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1. Einleitung

In den letzten Jahren gibt es zunehmend Hinweise auf Implantatverluste durch
biologische, iatrogene, mechanische oder funktionelle Komplikationen (Esposito et
al. 1998a/b, Mengel et al. 2007). Allerdings sind die Risikofaktoren, die zum
Implantatverlust fihren, noch nicht bekannt (Chuang et al. 2002, Mc Dermott et al.
2003). Bezuglich der biologischen Komplikationen zeigen Tierversuche, dass der
Biofilm ein wichtiger Faktor bei der Entstehung periimplantarer Entzindungen ist
(Berglundh et al. 1992, Schou et al. 1993). Die Plagueakkumulation verursacht zuerst
eine  Mukositis, welche als reversible Entzindung des periimplantéren
Weichgewebes ohne Knochenverlust definiert ist (Albrektsson & Isidor 1994, Zitzman
& Bergludh 2008). Eine unbehandelte Mukositis kann zu einer Periimplantitis flhren,
die durch den entzindlichen Prozess das Implantat umgebenden Weich- und
Hartgewebe zerstort (Albrekttson & Isidor 1994).

Da die Mukositits und die Periimplantitis im Anfangsstadium erfolgreich zu behandeln
sind, kommt der Friherkennung eine wesentliche Bedeutung zu. Es ist allerdings
unklar, welche diagnostischen Verfahren sich neben den Kklinischen und
radiologischen Untersuchungen zur Friherkennung des Knochenabbaus eignen.
Sicher kommt hierbei der Sulkusflissigkeit und dem Speichel eine besondere
Bedeutung zu. Im Speichel finden sich zahlreiche Biomarker, wie zum Beispiel MMP-
9, MMP-8, IL-1B und IL-2, die bei einer parodontalen Erkrankung auf eine
Gewebedestruktion hinweisen (Ramseier et al. 2009). In der Sulkusflissigkeit weisen
besonders Patienten mit Knochenabbau erhdhte Werte von IL-13 und Prostaglandine
(PGE>) auf (Offenbacher 1996).

Es gibt bis heute recht wenige Studien, die das OPG/RANKL System in Bezug auf
den Alveolarknochen naher untersuchen. Dies ist erstaunlich, da belegt ist, dass der
Knochenauf- und abbau durch molekulare Interaktionen des Receptor activator of
NF-kB Ligand (RANKL), Receptor activator of NF-kB (RANK) und Osteoprotegerin
(OPG) reguliert wird (Lerner 2004). RANKL steigert die Anzahl und Aktivitat
funktionsfahiger Osteoklasten durch Aktivierung des osteoklastaren RANK und
erhoht damit die Knochenresorption, wahrend OPG durch Neutralisierung von
RANKL die Knochenresorption hemmt (Fata et al. 2000).

RANKL ist ein essentielles Zytokin fur die Differenzierung und Aktivierung von

Osteoklasten. Die losbare Form von RANKL (sRANKL) wird von aktivierten T-
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Lymphozyten und Osteoblasten sezerniert (Nakashima et al. 2000, Kong et al. 1999,
Wong et al. 1997a). RANKL wird vor allem im Knochen und Knochenmark von
verschiedenen skeletalen Zellen wie mesenchymalen Stammzellen, Stromazellen,
Osteoblasten, Osteoklasten, Periostzellen und Chondrozyten exprimiert. Eine sehr
hohe RANKL-Expression findet sich im lymphatischen Gewebe und bei
verschiedenen Malignomen (Anderson et al. 1997; Kartsogiannis et al. 1999; Lacey
et al. 1998; Horwood et al, 1998; Wong et al. 1997a; Yasuda et al. 1998b; Xu et al.
2000; Zhang et al. 2001).

RANKL spielt vor allem bei entziindlichen Erkrankungen eine wichtige Rolle. Es ist
belegt, dass aktivierte T-Lymphozyten die Sekretion von RANKL bei
Gelenkentziindungen sowie beim Knochen- und Knorpelabbau der chronisch
entzindlichen rheumatoiden Arthritis begiinstigen (Kong et al. 1999).

Im Gegensatz dazu, ist die OPG Konzentration in der synovialen Flussigkeit bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis, verglichen mit der Konzentration bei Patienten
mit anderen Formen der Arthritis, geringer (Kotake et al. 2001).

Die Erkenntnisse aus diesen Studien legen nahe, dass auch bei der
Osseointegration von dentalen Implantaten das OPG/RANKL-System eine Rolle
spielt. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass in der periimplantéren
Sulkusflussigkeit bei gesunden und erkrankten Implantaten OPG und RANKL
vorhanden sind (Monov et al. 2006; Arikan et al. 2007). Allerdings konnte keine
Korrelation der RANKL Werte mit den klinischen Parametern nachgewiesen werden.
Es lag allerdings eine positive Korrelation der OPG Werte zu den
Entzindungsparametern des Weichgewebes (Gingival Index und Bluten nach
Sondieren) vor (Arikan et al. 2008).

Bis heute gibt es wenige Studien tber das OPG/RANKL System im Speichel. (Miller
et al. 2006; Ramseier et al. 2009, Buduneli et al. 2008).

Bei Patienten mit parodontaler Erkrankung konnte gezeigt werden, dass OPG und
RANKL im Speichel von Rauchern und Nichtrauchern mit oder ohne parodontaler
Erkrankung vorhanden sind und die RANKL Konzentrationen bei Rauchern héher ist
als bei den Nichtrauchern (Buduneli et al. 2008).

Zurzeit sind keine Studien bekannt, die eine Korrelation von OPG, RANK und RANKL
in der Sulkusflussigkeit und im Speichel bei Patienten mit osseointegrierten

Implantaten untersucht haben.



1.1 Funktion und Aufbau des Knochens

Das Knochengewebe ist ein hoch organisiertes Verbundmaterial und besteht aus
anorganischen Mineralstoffen und einer organischen Matrix. Es hat die Aufgabe, als
feste Stutze und Schutz fir die Weichgewebe des Korpers zu sorgen und dient als
Calcium Reservoir. Das Knochengewebe bezieht seine Stabilitat aus der speziellen
Anordnung von Hydroxylapatit und Kollagenfibrillen. Es werden drei Typen von
Knochengewebe je nach physiologischer Entwicklung, Alter, Lokalisation und
Funktion  unterschieden:  Geflechtknochen, Lamellenknochengewebe und
Faserknochen (Schwenzer und Ehrenfeld 2000).

Knochen besteht aus Osteozyten und Interzellularsubstanz. Die Osteozyten befinden
sich einzeln in kleinen Knochenzellhdhlen, die von Interzellularsubstanz umgeben
sind. Allseitig besitzen sie lange Fortsatze, die in feinen Knochenkanélchen liegen.
Die Knochenkanélchen stehen untereinander in Verbindung und die Fortsatze der
Knochenzellen kommunizieren durch die Nexus. Die Interzellularsubstanz besteht
aus einer organischen und anorganischen Matrix. Die organische Matrix setzt sich zu
95% aus Kollagenfasern vom Kollagentyp | zusammen. Die restlichen 5% bestehen
aus amorphen Interzellularsubstanzen, vor allem Glykosaminoglykane und spezielle
Proteine z.B. Osteonectin, Osteokalzin.

Die anorganischen Bestandteile lagern sich in die organische Interzellularsubstanz
ein und sorgen so flur die Druckfestigkeit des Knochens. Das Hydroxylapatit ist vor
allem in Kristallform eingelagert. Die Kristalle sind parallel zu Kollagenfasern
angeordnet und umgeben sich an ihrer Oberflache mit einem Mantel aus
gebundenem Wasser.

Der Knochen wird vom Periost bedeckt. Das Periost umhillt die &uR3ere Oberflache
des Knochens. Es setzt sich aus Bindegewebe zusammen und enthalt GefalRe und
Nerven. Es hat die Aufgabe, den Knochen zu ernéhren und fur seine Neubildung zu
sorgen (Schiebler et al. 1997).

Der Alveolarfortsatz tragt als Bestandteil des Parodontiums die Zahne und ist Teil
des Ober- und Unterkiefers. Die Verbindung von Zahn und Alveole erfolgt tGber das
parodontale Ligament. Die Aufgaben des Alveolarfortsatzes bestehen in der
Aufnahme und Verteilung von funktionellen Belastungen, welche auf die Z&hne

einwirken. Kommt es im Zuge einer fortschreitenden Parodontitis zu einer Resorption



der Alveolen und des parodontalen Ligaments, folgt der Verlust der Zahne (Lindhe et
al.1999).

Der knOcherne Stitzapparat der Zdhne gleicht in seinem anatomischen Aufbau aus
Kompakta und Spongiosa dem des restlichen Skeletts. Die Dicke der kortikalen
Knochenbedeckung variiert in den verschiedenen vestibularen und oralen Regionen
des Ober- und Unterkiefers unterschiedlich stark. Eine weitere kortikale Struktur des
zahntragenden Alveolarfortsatzes ist der Alveolarknochen. Der Alveolarknochen ist
0,1-0,4mm dick. Es besteht sowohl die aufRere Knochenschicht als auch die innere
Alveolenwand aus kompakter Knochensubstanz. Die innere Wand ist dabei recht
dinn und mit zahlreichen kleinen Lochern, den Volkmann-Kanalchen, siebartig
durchldchert. Durch diese Offnungen gelangen Blut- und LymphgefalRe sowie Nerven
aus dem Inneren der Schwammschicht oder Spongiosa in den Desmodontalraum.
Marginal vereinigen sich die kortikale Knochenbedeckung und die Alveolarwand zu
einem teils hauchdinnen Knochenkamm (Wolf et al. 2004). Zwischen Kompakta und
Alveolarwand liegt die unterschiedlich dichte Spongiosa, welche den grofdten Teil der
interdentalen Septen ausmacht (Lindhe et al. 1999). Aufgrund wechselnder
Anforderungen werden Ober- und Unterkiefer wahrend des gesamten Lebens

umgebaut und funktionell neu ausgerichtet.



1.2 Regulation des Knochenstoffwechsels

Der Knochen ist ein metabolisch hoch aktives Organ. Wahrend der gesamten
Lebensdauer unterliegt er einem kontinuierlichen Umbauprozess. In einem
dynamischen Gleichgewicht wird die osteoklastare Resorption und die osteoblastare
Produktion von Knochenmatrix koordiniert. Dieser standige Knochenumbau ist
notwendig, um einerseits die strukturelle Integritat des Skeletts zu gewahrleisten und
andererseits die metabolische Funktion als Kalzium - und Phosphat - Speicher zu
erfillen (Tanaka 2007; Manolagas 2000; Roodman 1996). Knochenumbauvorgange
kénnen durch Mikrotraumata, Veranderungen der mechanischen Belastung und
durch hormonelle Antwort auf Veranderungen der Kalzium-und Phosphat-
Verfugbarkeit moduliert werden (Raisz 2005).

Der Knochenumbau erfolgt in einer streng regulierten Abfolge von Resorptions - und
Formationsschritten. Es werden initial mesenchymale Stammzellen der osteo-
blastischen Linie durch lokale und systemische Faktoren aktiviert, die mit
hamatopoietischen Vorlaufern der Osteoklasten interagieren. Diese unterlaufen
einen Differenzierungsprozess und fusionieren zu groRen multinuklearen
Osteoklasten. Die funktionsfahigen Osteoklasten lagern sich an die
Knochenoberflache an und erfahren eine Konformationsanderung mit Bildung einer
sogenannten ,ruffled border“. Auf diese Weise wird ein abgegrenzter Raum gegen
das Umgebungsmilieu geschaffen, der durch Sekretion von Wasserstoff - lonen
angesauert wird. In diesem sauren Milieu werden von den Osteoklasten sezernierte
lysosomale Enzyme (z. B. Cathepsin K) aktiv, die alle Komponenten der
Knochenmatrix, einschlieB3lich des Kollagens, abbauen (Teitelbaum 2006). Fir die
Anlagerung der Osteoklasten an den Knochen sind spezifische Veranderungen der
Jlining“-  Zellen der Knochenoberfliche notwendig. Diese kontrahieren und
sezernieren proteolytische Enzyme zur Freilegung der mineralisierten Oberflache. In
den durch die osteoklastare Resorption entstandenen Resorptionslakunen lagern
sich zundchst mononukledre Zellen auf der Knochenoberflache an, die
moglicherweise den Resorptionsprozess vervollstandigen und die Knochenbildung
durch Freisetzung von Wachstumsfaktoren initieren (Raisz 2005). Mesenchymale
Stammzellen wandern ein und differenzieren zu funktionsfahigen Osteoblasten. Nach
ihrer Differenzierung beginnen diese mit der Deponierung extrazellularer Matrix in die

Resorptionslakunen, die durch Mineralisierung in vollwertiges Knochengewebe

5



umgewandelt wird (Manolagas 2000). Wahrend dieses Prozesses differenzieren
einige der Osteoblasten zu Osteozyten und werden in der Knochenmatrix
eingebettet, wo sie kinftig als Mechanosensoren fungieren. Andere der an der
Oberflache befindlichen Osteoblasten wandeln sich in flache ,lining“- Zellen um,

weitere unterliegen der Apoptose (Raisz 2005) (Abb. 1).

Mesenchymale Zellen

/ Mesenchymale Stammzellen
Monozyt @

/ O Pra-Osteoblast
Pra-Osteoklast J

Hamatopoetische Zellen

»lining“ Zellen

Alter Knochen

Osteoklast Makrophage Osteozyt

Abb. 1: Knochenhomoostase - Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und
Knochenbildung: Hamatopoetische Monozyten differenzieren zu Osteoklasten, diese resorbieren
den bestehenden Knochen. Ebenfalls von Monozyten abstammende Makrophagen initieren die
Knochenbildung und einwandernde mesenchymalen Stammzellen differenzieren zu Osteoblasten. Die
Osteoblasten deponieren Knochenmatrix in Resorptionslakunen. Bei der Mineralisierung der Matrix zu
neuem Knochengewebe werden die Osteozyten eingemauert. An der Knochenoberflache
differenzieren Osteoblasten zu ,lining“- Zellen.

Die Resorptionsphase (2-4 Wochen) st wesentlich kurzer, als die
Knochenneubildung (4-6 Monate). Um die Integritat des Skeletts zu wahren, bedarf
es daher einer strengen Regulation der Differenzierung und Aktivitat der
Osteoklasten. Diese gelten zumal auch als Initiatoren des Knochenumbauzyklus
(Tanaka 2007).



Die fur die Osteoklastogenese essentiellen Zytokine sind Receptor activator of
nuclear factor-kB ligand (RANKL) und Macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF), die unter anderem von Zellen des Knochengewebes produziert werden (Abb.
2). Das RANKL/RANK/OPG-Zytokinsystem ist somit ein zentrales molekulares

Regulationssystem des Knochenstoffwechsels.

) multinukleéarer aktiver
Monozyt  Pra-Osteoklast Osteoklast Osteoklast
- & G-
Determination Proliferation A AL Polarisation und
Und Fusion Resorption

& cfms (G RANK
@ vcsF @ RANKL

Abb. 2: Entwicklung eines funktionsfahigen Osteoklasten. In der monozytaren/
makrophagozytaren Vorlauferzelle wird durch PU.1 die Expression von c-fms, dem Rezeptor fur M-
CSF induziert. M-CSF fordert die Proliferation und das Uberleben der osteoklastaren Vorlauferzellen
und wirkt permissiv fir RANKL. RANK befindet sich auf Pra-Osteoklasten und Osteoklasten. Seine
Aktivierung ist notwendig fur die Differenzierung, Fusion, Aktivierung und das Uberleben reifer
Osteoklasten. Osteoklasten kdnnen erst Knochen resorbieren, nachdem die Polarisation durch
Kontakt mit Knochengewebe sowie eine Umstrukturierung ihres Zytoskeletts erfolgt ist (Teitelbaum,
2000; Raisz, 2005).

Auf die Bindung von RANKL an seinen Rezeptor RANK folgt eine komplexe
intrazellulare Signaltransduktion. Eine Stimulation von RANK durch RANKL fihrt zu
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einer Rezeptortrimerisierung und der Rekrutierung von Adaptermolekilen wie der
Tyrosinkinase c-src und TNF-receptor associated factors (TRAFs). Insgesamt gibt es
sechs TRAFs. TRAF6 spielt hierbei eine entscheidende Rolle fur die RANKL/RANK-
Signaltransduktion (Darnay et al. 1998; Galibert et al. 1998; Wong et al. 1999a). Die
Induktion der Genexpression in Osteoklastenvorlaufern zur Differenzierung in aktiv
resorbierende Osteoklasten erfolgt Uber die Aktivierung von NF-kB durch den IkB-
Kinase Komplex (IKK) und tber den Nuclear factor of activated Tcells 2 (NFAT2). Die
NFAT2-Genexpression wird Uber die TRAF6-abhéngige Aktivierung der c-jun N-
terminalen Kinase (JNK)/c-fos/c-jun-Signaltransduktionskaskade und den durch
Calcineurin aktivierten NFAT1c induziert (Teitelbaum 2006; Doherty et al. 2004,
Franzoso et al. 1997, Ogawa et al. 2006; Ikeda et al. 2006; Matsuo et al. 2000;
Darnay et al. 1998). Die Steigerung des intrazellularen Kalziums mit nachfolgender
Aktivierung von Calcineurin zahlt zu den wichtigsten intrazellularen Effekten der
RANKL-RANK-Interaktion (Teitelbaum 2006). Die Aktivierung von NFAT1c erfolgt
unter anderem Uuber Calcineurin. Antiapoptotische und zytoskeletale Effekte von
RANKL werden uber die TRAF6/c-src-abhangige Induktion der Phosphatidyl-Inositol
3-Kinase (PI3K)/Akt/PKB-Signaltransduktionskaskade vermittelt (Wong et al. 1998,
1999; Chaisson et al. 2004; Matsubara et al. 2006; Lee et al. 2002; Wang et al. 2004,
Harvey et al. 2007). Weitere an der zellularen Osteoklasten-differenzierung beteiligte
intrazellulare Signalmolekile sind Mitogen activated protein (MAP)-Kinasen, AP-1
(Lomaga et al. 1999), sowie PU.1, das die Expression des M-CSF-Rezeptors und die
ERK1/2-Signaltransduktionskaskade induziert (Teitelbaum et al. 2006; Takayanagi
2005; Anderson et al. 1999; Zhao et al. 2007) (Abb.3).



Akt/PKB

(o) = G
Anti-Apoptose
J: Zytoskelett-Organisatiom
Differenzierung
Aktivierung
Resorption

Abb. 3: RANK-Signaltransduktion der Osteoklastogenese: Die durch die RANKL-Bindung initiierte
Rezeptortrimerisierung fuhrt zur Rekrutierung von Adaptermolekilen wie c-src und TNFreceptor
associated factor 6 (TRAF6). Die Signaltransduktion besitzt vier definierte Signalwege. Die Aktivierung
von NFAT2 uber Calcineurin und die JNK/c-fos/c-jun-Kaskade und die Aktivierung von NF-kB
erwiesen sich als essentiell fur die Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung. Uber eine
gemeinsame Rekrutierung von TRAF6 und c-src wird die PI3K/Akt/PKB-Signaltransduktionskaskade
aktiviert, die antiapoptotische und zytoskeletale Effekte vermittelt.

Wahrend die permanente und kontrollierte Knochenresorption fir physiologische
Prozesse wie Knochenwachstum, Zahneruption und fur die Knochenheilung nach
Traumatisierung notwendig ist, fuhrt eine inadaquat hohe Knochenresorption durch
gesteigerte Osteoklastenaktivitdat zu einem Verlust von Knochenmasse. Dieser
Ubermassige Prozess bildet die Grundlage der Osteoporose und des Morbus Paget
sowie der inflammatorischen Osteolyse bei rheumatoider Arthritis und Parodontitis.
Ein Mangel an funktionsfahigen Osteoklasten flihrt dagegen zu einer ungebremsten
Mineralisierung mit verdichteter Knochenmasse im Sinne einer Osteopetrose
(Teitelbaum 2000).



1.3 Das OPG/RANK/RANKL-System

Das Zytokinsystem besteht aus den Mitgliedern der Tumor necrosis factor (TNF)-
Ligandenfamilie Receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL) (Lacey et al.
1998; Yasuda et al. 1998a; Wong et al. 1997b; Anderson et al. 1997), seinem
Rezeptor Receptor activator of nuclear factor-kB (RANK) (Anderson et al. 1997) und
seinem loslichen Rezeptorantagonisten Osteoprotegerin (OPG) (Simonet et al. 1997,
Yasuda et al. 1998b; Kwon et al. 1998; Tan et al. 1997). Es stellt ein fur die
Knochenzellbiologie und Aufrechterhaltung der Knochenhomdostase und Regulation
von Immunfunktionen essentielles Zytokinsystem dar (Teitelbaum 2000; Kong et al.
2000; Schoppet et al. 2007). Verschiedene Studien vermuten ebenfalls eine
entscheidende Beteiligung dieses Zytokinsystems an der Homoostase des
vaskularen Systems, in dem die Faktoren exprimiert werden (Golledge et al. 2004;
Dhore et al. 2001; Collin-Osdoby et al. 2001; Zannettino et al. 2005).

RANKL fordert die Knochenresorption durch Steigerung der Anzahl und Aktivitat
funktionsfahiger Osteoklasten Uber Aktivierung seines osteoklastaren Rezeptors
RANK (Li et al. 2000). Dieser Prozess wird durch seinen ldslichen Antagonisten OPG
inhibiert. Somit stellen RANKL und OPG essentielle Faktoren der Regulation von
Differenzierung, Fusion, Aktivierung und Apoptose von Osteoklasten dar (Suda et al.
1999; Hofbauer et al. 2000; Wong et al. 1999b; Nakamichi et al. 2007; Gardner et al.
2007) (Abb. 4).
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OPG exprimierende
Zellen

- Osteoblasten

- Chondrozyten

exprimierende

RANKL RANKL lOPG

Zellen: Abbau des
-Osteoblasten RANK exprimierende Alveolarknochen
-T-Zellen Zellen:

-Odontoblasten _Osteoklasten

-pulpa Zelle
-Ameloblasten
RANK

‘ RANKL —_— .

_c RANK Aktiver Osteoklast
_c orG Pra-Osteoklast

- dendritische Zellen

Abb. 4: Das RANKL/RANK/OPG-System. Die Komponenten des RANKL/RANK/OPG-Systems
werden von verschiedenen Zelltypen exprimiert. RANKL bindet in 16slicher oder zellgebundener Form
an seinen Rezeptor RANK und férdert dadurch die Knochenresorption. OPG agiert als
neutralisierender Igslicher Rezeptor von RANKL und antagonisiert so dessen Effekte, was u.a. einen
Ubermé&Rigen Abbau von Knochenmasse verhindert. Neben der Knochenhomdostase regulieren diese
Zytokine auch Immunfunktionen und scheinen eine Rolle in der vaskularen Homodostase zu spielen,

wobei hier OPG als protektiver Faktor vermutet wird.
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1.3.1 RANKL

Erstmals wurde RANKL [synonym OPGL, ODF, TRANCE] (Anderson et al. 1997)
bzw. TRANCE (TNF-related activation-induced cytokine) (Wong et al. 1997b) im
Jahre 1997 als wichtiges immunologisches Zytokin beschrieben. Ein Jahr spéater
wurde dieses Zytokin als spezifischer Ligand von OPG identifiziert (Lacey et al. 1998;
Yasuda et al.1998b). Eine revidierte Nomenklatur legte die Bezeichnung RANKL fur
diesen Faktor fest (American Society for Bone and Mineral Research President’s
Committee on Nomenclature 2000). RANKL wird vor allem in Knochen und
Knochenmark von verschiedenen skeletalen Zellen wie mesenchymalen
Stammzellen, Stromazellen, Osteoblasten, Osteoklasten, Periostzellen und
Chondrozyten exprimiert. Eine sehr hohe RANKL-Expression findet sich auch im
lymphatischen Gewebe und bei verschiedenen Malignomen (Anderson et al. 1997,
Kartsogiannis et al. 1999; Lacey et al. 1998; Horwood et al. 1998; Wong et al. 1997a;
Yasuda et al. 1998b; Xu et al. 2000; Zhang et al. 2001). Andere nicht-skeletale Zellen
mit nachgewiesener RANKL-Expression sind Endothelzellen (Collin-Osdoby et al.
2001), T-Lymphozyten (Josien et al. 1999; Kong et al. 1999b), mesenchymale und
epitheliale Zellen des Zahnhalteapparates (Rani et al. 2000), synoviale Fibroblasten
(Nakano et al. 2004), monozytare Zellen (Seta et al. 2008) und verschiedene
Tumorzellen (Nagai et al. 2000; Zhang et al. 2001; Fiumara et al. 2001). Die
Konzentration an zirkulierendem RANKL wird jedoch hauptséchlich durch den aus
dem Knochen freigesetzten Anteil bestimmt (Nakamichi et al. 2007). Beim Menschen
ist das RANKL-Gen auf Chromosom 13qg14 lokalisiert. Aufgrund unterschiedlicher
Polyadenylierungssignale ist die RANKL-mRNA zwischen 2,2 und 2,4 kb lang
(Anderson et al. 1997; Wong et al. 1997a). Kodaira et al. (1999) beschrieben beim
RANKL-Gen der Maus fiinf Exons, die sich tber 40 kb des Maus-Genoms verteilen.
Im RANKL-Genpromotor wurden Bindungsstellen fur Vitamin D und Glukokortikoide
(Kitazawa et al. 1999; Kodaira et al. 1999) sowie flur cbfa-1, einen Osteoblasten -
spezifischen Transkriptionsfaktor (Gao et al. 1998) nachgewiesen. Eine Analyse
muriner Zellen zeigte die Existenz drei verschiedener RANKL - Proteinisoformen,
eine klassische membrangebundene Form, eine vorwiegend am endoplasmatischen
Retikulum lokalisierte Form und eine lI6sliche Form ohne Transmembranregion (Ikeda
et al. 2001).
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Das klassische membrangebundene RANKL-Protein, bestehend aus 317
Aminosauren und mit einem Molekulargewicht von 38 kDa, weist eine hohe
Sequenzhomologie zu anderen TNF-Liganden wie TRAIL, CD40-Ligand und Fas-
Ligand auf (Anderson et al. 1997; Lacey et al. 1998; Wong et al. 1997a). Diese
RANKL-Form wird posttranslational durch eine TNF- a-converting-enzyme (TACE)-
ahnliche Protease an den AS 140 und AS 145 in kurzere Ektodomé&nvarianten mit
ahnlicher Aktivitat gespalten (Lum et al. 1999). Die primar sezernierte Form des
RANKL-Proteins wurde z.B. in aktivierten T- Lymphozyten (Kong et al, 1999) und in

einer Plattenepithelkarzinom-Zelllinie (Nagai et al. 2000) nachgewiesen.

1.3.2. RANK

RANK [synonym ODAR] wurde gemeinsam mit seinem spezifischen Liganden
RANKL erstmals 1997 beschrieben (Anderson et al. 1997). Die Namensgebung
orientierte sich an NF-kB (Nuclear factor-kB), einem seiner intrazellularen
Transkriptionsfaktoren. Ein Jahr spater wurde RANK erstmals im Zusammenhang mit
dem Knochenstoffwechsel erwahnt (Nakagawa et al. 1998) und erhielt unter
anderem die Bezeichnung ,Osteoclast differentiation and activation receptor” (ODAR)
(Hsu et al. 1999). Nach Beschluss der Konsensuskommission wurde der Begriff
RANK verwendet (American Society for Bone and Mineral Research President's
Committee on Nomenclature 2000). RANK wird am starksten im Knochengewebe
und im lymphatischen System exprimiert und findet sich in funktionell aktiver Form
vor allem auf Osteoklasten, dendritischen Zellen, B-und T-Lymphozyten und
Fibroblasten (Anderson et al. 1997; Green et al. 1999; Hsu et al.1999; Myers et al.
1999; Nakagawa et al. 1998) sowie auf Endothelzellen (Min et al. 2003), glatten
Muskelzellen (Zhang et al. 2002) und malignen Zellen (Fiumara et al. 2001). Ebenso
wie der M-CSF- Rezeptor c-fms und der Kalzitoninrezeptor wurde RANK auch als
Oberflachenmarker zur Phanotypisierung von Osteoklasten etabliert (Arai et al. 1999;
Yamane et al. 2000).

Beim Menschen befindet sich das RANK-Gen auf dem Chromosom 18g22.1. Die
humane RANK - mRNA ist 4,5 kb lang, die der Maus 5,5 kb. Aufgrund verschiedener
Polyadenylierungssignale gibt es neben der Hauptform beim Menschen noch weitere
Formen, die 3,0 kb, 3,5 kb und 5,5 kb lang sind (Anderson et al. 1997; Nakagawa et
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al. 1998). Eine konstitutive Aktivierung des RANK - Gens durch Insertionsmutationen
im Exon 1 wurde im Zusammenhang mit hereditdren Osteopathien beschrieben
(Hughes et al. 2000). Zwei Polymorphismen des RANK - Gens (+34863G > A und
+35928insdelC) werden als mogliche genetische Faktoren einer geringen
Knochendichte (BMD) bei postmenopausalen Frauen vermutet (Koh et al. 2007). Das
humane membranstandige RANK - Polypeptid besteht aus 616 Aminoséuren und hat
Sequenzhomologien zu CD27 und CD40. Eine lange C-terminale intrazellulare
Domane (383 AS) ermdglicht die Signaltransduktion. Cysteinreiche extrazellulare
Domanen zeigen die Zugehdrigkeit zur Familie der TNF- Rezeptoren (Anderson et al.
1997; Simonet et al. 1997).

1.3.3. OPG

Zwei unabhéngige Gruppen identifizierten OPG (Simonet et al.1997) bzw.
Osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF, Tsuda et al. 1997; Yasuda et al. 1998a)
erstmals 1997 als ein sezerniertes Mitglied der TNF-Rezeptor (TNFR)- Familie mit
namensgebenden Wirkungen. Diese Entdeckung wurde durch weitere Gruppen
bestétigt und neue Namen, wie TNF receptor-related molecule-1 (TR1; Kwon et al.
1998; Tan et al. 1997) und Follicular dendritic cell receptor-1 (FDCR-1; Yun et al.
1998) wurden vorgeschlagen. Eine revidierte Nomenklatur legte die Bezeichnung
OPG [synonym OCIF, TR1] fur das Protein fest (American Society for Bone and
Mineral Research President's Committee on Nomenclature 2000). OPG antagonisiert
die RANKL - RANK-vermittelten Wirkungen durch kompetitive Bindung samtlicher
RANKL - Formen als dessen loslicher Rezeptorantagonist (Lacey et al. 1998; Yasuda
et al. 1998b; Nakamichi et al. 2007). Die hochaffine Bindung eines OPG-Homodimers
an einen RANKL - Homotrimer fuihrt zur Bildung eines stabilen 1:1 Dimer/Trimer-
Komplexes. Das OPG-Dimer bindet dabei an zwei RANKL - Molekule. Die Bindung
eines weiteren OPG-Dimers an das dritte RANKL-Molekdl ist mdglich (2:1 Komplex),
allerdings weist diese Bindung eine deutlich geringere Affinitat auf. Neben RANKL
bindet und neutralisiert OPG einen weiteren TNF-Liganden, TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL), wobei jedoch die Affinitat im Vergleich zu RANKL deutlich
geringer ist (Emery et al. 1998).
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Die OPG-mRNA-Expression und Proteinsekretion konnte flr viele verschiedene
normale und maligne Zelltypen (Fiumara et al. 2001; Pettersen et al. 2005)
nachgewiesen werden, wobei einige dieser Zellen zusatzlich auch RANKL
exprimieren. Im Rahmen des Knochenstoffwechsels wird OPG vor allem von
osteoblastaren Zellreihen, Stromazellen und Chondrozyten produziert (Kwon et al.
1998; Horwood et al. 1998; Hofbauer et al. 1998). Im Immunsystem findet sich eine
starke OPG-Expression im lymphatischen Gewebe, u.a. in Lymphknoten und in der
Milz, mit einer OPG-Produktion durch dendritische Zellen und B - Lymphozyten (Yun
et al. 1998; Schoppet et al. 2007). Eine ausgepragte OPG - Expression wurde auch
im Gewebe des Zahnhalteapparates (Rani et al. 2000; Sakata et al. 1999; Shiba et
al. 2000), der Wand groB3er Arterien (Simonet et al. 1997) und im
Schilddrisengewebe (Hofbauer et al. 2002) gefunden. Da die extraskeletale OPG-
Expression sehr vielfaltig ist, eignet sich die OPG - Serumkonzentration nur bedingt
fur die Einschéatzung des Status der

Knochenresorption.

Das humane OPG - Gen liegt auf dem Chromosomen 8g23-24 und umfasst 5 Exons
Uber 29 kb (Hilton et al. 2001). Sowohl das OPG - Gen der Maus (Mizuno et al.
1998), als auch das des Menschen (Morinaga et al. 1998) wurden kloniert. Die
murine OPG - Gen - Expression beginnt zwischen dem 8. und 9. Tag der
Embryogenese (Mizuno et al. 1998a). Die humane OPG - mRNA liegt in verschieden
langen Formen vor: hauptsachlich in der 2,9 kb langen Form, seltener in einer 4,2 kb
oder 6,5 kb langen Form (Morinaga et al. 1998). Der OPG — Gen - Promotor weist
Bindungsstellen fur Transforming growth factor (TGF)-b (Thirunavukkarasu et al.
2001) und den osteoblastenspezifischen Transkriptionsfaktor cbfa-1 auf, flr den eine
OPG-Expression steigernde Funktion nachgewiesen wurde (Thirunavukkarasu et al.
2000).

OPG ist ein basisches Glykoprotein, das entweder als monomere (55-60 kDa) oder
homodimere (110-120 kDa) Form Uber Verknupfung mittels einer Disulfidbricke
vorliegt. Die biologischen Aktivitaten beider Formen unterscheiden sich jedoch nicht
(Merewether et al. 2000; Tomoyasu et al. 1998; Yamaguchi et al. 1998). Als Mitglied
der TNFR-Superfamilie weist das OPG-Protein Sequenzhomologie zu anderen TNF-
Rezeptoren wie TNFR-2 und CD40 auf (Simonet et al. 1997). Bei manchen Zelltypen
wurde auch eine zellgebundene Form des OPG gefunden (Yun et al. 1998). Es

konnten jedoch noch keine klassischen hydrophoben Transmembranregionen oder
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fur diese kodierende Gensequenzen identifiziert werden. Diese kommen
typischerweise bei allen anderen TNFR-Superfamilienmitgliedern vor (Simonet et al.
1997; Yamaguchi et al. 1998). OPG setzt sich aus 401 Aminoséuren zusammen und
hat ein 21 Aminosauren langes Signalpeptid (Yasuda et al. 1998a). Die spezifischen
Funktionen von OPG werden verschiedenen strukturellen Doméanen zugeordnet. Die
Charakteristika der TNFR, cysteinreiche Regionen, sind in der N-terminalen Doméne
1 -4 lokalisiert (Baker et al. 1998) und vermitteln die hemmende Wirkung des OPG
auf die Osteoklastogenese durch Bindung von RANKL (Simonet et al. 1997,
Yamaguchi et al. 1998; Yasuda et al. 1998a). Bei anderen TNFR - Mitgliedern, wie
TNFR 1, DR 3, CD95/Fas oder TRAIL nachgewiesene Apoptose-vermittelnde
Sequenzen, sogenannte ,Death domain homologous“ (DDH)-Regionen, sind in den
Domanen 5 und 6 von OPG lokalisiert (Baker et al. 1998; Simonet et al. 1997,
Walczak et al. 1997; Chinnaiyan et al. 1996). Tatsachlich konnte die Transduktion
apoptotischer Signale durch die OPG-Domanen 5 und 6 gezeigt werden. In diesem
Fall wurde Fas mit seiner Transmembranregion zwischen den Domé&nen 4 und 5 von
OPG inseriert und bildete mit OPG ein Fusionsprotein (Yamaguchi et al. 1998). Die
fur die mogliche Homodimerisierung der OPG-Monomere verantwortlichen Cysteine
sind zusammen mit einer Heparin bindenden Domane in der C-terminalen Doméne 7
lokalisiert (Merewether et al. 2000; Simonet et al. 1997; Tomoyasu et al. 1998;
Yamaguchi et al. 1998). Die Heparin bindende Domane findet sich unter anderem
auch bei peptidartigen Wachstumsfaktoren und Signalmolekilen (Zhang et al. 1991)
und wird unter anderem als wichtiger Bestandteil der durch OPG geforderten
Leukozyten-Endothelzellen Adhé&sion vermutet (Zauli et al. 2007).
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1.4 Zusammensetzung und Aufgabe der Sulkusflissigkeit

Die Sulkusflissigkeit wurde erstmals 1958 von Brill und Krasse als Ausdruck einer
Entzindungszunahme bedingt durch eine Permeabilititserhéhung der unter Sulkus-
und Saumepithel gelegenen GefalRe beschrieben.

Sie kommt in geringen Mengen im Parodontalspalt vor und zeigt sowohl
Charakteristika eines Transsudates als auch eines Exsudates (Cimasoni 1983).

Es wurde festgestellt, dass an noch gesunder Gingiva kurz vor dem Auftreten der
ersten klinisch feststellbaren Anzeichen der Entzindung eine Sulkusflissigkeits-
fliessrate messbar ist. Dies wurde mit einer Verschiebung des osmotischen
Gleichgewichts in der Initialphase der Entzindung versucht zu erklaren (Alfano
1974). Durch Makromolekile, die sich abgesondert von der subgingivalen Plaque, im
Sulkus an dem dortigen Epithel, das als semipermeable Membran wirkt, ansammeln,
kommt es zu einem Konzentrationsanstieg in diesem Bereich. Nach den Gesetzen
der Osmose kommt es folglich an einer semipermeablen Membran zum Austritt von
Flussigkeit als Transsuat (nicht entziindliche Genese) in den Sulkus.

Eine andere Moglichkeit ist der Austritt von Sulkusflissigkeit als eine direkte Folge
der Verschiebung des Gleichgewichts zwischen der kapillaren Filtration und der
Absorption von Gewebsflussigkeit durch Lymphozyten (Pashley 1976). Immer wenn
die Filtration die Absorption Ubersteigt, kommt es entweder zu einer Ansammliung
von Flussigkeit im Gewebe und damit zu einem Odem oder zum Austritt von
Flussigkeit in den Sulcus gingivae. Auslosend kann demnach eine Beeinflussung des
Gefassendothels bzw. eine Storung der Lymphozyten sein. Dies wirde der
Flussigkeit die Eigenschaft eines Exsudates verleihen (entzlindliche Genese). Die
primare Voraussetzung ist das Vorhandensein von Plaque und Bakterien. Dies
belegten bereits Bickel et al. (1985) und Stoller et al. (1990). Sie konnten zeigen,
dass in Abwesenheit von Plague keine Sulkusflissigkeit messbar ist, die
nachweisbare Menge aber zusammen mit der Plaquakkumulation ansteigt.

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass die Plaque mit ihren Abbauprodukten Uber
osmotische Vorgange zum Austritt von extrazellzularer Flussigkeit in den Sulkus
gingivae fuhrt. Diese Vorgadnge beruhen allerdings nicht auf einer entziindlichen
Genese. Kommt es aufgrund der schadigenden Wirkung der Mikroorganismen zu
einer Entzindung des Parodonts, so folgt dem eine Reihe von spezifischen und

histopathologischen Veranderungen. Zwischen dem Saumepithel und dem

17



angrenzenden Bindegewebe befindet sich ein subepithelialer GefalRplexus. Dieser
entwickelt schon bei geringsten entziindlichen Reaktionen oder einer
Traumatisierung eine auf3ergewohnliche Permeabilitdt. Daraufhin tritt Flussigkeit
entzindlicher Genese aus den Gefalen aus und sickert durch das Saumepithel in
den Sulkus. Die Hauptbestandteile der Sulkusflissigkeit leiten sich in diesem Fall
vom Plasma, dem Gingivagewebe und den im Gewebe und im Sulkus festsitzenden
Mikroorganismen sowie deren Bestandteilen bzw. Stoffwechselprodukten ab (Mengel
et al. 1991).

Die Sulkusflussigkeit enthalt eine Vielzahl von Komponenten, die mehr oder weniger
in direktem Zusammenhang mit der bevorstehenden oder bereits abgelaufenen
Entzindung bzw. Gewebedestruktion stehen. Der Nachweis dieser Komponenten
musste demnach wichtige Informationen tber das jeweilige Stadium der Erkrankung
liefern. Hierzu zéhlen zum einen die in der Plaque enthaltenen Bakterien. Wie
allgemein bekannt, sind Mikroorganismen vorwiegend der entscheidende
atiologische Faktor bei der Entstehung parodontaler Erkrankungen. Sie kdnnen das
parodontale Gleichgewicht auf vier verschiedenen Wegen stéren (Zafiropoulos et al.
1991):

- durch direkt toxische, vom Bakterium aktiv freigesetzte Stoffwechselprodukte
mit oftmals enzymatischem Charakter (Exotoxine)

- durch toxische Bestandteile der Bakterienhulle (Endotoxine)

- durch vom Mikroorganismus produzierte Enzyme, die das Gewebe indirekt
schadigen

- durch Stoffwechselprodukte derselben

Eine weitere Komponente der Entzindung bzw. Gewebedestruktion ist die
Gewebedestruktion selbst. Der Verlust des Zahnhalteapparates ist charakteristisch
fur die entzundliche Parodontalerkrankung. Daher liegt der Versuch nahe, lUber das
Auftreten von Stoffwechselprodukten der Gewebedestruktion in der Sulkusflissigkeit
Informationen vom momentanen Erkrankungsverlauf zu erlangen.

Neben der Gewebedestruktion spielt auch das Immunsystem des Wirtes eine
entscheidende Rolle. Hierzu z&hlen zum Beispiel die Immunglobuline, die

Interleukine und das Komplementsystem (Zafiropoulos et al. 1991).
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Letzteres spielen noch weitere Zellen eine wichtige Rolle. Hierzu zahlen besonders
die neutrophilen Granulozyten und ihre Enzyme (Zafiropoulos et al. 1991). Die
neutrophilen Granulozyten sind die klinisch bedeutsamsten Effektorzellen akuter
Entziindungsprozesse. Sie sind mobile Zellen und folgen chemotaktischen Reizen.
Ihre lysomalen Enzyme und die toxischen O, - Metabolite wirken innerhalb wie
aulRerhalb der Zelle toxisch auf Mikroorganismen und machen die Granulozyten zu
einem wichtigen Instrument der Immunabwehr.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Sulkusflissigkeit eine viel
versprechende Quelle von Markern ist, die eine Vielzahl von interessanten

Komponenten enthalt.

1.5 Zusammensetzung und Aufgabe des Speichels

Der Speichel ist eine Korperflissigkeit, die vom menschlichen Organismus im
Bereich der Mundhohle von Speicheldrisen produziert wird. Die Speicheldrisen
werden in kleine (Glandulae labiales, Glandulae buccales, Glandulae linguales,
Glandulae palatinae) und groRe, paarige Drisen (Glandulae parotis,
submandibularis, sublingualis) unterteilt, deren Sekret der Speichel ist. Den grofRen
Drisen ist zum einen eine umgebende Bindegewebskapsel gemein, von welcher
Bindegewebssepten ins Organinnere ziehen und die einzelnen Lappen und
Lappchen bilden. Zum anderen weisen sie ein Parenchym auf, das aus
Drusenendstiicken und Ausfihrungsgangen besteht. Im Bindegewebe verlaufen
zahlreiche Blut - und Lymphgefal3e sowie Nerven, die sich im Organ selbst stark
verzweigen und schlief3lich um die Drisenendstiicke bzw. Ausfihrungsgange dichte
Netzwerke aus Kapillaren und Nervenfasern bilden (Junqueira et al. 1996).
Drusenendstiicke bestehen aus sezernierenden Zellen, wohingegen sich
Ausfiihrungsgange aus Schalt- und Streifenstiicken zusammensetzen. Diese liegen
intralobular sowie interlobuldr und minden schliel3lich in einen Ductus excretorius.

Mit der Sekretion des sogenannten Primarspeichels in den Endstiicken beginnt die
Speichelbildung. Je nach Aufbau der Endsticke wird ein serdser (dunnflissig,
protein- und enzymreich) oder mukéser (schleimig, enzymarm) Speichel gebildet,

dessen Elektrolytzusammensetzung sich wahrend des Transports durch die
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Ausfuhrungsgange immer wieder verandert. Besonders in den Streifenstiicken wird
der Speichel durch Natriumresorption und aktive Abgabe anderer Elemente wie Jod
und Kalium modifiziert. In den Ausfuhrungsgangen wird daruber hinaus aktiv
Hydrogenkarbonat sezerniert, dessen Gehalt bei Stimulation ansteigt und den
Mundspeichel bis auf einen pH-Wert von 7,8 alkalisiert und puffert. Mit steigender
Sekretion wird der Speichel immer weniger hypoton.

Die kleinen Speicheldrusen liegen in der Schleimhaut der Mundhohle und werden je
nach ihrer Lage benannt (Junqueira et al. 1996). Die Glandulae labiales, buccales
und molares sind sowohl serdse als auch mukdse Drisen. Die Gll. palatinae sind
mukos und die Gll. linguales sind je nach Lokalisation rein serds, mukds oder
gemischt.

Die grolRen Speicheldrisen liegen bis auf die GIl. sublinguales aulerhalb der
Mundhdhle, ihr Sekret entleeren sie Giber Drisengange in die Mundhdhle.

Die Ohrspeicheldrisen (Gll. parotideae = Parotiden) sind die grof3ten der drei grof3en
paarig angelegten Mundspeicheldrisen. Bei den Ohrspeicheldriisen handelt es sich
um rein serése Drusen, die vorwiegend Verdinnungsspeichel liefern. Durch das
Kauen werden diese aufgrund ihrer anatomischen Lage massiert und auf diese
Weise zur Sekretion angereqgt.

Die GIl. submandibulares, die Unterkieferdriisen, sind hingegen sero-mukése
Drisen, die Verdunnungs- und Schmierspeichel produzieren. Die Ductus
submandibulares minden vereint mit den Ductus der dritten grof3en Speicheldriisen,
denen der Gll. sublinguales, im Mundboden unter der Zunge auf den Carunculae
sublinguales (Waldeyer et al. 1993). Die GIl. sublinguales sind zusammengesetzte
muko-serése Speicheldrisen, die vorwiegend zahflissigen Schleim als Sekret
absondern (Samandari et al. 1995). Die nervale Versorgung erfolgt aus dem
vegetativen Nervensystem, wobei die sympathische Komponente (adrenerge Fasern)
aus den Ganglii cervicales superius stammt und die Produktion eines hoch viskésen
Speichels vermittelt. Der parasympathische Anteil mit seinen cholinergen Fasern
entstammt den Hirnnerven VII und IX und vermittelt die Produktion eines
dunnflissigen Speichels (Groetz 2002).

Speichel hat die Aufgabe, die Schleimhaut der Mundhéhle und den
Mundhohleninhalt zu befeuchten und gleitfahig zu machen. Desweiteren leitet der
Speichel die Verdauung ein, wirkt bakterizid und dient der immunologischen Abwehr.

Speichel ist zusammengesetzt aus Wasser (99 %) und organischen und
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anorganischen Substanzen, die in ihrer Konzentration stark voneinander abweichen
kénnen. Zu den wichtigsten anorganischen Bestandteilen gehéren Natrium, Kalium,
Kalzium, Phosphat, Chlorid, Magnesium, Hydrogenkarbonat und Fluorid, wahrend
Enzyme, Proteine und Glykoproteine (Muzine) zu den organischen Bestandteilen
zahlen. Am Tag sezernieren die kleinen und die grof3en paarigen Speicheldriisen
eine Gesamtmenge von 0,5 - 1,0 | Speichel in die Mundhéhle. Es gibt erhebliche
tageszeitliche Schwankungen, wobei nachts eine sehr geringe Speichelproduktion zu
beobachten ist, die in den Mittags - bis Nachmittagsstunden ein Maximum erreicht
(Machtens 1991). Ein Teil des Speichels, der Ruhespeichel, wird kontinuierlich in die
Mundhohle abgesondert. Die Sekretion des Speichels kann durch emotionale,
psychische und Umweltfaktoren beeinflusst werden, z. B. durch Aufregung reduziert
oder durch Reizung der Geschmacksrezeptoren oder Sinnesnerven gesteigert
werden.

Dieser so genannte “Reizspeichel® wird hauptsachlich von den Gll. parotideae
sezerniert, da diese Uber groR3ere Speichelreserven verfiigen und auf einen Reiz hin
einen Teil ihres Sekretdepots ausschitten kdnnen (Seifert et al. 1984). Anhand der
Zusammensetzung des Speichels, die letztlich von der Sekretionsrate, dem
Stimulationsgrad, der Stimulationsart und -dauer und von der entsprechenden Drise
abhangt, lassen sich die vielen Funktionen des Speichels erkennen (Tab. 1).
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Tab. 1: Wichtige physiologische Speichelfunktionen

Antikariogene
Wirkung durch

Antiinflammatorische
Wirkung (Mukositis
und Parodontitis)
durch

Unterstitzende Wirkung
bei der Nahrungs-
[Flussigkeitsaufnahme
durch

Sonstige wichtige

Funktionen

- Mechanische
Reinigung der

Zahnoberflache

- Remineralisation des
Schmelzes durch
Kalzium, Phosphat,
Fluorid und Statherin

- Pufferkapazitat
(HCOs-Gehalt,
Phosphat und
Proteine) und
Stabilisierung des pH-
Wertes

- antibakterielle
Effekte kariogener

Erreger

- Beschichtung der
Zahnoberflache
(Glykoproteine,

Muzine)

- Antikorper,

insbesondere IgA

- Lysozym

- Laktoferrin

- Muzin

- Laktoperoxidase

- Neuraminsaurereste

der Glykoproteine

- Gleitfunktion fir Kau-
und Schluckakt

- Andauung von Nahrung
durch Amylasen und

Proteasen

- Unterstitzung der

Geschmacksperzeption

- Unterstiitzung der
Regulation des
Wasserhaushaltes durch
Vermittlung des
Durstgefihls

-Mukosalubrifikation
far Phonetik und

Sprechen

-Mukosalubrifikation

fur Prothesenadaption

- Ausscheidungs-
funktion fur
Medikamente,
anorganische
Substanzen (Jod,
Rhodanid),
Schwermetalle
(Quecksilber) und
Keime (Viren)

Der Speichel hat demnach mechanische, fermentative und biologische Funktionen.

Er enthalt Amylasen fur die Kohlehydratspaltung, das Enzym Lysozym fir die

bakterielle Bekampfung, den Schleimstoff Muzin fir den Schutz der Schleimhaut

gegen chemische und mechanische Einwirkung und zur Gleitfahigkeit der Nahrung

sowie Elektrolyte, die den Mineralspiegel des Zahnes aufrechterhalten.




Der Speichel spielt in der Diagnostik von Krankheiten eine immer grél3ere Rolle und
konnte in der Zukunft die Blutentnahme abldsen. Zurzeit wird der Bluttest immer noch
als zuverlassiger Nachweis zur Bestéatigung der Diagnose benotigt. Aber ein hoher
Prozentsatz von Verdachtsdiagnosen kann schnell, einfach und wirksam mit einem
Speicheltest abgeklart werden. So gibt es mittlerweile bestimmte Tests fur den
Nachweis einer HIV-Infektion. Im Gegensatz zur Blutentnahme ist die
Speichelentnahme non-invasiv und jederzeit durchfihrbar. Fur Patienten verringern
sich eventuelle Angste vor der Entnahme und erleichtern somit das Sammeln von
Proben (Uber einen langeren Zeitraum. Aul3erdem ist das Sammeln von
Speichelproben gegeniiber Blutproben im Bezug auf das Ubertragungsrisiko von HIV
oder Hepatitis Viren unbedenklich. Des Weiteren ist Speichel leichter zu lagern, da er
im Gegensatz zur Blutprobe nicht gerinnen kann. Orale Flissigkeiten, wie der
Speichel, kénnen als ,Spiegel des Korpers® gesehen werden. Miniaturisierte,
handgehaltene Diagnoseapparate mit hochempfindlichem Nachweissystem sind
hierfir erforderlich und in der Forschung. Diese Tests weisen derzeit jedoch nur
Biomarker nach, die dann im Speichel auftreten, wenn die entsprechende Krankheit
bereits manifest ist. Das Ziel ist es, Diagnoseverfahren fir den Speichel zu
entwickeln, die zur Risikoerkennung oder Friherkennung eingesetzt werden kdnnen.
So konnten bestimmte Erkrankungen schon vor deren Ausbruch behandelt und somit
verhindert werden (Lee et al. 2009).

Es bedarf jedoch noch viel Arbeit, bis das Ziel von einer technisch perfekten

Diagnostik fur den Speichel realisierbar wird.
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2. Ziel der Studie

Das Ziel dieser Studie war der Nachweis von OPG und RANKL in der
Sulkusflussigkeit und im Speichel bei behandelten GCP Patienten mit
osseointegrierten Implantaten. AuRerdem sollte Uberpriift werden, ob eine Korrelation
zwischen OPG, RANKL und den Klinischen Parametern sowie zwischen der

Sulkusflussigkeit und dem Speichel vorliegt.
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3. MATERIAL und METHODEN

3.1 Patienten

An der vorliegenden Studie nahmen 8 teilbezahnte Patienten (47 + 13 Jahre, 2
Manner und 6 Frauen) mit einer behandelten generalisierten chronischen
Parodontitis (GCP) und osseointegrierten Implantaten teil. Die Definition der
parodontalen Erkrankungen basiert auf den Kriterien der American Academy of
Periodontology (Armitage 1999). Alle Patienten wurden in der Abteilung fur
Parodontologie des Medizinischen Zentrums fir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
der Universitat Marburg systematisch parodontal behandelt. Dies beinhaltete eine
parodontale Vorbehandlung mit anschlielRender parodontalchirurgischer Behandlung
und Recall. Trotz parodontaler Behandlung konnten einige Zahne nicht erhalten
werden und wurden extrahiert. Im Anschluss wurden 18 Implantate! (OK 10, UK 8,
Frontzahnbereich 8, Seitenzahnbereich 10) inseriert. Die Insertion und Freilegung
der Implantate, sowie die prothetische Versorgung erfolgte in der Abteilung fir
Parodontologie gemafl den Richtlinien des Herstellers (Mengel et al. 2007).
Anschlie3end wurden alle Patienten in ein 3-monatiges Recallsystem aufgenommen.
Zu jedem Recalltermin wurden die Patienten zur Optimierung der Mundhygiene neu
motiviert und instruiert. Zusatzlich erhielten die Patienten eine professionelle
Zahnreinigung. Die Verweildauer der Implantate betrug 3 bis 10 Jahre.

Im Verlauf der Beobachtungszeit wiesen alle Patienten eine gute Mundhygiene auf
(APl = 20%) (Lange 1978). Bei allen Patienten lag die Sondierungstiefe an den
Zahnen und Implantaten bei < 3mm ohne Bluten nach Sondieren. Die radiologische
Untersuchung unmittelbar vor der letzten klinischen Untersuchung ergab an
mindestens 50% der mesialen und distalen Zahnflachen einen Knochenabbau von
bis zu 30%. Die Implantate wiesen im Verlauf der Beobachtungszeit keine Mucositis
oder Periimplantitis auf. Die radiologische Analyse ergab einen Knochenabbau <
2mm.

Als Kontrollgruppe wurden 7 parodontal gesunde Probanden (37 + 5 Jahre, 3 Manner

und 4 Frauen) ohne Implantate untersucht. Die Sondierungstiefe an den Zahnen der

1 Osseotite, 3i Implant Innovations, West Palm Beach, FL, USA
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Kontrollgruppe lag bei < 3mm ohne BNS. Alle Probanden wiesen eine gute
Mundhygiene auf (APl < 20%).

Alle Kontrollen und Patienten erfullten folgende Kiriterien: keine systemischen
Erkrankungen (z.B. Diabetes mellitus, cardiovaskulare Erkrankungen, Osteoporose),
keine Schwangerschaft, keine kariosen Lé&sionen, keine kieferorthopédische
Behandlung, keine regelmallige Einnahme von Medikamenten, keine psychischen
Auffalligkeiten, Nichtraucher.

Nach Zustimmung der Ethikkommission und Unterschreiben der
Einverstandniserklarung wurden die Patienten untersucht. Die vorliegende Studie

entspricht den Richtlinien der Deklaration von Helsinki.

3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Klinische Parameter

Die Kklinische Untersuchung erfolgte in der Abteilung fur Parodontologie des
Medizinischen Zentrums fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der Universitat
Marburg. Die Untersuchung erfolgte durch ein und dieselbe Person, die zuvor auf
Reproduzierbarkeit in den Messungen trainiert und getestet wurde. Der
Korrelationskoeffizient fur wiederholte Messungen lag zwischen 0,79 und 0,95.

An vier Flachen (mesial, distal, bukkal und oral) der Zéaéhne und Implantate wurden

jeweils folgende klinische Parameter ermittelt:

1. Gingival-Index (GI) nach Loe & Silness (1963)
2. Plaque-Index (PLI) nach Silness & Lde (1964)
3. Gingivale Rezession (GR)

4. Sondierungstiefe (ST) und BNS

5. Klinischer Attachmentlevel (AL)

Zusatzlich wurde Uberprift, zu welchem Grad ein Furkationsbefall oder eine erhdhte

Zahn- bzw. Implantatbeweglichkeit besteht.
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3.2.1.1 Gingival-Index (Gl) nach Loe & Silness (1963):

Zur Erhebung der klinischen Befunde wurde der zu untersuchende Bereich mit

Watterollen trockengelegt und der Speichel verblasen. Anschlieend wurde die

stumpfe Sonde horizontal am Gingivarand entlang gefiihrt. Der Gingival Index wird in
Grad 0 bis Grad 3 eingeteilt.

Grad 0:
Grad 1:
Grad 2:

Grad 3:

Die Gingiva ist entztindungsfrei, blass rosa und ohne Aufféalligkeiten

Die Gingiva ist leicht gefarbt und leicht geschwollen

Die Gingiva ist maRig entzindet, gerdtet und geschwollen. Beim
Sondieren blutet es

Die Gingiva ist schwer entziindet, es liegt eine ausgepragte Rétung und

Schwellung vor, Tendenz zum spontanen bluten besteht

3.2.1.2 Plaque Index (PI) nach Silness & Lbe (1964)

Zur Erhebung des Plaque Index (PI), wurde der zu untersuchende Bereich mit Luft

getrocknet und mittels einer stumpfen Sonde visuell an den 4 Glattflachen jedes

Zahnes und Implantates beurteilt.

Der Plague Index wird in Grad 0 bis Grad 3 angegeben.

Grad O:
Grad 1:

Grad 2:

Grad 3:

keine Plaque

Auf der Gingiva und den benachbarten Zahnflachen befindet sich ein
hauchdinner und nicht sichtbarer Plaquefiim, der nach dem
Abstreichen mit der Sonde an der Spitze erkennbar ist.

Im Sulkus, auf den Zahnflachen und entlang des Gingivarandes
befinden sich maRige, mit dem Auge sichtbare, bandférmige
Plagueansammlungen, die nicht den Interdentalraum ausfullen.

Auf den Glattflachen befinden sich grol3flachige, mit dem blof3en Auge
erkennbare dicke Plagueansammlungen, die auch den Interdentalraum

ausfillen.
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3.2.1.3 Gingivale Rezession (GR)

Die Gingivale Rezession wurde als Abstand von der Schmelz-Zement-Grenze bis
zum Gingivarand gemessen. Am Implantat wurde der Abstand von der Oberkante

der Distanzhulse bis zum Gingivalrand gemessen.

3.2.1.4 Sondierungstiefen (ST)

An den vier Glattflachen (mesial, distal, oral, vestibular) aller Zahne und Implantate
wurde bei einem gleich bleibendem Druck von 0,25 Newton der Abstand vom
Gingivarand bis zum Sulkus- bzw. Taschenboden gemessen. Die Plasto-O-Probe
Parodontalsonde (Plastic Probe G 180 B, Dentsply-Maillefer, Balligues, Switzerland)
wurde dabei parallel zur Zahn- bzw. Implantatachse in den Sulkus bzw. die
Zahnfleischtasche eingefuhrt. Der Abstand von Sulkus- bzw. Taschenboden bis

Gingivarand wird in Millimeter angegeben.

3.2.1.5 Klinischer Attachmentlevel (AL)

Der klinische Attachmentlevel (AL) ist definiert als die Distanz in mm von der
Schmelz-Zement-Grenze bis zum Sulkus- bzw. Taschenboden (Nyam & Lindhe
1986). An den Implantaten wurde anstelle der Schmelz-Zement-Grenze die
Oberkante der Distanzhillse als Bezugspunkt gewéhlt. Die Messung erfolgte mit der
Plast-O-Probe Parodontalsonde (Plastic Probe G 180 B, Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Switzerland).

28



3.2.2 Radiologische Evaluation

Unmittelbar vor der Klinischen Untersuchung und Probenentnahme der
Sulkusflussigkeit und Speichel wurden die letzten radiologischen Aufnahmen der
Zahne und Implantate durchgefiihrt. Die radiologische Untersuchung der GCP
Patienten wurde von einer Person standardisiert in Form von Einzelfiimaufnahmen in
der Parallelwinkeltechnik durchgefiihrt. Die Einzelfilme wurden in Dias gerahmt,
mittels eines Dia-Scanners (Agfa Snap Scan, Agfa, Kdln, Deutschland) mit 675
Pixeln digitalisiert und im Windows Format als Bitmap-Datei gespeichert. Die
Auswertung der digitalisierten Rontgenbilder erfolgte mit Hilfe der Gendex/Digora
Windows Software (Digora-Gendex, Version 1.51, Stuttgart, Deutschland). Die
metrische Bestimmung des Knochenabbaus wurde linear tUber die in der Software
integrierte Funktion ,Abstandmessung“ durchgefiihrt. Dazu erfolgte an den Zahnen
jeweils mesial und distal eine relative Bestimmung des Knochenabbaus in Prozent
durch die Messung des Abstandes von der Schmelz-Zement-Grenze zum Apex. An
den Implantaten wurde der Knochenabbau als Abstand von der marginalen
Knochengrenze zur mesialen und distalen Implantatschulter gemessen. Dieser Wert
wurde in Relation zum metrischen Mal} eines Implantatwindungsganges gesetzt.

Die Auswertung aller Rontgenbilder wurde von einer Person durchgefihrt, die nicht

an der klinischen Untersuchung beteiligt war.

3.2.3 Entnahme der Sulkusflissigkeit

Vor Entnahme der Proben erfolgte die Entfernung vorhandener supragingivaler
Plaque mit sterilen Kiretten und der zu untersuchende Bereich wurde mit Watterollen
und Luftpuster trocken gelegt. An den Zahnflachen (n=24) und Implantatflachen (n=
18) der Patienten, sowie an den Zahnflachen (16,21,24,36,41,44) der Kontrollgruppe
(n= 39) wurde jeweils mesial und distal ein Filterpapierstreifen’ in den Sulkus
appliziert und fur 30 sec. belassen. Nach Entnahme des Filterpapierstreifens wurde
das Volumen mit Hilfe einer Mikrowaage® bestimmt. Hierbei wurde der

Filterpapierstreifen vor und nach Probenentnahme gewogen und die Differenz

2 Periopaper®, Proflow Inc. Amityville, NY, USA
3 LE 225D-0CE, Firma Sartorius. Gottingen
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berechnet. Verunreinigte Streifen mit Blut oder Speichel wurden verworfen und
erneut entnommen. Nach Entnahme aller Proben, wurden diese einzeln in ein
Eppendorfgefald mit 200ul PBS Losung appliziert und nach dem Zentrifugieren bei -

80°C eingefroren.

3.2.4 Entnahme des Speichels

Zur Entnahme der Speichelprobe applizierte der Patient eine sterilen Wattenrolle* mit
dem Eindrtckstopfen in den Mund und kaute diese 60 sec. AnschlieRend wurde die
Watterolle mit der Zunge zurick in das Salivetten-Einhangegefal3 gesteckt,
innerhalb einer Stunde zentrifugiert (1000 rpm) und bei -80°C eingefroren. Alle
Proben wurden frih am Morgen (ca. 8h) innerhalb der ersten Stunde nach dem

Aufwachen gesammelt.

3.2.5 OPG-Proteinanalyse

Zur OPG Analyse im Speichel und in der Sulkusflissigkeit wurde ein Osteoprotegerin
ELISA Kit> (Sandwich-Prinzip) eingesetzt. Dieser besitzt eine Nachweisgrenze fur
OPG von 0,14 pmol/l und der Inter-Assay Variationskoeffizient betragt 6-8 %.
Verwendet werden zwei spezifische Antikbrper gegen OPG, wobei der
Bindeantikorper an die Oberflache einer Mikrotiterplatte gekoppelt ist. Dieser bindet
das OPG in der Probe. Der l6sliche, biotinylierte Detektionsantikérper lagert sich von
der anderen Seite her an das OPG an. Unspezifisch gebundenes Material wird durch
einen Waschgang entfernt. Uber ein Streptavidin-Peroxidase/TMB-System wird das
OPG quantifiziert. Es erfolgt eine photometrische Messung der Absorption der
chromogenen Verbindung bei 450 nm und parallel dazu die Erstellung einer
Standardkurve der Absorptionen versus bekannter Standardkonzentrationen (25;
12,5; 6,25; 3,13 pmol/l). Hieraus werden die Konzentrationen der Proben ermittelt. In
Vorbereitung des ELISAs wurde das Waschpufferkonzentrat 1:20 mit DEPC-Wasser

4 Salivette®, Firma Sarstedt, Nimbrecht
5 Firma Immundiagnostik (Bensheim, Deutschland)
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verdunnt. Zur Erstellung der Standardkurve wurde die OPG-Stocklésung (500 pmol /
[) mit Zellkulturmedium 1:20 vorverdunnt, dieser Ansatz diente als Standard mit der
hdchsten Konzentration (S1 = 25 pmol/l). Ausgehend von dieser Stocklésung wurde
eine Verdunnungsreihe mit 1:2 Verdinnungsschritten (S2 = 12,5 pmol/l, S3 = 6,25
pmol/l, S4 = 3,13 pmol/l) und reinem Zellkulturmedium (S5 = 0 pmol/l) hergestellt. In
die Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 ul Assaypuffer vorgelegt und
50 ul Standard in Doppelwerten sowie die Proben in Dreifachwerten hinzupipettiert.
Nach Zugabe von jeweils 50 pul des l6slichen Detektionsantikorpers in die
Vertiefungen wurde die Mikrotiterplatte nach vorsichtigem Durchmischen 18-24 h bei
4 °C inkubiert. AnschlielRend wurde der Inhalt der Mikrotiterplatte verworfen, diese
funfmal mit je 300 pl Waschpuffer gewaschen und nach der letzten Waschung auf
Saugpapier ausgeschlagen. Im néachsten Schritt wurden je 200 pl Konjugat
(Streptavidin, Peroxidase-markiert) in die Vertiefungen pipettiert, nachfolgend die
Mikrotiterplatte 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und nach abgelaufener
Inkubationszeit erneut dem Waschungsvorgang unterzogen. Nach diesem zweiten
Waschgang wurden 200 pl TMB (Tetramethylbenzidin)-Lésung in die Vertiefungen
gegeben, die die Quantifizierungsreaktion auslésten. Diese stellt sich als OPG-
konzentrationsabhéngige Blaufarbung der Lésung dar. Nach 15-20 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurde durch die Zugabe von 50 pl Stopplosung je Vertiefung
die Reaktion unter Farbumschlag von blau nach gelb beendet. Nach kurzem Mischen
wurde sofort die Extinktion in einem Mikrotiterplattenphotometer bei = 450 nm gegen
eine Referenzwellenldnge 2= 690 nm gemessen. Ergab sich bei den Proben eine
OPG-Konzentration hoher als der hochste Standard, so wurden diese mit

Waschpuffer verdinnt und einem zweiten Assay unterzogen.
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3.2.6 RANKL- Proteinanalyse

Zur Analyse des RANKL Gehaltes im Speichel und in der Sulkusflussigkeit wurde der
total SRANKL (human) ELISA Kit® eingesetzt.

In Vorbereitung des ELISA wurde das Waschpufferkonzentrat 1:10 mit bidestilliertem
Wasser verdiinnt. Das Konjugat (Streptavidin — Peroxidase) wurde 1:1000 in
Waschpuffer verdinnt und der Detektionsantikbrper wurde ebenfals 1:1000 in
Waschpuffer verdiinnt. Die Losungen fir die Standardkurve wurden aus dem total
SRANKL - Standardkonzentrat (S1) mit verdinntem Waschpuffer in 1:3
Verdunnungsschritten (S2= 100 ul S1 + 200ul verdinnten Waschpuffer; S3= 100ul
S2 + 200ul verdinnten Waschpuffer; S4= 100ulS3 + 200ul verdinnten Waschpuffer;
S5= 100ul S4 + 200ul verdinnten Waschpuffer) hergestellt. Alle Speichel- und
Sulkusflussigkeitsproben wurden vor dem Einsatz im Test 1:10 in Waschpuffer
verdinnt. Die Testdurchfihrung basierte auf der Sandwich — ELISA Technik, es
wurden zwei ausgewahlte Antikorper verwendet. Nach den abgeschlossenen
Vorbereitungen wurden Teststandards, Kontrollen und verdinnte Patientenproben
(Speichel, Sulkusflissigkeit), die SRANKL enthalten mit der OPG — Ldsung in alle
Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Das ganze wurde abgedeckt und 16 — 24
Stunden bei 2 — 8°C inkubiert. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind mit
hochaffinen, polyklonalen anti — human OPG Antikoérper beschichtet. In dem ersten
Inkubationsschritt wurde das SRANKL aus der Probe an das OPG gebunden und von
dem gekoppelten Fangerantikbrper an die Mikrotiterplatte gebunden. Nach dem
Ablaufen der Zeit, wurde der Inhalt der Vertiefungen verworfen und 5x mit je 250ul
verdinntem Waschpuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Reste vom Waschpuffer durch ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernt. Nach
Zugabe von 100ul Detektionsantikérper (ein Biotin — markierter monoklonaler anti —
SRANKL Antikorper) in alle Vertiefungen wurde das ganze 2 Stunden bei 18 — 26°C
inkubiert. Dort kommt es zur Bildung folgenden Komplexes an der Wand der
Mikrotiterplatte: ~ Fangerantikdrper — humanes OPG - SRANKL -
Detektionsantikorper. Der Inhalt der Vertiefungen wurde nach Ablaufen der Zeit
verworfen und wieder 5x mit je 250ul verdinntem Waschpuffer gewaschen. Nach
dem letzten Waschschritt wurden die Reste von Waschpuffer durch Ausklopfen auf
saugfahigem Papier entfernt. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe eines Streptavidin

6 Firma Immundiagnostik (Bensheim, Deutschland)
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— Peroxidase — Konjugats (100ul), das spezifisch an Biotin bindet. Dieses Konjugat
wurde in alle Vertiefungen pipettiert und maximal 1 Stunde bei 2 — 8°C inkubiert.
Danach erfolgte erneut die Waschung. Als Peroxidasesubstrat wurde
Tetramythelybenzidin (100ul TMB) eingesetzt, in alle Vertiefungen pipettiert und 20 —
30 Minuten bei Raumtemperatur (18 — 26°) im Dunkeln inkubiert. Durch Zugabe von
50ul Séure (Stopplosung) wurde die Enzymreaktion abgestoppt und es kam zu
einem Farbumschlag von blau nach gelb. Nach kurzem Mischen wurde sofort die
Extinktion in einem Mikrotiterplattenphotometer bei 1= 450nm gegen eine
Referenzwellnlange 1= 620nm (oder 690nm) gemessen.

War keine Referenzwellenlange vorhanden, wurde nur bei 450 nm gelesen. Falls die
Extinktion des hochsten Standards den Messbereich des Photometers uberstieg,

musste sofort bei 405 nm gegen 620 nm (690 nm) gemessen werden.

3.2.7 Studiendesign

Im Anschluss an die Implantation wurden die Patienten alle 3 Monate fur 3-10 Jahre
sowohl klinisch als auch radiologisch untersucht. Zu jedem Recalltermin wurden die
Patienten zur Optimierung der Mundhygiene neu motiviert und instruiert. Zusatzlich
erhielten die Patienten eine professionelle Zahnreinigung. Die klinischen Parameter
zur statistischen Analyse wurden am Tag der Probenentnahme des Speichels und

der Sulkusflissigkeit erhoben.

3.2.8 Statistische Evaluation

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS.’

Die Spearmansche Rangkorrelation (r) wurde berechnet, um die Korrelation
zwischen den klinischen und biochemischen Parametern zu ermitteln. Der Mann-
Whitney-U-Test wurde zum Gruppenvergleich zweier Gruppen bei nicht normal
verteilten Daten und der Wilcoxon-Matched-Pair-Test wurde zum Grél3envergleich

von zwei verschiedenen Variablen bei nicht normal verteilten Daten angewandt.

7 Statistical Package of Social Science, 10.0.5, SPSS, Chicago, IL, USA
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische Ergebnisse

Bei den GCP Patienten lag die mittlere Sondierungstiefe an den Implantaten bei
2,21 £ 1,07mm und Bluten nach Sondieren bei 0,16 = 0,36. An den Zahnen lag die
mittlere Sondierungstiefe bei 2,52 + 0,73mm und Bluten nach Sondieren bei 0,12 +
0,16. Die Gingivale Rezession betrug < 2 mm und der Gingival Index <1 (Tab. 1).

In der Kontrollgruppe lag die mittlere Sondierungstiefe bei 1,81 + 0,32mm. Es lag
kein Bluten nach Sondieren vor sowie keine Gingivalen Rezessionen. Der Gingival
Index lag bei 0,00 + 0,00 (Tab.1).

4.2 OPG und RANKL in der Sulkusflissigkeit

OPG konnte in der Kontroligruppe in 17 von 79 Proben (80,657pmol/l+/-
120,328pmol/l) gemessen werden (Tab.2 und Abb.1). An den Zahnen der GCP
Patienten wurde OPG in 10 von 36 Proben (195,650pmol/I+/-284,838pmol/l) und an
den Implantaten in 11 von 28 Proben (92,048pmol/l+/-131,844pmol/l) nachgewiesen.
Die OPG Konzentration an den Zahnen war gegentber den Implantaten und der
Kontrollgruppe nicht signifikant erhdht.

RANKL konnte in der Kontrollgruppe in 5 von 78 Proben (2,797pmol/l+/-3,509pmol/l)
nachgewiesen werden (Tab.2 und Abb. 2). An den Z&ahnen der GCP Patienten
konnte RANKL in 10 von 36 Proben (24,943pmol/l+/-39,182pmol/l) und an den
Implantaten in 8 von 28 Proben (50,990pmol/l+/-82,545pmol/l) gemessen werden.
Die RANKL Konzentration an den Zahnen der Kontrollgruppe war deutlich geringer,
allerdings statistisch nicht signifikant gegeniiber den Zahnen und Implantaten der
GCP Patienten. In allen Gruppen lag zwischen der OPG und RANKL Konzentration
in der Sulkusflissigkeit kein signifikanter Zusammenhang vor. Es bestand ebenfalls
kein signifikanter Zusammenhang zwischen OPG, RANKL und den klinischen

Parametern.
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4.3 OPG und RANKL im Speichel

OPG war in allen Proben (0,532pmol/I+/-0,937pmol/l) in der Kontrollgruppe und in 6
von 7 Proben bei den GCP Patienten (0,375pmol/l+/-0,413pmol/l) nachweisbar
(Tab.3 und Abb.3-4).

RANKL hingegen wurde in 4 von 7 Proben (0,344pmol/l+/-0,482pmol/l) in der
Kontrollgruppe und in 7 von 8 Proben (0,141pmol/l+/-0,096pmol/l) bei den GCP
Patienten nachgewiesen.

In beiden Gruppen lag zwischen der OPG und RANKL Konzentration im Speichel
kein signifikanter Zusammenhang vor.

Es bestanden ebenfalls keine signifikanten Zusammenhange zwischen OPG,
RANKL und den klinischen Parametern (Tab.4).
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

5.1.1 Die Gewinnung der Sulkusflussigkeit

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

Es kommt im Verlauf der gingivalen Entziindungsreaktion zu einer Steigerung der
Gefasswandpermeabilitat. Dies fuhrt zum Austritt von Blutserum in das umgebende
Bindegewebe (Exsudat). Von dort sickert es durch das Saumepithel in den Sulkus,
wo es Substanzen des entzindlichen Prozesses aufnimmt und als Sulkusflissigkeit
in die Mundhohle austritt. Die Hauptbestandteile leiten sich in diesem Fall vom
Plasma, dem Gingivagewebe und den im Gewebe und im Sulkus befindlichen
Mikroorganismen sowie deren Bestandteile bzw. Stoffwechselprodukte ab (Lamster
et al. 1985; Kornman 1987; Suido et al. 1988).

Demnach lassen sowohl die Qualitat als auch die Quantitdt der Sulkusflissigkeit
Ruckschlisse auf den Entziindungszustand des Parodonts zu. Es kann nun mit Hilfe
unterschiedlicher Verfahren eine Beurteilung der ausgetretenen Sulkusflissigkeit
durchgefuihrt werden. Die Wahl der Methode richtet sich nach dem Zweck der
Untersuchung. Fiur die eigentliche Gewinnung der Sulkusflissigkeit sind in der
Literatur drei Moglichkeiten beschrieben:

Bei der Auswaschmethode wird der Sulkus mit physiologischer Kochsalzldsung

gespult, die dann sofort wieder gemeinsam mit der Sulkusflissigkeit aspiriert wird.
Dieses Verfahren dient der Gewinnung von Sulkusflissigkeit mit ihren zellularen
Bestandteilen. In der Literatur werden zwei verschieden Methoden beschrieben. Die
einfachere umfasst die EintrAufelung und Re-Aspiration von physiologischer
Kochsalzlésung an der Interdentalpapille (Skapski & Lehner 1976).

Dieser Vorgang wird mehrfach wiederholt, um eine grindliche Mischung der

Transportlésung und der Sulkusflissigkeit zu gewahrleisten.
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Die aufwendigere Methode setzt einen mal3gefertigten Acrylstent voraus, der das
parodontale Gewebe des entsprechenden Zahnes vom Rest der Mundhohle isolieren
soll. Das Gewebe wird dann fur 15min mit einer Salzlésung und einer peristaltischen
Pumpe gespult und die verdinnte Sulkusflissigkeit wird entnommen (Oppenheim
1970). Diese Gingivawaschung erscheint sinnvoll, wenn lediglich die Anzahl und die
Art der verschiedenen Zelltypen untersucht werden sollen. Als Hauptnachteil dieser
Methode ist zu sehen, dass nicht die gesamte Sulkusflussigkeit durch das Aspirieren
und Re-Aspirieren aufgenommen wird. Dadurch ist eine genaue Quantifizierung des
Volumens oder der Zusammensetzung nicht moglich, da ein exakter
Verdunnungsfaktor nicht bestimmt werden kann (Griffiths 2003).

Bei der Kapillar-bzw. Mikropipettenmethode wird die Sulkusflissigkeit in

Kapillarrohrchen von standardisiertem Ausmald bei standardisierter Zeit aufgesaugt
(Sueda et al.1969). Die Sulkusflissigkeit migriert durch Kapillarkrafte in das
Rohrchen, und da der innere Durchmesser bekannt ist, kann das Volumen der
gesammelten Sulkusflissigkeit anhand der zurtickgelegten Strecke in dem Rohrchen
genau analysiert werden. Solche Mikropipetten kommen immer dann zum Einsatz,
wenn groBere Mengen an Sulkusflissigkeit benétigt werden bzw. vorhanden sind,
beispielsweise bei entzindetem Gewebe. Bei gesunden Verhéaltnissen und
entsprechend geringer vorhandener Sulkusflissigkeitsmenge kann es nétig sein, die
Kapillare tber mehr als 30 min im Sulkus zu belassen, um ein ausreichendes
Volumen aufzusaugen. Dies ist weder atraumatisch fir den Sulkus, noch in der
Praxis umsetzbar. Eine weitere Komplikation dieser Methode stellt die vollstandige
Herauslosung der Sulkusflissigkeit aus der Pipette dar. Dies kann entweder tber
einen Luftstrahl, eine Verdiinnungslosung oder durch Zentrifugation erfolgen.

Bei der Filterpapierstreifen-Methode wird die Sulkusflissigkeit mit speziellen

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

Taschenboden appliziert wird (Abb. 5).
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Abb.5. Darstellung der Positionierung der Filterpapierstreifen (Griffiths 2003).
(a) extrakrevikulare Methode
(b)“oberflachliche” intrakrevikulare Methode

(c)tiefe” intrakrevikulare Methode

Die Filterpapierstreifen-Methode ist am weitesten verbreitet. Als Vorteile sind die
schnelle und einfache Handhabung, sowie die geringe Traumatisierung zu nennen.
Die mittels Filterstreifen gewonnenen Proben lassen sich mit verschiedenen
Methoden auswerten.

Bei der Ninhydrin-Methode wird der Filterpapierstreifen nach Probenentnahme mit

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

Eine noch genauere Markierung der Sulkusflissigkeit der Filterpapierstreifen ist
maoglich durch die so genannte Fluorescein-Methode. Hierbei werden dem

Probanden 2g Fluorescein zwei Stunden vor Probenentnahme systemisch
verabreicht, und die Filterpapierstreifen mit der Sulkusflissigkeit werden unter
ultraviolettem Licht untersucht. Um eine Verfdlschung der Messergebnisse zu
vermeiden, darf kein Speichel mit dem Filterpapier aufgesogen werden (Cimasoni
1974). Die Nachteile der Farbetechniken liegen zum einen darin, dass die
unumgangliche Verzdgerung der Ausmessung des Streifens zu Verdunstung und
damit zu Ungenauigkeiten des ermittelten Volumens fihren kann. Auf3erdem

verhindert die Reaktion der Farbemittel mit den Proteinen der Sulkusfliissigkeit eine
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weitere Laboruntersuchung der weiteren Komponenten. Die Methode beschrénkt
sich demnach nur auf die Messung des Volumens. Bei selbstfarbenden
Indikatorstreifen handelt es sich um in Millimeter skalierte 1 mm breite Teststreifen,
die einen sogenannten nichtblutenden pH-abhangigen Indikator an Cellulose
gebunden enthalten. Durch steigende pH-Werte kommt es zu einer Farbverénderung
von Gelb nach Violett. Nach Applikation an den Sulkuseingang kommt es durch die
Sulkusflussigkeit zu einer Verfarbung des Streifens entsprechend der Steighdhe, die
anschlielend mittels einer Lupe abgelesen werden kann (Kohlbecker et al.1989).
Eine Analyse der Sulkusflissigkeitsmenge ist auch Uber die Messung der
Gewichtszunahme eines mit Sulkusflissigkeit beschickten Filterpapierstreifens
madglich (Cimasoni et al.1988; Valazza et al.1972). Hierbei wird der Streifen vor und
nach Probenentnahme gewogen und die Differenz berechnet. Diese Wiegemethode
konnte erfolgreich angewendet werden (Condacci et al.1982; Giannopoulou et
al.1992), erfordert aber eine sehr genaue Waage, um die zum Teil sehr kleinen
Mengen an Sulkusflissigkeit, vor allem aus einem gesunden Sulkus, zu bestimmen.
Ahnlich wie bei den vorher beschriebenen Techniken kénnen Verdunstungseffekte
zu Ungenauigkeiten fuhren.

Auch bei der hygrometrischen Bestimmung mit dem Periotron® werden spezielle
Filterpapierstreifen verwendet, mit denen die Sulkusflissigkeit in einer vorgegebenen
Zeit aufgenommen wird. Die Volumenbestimmung der aufgenommenen
Sulkusflissigkeitsmenge erfolgt anschlieBend mit dem Periotron®-Gerat®, das
Feuchtigkeitssensoren besitzt und Flissigkeitsmengen bis in den Nanoliterbereich
bestimmen kann. Das Gerat misst dabei das gesammelte Flissigkeitsvolumen des
Streifens Uber die Veranderung der Leitfahigkeit gegentber einem trockenen
Streifen. Die Flussigkeitsmenge wird digital in Einheiten (PU = Periotron Units)
angegeben, kann aber bei Bedarf durch eine Kalibrierung des Gerates in Volumina
umgerechnet werden. Bei der neuesten Version, dem Periotron® 8000, besteht die
Mdoglichkeit, das Geréat mit einem Computer zu koppeln und mit der entsprechenden
Software eine sofortige Umrechnung in Volumen zu erhalten. Es gibt mehrere
Faktoren, die bei der Periotron®-Methode zu Fehlern bei der Volumenbestimmung
fuhren konnen. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass Ublicherweise der totale Fehler

im Modell gemessen wird und dieser sich aus dem Periotron® an sich, der

8 OraflowlInc., Amityville, New York, USA
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Verdunstung von Flissigkeit, Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit, der verwendeten
Dispersierungsmethode und der fur die Dispersierung des Volumens angewendeten
Spritze zusammensetzt. Die haufigsten geratespezifischen Fehlerquellen des
Periotrons® stellen die Positionierung des Filterpapierstreifens innerhalb der
Maschine, Flussigkeitsretention an den Sensoren, Ungenauigkeiten bei der
Kalibrierung des Periotrons® und Unterschiede bei der Viskositdt und
lonenkonzentration der Kalibrierungsflussigkeiten dar. In verschiedenen Studien
wurde die Fehlerhaufigkeit zwischen wiederholten Messungen mit dem Periotron®
beschrieben (Griffths 2003). Bei Testvolumina von 0,1yl fuhrte die
Flussigkeitsretention an den zwei Sensoren zu Verlusten von bis zu 8,21% (Tozum et
al. 2004).

Diese an sich minimalen Fehler schlagen sich in erhéhten Prozentzahlen nieder,
wenn die Originalvolumina klein sind und somit das untere Ende der
Kalibrierungskurve des Periotrons® betroffen ist. Aus diesem Grund wird das untere
Ende der Kalibrierungskurve als fehlerverdachtig eingestuft und das Periotron® als
ein Gerat gesehen, mit dem man nur akkurate Volumenmessungen zwischen 0,1 und
1,2ul durchfiihren kann (Griffiths 2003).

Die Sulkusflissigkeitsmenge stellt, wie aus den obigen Ausfuhrungen hervorgeht,
einen besonders empfindlichen Untersuchungsparameter dar. Fehlerhafte
Probenentnahmen kénnen zu einer Verfalschung des Ergebnisses der gesamten
Untersuchung fuhren. Bei allen Entnahmeverfahren der Sulkusflissigkeit kénnen die
Resultate der Analyse dadurch negativ beeinflusst werden, dass bei der Gewinnung
kapillare  Mikrorisse im  subepithelialen  Gefal3plexus entstehen. Diese
Mikroverletzungen koénnen zu einer Plasmakontaminierung der ,natlrlichen®
Sulkusflussigkeit fuhren (Lamster et al.1985). Da sich die Zusammensetzung des
Plasmas von der der Sulkusflissigkeit unterscheidet, wird so das Verhéltnis von
Bestandteil zu Volumen verandert. Gerade die in einigen friiheren Untersuchungen
verwendeten Kapillarréhrchen, die relativ grol3e Standardmengen (10-20ul) lieferten,
stellten diesbezuglich keine physiologische Annédherung zur
Sulkusflissigkeitsanalyse dar (Bang et al.1972; Lamster et al.1986). Auch bei der
heute gebrauchlichen Methode mit Filterpapierstreifen kann es beim Einsetzen zu
Mikroverletzungen kommen. Um einer Traumatisierung des Gewebes und der damit
verbundenen Permeabilitdtssteigerung entgegenzuwirken, sollte der Streifen am

Gingivarand angesetzt werden (Egelberg 1966). Die intrakrevikulare Methode wird
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dabei heute favorisiert (Griffiths 2003). Auch Speichel im Bereich des
Sulkuseinganges oder die fehlerhafte Applikation der sterilen Papierspitzen kdnnen
die Messwerte verfalschen. Nimmt man beispielsweise mit dem Filterpapierstreifen
Plaque auf oder appliziert ihn mit Druck, wird ein zu hohes Messergebnis erreicht.
Studien zeigen, dass die gemessenen Sulkusflissigkeitsmengen bei Vorhandensein
von supragingivaler Plaque verfalscht werden (D'Aoust & Landry 1994).
Entscheidend ist hier, nur die Sulkusflissigkeit zu entnehmen, um die
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse zu gewahrleisten. Sowohl fur die
Filterstreifen als auch fur die Kapillarmethode ist es entscheidend, dass die
Verweildauer der Entnahmegerate eine Zeit von 120sec nicht Ubersteigt (Curtis et
al.1989). Da eine Traumatisierung des Gewebes, wie oben beschrieben, nie géanzlich
ausgeschlossen werden kann, soll so ein Uberproportionales Ansteigen der
Plasmakomponente vermieden werden. Bezlglich der Liegedauer der
Filterpapierstreifen im Sulkus bzw. am Sulkuseingang ist zudem zu beachten, dass
bei langeren Verweilzeiten das Ergebnis durch Verdunstungseffekte verfalscht
werden konnte.

Zur Bestimmung der Sulkusflissigkeitsmenge wurde in dieser Studie die oben
beschriebene Wiegemethode von Filterpapierstreifen verwendet. Die Gewinnung der
Sulkusflussigkeit erfolgte jeweils mesial und distal der Z&hne und Implantate. Eine
Entnahme mittels Mikropipettten oder Kapillaren kam wegen der sehr kleinen
Mengen an Sulkusflissigkeit im gesunden Zustand nicht in Frage. Die dargestellten
Ungenauigkeiten bei Verwendung des Periotrons® in Bereichen von unter 0,1l sind
fur die Bestimmung von Kleinstmengen im gesunden Sulkus nicht tolerierbar. Durch
bereits minimale Fehler bei der Messung konnen die spater errechneten
Konzentrationen an OPG und RANKL verfalscht werden, zumal durch die kleinen
Volumina solche Fehler noch potenziert werden wirden. Die verwendete Waage
wurde vor Studienbeginn kalibriert.
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5.1.2 Die Gewinnung des Speichels

In der vorliegenden Studie wurde erstmals Speichel von GCP Patienten mit
Implantaten entnommen. Im Gegensatz zu voran gegangenen Studien erfolgte das
Sammeln der Speichelproben mittels steriler Watterollen’ und nicht durch
Ausspucken in sterile Réhrchen.

Die Speichelsammlung mittels einer Salivette® erfolgt durch Kauen auf einer sterilen
Watterolle. Fur die Speichelgewinnung wird die vollgesaugte Watterolle in das
Salivetten-Einhangegefald gesteckt und zentrifugiert. Der nun vorliegende
wasserklare Speichel steht fur die Analyse zur Verfigung. Aufgrund des speziellen
Designs der Salivette ® wird eine saubere und hygienische Probengewinnung

gewahrleistet (Firma Sarstedt).

Abb.6: Darstellung der Speichelentnahme mit einer Salivette® (Firma Sarstedt).

7 i

A

9 Salivette®, Firma Sarstedt, Nimbrecht
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Diese einfache Methode hat den Vorteil, dass durch den Druck der Watterolle auf die
Speicheldrisen eine erhdhte Speichelsekretion hervorgerufen wird und der
Speichelfluss nicht zuséatzlich stimuliert werden muss. Auf3erdem erhalt man, im
Gegensatz zum Ausspucken, eine recht konstante Speichelmenge. Die
Speichelentnahme kénnte eine gute Alternative zur herkémmlichen Blutentnahme
darstellen. Ein groRRer Vorteil ist hierbei, dass die Speichelentnahme non-invasiv und
jederzeit erhaltlich ist. Dadurch verringern sich eventuelle Angste bei Patienten, was
die Probenentnahme Uber einen langeren Zeitraum erleichtert. Auch fir den
Behandler verringert sich das Risiko, sich mit ansteckenden Krankheiten wie HIV
oder Hepatitis zu infizieren. Hinzu kommt, dass Speichel leichter zu lagern ist, da er
im Gegensatz zu Blutproben nicht gerinnen kann.

Orale FlUssigkeiten, wie der Speichel, kbnnen als ,Spiegel des Korpers“ gesehen
werden. Um diesen zu diagnostizieren bedarf es funktionell anspruchsvollen
technischen Geraten. Hierbei hat es sich das National Institute of Dental &
Craniofacial Research (NIDCR) zur Aufgabe gemacht, die technischen Fortschritte,
die zur ldentifikation und Validierung von eindeutigen Biomarkern im Speichel wichtig
sind, zu fordern. Es bedarf jedoch noch viel Arbeit, bis das Ziel von einer technisch

perfekten Diagnostik fur den Speichel erreicht wird (Lee et al.2009).

43



5.2 Diskussion der Ergebnisse

Beim physiologischen Knochenstoffwechsel spielt das OPG/RANKL-System eine
zentrale Rolle, da RANKL, sein zellularer Rezeptor RANK und der Decoy-Rezeptor
Osteoprotegerin ein essentielles Zytokinsystem fur die Zellbiologie von Osteoklasten
darstellt (Hofbauer 2004). Das Verhaltnis von RANKL zu OPG ist dabei essentiell fir
das Vorliegen von Knochenauf - und abbau. In vielen Féllen fihrt dabei ein
Ubergewicht von RANKL zu gesteigerten Resorptionsvorgangen. Diese Erkenntnisse
legen nahe, dass das OPG/RANKL - System auch bei einer Parodontitis eine
wichtige Rolle spielt. So konnte in einem Tierversuch gezeigt werden, dass OPG die
Knochenresorption bei einer parodontalen Erkrankung hemmt (Teng et al. 2000). In
einer klinischen Studie war die OPG Konzentration im parodontal erkranktem
Gewebe signifikant herabgesetzt und die RANKL Konzentrationen signifikant erhoht
(Crotti et al. 2003). In weiteren klinischen Studien wurden in der Sulkusflissigkeit
erhdhte RANKL Konzentrationen an Zahnen mit Parodontitis im Vergleich zu
gesunden Stellen nachgewiesen (Lu et al. 2006 & Mogi et al. 2004). Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass die OPG Konzentration bei Rauchern und
Nichtrauchern mit einer chronischen Parodontitis 4 Wochen nach der initialen
Parodontalbehandlung signifikant herabgesetzt wird (Budunelli et al. 2009).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das OPG/RANKL - System an dem Auf-
und Abbau des Alveolarknochens bei Patienten mit entzundlichen parodontalen
Erkrankung beteiligt ist. Aufgrund dieser Erkenntnisse liegt die Annahme nahe, dass
das OPG/RANKL System auch im Knochenstoffwechsel von osseointegrierten
Implantaten eine zentrale Rolle spielt. Allerdings ist bis heute nicht bekannt, welchen
Einfluss es in der Einheilung dentaler Implantate und Aufrechterhaltung der
Osseointegration hat.

In einer klinischen Studie konnte OPG und RANKL in der Sulkusflissigkeit von
osseointegrierten Implantaten (n=86) nachgewiesen werden (Arikan et al. 2008). 79
Implantate wurden anhand der Kklinischen Parameter als gesund eingestuft, 4
Implantate wiesen Zeichen einer Mucositis und 3 weitere zeigten eine Periimplantatis
auf. Da ein Ungleichgewicht zwischen gesunden und kranken periimplantaren
Verhaltnissen vorlag, wurde kein Gruppenvergleich durchgefuhrt. Von allen Proben
(n=86) konnte in 10 Proben (12%) sRANKL nachgewiesen werden, wobei keine
Korrelation zu den klinischen Parametern vorlag. OPG konnte in 68 Proben (79%)
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nachgewiesen werden und Korrelierte signifikant mit der periimplantaren
Weichgewebsentziindung (Gingival Index und Bluten nach Sondieren). Zwischen
OPG und RANKL lagen keine Korrelationen vor.

In einer weiteren Studie wurden insgesamt 84 Proben der SF (Sulkusflissigkeit) von
Patienten (n=19) mit Implantaten (n=42) untersucht (Monov et al. 2006). OPG lag in
keiner Probe vor, sRANKL hingegen war in 29 Proben (35%) nachweisbar. Die
SRANKL Konzentrationen korrelierten nicht mit den klinischen Parametern.

Kritisch ist zu bemerken, dass alle negativen Proben nicht in der statistischen
Analyse bertcksichtigt wurden, und keine genauen Aussagen (ber den
periimplantaren Gesundheitszustand vorlagen. Weiterhin ist kritisch zu bemerken,
dass in beiden oben genannten Studien alle SF Proben gepoolt wurden, was dazu
fuhrt, die Nachweisgrenze zu erhdhen.

In der vorliegenden Studie wurden die Proben ohne zu poolen entnommen und
einzeln untersucht. Alle Patienten wiesen eine behandelte generalisierte chronische
Parodontitis ohne Zeichen einer Mucositis oder Periimplantitis auf. Dies kdnnte
erklaren, dass OPG und RANKL in deutlich héheren Konzentrationen gemessen
wurde, als in den vorangegangenen Studien. Die hohen Werte deuten darauf hin,
dass alle Patienten in der Vergangenheit Knochenabbau aufwiesen und das
OPG/RANKL - System dadurch sensibilisiert wurde. Es bleibt allerdings aufgrund der
geringen Fallzahl der Studie zu bericksichtigen, dass die Ergebnisse in weiteren
Studien mit hdéheren Fallzahlen tUberprift werden sollten.

Neben der Sulkusflissigkeit konnte in wenigen Studien OPG und RANKL im
Speichel nachgewiesen werden (Buduneli et al. 2008, Miller et al. 2006, Ramseier et
al. 2008). In einer klinischen Studie wurde der Speichel von parodontal erkrankten
Patienten untersucht (Buduneli et al. 2008). Es zeigte sich, dass bei Rauchern mit
behandelter und nicht behandelter Parodontitis héhere RANKL und niedrigere OPG
Konzentrationen vorhanden sind als bei Nichtrauchern.

In weiteren Studien wurden der Speichel auf Biomarker (IL-183, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
lIL-10, IL-13, MMP-8, MMP-9, OPG), die zur Diagnostik von parodontalen
Erkrankungen von Bedeutung sind, untersucht (Miller et al. 2006, Ramseier et al.
2008). Es scheint, dass sich MMP-8 und IL-18 als Biomarker fir parodontale
Erkrankungen eignen. Der Nachweis von OPG konnte nicht mit Entziindungen des

parodontalen Weichgewebes und dem Knochenabbau in Zusammenhang gebracht
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werden (Miller et al. 2006), allerdings weisen erhohte OPG Werte auf gesunde
parodontale Verhéltnisse hin (Ramseier et al. 2008).

In der vorliegenden Studie wurde erstmals Speichel von GCP Patienten mit
Implantaten entnommen. Im Gegensatz zu den oben genannten Studien erfolgte das
Sammeln der Speichelproben mittels steriler Watterollen'® und nicht durch
Ausspucken in sterile Réhrchen wie in den oben genannten Studien. Diese Methode
hat den Vorteil, dass durch den Druck der Watterolle auf die Speicheldriisen eine
erhohte Speichelsekretion hervorgerufen wird und der Speichelfluss nicht zusatzlich
stimuliert werden muss. Aul3erdem erhélt man, im Gegensatz zum Ausspucken, eine
konstante Speichelmenge.

Die Konzentration von OPG und RANKL im Speichel ist im Gegensatz zur
Sulkusflussigkeit deutlich geringer und in beiden Gruppen nahezu identisch.
AulRerdem konnte sowohl OPG als auch RANKL in fast allen Proben nachgewiesen
werden. Anhand der vorliegenden Ergebnisse ist die Rolle des Speichels als
Reservoir fur OPG und RANKL nicht ausreichend interpretierbar.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass der Nachweis von OPG und RANKL in
der Sulkusflissigkeit und im Speichel ein vielversprechendes diagnostisches
Nachweisverfahren fir den Knochenstoffwechsel an Zahnen und Implantaten sein
kann. Insbesondere sollte die Rolle des OPG und RANKL - Systems in der
Etablierung und Aufrechterhaltung einer Osseointegration von Implantaten und der
Entstehung von periimplantaren entzindlichen Erkrankungen né&her untersucht

werden.

10 Salivette®, Firma Sarstedt, Nimbrecht
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6. Schlussfolgerung

1. In der Sulkusflissigkeit konnte in 20-30% der Proben OPG und RANKL
nachgewiesen werden. Die RANKL Konzentration an den Implantaten war deutlich

erhoht, jedoch statistisch nicht signifikant.

2. Im Speichel konnte in nahezu allen Proben OPG und RANKL in geringen Werten
gemessen werden. Die OGP Konzentrationen war in der Kontrollgruppe gegenuber

den GCP Patienten leicht erhéht, jedoch statistisch nicht signifikant.

3. In beiden Gruppen lag zwischen der OPG und RANKL Konzentration im Speichel
und in der Sulkusflissigkeit kein signifikanter Zusammenhang vor. Es bestanden
ebenfalls keine Korrelationen zwischen OPG, RANKL und den Klinischen

Parametern.
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7. Zusammenfassung

Beim physiologischen Knochenstoffwechsel spielt das OPG/RANKL - System eine
zentrale Rolle fur das Vorliegen von Knochenauf - und abbau. RANKL fordert die
Knochenresorption durch Steigerung der Anzahl und Aktivitdt funktionsfahiger
Osteoklasten Uber Aktivierung seines osteoklastaren Rezeptors RANK. Dieser
Prozess wird durch seinen loslichen Antagonisten OPG inhibiert.

Das Ziel der vorliegenden Studie war der Nachweis von OPG und RANKL in der
Sulkusflussigkeit und im Speichel bei Patienten mit dentalen Implantaten.

8 behandelte GCP Patienten mit Implantaten und 7 parodontal gesunde Probanden
ohne Implantate waren an der Studie beteiligt. Neben den klinischen Parametern
(ST, BNS, GI, GR) wurden Proben der Sulkusflissigkeit und des Speichel
entnommen. Die Untersuchung auf OPG und RANKL erfolgte mittels der ELISA-
Technik.

In der Sulkusflussigkeit bei den GCP Patienten wurde OPG an den Implantaten in
30% (92,05pmol/I+/-131,84pmol/l) und an den Zahnen in 27% (195,65pmol/l+/-
284,83pmol/l) der Proben nachgewiesen. In der Kontrollgruppe war OPG in 22%
(80,66pmol/l+/-120,33pmol/l) der Proben nachweisbar. RANKL lag bei den GCP
Patienten an 23% der Implantate (50,99pmol/I+/-82,55pmol/l) und 28% der Zahne
(24,94pmol/I+/-39,18pmol/l) vor. In der Kontrollgruppe konnte RANKL in 8% (2,78+/-
3,51pmol/l) der Proben gemessen werden.

Im Speichel der GCP Patienten konnte OPG (0,38pmol/l+/-0,41pmol/l) in allen und
bei den Kontrollen (0,53pmol/I+/-0,94pmol/l) in 6 von 7 Proben gemessen werden.
RANKL (0,141+/-0,096pmol/l) wurde bei den GCP Patienten in 7 von 8 Proben und
bei den Kontrollen (0,344+/-0,482pmol/l) in 4 von 7 Proben nachgewiesen. Weder im
Speichel noch in der Sulkusflussigkeit lagen Korrelationen zwischen OPG, RANKL
und den klinischen Parametern vor.

Abschlie3end bleibt festzustellen, dass in der Sulkusflissigkeit in 20-30% der Proben
OPG und RANKL nachweisbar war. Die RANKL Konzentration an den Implantaten
der GCP Patienten war deutlich erhdht, jedoch statistisch nicht signifikant.

In nahezu allen Speichelproben konnte OPG und RANKL in geringen

Konzentrationen gemessen werden.
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Der Nachweis von OPG und RANKL in der Sulkusflissigkeit und im Speichel ist ein
vielversprechendes diagnostisches Nachweisverfahren fir den Knochenstoffwechsel
an Zahnen und Implantaten. Insbesondere sollte die Rolle des OPG und RANKL-

Systems in der Etablierung und Aufrechterhaltung einer Osseointegration von
Implantaten und der Entstehung von periimplantaren entzindlichen Erkrankungen

naher untersucht werden.
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Summary

The OPG/RANKL system is critical for physiological bone remodeling as RANKL, its
cellular receptor RANK and its decoy receptor OPG crucially regulating
osteoclastogenesis. Thus, the ratio of RANKL to OPG determines the rate of bone
remodeling. The aim of this study was to determine osteoprotegerin (OPG) and
receptor activator of NFkB ligand (RANKL) in crevicular fluid and saliva of periodontal
healthy subjects and patients with treated generalized chronic periodontitis (GCP)
and peri-implant healthy implants.

Samples of crevicular fluids and saliva as well as clinical parameters were collected
from 8 GCP patients with implants and 7 periodontal healthy subjects without
implants. RANKL and OPG levels were measured using ELISAs.

In GCP patients, OPG was detectable in 30% of the crevicular fluid around implants
and in 27% around teeth. In controls, OPG was found in 22% of crevicular fluid.
RANKL levels were determined in 23% of crevicular fluid around implants and in 28%
around teeth, whereas it was found in 8% of controls. OPG and RANKL were
detectable in nearly all saliva samples. In both groups, OPG and RANKL were not
correlated with each other in the crevicular fluid or saliva samples. There was no
correlation with clinical parameters.

OPG and RANKL were detectable in 20-30% of the crevicular fluid samples. In GCP
patients the RANKL levels around implants and the OPG levels around teeth were
increased. As a conclusion, the detection of OPG and RANKL in crevicular fluid and
saliva may provide a promising diagnostic indicator of bone remodeling for teeth and
dental implants. The role of the OPG/RANKL system should be investigated in more
detail with respect to the establishment and maintenance of osseointegration of
implants and in the development of inflammatory peri-implant diseases.

Nearly all saliva samples contained measureable amounts of OPG and RANKL.
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9. Abklrzungsverzeichnis

AL Attachment Level

BNS Bluten nach Sondieren

Cbfa-1 Core binding factor al

CD Cluster of differentiation

DEPC Diethylpyrokarbonat

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

(Enzym-gekoppelter Immunabsorptions-Assay)

GCP Generalisierte chronische Parodontitis
Gl Gingival Index

Gll Glandulae

GR Gingivale Rezession

IL Interleukin

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor
MMP Matrix Metalloproteinase

MW Mittelwert

NF-kB Nuclear factor-kB

OCIF Osteoclastogenesis inhibitory factor
ODAR Osteoclast differentiation and activation receptor
ODF Osteoclast differentiation factor

OPG Osteoprotegerin

OPGL Osteoprotegerin-Ligand

PBS Phosphate Buffer Solution

PGE2 Prostaglandin E2

Pl Plague Index

RANK Receptor activator of NF-kB

RANKL Receptor activator of NF-kB ligand
SRANKL soluble Receptor activator of NF-kB ligand
SF Sulkusflussigkeit

ST Sondierungstiefe

Std. Abw. Standard Abweichung

TACE TNF-a-converting enzyme

TGF Transforming growth factor
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TNF
TNFR
TR-1
TRAF
TRANCE
WHO

Tumor necrosis factor

TNF-receptor

TNF receptor-related molecule-1
TNF-receptor associated factor
TNF-related activation-induced cytokine

World Health Organization
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10. Anhang
10.1 Tabellen und Abbildungen

Tab. 1: klinische Parameter

GCP GCP Kontrolle
Implantate Zahne
BNS 0,16 + 0,36 0,12+ 0,16 0,00 + 0,00
ST 2,21 +£1,07 2,52+0,73 1,81+£0,32
GR 1,03+ 0,81 0,39+0,38 0,00 = 0,00
Gl 0,19 + 0,39 0,32+ 0,36 0,00 = 0,00

GCP, Generalisierte chronische Parodontitis; BNS, Bluten nach Sondieren; ST, Sondierungstiefen; GR, Gingivale Rezessionen;

Gl, Gingival Index
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Tab. 2: OPG und RANKL in der Sulkusflissigkeit

Wert

OPG Kontrolle
Zahne

7 80.657 120.328 14.170 0.805* 0.955*

GCP
8 92.048 131.844 45.320

Implantate

RANKL Kontrolle

. 7 2.797 3.509 0.000 0.318* 0.281*
Zahne

GCP
Implantate

8 50.990 82545 9.900

OPG, Osteoprotegerin; RANKL, Receptor Activator of NF-kB ligand; MW, Mittelwert; Std. Abw., Standardabweichung; Median,
Medianwert; n, Anzahl; * p-Wert des Mann-Whitney-U-Test; $ p-Wert des Wilcoxon-Test.




Abb. 1: OPG in der Sulkusflissigkeit
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Abb. 2: RANKL in der Sulkusflissigkeit
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Tab. 3: OPG und RANKL im Speichel

Gruppe n MW Std. Median p-Wert*
Abw.
OPG Kontrolle 7 0.532 0.937 0.049 0.867
GCP 8 0.375 0.413 0.236
RANKL Kontrolle 7 0.344 0.482 0.299 0.613
GCP 8 0.141 0.096 0.159

OPG, Osteoprotegerin; RANKL, Receptor Activator of NF-kB ligand; MW, Mittelwert; Std. Abw., Standardabweichung;
n, Anzahl; * p-Wert des Mann-Whitney-U-Test

78



Abb. 3: OPG im Speichel
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Abb. 4: RANKL im Speichel
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Tab. 4: Korrelationen von OPG und RANKL

Sulkus Speichel Klinische Parameter
OPG RANKL ST BNS GR Gl
OPG R 0.447 -0.505 -0.250 -0.116 -0.222 -0.673
p-Wert*  0.109 0.066 0.390 0.694 0.632 0.097
RANKL R 0.405 0.052 0.160 0.171 -0.559 0.182
p-Wert*  0.151 0.860 0.584 0.560 0.192 0.696
Speichel
OPG R -0.097 0.154 0.263 -0.699
p-Wert* 0.732 0.585 0.528 0.054
RANKL R -0.139 0.055 -0.024 0.036
p-Wert* 0.622 0.847 0.955 0.933

* p-Wert des Tests auf r=0; R, Korrelationskoeffizient

RANKL, Receptor activator of nuclear factor-kB ligand; OPG, Osteoprotegerin, ST, Sondierungstiefen; BNS, Bluten nach
Sondieren; GR, Gingivale Rezessionen; Gl, Gingival Index
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