeichen einer
Gingivitis an mindestens einem Zahn. Das bestatigen auch KORTEGAARD und
Mitarbeiter (2014), die in ihrer Studie bei 20% der ein- bis zwei-jahrigen Hunde
Attachmentverlust und somit bereits eine Parodontitis nachweisen kénnen. HAMP
und Mitarbeiter (1984) finden ebenfalls bei 37% der Hunde unter zwei Jahren
Hinweise auf das Vorliegen einer Parodontitis. Bei den in der vorliegenden Studie
verwendeten Kontrolltieren handelt es sich vor allem um mittelgroRe bis groRRe
Hunde ab 15 kg Korpergewicht, wohingegen die Patientengruppe aus Hunden
jeglicher GroRe besteht. Es ist nachgewiesen, dass bei kleineren Rassen schneller
eine parodontale Erkrankung entsteht und diese schwerwiegender ist (HAMP et al.,
1984; KYLLAR und WITTER, 2005; KORTEGAARD et al., 2014; MARSHALL et al.,
2014). Dies bestédtigen auch die Erfahrungen des Untersuchers. Da jedoch bei der
Kontrollgruppe nur zahngesunde Hunde eingeschlossen sind, wird auf diese Gruppe
zuriickgegriffen.

Die Ein- und Ausschlusskriterien fir die untersuchten Hunde sind angelehnt an
entsprechende humanmedizinische Studien (BEKLEN et al., 2006; MARCACCINI et
al., 2009). Durch die Forderung nach einer unauffalligen Blutuntersuchung ist es zum
Teil schwierig, Patienten fir die Kontrollgruppe zu akquirieren, da viele junge Hunde
geringgradige Veranderungen in der Blutuntersuchung, wie z.B. eine geringgradige
Leukozytose zeigen.

Ein weiterer Nachteil bei Verwendung von Hunden aus dem Patientengut gegeniber
Versuchstieren ist, dass die Durchfiihrung longitudinaler Studien erschwert ist, da die
Besitzer ihren Hund in der Regel nicht zweimal in kurzen Abstanden einer Narkose
aussetzen wollen. Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich daher nicht um eine
longitudinale Studie. Es werden nur zu einem Zeitpunkt Proben der gingivalen
Sulkusflussigkeit entnommen. BIRKEDAL-HANSEN (1993) trifft die Aussage, dass
eine einzelne Messung der Sulkusflissigkeit wenig bis keine Aussagekraft hat, da es
sich bei der Parodontitis um ein aktives Geschehen handelt mit stark variierenden

Ergebnissen in kurzer Zeit. Um das komplexe Geschehen bei einer
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Parodontalerkrankung wiederzugeben scheinen Verlaufsstudien sinnvoll zu sein,
sind jedoch unter Verwendung von klinischen Patienten nur schwer realisierbar. Viele
der humanmedizinischen Studien beschéftigen sich mit der Entwicklung des MMP-
Gehalts und der MMP-Aktivitat vor und nach einer Parodontalbehandlung (MAKELA
et al., 1994; MARCACCINI et al., 2009; MARCACCINI et al., 2010; KINNEY et al.,
2011; MESCHIARI et al., 2013; KINNEY et al., 2014; POPAT et al., 2014; GUL et al.,
2016). Dies wird aus oben genannten Grinden nicht durchgefuhrt. Eine
Probenentnahme von Sulkusflissigkeit am wachen Tier ist im Gegensatz zur

Humanmedizin nicht mdéglich.

9.1.1 Auswahl der zu untersuchenden Zdhne und Lokalisationen am Zahn
Aus Tierschutzgriinden werden zu Gunsten der Narkosedauer nur eine Teilmenge an
Zahnen beprobt. Je gréRer diese Teilmenge ist, desto naher kommen die
erworbenen Informationen an die Realitdt heran, aber je mehr Zahne untersucht
werden, desto langer ist auch die Narkosedauer (KORTEGAARD et al., 2014).
Obwohl die Zeit fur die Probenentnahme pro Zahn nur gering ist, so ist doch eine
Beprobung aller Zdhne in Narkose unrealistisch. Zur Beprobung werden in der
vorliegenden Arbeit deshalb die funktionell wichtigsten Zdhne ausgewahlt, die Eck-
und ReiRzdhne (ELLENBERGER und BAUM, 1943). Die jeweils zu beprobende
Stelle am Zahn wurde danach ausgewahlt, welche Stelle erfahrungsgemal am
starksten von einer Parodontalerkrankung betroffen ist. Betrachtet man verschiedene
Studien, so bestehen starke Unterschiede bezlglich der am starksten von einer
Parodontalerkrankung betroffenen Zdhne sowie den am starksten betroffenen
Lokalisationen am Zahn (HAMP et al., 1984; HOFFMANN und GAENGLER, 1996;
KYLLAR und WITTER, 2005; MARSHALL und Mitarbeiter, 2014).

So wie bei der Untersuchung der parodontalen Taschentiefe an multiplen Stellen um
einen Zahn unterschiedliche Werte auftreten kénnen, so kann auch die
unterschiedliche Zusammensetzung der gingivalen Sulkusflissigkeit an den
verschiedenen Lokalisationen um einen Zahn nicht ausgeschlossen werden. An
Lokalisationen mit hochgradigen Veranderungen ist eine hohere Aktivitat der
Proteasen oder ein hoherer Gehalt dieser denkbar. Andererseits entsteht die
Sulkusflissigkeit durch den Ubertritt von Plasma aus den gingivalen BlutgefdRen in
den Sulkus (BUDDECKE, 1981; STASZYK, 2011) und ist kontinuierlich im Fluss
(BUDDECKE, 1981). Daher ist auch denkbar, dass sie an allen Lokalisationen die

gleiche Zusammensetzung hat. Dieser Fragestellung wurde in dieser Studie im
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Bereich der Oberkiefereckzahne nachgegangen. Hierbei werden sowohl palatinal als
auch bukkal Proben der gingivalen Sulkusfliissigkeit enthommen. Es kann mittels
statistischer Auswertung kein Unterschied zwischen den beiden
Probenentnahmestellen festgestellt werden. Dies bedeutet, dass es zumindest an
diesen Zahnen scheinbar keine Rolle spielt, ob die Probe bukkal oder palatinal
entnommen wird. Ob dies fur alle Z&hne in der Mundh&hle des Hundes gilt, muss
durch weitere Untersuchungen evaluiert werden.

In den meisten Studien wird das Gebiss nach Schweregrad einer parodontalen
Erkrankung eingeteilt (MAESO et al., 2007; RAI et al., 2008; MARCACCINI et al.,
2009). In der vorliegenden Studie werden einzelne Zahne nach diesem Kriterium
eingeteilt. Dies entspricht den Erkenntnissen von WOLF und Mitarbeitern (2005),
dass jeder Zahn einen unterschiedlichen Grad der Parodontalerkrankung aufweisen
kann. MARSHALL und Mitarbeiter (2014) beschreiben, dass jede parodontale Lasion
in einer eigenen Geschwindigkeit fortschreitet und demnach jeder Zahn eine in sich

geschlossene Einheit bildet.

9.1.2 Probengewinnung

Die Verwendung von Papierspitzen PerioPaper Strips® (Firma OraFlow Inc.,
Smithtown, NY, USA) zur Aufnahme von GCF orientiert sich an der Studie von
MARCACCINI und Mitarbeitern (2010). Vorteilhaft gegeniiber anderen Studien, bei
denen z.B. Gewebeproben mittels Biopsie entnommen werden (KAISER et al.,
2014), ist, dass es sich bei der Entnahme gingivaler Sulkusflissigkeit mittels
Papierspitze um ein nicht invasives, schmerzloses Verfahren handelt. Dies wird auch
beim Menschen ohne Betdubung oder Schmerzmitteleinsatz durchgeftihrt (SOELL et
al., 2002; HERNANDES RIOS et al., 2009; MARCACCINI et al., 2010). Beim Tier
kann auf eine Narkose allerdings nicht verzichtet werden, da der zu beprobende
Bereich von Speichel befreit sein muss und die Papierspitze fir 30 Sekunden im
Sulkus verbleibt (MARCACCINI et al, 2010). Die Papierspitzen kénnen laut
Herstellerangaben 0-1,2 pl FlUssigkeit absorbieren (ORAFLOW INC., 2010). Das
Filterpapier nimmt augenscheinlich in unserer Arbeit unterschiedliche Mengen an
GCF auf. Subjektiv kommt es zu einer héheren Menge von GCF mit steigendem
Grad der Parodontalerkrankung. Laut Literatur besteht ein Zusammenhang zwischen
der Menge an GCF und dem Schweregrad einer parodontalen Erkrankung
(BUDDECKE, 1981; KRYSHTALSKYJ et al., 1986; STASZYK, 2011). Daraus ergibt

sich die Fragestellung, ob die unterschiedlichen Mengen an aufgenommener
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Sulkusflissigkeit in der vorliegenden Studie auf den unterschiedlichen
Schweregraden der Parodontalerkrankung beruhen oder auf Grund einer
Kontamination mit Speichel oder Plaque. Fir die Beprobung soll die Gingiva trocken
und frei von Blut und Speichel sein (MARCACCINI et al.,, 2010), um eine
Kontamination der Papierspitze auszuschlieRen. Eine Kontamination mit Plaque soll
durch eine vorhergehende Kirettage ausgeschlossen werden, eine Kontamination
mit Speichel durch Lufttrocknung des Zahns. Plaque und Speichel Kontamination
fuhren in der Folge zu falsch hoch gemessenen Volumina des GCF (GRIFFITHS et
al.,, 1992). Zum Ausschluss einer Kontamination mit Speichel kann eine Messung
von Speichel-Amylase durchgefiihrt werden (GRIFFITHS et al., 1992). Dies erfolgt in
dieser Arbeit nicht. AuRerdem stellt es sich als schwierig dar, Zahne mit
fortgeschrittener Gingivitis zu beproben, da es hier zu Blutungen der Gingiva bei
Manipulation kommt.

Eine weitere Frage richtet sich danach, ob auf Grund der unterschiedlichen Menge
an GCF, die in die Untersuchung einflieRen, eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen den einzelnen Zahnen Uberhaupt vollstdandig gewahrleistet ist. Eine
Méoglichkeit fur zuklnftige Studien wére es, wie in den Studien von SORSA und
Mitarbeitern (1994) und MARCACCINI und Mitarbeitern (2010) die Menge an
eingesetztem GCF zu vereinheitlichen. Unter Zuhilfenahme eines Periotron® (Firma
OraFlow Inc., Smithtown, NY, USA), einem elektronischen Gerat, mit dem unter
anderem die Menge an GCF quantifiziert wird, kann diese gemessen werden
(GRIFFITHS et al., 1992; MARCACCINI et al., 2010). Bei gesunden Zahnen wird
subjektiv weniger GCF von der Papierspitze aufgenommen. Ein sehr flacher Sulkus
und damit eine schwer einlegbare Papierspitze oder tatsachlich geringere Mengen
an GCF koénnen hier vorliegen. Allerdings werden auch bei gesunden Zahnen mit
dieser Methode MMPs nachgewiesen. Es besteht zudem die Gefahr, dass durch die
Manipulation beim Einbringen des Filterpapiers mit sanfter Gewalt eine

Beeinflussung der Ergebnisse erzeugt wird.

9.1.3 Klinische und radiologische Untersuchung

Alle Zahne eines Hundes werden in der vorliegenden Studie klinisch und radiologisch
untersucht. Ihnen wird sowohl klinisch als auch radiologisch ein Grad der
Parodontalerkrankung zugeteilt. Unterscheiden sich die beiden Befunde, so orientiert
sich der Gesamtbefund des jeweiligen Zahns am schlechteren Ergebnis der beiden

Verfahren. Am schlechtesten Einzelzahnbefund aller Zdhne eines Hundes wiederum

113



orientiert sich die Einteilung des Patienten bzw. des Gebisses nach Grad der
Parodontalerkrankung.

In dieser Studie wird untersucht, ob es eine Korrelation zwischen klinisch und
radiologisch erhobenem Parodontalstatus gibt. Unter Verwendung der vorliegenden
Daten besteht eine statistisch signifikante positive Korrelation zwischen dem klinisch
und dem radiologisch erhobenen Grad einer Parodontalerkrankung fiir die Zéhne a1,
a2, b, d, e1, e2, f und h. Fir die Zdhne c und g kann kein statistisch signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden. Fir den Zahn c besteht eine statistisch nicht
signifikante positive Korrelation mit rs = 0,1079, fir den Zahn g mit rs = 0,1422. Auf
Grund der Nahe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman zu O besteht
eigentlich kein wirklicher Zusammenhang zwischen Klinik und Réntgen. Eine
mogliche Ursache hierfir kann die schwere Zugénglichkeit zu den beiden Zahnen in
der kaudalen Mundhohle fir die klinische Untersuchung sein. Die Zunge verdeckt
zusétzlich die Zahne von lingual. Es féllt auf, dass bei fehlender Ubereinstimmung
der klinischen und radiologischen Befunde der beiden Z&hne regelmaRig ein um ein
oder zwei Grade schlechterer radiologischer als Kklinischer Befund vorliegt.
Die restlichen Zahne werden nicht unter dieser Fragestellung untersucht. Das
bedeutet theoretisch, dass aus den Ergebnissen der klinischen Untersuchung bei
manchen Zahnen auf die Ergebnisse der radiologischen Untersuchung geschlossen
werden kann und umgekehrt. Allerdings wird in dieser Studie keine Blindung
durchgefiihrt, die Doktorandin untersucht den Zahn sowohl klinisch als auch
radiologisch und somit kann eine Beeinflussung auf das Ergebnis durch die
Doktorandin aus der jeweils anderen Untersuchung nicht ausgeschlossen werden.
Entsprechend der Ergebnisse von ARZI und VERSTRAETE (2009) muss davon
ausgegangen werden, dass zur Erhebung des Gesamtstatus der kombinierte Befund
aus klinischer und radiologischer Untersuchung am sinnvollsten ist.

Viele der erhobenen klinischen Parameter wie Taschentiefe, Furkationsbefall und
Zahnlockerung sowie radiologischen Veradnderungen koénnen nicht zwischen akut
auftretenden und  zurlickliegenden  Veradnderungen im Rahmen einer
Parodontalerkrankung unterscheiden (KINNEY et al., 2007). Die Parodontitis ist eine
dynamische Infektion (GORREL, 2006). Es wechseln sich schubweise passive
Phasen und Phasen mit aktiver Gewebezerstérung ab (SOCRANSKY et al., 1984;
HOFFMANN und GAENGLER, 1996; GORREL, 2006). In den akuten Phasen kommt
es zur Vertiefung der parodontalen Taschen (GORREL, 2006). Liegt
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Attachmentverlust ohne eine Gingivitis vor, handelt es sich bei dem
Attachmentverlust um eine Folge einer vorhergehenden Parodontitis (HARVEY,
2005). Um eine aktive von einer passiven Parodontitis zu unterscheiden, benétigt
man z.B. eine histologische Untersuchung des Gewebes (KAISER et al., 2014;
REIMANN et al., 2019) oder den Nachweis aktiver Enzyme (LEE et al., 1995).

Ein Attachmentverlust ist das Hauptmerkmal einer Parodontitis und kann durch
Nachweis von Gingivarezession, erhdhter Taschentiefe oder radiologisch durch
Knochenabbau dargestellt werden (HARVEY, 2005). Alle Z&hne miuissen
dahingehend an mehreren Lokalisationen untersucht werden.

In der human- und veterindrmedizinischen Literatur werden viele unterschiedliche
Mdoglichkeiten der Zahnuntersuchung verwendet. Die einen Autoren untersuchen die
Merkmale Blutung bei Sondierung, parodontale Taschentiefe und Anhaftungsverlust
an sechs Stellen eines jeden Zahns (HERNANDEZ RIOS et al., 2009; MARCACCINI
et al., 2010), die anderen lediglich an vier Stellen (POPAT et al., 2014) oder geben
keine Auskunft Gber die Art der klinischen Untersuchung und ihre Befunde (SOELL et
al., 2002). KYLLAR UND WITTER (2005) sehen eine Taschentiefe von 1-2,5 mm als
Hinweis auf eine friihe Parodontitis, wohingegen GORREL (2006) eine Taschentiefe
von 1-3 mm als physiologisch ansieht. HOFFMANN und GAENGLER (1996)
bewerten bei Pudeln 3-5 mm Taschentiefe als geringgradige Parodontitis. In der
vorliegenden Arbeit orientieren sich die Werte an den Angaben von GORREL (2006).
Auch die Bildung der Studiengruppen erfolgt unterschiedlich. Wahrend manche
Autoren eine Unterteilung in eine Kontroll-, eine Gingivitis- und eine
Parodontitisgruppe vornehmen (MAESO et al., 2007; RAI et al., 2008) unterscheiden
andere lediglich zwischen einer Kontrollgruppe und einer Gruppe mit chronischer
Parodontitis (MARCACCINI et al., 2010; POPAT et al., 2014). Trotz des Wissens um
die Wichtigkeit einer radiologischen Untersuchung, verzichten einige Autoren darauf
(MAKELA et al., 1994; EJEIL et al., 2003; GUL et al., 2016).

9.2 Labordiagnostische Untersuchungen

9.21 Messung der Aktivitdt von Kollagenasen und Gelatinasen

Die Proben der gingivalen Sulkusflissigkeit werden zwischen den einzelnen
Versuchen mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren und Uber einen langeren
Zeitraum bei -80°C gelagert. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieses
Vorgehen Einfluss auf die Aktivitat der MMPs hat, allerdings treffen SOUZA-TARLA

und Mitarbeiter (2005) die Aussage, dass wiederholtes Einfrieren und Auftauen von
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Plasma Proben erst ab dem 7. und 9. Zyklus zu einem statistisch signifikanten
Absinken der Aktivitdt von pro-MMP-9 fiihrt. Bei MMP-9 und pro-MMP-2 hat
wiederholtes Einfrieren keine Auswirkung. Lagerung der Plasma Proben bei -20°C
oder -70°C fir einen Monat fihrt ebenfalls nicht zu einer signifikanten Beeinflussung
der MMP-2 und -9 Aktivitditen (SOUZA-TARLA et al.,, 2005). Es kann vermutet
werden, dass es sich mit gingivaler Sulkusflissigkeit &hnlich verhalt.

Die Messungen finden uUber 18 Stunden statt. Es ist nicht vollstédndig
ausgeschlossen, dass es in dieser Zeit zu einer Aktivierung von latenten Enzymen
kommt und die Enzymaktivitat als falsch hoch gemessen wird. Allerdings wird das
Ausmaly der Aktivierung in der Literatur als geringgradig angegeben (LEE et al.,
1995). Es kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass MMPs zum Zeitpunkt der
Probenentnahme gar nicht frei im GCF vorkommen, sondern bei der
Probenaufbereitung z.B. in der Zentrifuge eine Freisetzung von MMPs aus den
Zellen erfolgt (BIRKEDAL HANSEN, 1993). ELEY und Mitarbeiter (1996) meinen
hingegen, dass es bei der Untersuchung von Elastase zu niedrigeren Werten auf

Grund des Zentrifugierens kommt, weil Zellen dadurch entfernt werden.

9.2.2 Aktivititsassay

Mittels Aktivitdtsassay kann die Aktivitdt von Proteasen gemessen werden. Die
untersuchten Enzyme sind dabei abhédngig vom eingesetzten Substrat. Um die
Aktivitdt von Gelatinasen zu messen, muss Gelatine als Substrat eingesetzt werden,
um die Aktivitdt von Kollagenasen zu messen, Kollagen. Eine weitere Differenzierung
des Enzyms ist mit dieser Methode, unter alleiniger Verwendung von Gelatine oder
Kollagen, nicht mdglich. Neben MMPs kann es sich auch um andere Proteasen mit
gleichem Substratspektrum, z.B. Serinproteasen handeln. Es kann sich um
wirtseigene oder auch um bakterielle Proteasen handeln. In der vorliegenden Studie
lassen die kollagenolytischen und gelatinolytischen Eigenschaften der untersuchten
Enzyme die Vermutung zu, dass es entsprechend der Studie von KRYSHTALSKYJ
und Mitarbeitern (1986) Matrix-Metalloproteinasen sind. In einer Studie von MAKELA
und Mitarbeitern (1994) wird nachgewiesen, dass es sich bei den gelatinolytischen
Enzymen im GCF um MMPs handelt und MMP-9 hierbei die wichtigste Rolle spielt.
Zudem zeigen sie auf, dass die gelatinolytische Aktivitdt in der Mundhoéhle
hauptsachlich aus dem GCF stammt. Da MMPs die wichtigsten und h&ufigsten
Proteasen bei der Parodontitis sind (UITTO et al., 2003; MARCACCINI et al., 2009)

und diese in der vorliegenden Untersuchung im GCF mittels ELISA nachweisbar
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sind, kann aus Sicht der Autorin davon ausgegangen werden, dass die gemessene
Aktivitdt im Aktivitdtsassay ebenfalls von MMPs stammt. Beweisen lasst sich dies
durch den alleinigen Einsatz von Gelatine und Kollagen im Aktivitdtsassay jedoch
nicht.

Von welchen Proteasen die Aktivitat herriihrt, kann auRerdem mittels entsprechender
Inhibitoren wie z.B. Phenanthrolin (PHEN) als MMP-Inhibitor untersucht werden.
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) ist Serinprotease-Inhibitor (MARCACCINI et al.,
2009). MMP-Inhibitoren sind Dithiothreitol (DTT), Ethylendiamintetraessigséaure
(EDTA) oder TIMPs (LEE et al., 1995). Im durchgefiihrten Aktivitdtsassay ist nicht
sicher auszuschlieBen, dass die gemessene Aktivitdt auch von bakteriellen
Proteasen stammen koénnte und es zu einer falschen Einschatzung der Aktivitat
wirtseigener Proteasen kommt (UITTO, 2003). Dies wére nur sicher zu sagen, wenn
die Untersuchungsmethode eine Unterscheidung zwischen bakterieller und
wirtseigener Kollagenase treffen kann (OVERALL et al., 1987; LEE et al., 1995). Ob
es sich um wirtseigene Proteasen handelt, lasst sich kldren indem man die
Spaltprodukte der Enzyme betrachtet, da wirtseigene Enzyme Kollagen im Verhéltnis
% zu Y, spalten (LEE et al., 1995).

Mittels Aktivitatsassay lasst sich zudem keine Unterscheidung zwischen dem
Vorhandensein aktiver und latenter Enzyme machen.

Die Hohe der gemessenen Aktivitdt kann Hinweise darauf geben, ob es sich um
einen Zahn in einer aktiven Phase einer parodontalen Erkrankung handelt, denn mit
steigendem Entziindungsgrad steigt auch die Kollagenaseaktivitat (OVERALL et al.,
1987).

Bei Untersuchung der Proben der vorliegenden Studie im Aktivitdtsassay fallt auf,
dass die Aktivitat in manchen Proben so hoch ist, dass sie Uber der Nachweisgrenze
des Mikroplattenlesegerédts von ca. 70.000 RLU liegt. Bei diesen Proben wird zum
Arbeiten der Grenzwert 70.000 RLU als héchster Wert angegeben. In Wahrheit kann
jedoch die Aktivitdt noch deutlich dartiber liegen.

Um die Aktivitdt darzustellen, haben wir uns in dieser Studie neben der Bestimmung
der absoluten Aktivitdt zu der Bestimmung der relativen Aktivitat entschieden. Es
bestehen starke Unterschiede zwischen den erhobenen relativen und absoluten
Werten der verschiedenen Proben. Proben, die absolut die héchste Aktivitat
aufweisen, haben nicht zwangsléufig den héchsten relativen Aktivitdtszuwachs. Die

absolute Aktivitat ist abhangig von der untersuchten Menge an GCF. Die
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Papierspitzen nehmen jedoch unterschiedlichen Mengen an GCF auf, sodass dies zu
beriicksichtigen ist. Daher halten wir es fir sinnvoll beide Parameter zu untersuchen.
Nach Kenntnis der Autorin ist dies bisher nicht in Studien der Aktivitdtsmessung von

Enzymen bei Parodontitis erfolgt.
9.3 Statistische Untersuchungen zur Enzymaktivitét

9.31 Untersuchung der Zusammenhidnge zwischen dem Schweregrad

einer parodontalen Erkrankung und der Enzymaktivitat
Die in dieser Studie aufgestellte und zu belegende Hypothese ,mit steigendem
Schweregrad einer Parodontalerkrankung steigt auch die enzymatische Aktivitat”
kann an Hand der vorliegenden Daten bestétigt werden. Die Aussage gilt fur alle
Zahne unabhangig ihrer Art und betrachtet nur die Zugehdrigkeit zum Schweregrad
einer parodontalen Erkrankung. Es zeigt sich in den durchgefihrten
Untersuchungen, dass es sowohl mit Gelatine als auch mit Kollagen als
eingesetztem Substrat zu einem Anstieg der enzymatischen Aktivitdt mit dem
Anstieg des Schweregrades der parodontalen Erkrankung kommt. Dies konnte
sowohl fiir die absolute Enzymaktivitdt als auch fiir den relativen Anstieg der
Enzymaktivitat gezeigt werden. Diese Ergebnisse entsprechen denen der Studie von
OVERALL und Mitarbeitern (1987), die dies fir die Kollagenaseaktivitat in
Gingivabioptaten ebenfalls postulieren. Es gibt nach Wissen der Autorin keine
Studien, die einzelne Zahne untersuchen und eine Unterscheidung dieser zwischen
Gingivitis und gering, mittel- oder hochgradig an einer Parodontitis erkrankt
vornehmen. Die meisten Studien befassen sich lediglich mit dem Vergleich zwischen
Parodontitis- und Kontrollgruppe (MARCACCINI et al., 2010; POPAT et al., 2014),
eventuell noch zusatzlich mit der Gingivitisgruppe (MAESO et al., 2007; RAI et al.,
2008).

9.3.2 Statistische Auswertung beziiglich der Zusammenhinge zwischen

Patientengruppe und Kontrollgruppe

9.3.21 Untersuchung der Zusammenhinge zwischen der Enzymaktivitat
aller Zdhne der Patientengruppe und der Kontrollgruppe nach Zahn
Betrachtet man die Z&hne unter der Fragestellung, ob bei Patienten hoéhere
Enzymaktivitdten vorliegen, als bei Kontrolltieren, als Einzelnes und nach ihrer Art
bzw. Position getrennt, so bestehen starke Unterschiede zwischen den einzelnen

.Zahnarten®“. Diese Unterschiede bestehen je nachdem, ob man die relative oder
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absolute Enzymaktivitat betrachtet oder ob man als Substrat Gelatine oder Kollagen
einsetzt. Ein Einfluss der Position des Zahns im Maul auf die Enzymaktivitat ist nicht
auszuschlielen. Nach Wissen der Autorin gibt es hierzu bislang keine Studien. Es
gibt zwar zahlreiche Studien an Hunden, die untersuchen, welche Bereiche im
Gebiss am starksten von Parodontitis betroffen sind, allerdings gibt es hier auch
starke Unterschiede zwischen den einzelnen Studien (HAMP et al., 1984;
HOFFMANN und GAENGLER, 1996; MARSHALL et al., 2014). Keine der genannten
Studien beschaftigt sich zudem mit der Enzymaktivitat. Auch in der Humanmedizin

sind der Autorin keine entsprechenden Studien bekannt.

9.3.2.2 Untersuchung der Zusammenhinge zwischen der Enzymaktivitat
aller Zdhne der Patientengruppe und der Enzymaktivitat aller Zdhne
der Kontroligruppe

Ebenfalls untersucht wird die Fragestellung, ob bei Patienten hohere
Enzymaktivitdten vorliegen, als bei Kontrolltieren. Hierbei zeigt sich bei Betrachtung
aller Zéhne, dass der relative Anstieg der Enzymaktivitat, sowohl im Gelatine-, als
auch im Kollagenassay, bei den Zahnen der Patientengruppe signifikant hoher ist als
bei den Zahnen der Kontrollgruppe. Fir die absolute Enzymaktivitat lasst sich in
unseren Untersuchungen keine derartige Aussage treffen.

In der vorgelegten Studie wird der einzelne Zahn individuell betrachtet und damit den
Erkenntnissen von SOCRANSKY und Mitarbeitern (1984) Rechnung getragen, dass
bei jedem Zahn die parodontale Erkrankung unterschiedlich fortschreitet. Bei den
statistischen Auswertungen zur Enzymaktivitdt auf Zahnebene, wie z.B. bei den
Untersuchungen zu den Zusammenhédngen zwischen der Enzymaktivitat aller Zéhne
nach Zahn getrennt, werden die zehn untersuchten bzw. beprobten Zahne eines
Patienten unabhdngig von der Zugehdrigkeit zum Probanden betrachtet. Dies
geschieht auch bei der Untersuchung der Zusammenhdnge zwischen der
Enzymaktivitat aller Zahne der Patientengruppe und der Enzymaktivitat aller Zéhne
der Kontrollgruppe. Statistisch gesehen spricht man bei diesem Vorgehen von
Pseudoreplikation, da die Abhdngigkeit des einzelnen Zahns von anderen Zahnen im
Gebiss bzw. vom Hund, dem sie entstammen nicht beachtet wird. Allerdings kann ein
Einfluss des Probanden auf den einzelnen Zahn und damit auf die Messungen nicht
ausgeschlossen werden. Dies ist bei der Betrachtung der Ergebnisse zu beachten

und die beiden genannten Untersuchungen sind als explorativ anzusehen.
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9.3.2.3 Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat der
Patientengruppe und der Kontroligruppe

Bei Betrachtung der Zahne auf Probandenebene zeigt sich, dass die relative
Gelatinaseaktivitat bei Hunden der Patientengruppe gegeniber Hunden der
Kontrollgruppe statistisch signifikant erhéht ist. MAKELA und Mitarbeiter (1994)
weisen ebenfalls eine héhere relative Enzymaktivitdt von Gelatinasen bei Patienten
mit Parodontitis gegenuber gesunden Patienten nach. In einer Studie von SOELL
und Mitarbeitern (2002) zeigt sich ein Anstieg der enzymatischen Aktivitdt bei
Patienten mit Parodontitis gegentiber gesunden Kontrollen von MMP-1, -2, -3 und -9.
Diese kénnen als MMP-9 (92-kDa Gelatinase) und MMP-2 (200-kDa Gelatinase)
identifiziert werden. Auch bei POZO und Mitarbeitern (2005) und BILDT und
Mitarbeitern (2008) ist die Aktivitat bei Patienten mit Parodontitis gegeniiber der
Kontrollgruppe im GCF erhoht.

9.3.2.4 Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Enzymaktivitat
aller Hunde der Patientengruppe mit mindestens einem Zahn mit
Grad 0 einer Parodontalerkrankung und der Enzymaktivitat aller
Hunde der Kontrollgruppe
Vergleicht man die Zdhne mit Grad 0 einer Parodontalerkrankung der Patienten mit
den Zahnen der Kontrolltiere zeigt sich, dass bei den Patienten ein statistisch
signifikant erhohter relativer Anstieg der Enzymaktivitdt im Gelatineassay vorliegt.
Dies steht im Gegensatz zu den Kontrolltieren. Folglich kann die Aussage getroffen
werden, dass gesunde Z&hne aus einer erkrankten Mundhéhle statistisch signifikant
héhere relative Gelatinaseaktivitdt aufweisen, als gesunde Zahne aus gesunden
Mundhéhlen. Mit ,gesund“ werden damit die Zahne ohne Anzeichen einer
Parodontalerkrankung bezeichnet. ,Erkrankt® sind die Z&hne mit einer
Parodontalerkrankung. Das gleiche gilt in Bezug auf die Mundhgéhle. Betrachtet man
hingegen jedoch die absolute Enzymaktivitdt im Gelatineassay von Kontrolltieren ist
diese in unserer Studie gegenliber derer der Patienten statistisch signifikant erhéht.
Eine Studie, die eine vergleichbare Fragestellung untersucht, liegt nach Information
der Autorin nicht vor. Die gleichen Untersuchungen im Kollagenassay bringen hier
keine statistisch relevanten Zusammenhénge hervor.
Aus den Untersuchungsergebnissen ergeben sich mehrere Diskussionspunkte. Zum
einen ware es denkbar, dass es bei gesunden Zadhnen aus erkrankten Mundhdhlen

zu héheren Aktivitdten kommt, als bei den Zahnen aus gesunden Mundhéhlen, da
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mit einem Einfluss des Probanden gerechnet werden muss. Dieser Einfluss kann
entweder lokal oder systemisch sein. Ein lokaler Einfluss kénnte zum Beispiel durch
Kontamination des GCF eines gesunden Zahns mit Speichel auftreten wie in der
Studie von GRIFFITHS und Mitarbeitern (1992) beschrieben. Dem gegeniiber stehen
jedoch Studien, die zeigen, dass der Sulkus ein gegeniber der Mundhé&hle
abgeschlossener Raum ist (STASZYK, 2011). Die gingivale Sulkusflissigkeit
entsteht durch den Ubertritt von Plasma aus den BlutgefdRen der Gingiva in den
Sulkus (STASZYK, 2011). Damit ist anzunehmen, dass der GCF nicht unabhangig
vom Individuum gesehen werden kann. Liegt bei einem Probanden eine systemische
Entzindung vor, so wird diese vermutlich eine Beeintrdchtigung des GCF
vornehmen. Nach BRILL und BJORN (1959) lassen sich nach oraler Gabe von
Fluoreszeinkapseln Spuren von Fluoreszein im gingivalen Sulkus nachweisen. Das
gilt vor allem bei entziindetem Zahnfleisch. Bei systemischer Injektion von
Fluoreszein in das GefaRsystem, lassen sich ebenfalls Spuren von Fluoreszein im
gingivalen Sulkus nachweisen (BRILL und KRASSE, 1958). Diese Studien zeigen
demnach, dass eine systemische Beeinflussung zu einer Verdnderung der
Zusammensetzung des GCF fiihrt. Zum anderen wére es aber auch mdglich, dass
die gesunden Zahne von Patienten und Kontrollen in etwa die gleichen Aktivitaten
aufweisen, gerade weil sie alle gesund sind und nur die physiologische
Enzymaktivitdt im Rahmen des physiologischen Gewebeumbaus vorliegt. Denkbar
ist aber auch, dass das Alter der Probanden einen Einfluss auf die enzymatische
Aktivitdt hat und daher bei der Kontrollgruppe hohere Werte zu Stande kommen. Es
handelt sich hierbei ausschlieRlich um junge Tiere mit einem Alter von bis zu zwei
Jahren. Diese Erkldrung macht allerdings nur Sinn, wenn man davon ausgeht, dass
bei jungen Hunden hdhere Enzymaktivitdten vorliegen, da sie eine hdhere
Umsatzrate des Gewebes haben. Es gibt allerdings nur wenige Studien, die sich mit
dem Einfluss des Alters auf die Enzymaktivitat im gingivalen Sulkus befassen. In der
vorliegenden Studie werden der Einfluss von Alter und von Kérpermasse auf die
enzymatische Aktivitdt geprift und es kann kein Zusammenhang festgestellt werden.
In der Studie von BORDEN und Mitarbeitern (1977) hat das Alter zumindest keinen
Einfluss auf die Entziindung der Gingiva und die Menge an GCF.
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9.3.3 Statistische Auswertung beziiglich der Einteilung der Zahne in Grade
der Parodontalerkrankung und der messbaren Enzymaktivitét

Eine Abhangigkeit der Enzymaktivitdt von der Zahnlokalisation wird in der
durchgefiihrten Untersuchung geprift. Es wird die Fragestellung untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen dem Grad der Parodontalerkrankung und somit der
Enzymaktivitdt und der ,Zahnart” (Nummerierung a-h) beobachtet werden kann. Die
Einteilung nach Grad der Parodontalerkrankung wird auf verschiedene Arten
vorgenommen (klinisch, radiologisch, orientierend am Gesamtbefund aus klinischer
und radiologischer Untersuchung und nach Hund). Fir den Praktiker ist sicherlich die
Betrachtung des Einzelzahns unter Orientierung am Gesamtbefund aus klinischer
und radiologischer Untersuchung am sinnvollsten (ARZI und VERSTRAETE, 2009),
da er nach diesen Befunden seine Therapieoptionen wahlt und durchfiihrt. Betrachtet
man also den Zusammenhang zwischen der gemessenen relativen Enzymaktivitat
und der Einteilung der Zdhne orientierend am Gesamtbefund aus klinischer und
radiologischer Untersuchung, so zeigen sich keine statistisch signifikanten
Zusammenhénge. Das bedeutet, dass mit den vorliegenden Daten bei keiner der
untersuchten Zahnlokalisationen ein Anstieg der relativen Enzymaktivitdt mit
steigendem Grad der Parodontalerkrankung nachgewiesen werden kann. Betrachtet
man hingegen den Zusammenhang zwischen der gemessenen absoluten
Gelatinaseaktivitdt und der Einteilung der Z&hne orientierend am Gesamtbefund aus
klinischer und radiologischer Untersuchung, so zeigen sich statistisch signifikante
Zusammenhange fir die Zdhne d, e1 und e2. Bei Einsatz von Kollagen als Substrat
zeigen sich bei gleicher Fragestellung statistisch signifikante Zusammenhange fir
die Zahne d und e1. Fir diese Zahnlokalisationen (Eckzédhne im linken Oberkiefer
und rechten Unterkiefer) lasst sich folglich mit ansteigendem Grad der
Parodontalerkrankung ein Anstieg der absoluten enzymatischen Aktivitat
nachweisen. Diese Aussage ist nicht damit gleichzusetzen, dass es bei diesen
Z&hnen am héaufigsten zu einer Parodontitis kommt.

Insgesamt bestehen bei den Untersuchungsergebnissen starke Unterschiede
zwischen den einzelnen Zahnlokalisationen je nachdem, ob man die relative oder
absolute Enzymaktivitat betrachtet oder ob man als Substrat Gelatine oder Kollagen
einsetzt. Auflerdem beeinflusst die Methode (klinische oder radiologische
Untersuchung, Einteilung orientierend am Gesamtbefund aus klinischer und

radiologischer Untersuchung oder Einteilung nach Hund) mit der dem Zahn ein
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Parodontalstatus zugeordnet wird, die Ergebnisse. Teilweise wird bei einer ,Zahnart"
bzw. -lokalisation einer der Schweregrade der Parodontalerkrankung nur durch einen
einzelnen Zahn reprasentiert z.B. bei Untersuchung des Zusammenhangs zwischen
dem klinischen Grad der Parodontalerkrankung nach Zahn und der maximalen
absoluten Aktivitdt im Gelatine- und Kollagenassay. Hier werden der klinische Grad 3
der Parodontalerkrankung bei den Zéhnen a, d, e1 und e2 jeweils nur durch einen
einzigen Zahn vertreten. Durch die niedrige Fallzahl fallen Ausreil3er entsprechend
schwer ins Gewicht. Betrachtet man alle Untersuchungsergebnisse, so bestehen
insgesamt einige statistisch signifikante Zusammenhange zwischen Enzymaktivitat
und Schweregrad der Parodontalerkrankung nach Zahn. Hierbei sind vor allem die
Zahne d, e1 und e2 vertreten.

An Hand der vorliegenden Daten, kann also die Aussage getroffen werden, dass es
bei den Eckzéhnen im linken Oberkiefer und rechten Unterkiefer mit steigendem
Grad der Parodontalerkrankung entsprechend zu einem Anstieg der absoluten
Enzymaktivitdt kommt. Diese Aussage ist nicht damit gleichzusetzen, dass diese
Zahne am haufigsten zu einer Parodontitis neigen, auch wenn es Studien gibt, die
dies untersuchen und belegen (HOFFMANN und GAENGLER, 1996). In der Studie
von HOFFMANN und GAENGLER (1996) wird allerdings keine Unterscheidung
zwischen den vier verschiedenen Canini durchgefihrt. Zudem liegen Studien vor, die
keinen Unterschied zwischen der Frequenz des Auftretens einer Parodontitis in der
rechten und linken Kieferhalfte aufzeigen, aber wohl zwischen Ober- und Unterkiefer
(LINDHE et al., 1975; KYLLAR und WITTER, 2005). In diesen Studien geht es aber
nicht um die Untersuchung der Enzymaktivitdt. Nach Wissen der Autorin gibt es
keine andere als die hier vorgelegte Arbeit, die die Abhdngigkeit der Enzymaktivitat
von der Zahnlokalisation prift. Allerdings untersuchen verschiedene Autoren den
Zusammenhang der Zahnart und der Anfélligkeit fir eine Parodontitis (HAMP et al.,
1984; HOFFMANN und GAENGLER, 1996; MARSHALL et al., 2014). Ob die
Unterschiede tatsachlich auf Grund der Lokalisation des Zahns in der Mundhdéhle
vorkommen oder auf Grund seiner Form ist in den genannten Studien ebenfalls nicht
untersucht.

Bei den eigenen Untersuchungen féllt auf, dass zwischen dem klinischen Grad der
Parodontalerkrankung nach Zahn und der maximalen relativen Aktivitdt im
Gelatineassay ein statistisch signifikanter negativer Zusammenhang fir Zahn c

besteht. Dieses Ergebnis muss kritisch betrachtet werden. Es liegt nur ein Zahn ¢ mit
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Grad 3 einer Parodontalerkrankung vor und die Aktivitat liegt hier nur bei 1,04 RLU.
AuBerdem liegen viele Zédhne mit Grad O oder 1 einer Parodontalerkrankung vor.
Zudem sind viele der Zahne, welche klinisch als Grad 0 einer Parodontalerkrankung
eingestuft werden, im Roéntgen mit Grad 1 oder 2 einer Parodontalerkrankung
eingestuft, es bestehen also fir diese Zahne grolRe Diskrepanzen zwischen der
klinischen und radiologischen Einteilung nach Grad einer Parodontalerkrankung. Nur
bei 36 von 56 Zahnen entsprechen sich die klinische und radiologische Einteilung.
Dies unterstiitzt die Aussage, dass zwischen dem klinischen und radiologischen
Grad einer Parodontalerkrankung fir Zahn c eine statistisch nicht signifikante
positive Korrelation mit rs = 0,1079 besteht. Auf Grund der N&he des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman zu 0 besteht eigentlich kein wirklicher
Zusammenhang zwischen Klinik und Réntgen fiir Zahn c. Fir den Zahn ¢ kann
ansonsten kein Zusammenhang zwischen Parodontalstatus und Enzymaktivitat

nachgewiesen werden.

9.3.4 Statistische Auswertung beziiglich der Ubereinstimmung der
Enzymaktivitat an zwei Probenentnahmestellen

In dieser Studie zeigt sich, dass es an den Z&hnen a und e, an denen jeweils bukkal
und palatinal bzw. lingual die Probenentnahme erfolgt, keine Unterschiede in der
Enzymaktivitat festgestellt werden kénnen. Aus diesen Untersuchungsergebnissen
lasst sich schlieen, dass es unerheblich ist, an welcher der beiden Lokalisationen
eine Probe der gingivalen Sulkusflissigkeit entnommen wird. Dies gilt zumindest fur
die in dieser Studie untersuchten Zahne. Da die Sulkusflissigkeit standig im Fluss ist
und eine Passage von Plasma aus den gingivalen BlutgefaRen darstellt
(BUDDECKE, 1981; STASZYK, 2011), ist dieses Ergebnis nachvollziehbar, da somit
an jeder Lokalisation innerhalb eines Sulkus mit der gleichen Enzymaktivitat
gerechnet werden kann. Allerdings ist auch denkbar, da jeder Zahn an
verschiedenen Lokalisationen verschieden stark von einer parodontalen Erkrankung
betroffen sein kann, dass es lokal zu unterschiedlichen Werten kommt. So dass in
Bereichen mit schwerwiegender Parodontalerkrankung auch mehr
Entzindungszellen und somit mehr aktive Enzyme lokalisiert sind. Eine
unterschiedliche Menge an GCF an unterschiedlichen Lokalisationen eines Zahns ist
zumindest nachgewiesen (ATTAR et al., 2018).
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9.4 Nachweis von MMPs

Die Auswahl der untersuchten MMPs bei Vorliegen einer Parodontalerkrankung
orientiert sich an den Untersuchungen aus dem Bereich der Humanmedizin
(MAKELA 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) und der Tiermedizin (KAISER et al., 2014; REIMANN et al., 2019). MMPs
sind die wichtigsten Enzyme, die bei einer Parodontitis aktiv werden (UITTO et al,,
2003). Zuséatzlich sind andere Enzyme am Abbau parodontaler Strukturen beteiligt
wie z.B Cathepsin G und Elastase (UITTO et al., 2003). Der Kollagenabbau erfolgt
auBerdem Uber Phagozytose (BIRKEDAL-HANSEN, 1993). In einer Studie von GUL
und Mitarbeitern (2016) wird die Aussage getroffen, dass es auf Grund der
Komplexitdt der Vorgdnge bei einer Parodontitis nicht moéglich ist, diese mit nur
einem einzelnen Biomarker ausreichend widerzuspiegeln. Die Arbeitsgruppe schlagt
vor, eine Kombination an Enzymen einzusetzen, ndmlich MMP-8, Elastase und
Sialidase.

Ublicherweise, wie auch in der vorliegenden Arbeit, wird die Gesamtmenge an MMPs
gemessen, welche sich als Summe aus aktiven und latenten Enzymen ergibt.
Interessant wére aber auch die Unterscheidung latenter und aktiver Enzyme wie bei
den Studien von KRYSHTALSKYJ und Mitarbeitern (1986) sowie OVERALL und
Mitarbeitern (1987) und LEE und Mitarbeitern (1995). In diesen Studien wird
nachgewiesen, dass in schwach entziindeter Gingiva mehr latente als aktive Enzyme
vorkommen und dass die aktive Parodontitis mit dem Vorhandensein aktiver Enzyme
vergesellschaftet ist. Die Unterscheidung aktiver und latenter Enzyme kann durch die
Verwendung eines MMP-Aktivators wie z.B. 4-Aminophenylquecksilberacetat
(APMA) oder N-Ethylmaleinimid (NEM) erfolgen (LEE et al., 1995). Eine Aktivierung
latenter Kollagenasen kann ebenfalls durch 4-Chlormercuribenzoesaure (PCMB)
hervorgerufen werden. Diese aktiviert MMP-8 (OVERALL et al.,, 1987). In einer
Studie von SOELL und Mitarbeitern (2002) ergibt die Prozentzahl an aktiven MMPs
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Parodontitisgruppe und der
Kontrollgruppe, aber es zeigt sich eine erh6hte Gesamtaktivitdt der MMPs in der
Parodontitisgruppe. Die Unterscheidung zwischen aktiven und latenten Proteasen
wird in humanmedizinischen Studien mittels Zymografie durchgefihrt (KOROSTOFF

et al., 2000) und die Proteasen in einem weiteren Schritt mittels Western Blot als
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MMPs identifiziert oder mittels Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) (UITTO et
al., 1990).

MMPs kénnen mittels einer Vielzahl unterschiedlicher Verfahren nachgewiesen
werden z.B. mittels Immunfluorometrie (LEPPILAHTI et al., 2014), Western Blot
(KOROSTOFF et al.,, 2000; POZO et al., 2005; BILDT et al., 2008), Zymografie
(POZO et al., 2005; BILDT et al., 2008) und ELISA (MARCACCINI et al., 2010;
MESCHIARI et al,, 2013; KINNEY et al.,, 2014; POPAT et al., 2014). In der

vorliegenden Studie werden die MMPs mittels ELISA nachgewiesen.

9.4.1 ELISA

Mittels ELISA ist der Nachweis und die Quantifizierung des gesuchten MMP mdglich,
allerdings kann keine Aussage Uber deren Aktivitdt gemacht werden und es kann
keine Unterscheidung zwischen aktiven und latenten Enzymen getroffen werden. Es
wird letztendlich der Gesamt-MMP-Gehalt gemessen. Es kénnen in der vorliegenden
Arbeit MMP-2, -3, -8 und -9 in gingivaler Sulkusflissigkeit beim Hund mittels ELISA
nachgewiesen und quantifiziert werden. Die MMPs kénnen bei Patienten mit
Gingivitis und bei Patienten mit unterschiedlichen Schweregraden einer Parodontitis
sowie bei der gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Es kdénnen in dieser
Arbeit nicht alle Proben mittels ELISA untersucht werden, da nach Durchfiihrung der
Aktivitatsbestimmung vereinzelt nicht mehr genug Probenmaterial vorliegt. Daher
werden reprasentativ. Proben fir die Untersuchung mittels ELISA von der
Kontrollgruppe und allen vier Gruppen der Patienten mit Parodontalerkrankung
ausgewahlt. Hierbei wird darauf geachtet Proben zu nehmen, welche im
Aktivitdtsassay keine, eine geringe, eine mittlere und eine hohe Aktivitat zeigen. In
zukunftigen Studien kénnten alle Proben mittels ELISA untersucht werden, wenn sich

die Untersuchung auf zwei MMPs beschranken wirde.

9.41.1 Deskriptive Auswertung der ELISA-Untersuchungen

Auf Grund der geringen Anzahl der untersuchten Proben kann keine statistische
Auswertung der Ergebnisse aus den ELISA-Untersuchungen erfolgen. Um die
Untersuchungen dennoch zu beurteilen, erfolgt stattdessen eine grafische
Darstellung der Ergebnisse und deskriptive Auswertung. Die Bewertung der
Untersuchungsergebnisse muss unter Vorbehalt betrachtet werden, da auf Grund
der niedrigen Fallzahlen einzelne sehr hohe oder sehr niedrige Werte stark ins
Gewicht fallen. Es missen Untersuchungen mit héheren Fallzahlen folgen, um eine

statistische Auswertung durchfiihren zu kénnen.
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Die Vermutung, dass es mit steigendem Grad der Parodontalerkrankung zu einem
stufenweisen Anstieg im MMP-Gehalt kommt, kann mit den vorliegenden Daten fiir
keines der untersuchten MMPs bestatigt werden. Dies steht im Widerspruch zu der
Studie von KAISER und Mitarbeitern (2014), die abhéangig vom Schweregrad der
Parodontitis einen Anstieg im Gehalt an MMP-2, -8 und -9 feststellen. Auch RAI und
Mitarbeiter (2008) erkennen eine gesteigerte Expression an MMP-8 und -9 bei
Patienten mit Parodontitis gegeniiber Patienten mit Gingivitis sowie bei Patienten mit
Gingivitis gegeniiber einer Kontrollgruppe. Allerdings muss man festhalten, dass auf
Grund der niedrigen Fallzahlen der Grad der Parodontalerkrankung mit dem
zugehoérigen MMP-Gehalt teilweise nur durch einen einzigen Zahn reprasentiert ist.
Hierbei kdnnen natlrlich Ausreifler vorkommen und es gibt keine Mdglichkeit dies zu
Uberpriifen. Auflerdem werden bei MMP-8 keine Zdhne mit Grad 0 und bei MMP-3
keine Zahne mit Grad 3 einer Parodontalerkrankung untersucht. Es sind insgesamt
zu wenig Fallzahlen vorhanden. Ein Trend l&sst sich nicht erkennen. Zudem muss
man festhalten, dass in dieser Studie funf Gruppen gegeneinander verglichen
werden (Kontrollgruppe, Gingivitisgruppe, gering-, mittel- und hochgradige
Parodontitisgruppe). Die meisten anderen Studien unterscheiden maximal drei
Gruppen, wobei es sich dann um Parodontitis-, Gingivitis- und Kontrollgruppe handelt
(MAESO et al., 2007; RAI et al., 2008).

Vergleicht man den Gehalt an MMP-8 sowohl bei Zdhnen mit Grad 1 als auch bei
Zdhnen mit Grad 2 einer Parodontalerkrankung mit den anderen untersuchten
MMPs, so erkennt man, dass der MMP-8-Gehalt in beiden Gruppen am hochsten ist.
Bei Zahnen mit Grad 1 einer Parodontalerkrankung ist als nachstes MMP-3
reprasentiert und bei Z&hnen mit Grad 2 einer Parodontalerkrankung MMP-9. Das
lasst darauf schlieRen, dass MMP-8 bei einer Parodontitis im GCF die wichtigste
Rolle spielt. Diese Aussage treffen auch SORSA und Mitarbeiter (2011) far MMP-8
im GCF und RAI und Mitarbeiter (2008) im Speichel. Im Gegensatz dazu stellen
MARCACCINI und Mitarbeiter (2010) bei Patienten mit Parodontitis einen héheren
Gehalt an MMP-9 gegeniber MMP-8 dar. Der durchschnittliche Gehalt von 2,1 ng/ml
Probe an MMP-8 in den vorliegenden Untersuchungen ahnelt dem Wert von 3 ng/ml
Probe in der Studie von MESCHIARI und Mitarbeitern (2013) im Speichel.

Die Aussage, dass es bei an einer Parodontalerkrankung mit Grad 1-4 erkrankten
Zéhnen zu insgesamt héheren MMP-Gehalten kommt, als bei gesunden Zéhnen mit
Grad 0, trifft unter Betrachtung der vorliegenden Daten fir MMP-2 und -3 zu. Hier ist
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zwischen Zahnen mit Grad 1-4 einer Parodontalerkrankung gegeniber Zéahnen mit
Grad 0 einer Parodontalerkrankung ein Anstieg im MMP-Gehalt ersichtlich. Dabei
handelt es sich bei Zdhnen mit Grad 0 um Z&hne von Hunden aus der Kontrollgruppe
und der Patientengruppe. Fir MMP-9 zeigt sich zwischen den Gehalten bei
gesunden und erkrankten Zahnen in der vorliegenden Untersuchung der MMP-
Gehalt bei den gesunden Zdhnen minimal hoher als bei den erkrankten Z&hnen. Fur
MMP-8 lasst sich auf Grund des Fehlens von untersuchten Zahnen mit Grad O einer
Parodontalerkrankung keine Aussage zu der Fragestellung treffen. Es fehlt die
Untersuchung von Zahnen der Kontrollgruppe auf ihren MMP-8-Gehalt.

Vergleicht man den MMP-Gehalt in ng/ml bei Patientenzdhnen im Vergleich zu
Kontrollzahnen wird ersichtlich, dass hier ahnliche Aussagen wie bei der vorherigen
Fragestellung gemacht werden kénnen, da sich die Fallzahlen nur geringgradig
voneinander unterscheiden. Fir MMP-2 und -3 trifft die Aussage ,Patienten haben
héhere MMP-Gehalte als Kontrollzahne* zu. Diese Aussage treffen fir MMP-2 auch
MAKELA und Mitarbeiter (1994) sowie BILDT und Mitarbeiter (2008) und fiir MMP-3
BEKLEN und Mitarbeiter (2006). Zum gleichen Schluss kommen auch SOELL und
Mitarbeiter (2002). Diese kénnen einen signifikanten Anstieg von MMP-2 und -3 mit
einer signifikant erhdhten Aktivitdt bei Patienten mit Parodontitis gegentber der
Kontrollgruppe nachweisen. Dem entgegen stehen die Untersuchungsergebnisse
von MAESO und Mitarbeitern (2007) und RAI und Mitarbeitern (2008), die in ihren
Studien einen erniedrigten MMP-2-Gehalt bei Patienten gegeniiber Kontrollen
feststellen.

Fir MMP-9 trifft die Aussage nicht zu, bzw. es lasst sich an Hand des
Untersuchungsmaterials keine Bestétigung der Aussage formulieren. Die gezeigten
Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollzédhnen sind in der Abbildung minimal
und der MMP-Gehalt ist bei den Kontrollzahnen sogar hdher als bei den
Patientenzéhnen. Diese Aussage steht im Gegensatz zur Aussage von RAIl und
Mitarbeiter (2008), die in ihren Untersuchungen an GCF einen erhéhten Gehalt an
MMP-9 bei Patienten gegenuber Kontrollen aufzeigen. Ursé&chlich fur das
vorliegende Messergebnis kénnte eine Fehlmessung des Zahns K3a1 sein. Auffallig
ist, dass bei diesem Zahn ein ca. 4-fach héherer MMP-9-Gehalt von 0,478 ng/ml
nachgewiesen werden kann verglichen mit dem Mittelwert der tbrigen Kontrollzahne
0,105 ng/ml. Zudem betrégt im Vergleich dazu der MMP-Gehalt von Zahn K3a2, also
der bukkalen Lokalisation am rechten Oberkiefereckzahn des Probanden K3,
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lediglich 0,114 ng/ml und liegt damit ungeféhr auf Hohe des Mittelwerts der anderen
Kontrollzahne. Der vergleichsweise hohe MMP-Gehalt von Zahn K3a1 passt auch
nicht zu den Befunden der klinischen und radiologischen Untersuchung, welche ihn
als gesunden Zahn einstufen. Diese vermutliche Fehimessung des Zahns K3a1 fihrt
auf Grund der niedrigen Fallzahlen bei dieser Untersuchung zu einer starken
Auslenkung des Mittelwerts fir den MMP-9-Gehalt der Kontrollzdhne. Dieser liegt mit
Betrachtung von Zahn K3a1 bei 0,107 ng/ml und ohne bei 0,053 ng/ml. Wird der
Zahn K3a1 bei der Untersuchung nicht beachtet trifft die Aussage ,Patienten haben
héhere MMP-Gehalte als Kontrollzéhne* auch fur MMP-9 zu.

Dass bei den Kontrolltieren Gberhaupt MMPs gemessen werden kdnnen, liegt daran,
dass MMPs zum physiologischen Gewebeumsatz notwendig sind (UITTO et al,,
2003; BEKLEN et al., 2006).

9.5 Einordnung der eigenen Untersuchungsergebnisse im Vergleich mit
anderen Studien zur Parodontitis des Hundes

Im Vergleich zur Studie von KRYSHTALSKYJ und Mitarbeitern (1986) werden in der
vorliegenden Studie Patienten mit natirlich erzeugter Parodontitis verwendet. Dies
hat den Vorteil, dass es sich um reale Verhéltnisse handelt. AuBerdem wird die
Sulkusflussigkeit intra vitam entnommen und die Patienten werden im Laufe der
Studie nicht getétet. KRYSHTALSKYJ und Mitarbeiter (1986) verwenden nur zwei
Hunde, dabei handelt es sich um Beagle. Es gibt folglich groRe Unterschiede im
Aufbau der beiden Studien, allerdings zeigen beide Studien, dass es in Bereichen mit
Parodontitis zu einem erhéhten Gehalt Kollagenspaltender Enzyme kommt im
Vergleich zum Kontrollbereich.

Auch KIM und Mitarbeiter (2013) weisen in ihrer Studie MMP-2 und -9 bei Vorliegen
einer Parodontitis beim Hund nach, allerdings mittels Zymografie in der Gingiva.
Ansonsten handelt es sich allerdings um einen anderen Ansatz der Studie. Es wird
der Einsatz von subantimikrobiellen Dosen von Doxycyclin auf den MMP-Gehalt
untersucht und somit nach einer zuséatzlichen Behandlungsstrategie von
Parodontitiden. In der vorliegenden Arbeit werden keine Untersuchungen zur
Therapie parodontaler Erkrankungen durchgefiihrt

PAULA-SILVA und Mitarbeiter (2010) weisen neben MMP-2,-8 und -9, wie in der
vorliegenden Studie, auferdem MMP-1 nach. Sie tun dies in Proben von
periapikalem Gewebe an getdéteten Hunden. Im Gegensatz zu der vorliegenden

Studie, welche sich mit der chronischen Parodontitis befasst, handelt es sich in der
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Studie von PAULA-SILVA und Mitarbeitern (2010) um eine experimentell erzeugte
apikale Parodontitis. Die apikale Parodontitis unterscheidet sich in ihrer Genese von
der chronischen Parodontitis. Sie entwickelt sich im Rahmen einer endodontalen
Entziindung aus einer Pulpitis mit einhergehender Nekrose. In der Studie von
PAULA-SILVA und Mitarbeitern (2010) wird die apikale Parodontitis durch iatrogene
Eréffnung der Pulpa erzeugt. Nach 45 Tagen erfolgt ein radiologischer Nachweis
einer apikalen Parodontitis.

Wie in der vorliegenden Studie kénnen SCHWARZ und Mitarbeiter (2007) in ihrer
Arbeit ebenfalls MMP-8 nachweisen. Dies erfolgt jedoch im Entziindungszellinfiltrat
bei Zahnen mit natirlich erworbener Parodontitis bei finf Beaglen. Bei dieser
Untersuchung geht es vor allem um die parodontale Wundheilung nach
Parodontalbehandlung mittels Er:YAG-Laser. Es werden Beagle post mortem
verwendet. Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie geht es in der Studie von
SCHWARZ und Mitarbeitern (2007) um die Uberpriifung eines Therapieerfolges nach
Laserbehandlung und nicht um den rein methodischen MMP-Nachweis.

Auch KAISER und Mitarbeiter (2014) untersuchen die Expression von MMP-2, -3, -8
und -9 in ihrer Studie und stellen fest, dass bei Parodontitis die Expression der
untersuchten MMPs erhéht ist. Dies erfolgt mittels Immunhistologie in der Gingiva
des Hundes. Zwar unterscheidet sich diese Arbeit von der der Autorin in dem
verwendeten Probenmaterial und der Untersuchungsmethode. Allerdings bestehen
ansonsten viele Parallelen (Ein- und Ausschlusskriterien, Narkoseregime,
Befundungsschema). KAISER und Mitarbeiter (2014) stellen einen Anstieg im Gehalt
an MMP-2, -8 und -9 abhangig vom Schweregrad der Parodontalerkrankung fest. Ein
erhdhter Gehalt an MMP-2 und -3 bei Vorliegen einer Parodontitis ist in der Studie
der Autorin ebenfalls ersichtlich, aber auf Grund der niedrigen Fallzahlen fiir die
ELISA-Untersuchungen kann unter Beachtung der vorliegenden Daten kein
schrittweiser ~ Anstieg im  MMP-Gehalt mit steigendem  Grad der

Parodontalerkrankung nachgewiesen werden.

9.6 Fazit

Durch die niedrigen Fallzahlen bei Untersuchung der Proben mittels ELISA kénnen
keine statistischen Auswertungen vorgenommen werden. Es sind weitere Studien mit
gréBeren Fallzahlen erforderlich, um die hier getroffenen Aussagen zu stiitzen. In der
vorliegenden Arbeit handelt es sich lediglich um eine deskriptive Beurteilung der

Ergebnisse.
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Flr zukinftige Studien kénnten die Aktivitdtsassays mit Inhibitoren und Aktivatoren
durchgefiihrt werden, um bereits hier sicher sagen zu kénnen, dass die beobachtete
Aktivitdt von MMPs stammt. Eine Quantifizierung des MMP-Gehalts kdnnte dann
mittels ELISA erfolgen.

9.7 Klinische Schlussfolgerung

Neben der Vorbeugung und Behandlung parodontaler Erkrankungen zur Vermeidung
von Schmerzen und Zahnverlust, ist vor allem die Verhinderung systemischer
Einflisse parodontaler Erkrankungen wichtig. Die Erkenntnis, dass es einen
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen parodontaler und systemischer
Erkrankungen mit hoher Pravalenz in der Bevdlkerung gibt, hat dazu gefihrt, dass
das Interesse an der Erforschung parodontaler Erkrankungen in den vergangenen
Jahren stark angestiegen ist. Es gibt zahlreiche human- und veterindrmedizinische
Studien, die aufzeigen, dass das Vorliegen einer Parodontalerkrankung negative
Einflisse auf die Gesundheit des Individuums hat (BOSNJAK et al., 2001; PAVLICA
et al., 2008; CULLINAN et al., 2009; PEDDLE et al., 2009; GLICKMAN et al., 2011;
AMEET et al.,, 2013; NABI et al., 2014; WHYTE et al., 2014).

Gerade im veterindrmedizinischen Bereich werden die Tierbesitzer nicht ausreichend
tber die systemischen Einfllisse parodontaler Erkrankungen aufgeklart und ihnen
wird die Wichtigkeit der Prophylaxe und Therapie dieser nicht eindriicklich erklart.
Der Leitspruch ,Vorbeugung ist besser als Therapie“ sollte auch hier gelten und
Tierbesitzer sollten friihzeitig dariiber aufgeklart werden, dass tagliches Zahneputzen
und die Futterung von Trockenfutter zur Gesunderhaltung der Zahne und zur
Verhinderung der systemischen Einflisse parodontaler Erkrankungen beitragen
kénnen (ALLMUCA, 2015). Gerade bei Tieren, die ohnehin schon an einer Herz-,
Leber-, oder Nierenerkrankung leiden und daher einem erhéhten Gesundheits- und
Narkoserisiko ausgesetzt sind. In der Veterindarmedizin ist eine narkosefreie
Zahnbehandlung nicht wirklich méglich. Auch wenn das Angebot an narkosefreier
Zahnreinigung ansteigt, muss hier eine adaquate Besitzeraufklarung dahingehend
erfolgen, dass dies wenig sinnvoll ist, da nur eine kosmetische Behandlung
stattfindet. RegelmaRige parodontale Behandlungen in Narkose sind zielfihrend in
der Gesunderhaltung der Zéhne (AVDC, 2019).

Die weitere Forschung zur Suche nach Medikamenten, die bei der Therapie
parodontaler Erkrankungen helfen, ist sicherlich sinnvoll, aber auf Grund der

multiplen Funktionen, die MMPs innehaben, ist zu diskutieren ob eine generelle
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Inhibition der MMPs der richtige Weg ist (MCCAWLEY und MATRISIAN, 2001;
LOUKOPOULOS et al., 2003; PAGE-MCCAW et al., 2007; SIEFERT und SARKAR,
2012). Sicherer ware eine selektive Inhibition der MMPs. Hierzu ist noch viel
Forschungsarbeit notwendig, bevor an einen klinischen Einsatz gedacht werden
kann. Ein lokaler Einsatz von MMP-Inhibitoren mittels Einbringung in den gingivalen
Sulkus wére nach Meinung der Autorin sinnvoller, als deren systemischen Einsatz.
Eine veterindrmedizinische Studie Uber den Einsatz einer subantimikrobiellen Dosis
Doxycyclin oral zeigt eine signifikante Reduktion in der Aktivitdt von MMP-2 und-9 bei
Hunden mit Parodontitis gegenliber der Kontrollgruppe. Zudem kann ein signifikanter
Rickgang des Attachmentverlustes und der gingivalen Blutungsneigung aufgezeigt
werden (KIM et al., 2013).

In der Veterindrmedizin fehlen zudem longitudinale Studien Uber die Auswirkung
einer Parodontalbehandlung auf die Aktivitdt von Gelatinasen und Kollagenasen bzw.
MMPs. Es gibt zahlreiche Studien aus der Humanmedizin, in denen in oralen
Flussigkeiten wie Speichel oder GCF ein Absinken der MMP-Menge nach
Parodontalbehandlung nachgewiesen wird (UITTO et al., 1990; MAKELA et al.,
1994; RAl et al., 2008; MARCACCINI et al., 2009; KINNEY et al., 2011; MESCHIARI
et al., 2013; KINNEY et al., 2014; POPAT et al., 2014; GUL et al., 2016). Dies ware
fur die Veterindrmedizin wilnschenswert, ist aber an Patienten nur schwer
realisierbar.

Um MMPs in der Veterindrmedizin als Marker fiir Z&hne zu verwenden, die anféllig
gegenlber einer Parodontitis sind oder zur Verlaufskontrolle einer bestehenden
Parodontalerkrankung unter Therapie, muss noch viel Forschungsarbeit geleistet
werden. MMPs und ihre Funktionen sind komplex, die Pathogenese einer
Parodontalerkrankung ebenfalls, daher halt die Autorin die Verwendung eines
einzelnen Enzyms als Marker nicht zielfihrend und bezieht sich hierbei auf die
Studie von GUL und Mitarbeitern (2016). Eine Kombination aus der Messung von
Enzymen, der radiologischen und klinischen Untersuchung, inklusive Messung der
Menge an gingivaler Sulkusflissigkeit wédre eine denkbare L&sung fur diese
Problematik. Auf Grund dessen, dass bei wachen Hunden eine Probenentnahme
nicht moéglich ist, musste daran gearbeitet werden, dass der auserkorene Marker
schnelle Ergebnisse liefert, sodass in der gleichen Narkose Diagnostik und die

entsprechende Therapie erfolgen kénnen.
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In der vorliegenden Arbeit konnten das Vorhandensein und die Aktivitdt von MMP-2,
-3, -8 und -9 in der gingivalen Sulkusflissigkeit beim Hund nachgewiesen werden
und es konnte die Aussage belegt werden, dass es mit steigendem Schweregrad
einer Parodontalerkrankung zu einem Anstieg der enzymatischen Aktivitdt kommt. Es
wurden keine therapiebezogenen Untersuchungen durchgefihrt, aber unter
Beachtung der aktuellen Literatur aus Human- und Veterindrmedizin sind MMPs als
ein lohnendes Ziel weiterer gezielter Forschung anzusehen. Mdglicherweise tragt

ihre Modulation zur Linderung oder gar Heilung parodontaler Erkrankungen bei.
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J. Zusammenfassung

Gelatinasen und Kollagenasen sind Enzyme, welche Gelatine und Kollagen
abbauen. Dazu gehoéren die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Diese Enzyme
spielen eine wichtige Rolle bei der Parodontitis des Hundes, da sie das parodontale
Ligament abbauen und somit am Verlust der Zdhne und Zahnschmerzen beteiligt
sind. Diese Enzyme werden durch neutrophile Granulozyten im Rahmen einer
korpereigenen Entziindungsreaktion entlassen. Als Trigger fir diese Reaktion dienen
Bakterien.

In der vorliegenden Arbeit werden die gelatinolytische und kollagenolytische Aktivitat
bei Hunden mittels Aktivitdtsassay untersucht. Auflerdem werden das Vorliegen und
der Gehalt von ausgewahlten Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) in der kaninen
gingivalen Sulkusflissigkeit bei zahngesunden Hunden und bei, in unterschiedlichen
Graden, an einer Parodontalerkrankung leidenden Hunden mittels ELISA untersucht.
Eine entsprechende Untersuchung liegt in der Veterinarmedizin bisher nicht vor.

Bei Durchfiihrung des Aktivitdtsassays sowohl mit Gelatine als auch mit Kollagen als
Substrat Iasst sich die aufgestellte Hypothese, dass es mit steigendem Schweregrad
einer Parodontalerkrankung, auch insgesamt zu einem Anstieg der enzymatischen
Aktivitat kommt, bestatigen. Bei der Untersuchung der absoluten Aktivitat handelt es
sich dabei um hoch signifikante Ergebnisse (p=0,0003, p<0,0001). Bei der
Untersuchung der relativen Aktivitdt handelt es sich um signifikante (p=0,0307) und
sehr signifikante (p=0,0021) Ergebnisse.

Bei Untersuchung der Zusammenhdnge zwischen der Enzymaktivitdt der
Patientengruppe und der Kontrollgruppe bestehen bei Betrachtung auf Zahnebene
hoch signifikant héhere relative Gelatinaseaktivitaten fir die Patientenzédhne a1
(p=0,0006), a2 (p=0,0003), e1 (p=0,001) und e2 (p=0,0006) gegeniber den
entsprechenden Kontrollzdhnen. Das gleiche gilt fur die Patientenzdhne a2
(p=0,0003) im Kollagenassay.

Bei Betrachtung der Zusammenhénge zwischen der enzymatischen Aktivitat aller
Zahne der Patientengruppe und der Kontrollgruppe unabhéngig von der Art des
Zahns zeigt sich die relative Gelatinase- und Kollagenaseaktivitdt von
Patientenzdhnen hdéher als die der Kontrollzdhne. Die Ergebnisse sind hoch
signifikant (p<0,0001, p=0,0002). Ebenfalls hoch signifikant (p=0,0001) sind die
Ergebnisse bei Untersuchung der Zusammenhénge zwischen der Enzymaktivitét der
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Patientengruppe und der Kontrollgruppe auf Probandenebene. Hierbei ist die relative
Gelatinaseaktivitat der Patienten gegeniliber den Kontrollen erhéht.

Bei Untersuchung der Auswirkung der Zahnlokalisation auf die Enzymaktivitat und
dementsprechend den Schweregrad der Parodontalerkrankung, wenn dieser als
Gesamtbefund aus klinischer und radiologischer Untersuchung erhoben wird, zeigen
sich hoch signifikante (p=0,0007) Ergebnisse fir den Zahn d. Fir diesen Zahn kann
also ein Anstieg der absoluten Kollagenaseaktivitdt entsprechend dem Anstieg des
Schweregrades der Parodontalerkrankung nachgewiesen werden.

An den Eckz&hnen im Oberkiefer Iasst sich in dieser Studie kein Unterschied in der
Enzymaktivitdt zwischen der Probenentnahme palatinal oder bukkal feststellen. Die
Ergebnisse der relativen Gelatinaseaktivitdt an den palatinalen und bukkalen
Probenentnahmestellen stimmen hoch signifikant Gberein (p<0,001), die Ergebnisse
der absoluten Gelatinase- und Kollagenaseaktivitdt und der relativen
Kollagenaseaktivitat sind sehr signifikant bis signifikant Gbereinstimmend (p=0,002-
0,03).

In der vorliegenden Arbeit kénnen mit Hilfe des ELISA sowohl bei Zéhnen von Tieren
aus der Kontrollgruppe als auch aus der Patientengruppe MMP-2, -3 und -9
nachgewiesen werden. Die Untersuchungen zum MMP-Gehalt sind lediglich
deskriptiv auf Grund der niedrigen Fallzahlen. Die aufgestellte Vermutung, dass es
mit steigendem Grad der Parodontalerkrankung zu einem schrittweisen Anstieg im
MMP-Gehalt kommt, kann auf Basis der vorliegenden Daten fur keines der
untersuchten MMPs bestatigt werden. Allerdings kann fir MMP-2 und -3 bestatigt
werden, dass es bei erkrankten Zdhnen bzw. Patientenzdhnen insgesamt zu
héheren MMP-Gehalten kommt, als bei gesunden Z&hnen bzw. Kontrollzéhnen.
MMP-8 wird insgesamt mit dem héchsten Gehalt nachgewiesen, aber lediglich in der
Patientengruppe untersucht.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass in der vorliegenden Studie nachgewiesen
werden kann, dass es bei der Parodontitis des Hundes mit steigendem Schweregrad
der Erkrankung zu einem Anstieg der enzymatischen Aktivitdt von Gelatinasen und
Kollagenasen in gingivaler Sulkusflissigkeit kommt. Auf Grund des Nachweises von
héheren Gehalten an MMP-2 und -3 bei Patienten gegenuiber Kontrollen ist von einer
Beteiligung dieser MMPs beim Fortschreiten der Erkrankung auszugehen. MMP-8

und -9 kénnen ebenfalls nachgewiesen werden.
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K. Summary

Gelatinases und collagenases are enzymes that break down gelatin and collagen like
for example matrix metalloproteinases. Since MMPs disintegrate the periodontal
ligament they play an important role in periodontitis of the dog and are involved in
tooth loss and concomitant pain. These enzymes are released by neutrophil
granulocytes during the body’s own inflammatory response to local bacteria.
In the present study gelatinolytic and collagenolytic activity in dogs is measured via
enzyme activity assay. In addition the presence and the amount of selected MMPs in
gingival crevicular fluid of dogs with different degrees of periodontal disease and
without periodontitis are studied via ELISA. An equivalent investigation has not yet
been conducted in veterinary medicine.
The hypothesis that an increase in gelatinolytic and collagenolytic activity occurs with
increasing degree of periodontal disease can be verified. Regarding absolute activity
the results are highly significant (p=0,0003, p<0,0001), regarding relative activity the
results are statistically significant (p=0,0021, p=0,0307).
When investigating the correlation between enzymatic activity of the patient group
and the control group on the level of the tooth there are highly significant higher
relative gelatinolytic activities in the patient teeth a1 (p=0,0006), a2 (p=0,0003), e1
(p=0,001) und e2 (p=0,0006) compared to the corresponding control teeth. The same
applies to the patient teeth a2 (p=0,0003) in the collagenolytic activity assay.
When looking at the connection between enzymatic activity of all teeth, independent
to their type, the relative gelatinolytic and collagenolytic activities of the patient teeth
are higher than those of the control teeth. The results are highly significant
(p<0,0001, p=0,0002). Also highly significant (p=0,0001) results are achieved
regarding the enzymatic activity of the patient and control group on the level of the
dog. The gelatinolytic activity of the patients is higher than that of the control animals.
Investigating the dependence of tooth location on total enzyme activity (cumulative
diagnosis out of clinical and radiological findings) or degree of periodontal disease
highly significant results are gained for tooth d (p=0,0007). For tooth d an increase in
absolute collagenolytic activity in correspondence to an increase in disease severity
can be proven.
No difference in enzyme activity can be detected when sampling palatinally in
contrast to buccally at the canines in the upper jaw. The results of the relative
gelatinolytic actitivity of the palatinal and the buccal sampling site match in a highly
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signficant manner (p<0,001) whereas the results of the absolute gelatinolytic activity
and the relative and absolute collagenolytic activity match significantly (p=0,002-
0,03).

In the present work MMP-2, -3 and -9 can be detected via ELISA in patients with
periodontal disease and in periodontally healthy animals. Due to low sampling
numbers the results concerning the amount of MMPs are only descriptive. The
hypothesis that an increase in disease severity results in a gradual increase of MMP
amount cannot be proven in this study. It can however be stated that total MMP-2
and -3 levels in patient teeth or periodontally diseased teeth are higher in comparison
to control teeth or periodontally healthy teeth. MMP-8 levels in patients outnumber
those of the other MMPs but they are not measured in the control group.

Finally, in the present work the increase of gelatinolytic and collagenolytic activity in
gingival crevicular fluid of the dog corresponding to the severity of the periodontal
disease can be proven. An increase in MMP-2 and -3 levels in patients compared to
control animals proves an involvement of MMPs in the disease progress. The

presence of MMP-8 and -9 in periodontitis can also be demonstrated.
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10.

10.1

Anhang

Untersuchungsergebnisse

Signalement und Ergebnisse der klinischen Untersuchung der Hunde

Tabelle 7: Ubersicht Uber die untersuchten Hunde

Proband Rasse Geschlecht Alter Gewicht
H1 Mischling Mannlich 1J.10M 11,4 kg
H2 Russkiy Toy Mannlich-kastriert 25J 2,95 kg
H3 Mischling Weiblich-kastriert 3J. 7,2kg
H4 Westfahlen Terrier Weiblich 2J.6 M 8,0 kg
H5 Mischling Mannlich kastriert 4J. 25,0 kg
H6 Collie Langhaar Ménnlich 8J.9M. 30,0 kg
H7 Rauhaardackel Weiblich-kastriert 5J.6 M. 4,4 kg
H8 Rauhaardackel Mannlich-kastriert 4J. 5,5 kg
H9 Berner Sennenhund Weiblich 5J.5M. 52,0 kg
H10 Mischling Mannlich-kastriert 8J.5M. 16,6 kg
H11 Mischling Mannlich 4J.5M. 16,5 kg
H12 Beagle Mannlich-kastriert 3J.9M. 10,8 kg
H13 Beagle Weiblich-kastriert 5J.9M. 9,8 kg
H14 Deutscher Schaferhund Weiblich-kastriert 10 J. 39,5 kg
H15 Border Terrier Weiblich 2J. 7,4 kg
H16 Yorkshire Terrier Weiblich 5J. 8,8 kg
H17 Irish Setter Weiblich 7J.4 M. 31,3 kg
H18 Beagle Weiblich 11J. 14,0 kg
H19 Mischling Mannlich 3J.3M. 15,6 kg
H20 Beagle Mannlich-kastriert 4J.5M. 10,9 kg
H21 Lagotto Romagnolo Mannlich 5J. 14,9 kg
H22 Jack Russel Terrier Méannlich-kastriert 9J.7M. 8,2 kg
H23 Airedale Terrier Mannlich 7J. 31,3 kg
H24 Jack Russel Terrier Méannlich-kastriert 7J.5M. 8,5 kg
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H25 Deutscher Schaferhund Weiblich 1J. 32,0 kg
H26 Shetland Sheepdog Mannlich 5J. 8,3 kg
H27 Berner Sennenhund Méannlich-kastriert 1J.2M. 36,0 kg
H28 GrofRpudel Mannlich 9J. 19,5 kg
H29 Bernhardiner Weiblich 1J.4 M. 65,0 kg
H30 Mischling Weiblich 7J.8M. 23,0 kg
H31 Mischling Weiblich 10J.5 M. 15,4 kg
H32 Mischling Mannlich 11J. 8,2 kg
H33 Coton de Tulear Ménnlich 6J.5M. 6,75 kg
H34 Mischling Weiblich 10J.8 M. 6,05 kg
H35 Beagle Mannlich 8J.7M. 10,25 kg
H36 Beagle Ménnlich-kastriert 4J.5M. 10,45 kg
K1 Deutscher Schaferhund Weiblich 1J.2M 25,3 kg
K2 Golden Retriever Weiblich 1J.1M. 25,0 kg
K3 Golden Retriever Ménnlich 1J.1M. 27,0 kg
K4 Englisch Springer Spaniel Mannlich 1J. 21,9kg
K5 Labrador Retriever Mannlich 1J. 23,7 kg
K7 Golden Retriever Mannlich 1J.2M. 27,6 kg
K8 Collie Kurzhaar Weiblich 1J. 15 kg
K10 Labrador Retriever Weiblich 1J.3M. 21,0 kg
K11 Labrador Retriever Weiblich 1J.2 M. 24,7 kg
K12 Labrador Retriever Mannlich 1J.3M. 27,4 kg
K13 Bernhardiner Weiblich 2J. 52,0 kg
K14 Bernhardiner Weiblich 1J.3M. 53,7 kg
K15 Rhodesian Ridgeback Mannlich 1J. 7M. 45,2 kg
K16 Golden Retriever Weiblich 1J.5M. 28,0 kg
K17 Labrador Retriever Ménnlich 1J. 26,2 kg
K18 Schafpudel Weiblich 1J. 19,5 kg
K19 Golden Retriever Mannlich 1J.2M. 28,5kg
K20 Deutscher Schaferhund Weiblich 1J.1M. 29,0 kg

155




K21

Labrador Retriever

Mannlich

38,0 kg

K22

Deutscher Schaferhund

Mannlich

40,0 kg

H = Hund, J = Jahr(e), K = Kontrolltier, kg = Kilogramm, M = Monat(e)
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10.2 Darstellung der Enzymaktivititen der unterschiedlichen Hundezdhne
in den Aktivititsassays
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Abbildung 38: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im

DQ-Gelatineassay nach Zeit fur die Probanden H1-H8

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 39: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H9-H16

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 40: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H17-H24

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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DQ-Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H25-H32

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 42: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H33-H36 und K1-K4

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 43: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Gelatineassay nach Zeit fir die Probanden K5-K14

DQ = dye quenched, K = Kontrolltier, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 44: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Gelatineassay nach Zeit fir die Probanden K15-K22

DQ = dye quenched, K = Kontrolltier, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 45: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitat im DQ-

Gelatineassay nach Zeit fur die Probanden H1-H8

DQ = dye quenched, H = Hund, s = Sekunden
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Abbildung 46: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitdt im DQ-

Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H9-H16

DQ = dye quenched, H = Hund, s = Sekunden
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Abbildung 47: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitat im DQ-

Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H17-H24

DQ = dye quenched, H = Hund, s = Sekunden
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Abbildung 48: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitdt im DQ-

Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H25-H32

DQ = dye quenched, H = Hund, s = Sekunden
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Abbildung 49: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitat im DQ-
Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden H32-H36 und K1-K4

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, s = Sekunden
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Abbildung 50: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitdt im DQ-

Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden K5-K14

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, s = Sekunden
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Abbildung 51: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitat im DQ-

Gelatineassay nach Zeit fiir die Probanden K15-K22

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, s = Sekunden
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Abbildung 52: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im

DQ-Kollagenassay nach Zeit fur die Probanden H1-H8

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 53: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Kollagenassay nach Zeit fur die Probanden H9-H16

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 54: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Kollagenassay nach Zeit fur die Probanden H17-H24

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 55: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Kollagenassay nach Zeit fur die Probanden H25-H32

DQ = dye quenched, H = Hund, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 56: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Kollagenassay nach Zeit fur die Probanden H32-H36 und K1-K4

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 57: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Kollagenassay nach Zeit fur die Probanden K5-K14

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 58: Darstellung der absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat in RLU im
DQ-Kollagenassay nach Zeit fir die Probanden K14-K22

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, RLU = relative light units, s = Sekunden
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Abbildung 59: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitdt im DQ-

Kollagenassay nach Zeit fir die Probanden H1-H8

DQ = dye quenched, H = Hund, s = Sekunden
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Abbildung 60: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitdt im DQ-
Kollagenassay nach Zeit fur die Probanden H9-H16

DQ = dye quenched, H = Hund, s = Sekunden
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Abbildung 63: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitat im DQ-
Kollagenassay nach Zeit fir die Probanden H33-H36 und K1-K4

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, s = Sekunden
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Abbildung 64: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitdt im DQ-

Kollagenassay nach Zeit fir die Probanden K5-K14

DQ = dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, s = Sekunden
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Abbildung 65: Darstellung der relativen Werte der Fluoreszenzintensitdt im DQ-

Kollagenassay nach Zeit fir die Probanden K15-K22

dye quenched, H = Hund, K = Kontrolltier, s = Sekunden

DQ =

205



az2

el
e2

Abbildung 66: Legende zu den in den Abbildungen 38-65 verwendeten Zeichen,

diese reprasentieren die Zdhne a1-h
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10.5 MMP-Gehalt der jeweiligen Proben

Tabelle 43: Tabelle zu den Gehalten an MMP-2, -3, -8 und -9 der verschiedenen

Proben
MMP-8-Gehalt | MMP-9-Gehalt | MMP-3-Gehalt | MMP-2-Gehalt
Proband Zahn (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
H1 b 0,052
H10 b 1,28
H10 f 0,063
H10 g 0,052
H11 d 0,052
H12 b 0,37
H13 al 0,052
H13 el 0,055 0,2
H15 a2 0,046
H15 el 0,047
H15 e2 0,049
H16 b 1,41 0,05
H17 e2 4,84 0,091
H17 f 0,028
H18 f 0,05 0,053
H19 el 0,05 0,04
H19 f 0,21 0,523
H2 f 0,53
H20 f 1,92 0,343
H21 b 0,069 0,045
H22 al 0,011
H22 el 0,021
H22 h 0,044
H23 a2 0,048
H23 d 0,078 0,19
H23 f 0,045
H24 e2 0,05
H24 f 0,49 0,144
H25 al 0,023
H25 a2 0,023
H25 g 0,05
H26 al 0,025
H27 f 0,047
H27 g 0,028
H28 el 0,044
H29 al 1,51
H29 a2 0,048
H29 b 0,05 0,047
H29 el 0,029
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H3 f 2,56
H3 h 1,08
H30 g 0,099
H31 h 0,046
H34 at 0,084
H34 b 0,046 0,048
H34 et 0,046
H34 e2 0,035 0,045
H35 b 0,022 0,044
H35 d 0,936 0,042
H35 et 0,051
H35 f 0,035

H35 h 0,04

H4 e2 6,12

H5 at 0,086 0,04

H5 b 0,039

H5 c 0,04 0,02
H5 g 5,33 0,031

H6 at 26 0,025

H6 d 2,39 0,032

H7 at 0,024

H7 et 0,04

H8 a2 0,03
H8 c 0,17
H9 et 0,62
H9 e2 0,75
H9 h 0,044

K1 c 0,023 0,034 0,13
K1 et 0,065

K12 el 0,042 0,039 0,11
K16 a2 0,044 0,12
K16 c 0,11
K18 b 0,037

K19 g 0,023

K2 g 0,063 0,036

K20 b 0,032 0,037 0,08
K21 at 0,035

K21 g 0,015

K3 at 0,478 0,054 0,49
K3 a2 0,114 0,047 0,135

ng/ml = Nanogramm/ml
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